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CARACTERIZAGAO DE ESTRUTURAS INTERNAS OSSEAS ATRAVES DAS
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Uma avaliacdo de amostras biolégica, como osso de pequenos animais pode
ser desenvolvida com raios X. A microtomografia computadorizada tridimensional
(MCT) é uma técnica de imagem ndo invasiva que fornece um mapa da estrutura
interna da amostra inspecionada, com uma resolugao espacial da ordem de microns.
Outra potente técnica utilizada para analisar esse tipo de material é a fluorescéncia de
raios X (XRF), que é uma técnica de analitica superficial aceita como um excelente
método para analise de elementos quimicos. O maior desafio da pesquisa nas areas
biolégicas nos ultimos anos tem sido a determinacdo das concentragbes de varios
elementos em tecidos 6sseos.

Nesse trabalho essas duas técnicas de raios X trabalham juntas, ou seja, uma
complementando a outra, para caracterizar amostras de osso (humano e animal). Num
primeiro momento foi utilizado um aparelho de microtomografia computadorizada que
fica situado no Laboratério de Instrumentgdo Nuclear (LIN). O secundo passo consiste
em realizar a XRF aplicando dois métodos diferentes: a fluorescéncia de raios X por
dispersao de energia (EDXRF) e a microfluorescéncia de raios X por radiagao
Sincrotron. O primeiro experimento foi feito também no LIN, e o segundo no LNLS, em
Campinas, Sao Paulo.

Os resultados revelam que tanto a uCT quanto a XRF sao excelentes técnicas

para analisar, inspecionar e caracterizar amostras 6sseas.
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CHARACTERIZATION OF BONE INTERNAL STRUCTURES BY
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Evaluation of biological specimens, such as bone of small animals can
be accomplished with X-rays. The 3D microcomputed tomography (uCT) is a
non-invasive imaging technique that can produce a map of the interns structure
of the inspected sample, in microns order of the space resolution. The distinct
advantage of using this imaging technique to characterize the internal structure
of bone samples is that is scalable for resolutions and is also useful for other
human specimens, when higher resolutions are required. Another powerful
technique used to inspect these kinds of materials is the x-ray fluorescence
(XRF), which is a superficial analytical technique that is accepted as an
excellent method to analyze chemicals elements. A major goal for research in
biomedical sciences over the last few decades has been to determine the
concentrations of various elements in bone tissues.

In this work these two techniques work together, e.g., as a complement
to each other, to characterize bones samples (human and animal). On the first
moment, the specimens were used to the scan procedure in the microcomputer
tomography that is located in the Nuclear Instrumentation Laboratory. The
second step consist in doing the x-ray fluorescence be applying in two different
methods: energy dispersive x-ray fluoresce and x-ray microflurescence. To the
first method, it was used a usual experiment setup also located at LIN. The
second method was executed at the LNLS, in Campinas, S&o Paulo.

The results show that 3D micro-CT and XRF are powerful techniques to
analyze, inspect and characterize bone sample.
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CAPITULO |

|.1 — Introducéao

A osteoporose € uma doenga que acomete 0s 0ssos, caracterizada
pela perda de massa Ossea e consequente fragilidade de sua arquitetura.
Questdes sobre as estruturas internas bem como a distribuicdo e papel de
certos minerais nos 0ssos ainda nao estao totalmente elucidadas. Portanto, se
torna muito importante a investigacdo desses parametros para que seja
possivel aumentar o conhecimento de tal estrutura e auxiliar o entendimento
das patologias associadas a tal estrutura.

Nesse ambito, esse trabalho de tese tem por objetivo principal
investigar as estruturas internas e externas de amostras o0sseas a partir de
duas técnicas que envolvem raios X: Microtomografia Computadorizada
Tridimensional e Fluorescéncia de raios X, respectivamente.

Uma vez apresentadas as principais referéncias bibliograficas sobre o
assunto em questdo, serdo relatadas as introdugdes tedricas da técnica de
tomografia computadorizada por raios X e da de quantificagcdo Ossea, no
capitulo 1l. Ja no capitulo subsequente, sera descrita a metodologia utilizada
nesse trabalho. O capitulo IV contera os resultados obtidos juntamente com
algumas inferéncias. E, por fim, no capitulo V serdo expostas as conclusoes e
expectativas futuras. Ao final dos capitulos, ter-se-a também um anexo
contendo uma pequena explicitagdo sobre a estrutura éssea (composigéo,

fisiologia e anatomia).

|.2 - Revisédo Bibliografica

Nessa sessao sera apresentado um breve histérico sobre a utilizagdo da
tomografia computadorizada e a técnica de fluorescéncia por raios X na analise
de estruturas biologicas. Para melhor entendimento da morfologia éssea,

encaminhe-se ao anexo.
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[.2.1 - Tomografia Computadorizada

Os raios X foram descobertos por Roéntgen, em 1895 e desde entéo
foram varias as aplicagbes desenvolvidas. Em seu artigo, HESSENBRUCH [1]
discorre sobre a histéria dos raios X desde sua descoberta por Roéntgen,
passa pelas aplicacbes na medicina e termina alertando sobre sua protegao. A
habilidade desse raio de "ver” através da pele causou muito interesse e
curiosidade por parte do publico e também dos cientistas. No periodo da 1a.
Guerra Mundial, a radiografia para diagndstico atingiu seu topo. Em 1920, a
radiologia se tornou uma rotina, e o numero de radiologistas também cresceu
como pode ser visto em WEBSTER et al [2]. Nos anos 30 e 40, muita gente
morreu em muitos paises da Europa por conta do desconhecimento dos
maleficios causados pela radiagdo X. Nos anos 60, tem-se a mamografia como
uma técnica capaz de detectar o inicio do aparecimento de cancer a baixas
doses de raios X. Nos anos 70, os aceleradores lineares vieram para dominar o
mercado das fontes de raios X surgindo a Tomografia Computadorizada (CT)
mais eficaz na diferenciacdo dos tecidos. Nos anos 80 e 90, o uso do
computador para processar e guardar informagdes de diagndstico foi um dos
principais desenvolvimentos na tecnologia de diagndstico por raios X. Os
raios X s&o agora, ndo apenas um uso rotineiro na medicina e nos estudos
académicos, mas sim um habito em muitas atividades, tal como na industria,
como mostra LiNetal [3]. S&o diversas as aplicagcbes da tomografia
computadorizada por raios X e, entre elas pode ser destacado o estudo de
estruturas internamente conexas, tal como o osso poroso. O grande interesse
por esse tipo de estrutura é que através da microtomografia computadorizada
por raios X (uCT) pode ser feita a avaliacdo 2D e 3D de toda a arquitetura

trabecular 6ssea sem haver a destruigdo da amostra.

A analise das estruturas Osseas esta baseada em conceitos de
esterologia, mostrados posteriormente no capitulo Il. Entre os muitos
parametros que podem ser quantificados destacam-se: BV/TV (fragcdo de
volume 6sseo), BS/BV (relagdo entre superficie e volume &sseos), TbN
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(densidade trabecular), TbTh (espacamento entre as trabéculas), TbSp
(separagao trabecular), conectividade e a diregdo preferencial das trabéculas
Osseas (anisotropia). Esse estudo vem realizado em diferentes tipos de ossos,
com diferentes patologias, tanto em amostras de osso humano quanto em
amostras de animais, tal como rato. Serdo apresentados a seguir os resumos
de alguns trabalhos que foram fundamentais para o entendimento do tipo de

avaliacao a que se propde fazer nesse estudo.

FLANNERY et al [4] descreveram o principio de transmissao de raios X na
tomografia computadorizada ressaltando sua aplicabilidade na area médica
mostrando os seus primeiros resultados em amostras de tecido canceroso.
MORTON et al [5] também apresentaram resultados na area biolégica com
auxilio da microtomografia computadorizada por raios X. Nesse estudo,
destaca-se o desenvolvimento de um “set-up” com um detector a gas fazendo
parte do sistema de deteccdo. As amostras utilizadas foram de passaros e as
imagens foram tomografadas com um tamanho de “pixel” igual a 20 e

8 micrometros.

TABOR et al [6], estudaram a influéncia da resolugéo da imagem no poder
de discriminagdo dos parédmetros da arquitetura do osso trabecular. Imagens
de 200 um de resolugéo de osso trabecular adulto e jovem foram coletadas (75
e 27 anos respectivamente). Diferentes parametros da arquitetura foram
quantificados havendo uma diferenga estatisticamente significativa entre os
dois grupos. A partir desse momento, a resolugdo da imagem foi degradada
artificialmente e a diferenca estatistica anteriormente observada ainda
permaneceu para parametros que dependem apenas das caracteristicas gerais
da estrutura trabecular. Os parametros que satisfazem essas condi¢cbes sio:
numero de Euler (definido como o numero de elementos conectados menos o
namero de buracos), area da cavidade medular, espacamento trabecular, e
volume trabecular. A diferenga estatisticamente significativa desaparece para
parametros que dependem do numero e da area das partes desconexas do

espaco medular ou da estrutura trabecular de uma maneira nao-linear.
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Um outro exame sobre a influéncia da resolugcdo espacial da
microtomografia na avaliagdo dos ossos de rato foi feito por YANG et al [7].
Esse trabalho ilustrou que, com a resolugdo de 15um, foi perceptivel uma
mudanga estrutural 6ssea, havendo uma alteragcao da tibia entre os dois grupos

amostrais estudados.

BJORNDAL et al [8] fizeram uma avaliacdo qualitativa da relacéo existente
entre a macroestrutura externa e interna de dentes através da microtomografia
computadorizada por raios X. Esse estudo revelou que com uma resolugao

espacial de 100 um consegue-se identificar as regides de interesse.

Em seu estudo, WANG et al [9] desenvolveram um algoritmo de
reconstrugcdo de imagens tomograficas para feixes em cone a partir de um
outro com feixe em paralelo, mostrando a aplicabilidade para a corregcdo do
problema de endurecimento de feixe: processo esse que gera uma série de

artefatos nas imagens tomograficas.

SAKELLARIOU et al [10] mostraram a vantagem da utilizagdo da uCT em
aplicagbes da fisica em meso escalas, realgcando as caracteristicas e
facilidades de um experimento envolvendo a referida técnica. Sua
instrumentacao esta baseada num feixe de raios X em paralelo com fatores de
magnificagao desde 1x até 100x e um detector tipo CCD com 2048 x 2048 (16

bits) de resolugao.

MARTIN-BADOSA et al [11], discorreram sobre o desenvolvimento de uma
ferramenta para analisar a microestrutura Ossea de ratos, através da
microtomografia 3D. Uma vez definida uma regido de interesse para a
realizacdo da quantificagdo da estrutura 6ssea, as regides da cortical e das
trabéculas foram separadas automaticamente pelo "software” desenvolvido.
Essa separagéo é realizada com base no histograma do volume da imagem
reconstruida. A analise morfoldgica e topoldgica foi feita aplicando-se dois
modelos diferentes tanto na regido da cortical quanto na regido interna das

trabéculas. As amostras utilizadas eram de 16 ratos machos que foram
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sacrificados com 16 semanas de idade, dentre os quais oito eram pertencentes
ao grupo controle e os demais submetidos a um modelo de perda de massa
Ossea. Além das quantificagcbes usuais de parametros estruturais foi
investigada também a porosidade das amostras, através da analise da
estruturas e tamanho dos poros nas corticais. Os resultados indicaram que a
analise feita com base tanto do modelo independente quanto no modelo
dependente, leva a uma mesma conclusdo para os parametros estruturais
investigados. Entretanto, os valores absolutos diferem e sdo mais acurados se
for utilizado o modelo independente. Em contrapartida, nenhuma mudanca na

conectividade foi observada, nos dois modelos para os dois grupos de animais.

HANSON [12] apresentaram um método alternativo para qualificar o osso
utilizando uCT, "in vitro". O método propds a aquisicdo de imagens
longitudinais (imagens que se assemelham mais com as adquiridas na
histomorfometria convencional) ao longo do osso, visto que a maioria das
aquisicdes ¢é feita na direcdo vertical da amostra 6ssea. Foram feitos
levantamentos de BV (volume 6sseo), BS (superficie 6ssea), TbTh, TbN entre
outros em ambas as diregbes do osso. Na diregdo vertical (comumente
realizada) a resolugéo da imagem foi de 12 um, ja na diregdo horizontal foram
utilizadas duas: 8 e 16 um. As quantificagdes foram feitas em 1mm® da
amostra e, os resultados mostram uma diferenca entre s duas diregdes: para
BS, BV, TbN e TbTh houve uma diminuicdo de seus resultados quando
quantificados na diregcao horizontal, acontecendo o inverso para TbSp. Para as
quantificacbes 2D, TbN, TbTh, BV/TV e BS/TV aumentaram, enquanto que
TbSp e BS/BV diminuiram.

PATEL et al [13], mostraram que a técnica de microtomografia
computadorizada € uma excelente ferramenta para analises qualitativas e
quantitativas de microestruturas. Com o auxilio dessa potente técnica,
investigaram a variagdo da arquitetura 6ssea do joelho com respeito a sua
regido e profundidade. Foram utilizadas 11 amostras de joelhos incluindo a
patela, o fémur distal e a tibia proximal de cadaveres entre 59 e 74 anos. Do

total de amostras, 8 foram classificadas como normais e as demais com algum
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tipo de artrite. Foram estudados os parametros: BV/TV, TbN, TbSp e TbTh, e
as analises realizadas com base nos primeiros 6mm de profundidade da
amostra. Nos primeiros 6 mm de profundidade da amostra os parametros
sofreram um acréscimo significativo e apos esse valor se estabilizaram, néo
havendo, portanto uma variagdo relevante. Quando relacionados com a
localizacdo anatdmica, fémur e tibia, os mesmos se mostraram maiores na
segunda regido, com excegao de TbSp que obteve um comportamento inverso
dos demais. Comparando as amostras normais com as que apresentavam
algum tipo de artrite, a maior diferenga significativa é observada nos primeiros
6 mm de profundidade do compartimento medial da tibia. Os valores de BV/TV
e TbTh sdo menores que os demais para as amostras com artrite, com
excecdo do parametro TbN que ndo apresentou variacdo estatisticamente

significativa.

A quantificagdo Ossea através da pCT, tanto em humanos quanto em
qualquer animal, esbarra em um sério problema: nivel de "threshold" utilizado
para efetuar a binarizacdo das imagens. HARA et al [14], estudaram como os
parametros morfolégicos e mecanicos derivados da microtomografia podem ser
afetados por pequenos erros na estimativa de valores de "threshold", quando
se envolve variacdo de estruturas 6sseas e diferentes fracbes volumétricas.
Para tal utilizaram amostras de vértebras de porcas com 6, 23 e 230 semanas
de idade e para cada grupo utilizaram cinco valores para o "threshold" (TH)
espacados em 0,5 %. As imagens tridimensionais mostraram diferengas na
estrutura trabecular para diferentes valores de TH, apresentando um aspecto
mais fino para baixos valores e até uma desconexao para altos valores.

Quando se esta interessado em uma analise quantitativa, a diferenca
entre os valores do referido parametro € mais significativa para amostras com
uma fragdo de volume 6sseo menor que 0,15 e essa variagao € linear, ou seja,
uma variagao de 0,5% no valor de TH causa uma diferengca de 5% nos valores

de fracdo de volume 6sseo.

Quanto ao numero trabecular e a anisotropia essa variagdo pode ser

negligenciada. Isso mostra que a relagdo do TH é muito importante para a
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acuracia da fragao volumétrica e das propriedades mecanicas, especialmente

para baixos valores desse parametro.

Outro relevante trabalho envolvendo nivel de TH foi apresentado por
RUEGSEGGER et al [15]. Eles investigaram, através da uCT, a arquitetura 6ssea
de biopsias da crista iliaca com 8 mm de didmetro e 10 mm de comprimento.
Nesse estudo foi ressaltado o fato dos indices estruturais, determinados
através da uCT, serem dependentes dos valores de TH utilizados na
binarizacdo das imagens quantificadas. Como suas imagens possuiam uma
relacdo de contraste osso/medula muito alto (~1/10), eles utilizaram um valor
de TH fixo, fazendo com que o processo de segmentagao fosse mais rapido e
mais eficiente. O numero trabecular se mostrou independente do nivel de TH
escolhido. Com isso tem-se que a microtomografia computadorizada € uma
técnica nao destrutiva relativamente rapida e precisa para a determinagao de

indices 6sseos tridimensionais.

LOVERIDGE et al [16] realizaram um estudo sobre a fragilidade éssea e a
densidade de mineralizagdo 6ssea da regidao do colo do fémur. Para tal,
utilizaram bidpsias de individuos de ambos os géneros com idades entre 72 e
90 anos. O estudo demonstrou que a densidade mineral Ossea €
significativamente menor na regiao do colo femoral em pacientes que possuem
fraturas provenientes de pequenos traumas comparados aqueles que possuem
fraturas relacionadas a idade (osteoporose). Essa redugdo acontece tanto na
regido cortical quanto na regido trabecular do osso, em todos os quadrantes da
regiao estudada. A relacdo entre a mineralizagdo, micro arquitetura e a
fragilidade Ossea tende a ser nao linear. Com isso, pequenas variagdes nessas
propriedades levam a uma mudanga marcante nos aspectos de fragilidade

ossea.

Diversos fatores podem causar balango negativo na remodelagcéo 6ssea.
Isso pode ocorrer por grande estimulo ao processo de reabsor¢gdo, como nos
casos do hipogonadismo (menopausa), caréncia de calcio e consequente

elevacdo do paratorménio e excesso de hormdnio tireoidiano, ou por declinio
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do processo de formagdo, como no envelhecimento. Em ambas as
circunstancias, a quantidade de osso removido sera maior que a quantidade
formada, e a consequéncia serdo a redugdao da massa 6ssea e da qualidade
O0ssea (menor resisténcia), caracteristicas da osteoporose. O excesso de
glicocorticéides desacopla o processo de remodelagao, trazendo aumento da
reabsorgao e inibicdo da formacao por apoptose de osteoblastos e ostedcitos.
A seguir serao apresentados trabalhos sobre as mudangas ocorridas no 0osso
em detrimento do processo de envelhecimento, da ingestdo abusiva de alcool e

do uso de estrogénio.

RAO et al [17], através da microtomografia, com uma tensao de operagao
de 30 keV, mostraram que ratos jovens possuem uma estrutura mais densa do

que ratos idosos.

BARBIER et al [18] reportaram sobre a visualizagdo e avaliagdo da
arquitetura 6ssea de rato utilizando micro CT. A avaliacdo é feita sobre a
analise de valores de BMC (“bone mineral content”). Esses autores afirmaram
que, a através dessa técnica, pode-se realizar um estudo da estrutura dssea
dos ratos, mas apenas “ex vivo”, fato esse explicado pela alta taxa de dose
requerida em um ensaio como esse. O levantamento dos parametros avaliados
é feito sobre a analise bidimensional da histomoformetria convencional e
também por uma avaliagao 3D. Nesse trabalho foram utilizados ratos de 1 a 28
meses de idade, trés animais por idade, oito idades diferentes dentre os quais
se tem trés grupos em separado: um grupo controle, um castrado e outro
castrado tratado com um inibidor de reabsorcdo dssea. Em relacdo ao
processo de envelhecimento, constatou-se que os pardmetros avaliados
sofrem uma modificagdo para mais em sua magnitude, principalmente BV/TV e
TbTh. Quanto ao parametro TbN esse se manteve constante. Em outras
palavras, para ratos entre 25 e 28 meses de idade, a idade induz a um
decréscimo de BV/TV e TbTh mas ndo em TbN. Ao que concerne sobre o
processo de castragao, apenas depois de trés meses de ovariectomia nota-se
uma diferenga nos valores estruturais 6sseos. Quanto a utilizagdo do inibidor

de remodelacdo O0ssea os resultados obtidos mostram que apdés um ano de
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utilizacdo da droga consegue perceber um retrocesso na perda de massa

0ssea, ou seja, o inibidor faz com que o processo de perda dssea reduza.

Em seu trabalho, THOMSEN et al [19] investigaram a relagdo entre o
aumento da idade e os parametros estrutural e morfolégico em 32 bidpsias da
crista iliaca para individuos dos sexos feminino e masculino. Seus estudos
mostraram que existe um declinio linear mais pronunciado entre BV/TV e a
mudanca de idade, para idades acima de 20 anos. Nao existe diferenca
estatisticamente significativa na relagdo entre BV/TV e a idade para ambos os
sexos. A analise do parametro conectividade difere para ambos os sexos:
enquanto para o sexo feminino esse parametro decresce linearmente com a

idade, no masculino independe da idade.

Continuando nessa linha, MOSEKILDE [20] reportou sobre a mudanca
O0ssea de acordo com o processo de envelhecimento. Afirmou que o esqueleto
humano atinge seu pico de massa 6ssea e dureza entre 25 e 30 anos. Depois
desse intervalo, esses parametros ndo sofrem grandes variagdes tornando-se
praticamente constantes, tanto em homens quanto em mulheres. No processo
de remodelamento do osso ocorre uma renovagao dos ossos velhos e, com
isso, tem-se a reposi¢cao das células mortas e a reparagao de microfraturas.
Porém, por conta do balango negativo de cada processo de remodelamento,
isso tem um custo muito alto: o afinamento das traves dsseas, tanto no osso

trabecular quanto na cortical.

Ainda em relacdo ao acompanhamento da estrutura 6ssea com o
aumento de idade tem-se o trabalho de Lim et al [21]. Eles reportaram que as
mudangas ocorridas no corpo com relagéo a idade induzem a um impacto na
densidade mineral O6ssea. Nesse estudo, a massa corporal em homens e
mulheres e a gordura corporal em mulheres se mostraram independentes em
sua contribuicido a densidade mineral éssea. Nas mulheres, conforme ocorre o
aumento da idade, tanto a gordura corporal quanto a massa se reduzem. Nos
homens, a massa corporal reduz com a idade enquanto a gordura aumenta

significativamente. Correlagbes entre idade e massa corporal atingem um valor
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de -0,420 em mulheres enquanto que, para esse mesmo grupo, entre idade e
gordura corporal tem-se um coeficiente de -0.146. Nos homens esses valores

sao -0,478 e -0,022, respectivamente.

THOMSEN et al [22], através de imagens tomogréficas, fizeram a
quantificacdo dos parametros estrutural e morfolégico para amostras da crista
iliaca e da 22 vértebra lombar em 24 homens e 24 mulheres em diferentes
idades. Seus estudos revelam um baixo grau de correlagcdo entre os
parametros quantificados nas diferentes partes anatémicas. Encontram
principalmente um decréscimo nos valores de volume trabecular 6sseo
conforme o aumento da idade para ambos os sitios anatdmicos, embora esse
decréscimo, na mesma idade, tenha sido mais pronunciado na crista iliaca. No
iliaco, a conectividade decresce significativamente com o aumento da idade
para o sexo feminino, mas ndo depende da idade para o sexo masculino.
Porém nao houve uma diferenca significativa na relagao entre conectividade e
aumento de idade, para ambos os sexos, na 22 vértebra. Essa diferenca de
resultados mostra que deve ser tomado muito cuidado no momento da escolha

da regido anatdmica para realizar a inspecao desejada.

Segundo DING et al [23], um dos fatores primordiais no entendimento de
patologias € o conhecimento da microestrutura &ssea. Esse trabalho
quantificou as mudancas na estrutura porosa de tibia humana relacionadas
com a idade, através de imagens microtomograficas tridimensionais. Para tal
foram utilizados 160 cilindros porosos de tibias de 40 doadores, em uma faixa
etaria de 16 — 85 anos. Os resultados revelaram que o grau de anisotropia
aumentou substancialmente com a idade, enquanto que o volume e a
densidade superficial 6ssea diminuiram. O fator conectividade nao possuiu
relacdo com a mudanga de idade. Essa observacao sugere um remodelamento
mecanico do osso que pode reorientar suas trabéculas para compensar a
perda 6ssea, o0 que acontece mais fortemente na direcdo preferencial —
paralela ao eixo longitudinal da amostra. Outros dois estudos, com as mesmas
amostras, foram desenvolvidos por esses pesquisadores, [24] e [25], revelando

que a fracdo de volume désseo, o volume trabecular e a superficie Ossea
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decresceram significativamente com o aumento da idade ocorrendo o contrario
para a espessura trabecular (decresceu significativamente com o aumento da
idade e essas mudancgas tornaram mais expressivas depois dos 80 anos). Ja a
conectividade ndo apresentou nenhuma relagdo com a mesma. Foi notada
também uma subestimacdo da espessura trabecular quando realizada uma
avaliacao bidimensional em relacdo as quantificagdes feitas através do modelo

tridimensional.

Como dito anteriormente, a ingestdo de alcool contribui para um balango
negativo na remodelacdo do osso, sendo um importante fator danoso a
estrutura 0ssea € a ingestdo de alcool, pois em excesso aumenta a excregao
urinaria de calcio, zinco e magneésio, como pode ser comprovado por. NYQUIST
et al [26,27], KANIS et al [28] e DYER et al [29]. Nesse ultimo trabalho, é
mostrado que o magnésio € um dos minerais mais afetados e, sua deficiéncia
esta associada ao consumo cronico de alcool, ocorrendo em 30-60 % da
populacdo, conforme FLINK [30] e GINDLER et all [31]. Tem sido mostrado que o
consumo excessivo de etanol pode contribuir positivamente tanto para o
desenvolvimento de uma osteopenia (BARAN et al [32], CRILLY et al [33] e
SPENCER et al [34]), quanto para um aumento no indice de fraturas, conforme
pode ser visualizado em LINDSELL et al [35], OPPENHEIM [36], SEEMAN et al [37] e
WILKINSON et al [38]. Em uma populagdo com ingestédo de alcool, a ma nutricdo
aparece como um dos fatores primordiais que contribuem para as ocorréncias
das alteragdes 6sseas (LIEBER et al [39,40]). PREEDY et al [41] analisam o efeito
combinado da ingestdo de etanol e a falta de proteina em osso de rato,
mostrando que a deficiéncia de proteina combinada a ingestdo de etanol
contribui significativamente para o aparecimento da osteopenia, causando um
decréscimo da densidade mineral 6ssea. Um estudo similar foi feito por
SANTOLARIA et al [42] em humanos, revelando que um decréscimo da
densidade mineral 6ssea em pacientes com consumo de alcool esta associado
ao fato de que o alcool é téxico para muitos dos reguladores metabdlicos e seu
decréscimo altera a fungdo do paratorménio (PTH) e o metabolismo da

vitamina D.
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Segundo KANIS et al [43], a osteoporose € uma doenga que acomete os
ossos, definida como sendo uma doenca esquelética sistémica, caracterizada
por uma diminuigdo da massa Ossea e deteriorizagdo da microarquitetura com
consequente aumento da fragilidade 6ssea e maior susceptibilidade as fraturas.
Essa patologia também possui um balang¢o negativo na remodelagdo 6ssea. De
acordo com MELLO et al [44] e KALU [45], o processo de ovariectomia em ratas
tem sido utilizado frequentemente como modelo animal de osteoporose
experimental, pois fornece dados semelhantes aos observados no esqueleto

adulto pdés-menopausico.

LANE et al [46] estudaram seu efeito na estrutura trabecular, através da
microtomografia, em ratos submetidos a um modelo de deficiéncia de massa
ossea. Os resultados indicaram que o estrogénio, tanto em altas doses quanto
em baixas doses, foi capaz de manter a estrutura trabecular e a massa 6ssea,
na regido das tibias, em ratas com deficiéncia de estrogénio. Ja em BAGI et al
[47] tem-se a apresentacgdo das diferengas existentes entre ratos e humanos no
colo femoral com auxilio da microtomografia. A porcentagem de osso cortical
foi muito maior em ratos: 72,5% em ratos enquanto que humanos esse valor
decresce para 12,5%. Outro fato apurado diz respeito a distribuicdo desse tipo
de 0sso na regiao 0ssea referida: em ratos, o osso cortical do colo femoral esta
igualmente distribuido, ao passo que em humanos existe uma diferenca
consideravel entre a parte superior do colo (com uma espessura de cortical da
ordem de 0,3 mm) e a inferior (com uma espessura de cortical de

aproximadamente 6 mm).
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|.2.2 - Fluorescéncia de Raios X

BARKLA et al [48] mostram uma das primeiras aplicagdes de raios X para
a analise elementar a partir da observagado dos espectros caracteristicos de
raios X. Pode-se dizer que a fluorescéncia de raios X (XRF) foi introduzida
como uma técnica de analise elementar na década de 50. Com o tempo € o
desenvolvimento dos detectores semicondutores, GIAUQUE et al [49] e
HAMMERLE et al [50], (estes utilizados para fazer a detec¢cdo da radiagdo
fluorescente), foram surgindo aplicagbes em diversas areas, como por

exemplo, na biologia.

CRriss et al [51] desenvolveram um método, utilizando os principios
fisicos de produgéo de fluorescéncia de raios X para a analise elementar. Esse
€ o método mais utilizado e difundido em XRF e, é conhecido como o Método
dos Parametros Fundamentais, que se baseia na solugdo analitica de
equacoes teoricas que descrevem a dependéncia da intensidade da radiagao
fluorescente em termos de parametros fisicos fundamentais e de parametros

instrumentais.

Bradley et al [52] indicam que XRF rapidamente se tornou uma potente
ferramenta de analise para estudar a composicdo do corpo humano em relagao
a metais téxicos (metais pesados, como o chumbo e o ferro), “in vivo”. Nesse
estudo revelam que para um tempo de contagem (tempo de irradiacéo) de
1000 s, o Pb e o Fe podem ser detectados no nivel de 10 ug (g pele)”, usando
uma dose da ordem de poucos m Gy min™'. Seguindo essa analise “in vivo’,
TODD et al [53] estudaram a variabilidade dos niveis de chumbo em amostra de
tibia humanas. Através dessa pesquisa, foi possivel observar concentragao

variando no intervalo de 6 a 13 ug de Pb por grama de osso.

PANTERBURG et al [54] mostram que a XRF é um método é empregado
com bastante eficacia quando se utilizam fontes monocromaticas, podendo ser

empregado para fontes de radiagdo Sincrotron. Nessas condi¢gdes tém-se
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resultados bastante satisfatérios para a determinacdo da concentragdo dos

elementos presentes nas amostras, a nivel trago.

Dentre as diversas técnicas de fluorescéncia de raios X falar-se-a, em
especial, das duas técnicas que foram utilizadas neste trabalho: primeiramente
a técnica de fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia (EDXRF) e

posteriormente a técnica de microfluorescéncia de Raios X (uXRF).

A técnica de EDXRF tem sido largamente utilizada em diversas areas do
conhecimento humano, desde a geoldgica até a alimenticia, passando pelos
campos ambientais e principalmente bioldégicos, como podera ser visualizado a

seqguir.

MORGENSTEIN et al [55] utilizaram um equipamento portatil de EDXRF
para fazer uma analise geologica de amostras pré-historicas, mais
precisamente de ceramicas pertencentes ao Egito, através dos elementos
quimicos encontrados em suas superficies. Com a determinagdo da
composicao dessas amostras, auxiliada a dados petrograficos, € possivel
determinar a fonte desses materiais, assim como sua origem. Nessa mesma
linha de aplicagdo, PLUMMER et al [56] aplicam a EDXRF para investigar fosseis
0sseos na regidao do Kénia e, com essa técnica, foi possivel encontrar Zr, U,
Rb, Rn e Th.

PERRING et al [57], aplicaram a técnica de fluorescéncia de raios X por
dispersdo em energia para determinar as concentragdes de ferro, cobre e zinco

em amostras de comida pré-mixadas (comidas com adigdo de componentes).

ARAUJO et al [58], aplicaram EDXRF para avaliar o nivel de poluigdo dos
sedimentos localizados ao longo das aguas dos rios em Portugal,
determinando suas concentracdes elementares em fungdo de sua localizacéo

no universo de estudo.
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CARVALHO et al [59] estudaram tecidos humanos (osso, cabelo, figado e
rins) de 61 individuos coletados apos sua morte auxiliados por EDXRF. Todas

as amostras foram analisadas sem preparagéo quimica.

SANCHEZ et al [60] reportam um estudo em urina, sangue, estémago e
figado de ratos através EDXRF para a determinagdo da concentragcdo de
arsénio nos tecidos citados. A analise desse elemento em diferentes tecidos e
orgados sao importantes para entender o comportamento desse mineral em

amostras bioldgicas e a sua influéncia na manifestagéo de diferentes doencgas.

Elementos trago s&o investigados por HOMMA et al [61] em rins humanos
de adultos e recém nascidos, com fontes de radiagao Sincrotron. Os resultados
fornecidos mostram que os elementos encontrados (Cu, Se e Zn) estdo em

maior percentual no cértex renal e em menor quantidade na medula.

Kim et al [62] estudaram as concentragcdes de Pb em osso, utilizando a
técnica de XRF por dispersdo em energia, utilizando uma fonte de Cd-109. Os
resultados mostram que aproximadamente 55% de todos os elementos se

localizam no esqueleto humano, e as concentragbes encontradas sdo menores

que 10 pg/g.

OzDEMIR et al. [63,64], mostram um estudo envolvendo a técnica de
fluorescéncia de raios X por dispersdao em energia na analise quantitativa e
qualitativa em ossos de ratos adultos com admistracdo de paclitaxel — taxol,
que € uma droga utilizada para combater tumores solidos. Nesse trabalho
utilizaram-se duas fémeas adultas: uma com uma alta dose de taxol e a outra
com uma baixa dose da droga. Foi utilizada também uma amostra de rata
controle. Com uma fonte de excitacdo de Fe-55 foram encontrados os
seguintes elementos: Na, Mg, K e Ca. A concentragao relativa de calcio € maior
no animal controle do que nos animais que receberam a administracdo da
droga. Por conta da limitagdo do numero de amostras utilizadas nesse trabalho
maiores investigagdes necessitam ser feitas, porém os autores afirmam que, a
principio, baixas doses de taxol podem ser dadas a pacientes na terapia contra

0 cancer.
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CARVALHO et al. [65], reportam a distribuigdo dos minerais presentes em
amostras de ossos humanos da Idade Média pela técnica de reflexao total e de
dispersdo em energia. As referidas técnicas se mostraram eficazes para a
avaliacado dos perfis elementares ao longo das amostras Osseas por
requererem, entre outras vantagens, uma rapida analise da magnitude das
concentragbes avaliadas. Os elementos quimicos encontrados nas amostras
foram: Fe, Co, Mg, S, Zn, Ba and Pb. O estudo dos trés primeiros elementos
mostra sua facil penetrabilidade nos ossos através do solo, tendo um
enriquecimento maior nas regides proximas a medula 6ssea. Em relagcéo ao
estroncio e ao zinco, pode-se dizer que 0s mesmos ndo possuem um gradiente
de concentragao dentro do osso e, aparentemente se mostram constantes em
todo o estudo. A presencga do bario foi atribuida a contaminagao do solo assim
como o chumbo, embora esse ultimo elemento tenha apresentado uma alta
concentragdo, tanto na regido interna como na externa do osso. Ainda que a

alta concentragcdo no interior da amostra demonstre uma contaminagédo “in

vivo”, esse perfil € similar ao do solo.

A uXRF foi inicialmente utilizada em 1987, por Nichols e Ryon, sendo
esses 0s precursores dessa técnica [66]. Os espectrometros de uXRF podem
ser divididos em dois grandes grupos: os portateis, que utilizam tubos de raios
X como fontes de excitagdo, e os que utilizam radiagdo Sincrotron (SR) [67].
Dentro do primeiro grupo pode ser encontrado o emprego de tubos de raios X
da ordem de microns e de detectores com camara resfriada, ndo sendo preciso
uma grande refrigeragcdo do sistema de XRF [68,69,70]. Em relagdo ao
segundo grupo, tém-se o conhecimento de sua aplicagdo datada por volta da
década de 70 [71], em que se destaca o trabalho envolvendo um feixe de SR
monocromatico, tendo um anel como local de armazenamento [72]. Desde
entdo, foram varias as aplicagbes envolvendo a microfluorescéncia de Raios X
por Radiagao Sincrotron (uXRF-SR) [73 - 78]. Dentre elas pode ser destacada

a que envolve amostras biolégicas, tal como osso.
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HuaNG et al [79] estudaram, através da uXRF-SR, amostras
cancerigenas e nao cancerigenas de figado e de osso. Com essa técnica,
esses pesquisadores foram capazes de identificar diferencas nas
concentracdes dos elementos presentes nas amostras analisadas, as quais se

mostraram maiores nos materiais cancerigenos.

GERHARDSSON et al [80] estudaram a concentragao de chumbo em ossos
corticais e esponjosos de trabalhadores expostos a esse elemento e de
pessoas estdo expostas a esse mineral (considerado com sendo um grupo de
controle). Os estudos mostram que o primeiro grupo possui uma maior
concentracao de chumbo (o que ja era previsto, uma vez que essas pessoas
foram rotineiramente expostas a esse mineral), especialmente nos ossos do
dedo, seguidos das vértebras e da crista iliaca. O conhecimento das
concentracdes 6sseas de chumbo é um importante indicativo na datacdo da
exposi¢cao de um determinado individuo. Nessa mesma linha de pesquisa,
BARANY et al [81,82] além de terem também estudado o aparecimento de
chumbo em ossos, investigaram amostras de sangue e urina. Seus estudos
revelaram que a concentragdo de chumbo nos 0ssos cresce significativamente

durante a vida util do trabalhador num fator de 4,2 ug/g/ano.

JANEZ et al [83] estudaram a concentragao dos elementos presentes em
amostras de fdsseis Osseos e compararam seus resultados com os
encontrados na literatura provenientes da analise de outras técnicas, tais como
ativacdo neutrénica e espectroscopia de massa. Uma das grandes vantagens
da aplicagdo da uXRF-SR em relagdo aquelas mencionadas, é a forma nao
destrutiva de analise e o baixo limite de detec¢édo, da ordem de poucos ug/g,
obtendo valores de concentragbes abaixo de 10 ug/g. Os resultados indicaram
que os elementos encontrados estdo distribuidos heterogeneamente e a
relativa abundancia dos mesmos pode prover informagdes importantes durante

o processo de fossilizagao.

Além da informagdo sobre a concentragdo dos elementos quimicos

presentes na superficie dos materiais que se desejam investigar, a técnica de
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uXRF-SR pode fornecer também, imagens bidimensionais mostrando como
esses elementos estio distribuidos na amostra. Um dos primeiros estudos que
se tem conhecimento nesse ambito € apresentado por HOMMA et al [84]. Nesse
trabalho foi investigada a distribuicdo de elementos como Cu, Se e Zn em
amostras de rins humanos. Os resultados mostraram que todos os elementos
se concentram mais fortemente no cértex renal do que na medula e, as
imagens que foram obtidas se mostraram de acordo com as adquiridas pela

técnica de ICP-AES (absorgéo atdbmica), investigada anteriormente.

FukumoTO et al [85] também utilizaram a referida técnica para produzir
mapas elementares, mas agora em plantas, se mostrando uma potente técnica
para monitorar, em tempo real, a distribuicdo elementar. Uma caracteristica
diferente utilizada nesse trabalho foi a implementacdo de uma o6ptica capilar na
instrumentacao do sistema. Segundo ATTAELMANAN et al [86] a utilizagdo de tal
instrumento foi introduzida com o objetivo de gerar micro feixes com alta
intensidade e guiar o feixe de radiagado até a amostra, como uma fibra optica.
Tal instrumento permite um aumento na resolu¢cdo espacial das imagens

adquiridas no mapeamento bidimensional das amostras analisadas.
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CAPITULO I

Il. Consideracbes Tedricas

Il. 1. Raios X - Uma breve histéria

Como ja foi citado anteriormente, o fisico alemao Wilhelm Roentgen
descobriu um tipo de raio produzido por um feixe de raios catodicos!, que
incidia sobre a superficie de vidro do tubo onde se produziam descargas
através de um gas [87]. Ele estudava a emisséo de luz ultravioleta de um tubo
de raios catddicos dirigindo a luz para cristais de platinocianeto de bario, que
fluorescem sob luz ultravioleta, ou seja, os cristais parecem absorver a luz
ultravioleta e entdo, devolvé-la emitindo luz propria.

Depois de varias investigagdes sobre o assunto, ele dirigiu os raios para
chapas fotograficas sensiveis e conseguiu registrar a imagem dos 0ssos da
mao de sua esposa, porque 0s mesmos atravessaram a substancia tenra da
mao com mais facilidade de que atravessaram os ossos. Essa foi a primeira
radiografia ja feita, e viria a ser uma das mais famosas imagens do mundo
cientifico [87]. Ele os denominou de "raios X". Esse pesquisador descobriu que
esses raios podem atravessar materiais sélidos, ndo mostram sofrer reflexao
no vidro nem sao desviados por campos magnéticos e, ionizar o ar. Hoje, sabe-
se que sdo ondas eletromagnéticas de alta frequéncia (pequeno comprimento
de onda), normalmente emitida durante a relaxacdo dos elétrons orbitais mais

internos dos atomos [88].

1 Em meados do século XIX, os fisicos comegaram a estudar o efeito de correntes elétricas em
tragos de gas deixados em tubos de vidro de onde o ar tinha sido quase completamente
evacuado - o que foi entdo possivel gracas a invencdo da bomba de vacuo. Para esses
experimentos, a corrente era obrigada a fluir entre uma placa positivamente carregada numa
extremidade do tubo (o0 4nodo) e uma placa negativamente carregada na outra extremidade (o
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Il. 2. Processos de Interacdo da Radiagcdo com a matéria

Enquanto uma corrente de elétrons numa lampada fluorescente excita
os elétrons mais externos dos atomos, produzindo fétons de luz ultravioleta e
de luz visivel, um feixe mais energético de elétrons incidindo sobre uma
superficie solida excita os elétrons mais internos do material, produzindo fétons
com frequéncias mais altas de radiagdo X - fendmeno chamado de

fluorescéncia [90]. Este € o espectro discreto (caracteristico de cada material,

uma vez que cada elemento possui niveis de energia especificos) de raios X.
Ha também o espectro continuo de raios X, conhecido como "bremsstrahlung”,
gerado pela forte desaceleragdo de elétrons arremessados contra uma placa

eletricamente carregada. A figura Il.1 mostra o espectro combinado [89].

E\. - energia de radiacdo maxima

>

E > K, K .
K P Linha K

iacao

Linha K g

Intensidade da rad

.-E Ke

FIGURA I1.1 - ESPECTRO COMBINADO DE RAIOS X.

Lacunas situadas na camada (a mais interna) completadas por elétrons

realocados da camada eletrdénica seguinte (camada L) dao origem a chamada

catodo). Isso resultava num feixe de raios negativamente carregados, fluindo a partir do catodo.
De modo bem légico, eles foram chamados de RAIOS CATODICOS.
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"linha K" (figura II.2). Caso o elétron, no entanto, seja proveniente da camada
eletrbnica que vem na sequéncia (camada M), a diferenga de energia entre as
camadas K e M sera maior, assim, também sendo a energia do féton emitido.
Esse rearranjo menos frequente (tipicamente 10% dos casos de preenchimento

de uma lacuna na camada K) dara origem a linha caracteristica chamada Kg.

FIGURA I1.2 - PROCESSO DE GERACAO DA LINHA CARACTERISTICA K,

Os raios X podem interagir com a matéria, principalmente por trés
processos: o fotoelétrico, 0 Compton e a producao de pares.

O efeito fotoelétrico (figura 11.3) é predominante para baixas energias
(<1MeV) e a probabilidade de ocorréncia desse efeito aumenta com a quinta
poténcia de Z [89]. Acontece quando a energia incidente do féton é totalmente
transferida a um unico elétron orbital. Esse, por sua vez, é expelido, havendo o
aparecimento de uma vacancia no atomo, representando uma instabilidade
atbmica. Para o atomo se tornar estavel novamente, essa vacancia sera
preenchida por outro elétron situado na camada atdmica mais externa. Com
iss0o, ocorrera a emissao de raios X caracteristicos ou a emissao de elétrons de
Auger? (figura Il. 4). Dentre todas as formas de interacdo dos raios X com a

matéria, esta é a que mais transfere energia ao material.

2 Num atomo excitado, o excesso de energia, ao invés de ser liberado pela emissdo de raios X
caracteristicos pode ser transferido diretamente para um elétron de uma camada mais externa.
O processo pode ser entendido como se, ao ser emitido, o raio X caracteristico virtual colidir
com elétrons do préprio elemento, retirando-os por efeito fotoelétrico. Esses elétrons sao
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_ Elétron
gjetado

FIGURA I1.3 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO EFEITO FOTOELETRICO.

FIGURA I1.4 - PROCESSO DE EMISSAO DE UM ELETRON AUGER.

O efeito Compton (figura Il. 5), ocorre com maior probabilidade para
energias entre 1 e 5 MeV [89]. Nesse caso, a radiacao incidente transfere para
os atomos - alvo parte de sua energia, a fim de promover o deslocamento de
elétrons que estdo situados, principalmente, nos orbitais mais periféricos da
eletrosfera. A energia nao transferida deixa o atomo com um féton emergente,
cuja energia € menor do que aquela do foton incidente. Assim, nesse tipo de
interagdo, um foton continua a se propagar depois de interagir com o meio,
seguindo, no entanto, uma diregdo diferente daquela que possuia antes da
interacdo. A energia do foéton incidente ndo é usada apenas para o

deslocamento do elétron (o que acontece no efeito fotoelétrico), mas também

denominados de elétrons de Auger. Da mesma forma que os raios X caracteristicos, esses
elétrons sdo dependentes dos niveis de energia da eletrosfera e, portanto seu espectro de
distribuicdo é discreto.
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para fornece-lhe energia cinética para que abandone o atomo a que pertencia.
A quantidade de energia que permanece no foton emergente depende da
energia inicial incidente e do angulo com que o féton emergente se desvia da
trajetdria do féton incidente (angulo de desvio). Quanto maior for esse angulo,
maior sera a energia transferida para o elétron, logo menos energético sera o
foton emergente (figura 6). A probabilidade de ocorréncia desse efeito depende
da densidade do absorvedor e do numero de elétrons por grama de material.
Contudo, ndo depende do numero atémico do elemento-alvo. Quanto maior a
energia do foéton incidente no material, menor sera a probabilidade de

ocorréncia desse efeito [90].

Féton
emergente

Raio X
incidente

-
Elétron
Compton

FIGURA IL.5 - EFEITO COMPTON
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FIGURA I1.6 - ANGULO DE ESPALHAMENTO COMPTON PARA O FOTON E PARA O ELETRON

ESPALHADO, PARA DIFERENTES ENERGIAS.

Na producao de pares (figura Il. 7), um féton de alta energia (>5 MeV),
ao se aproximar de um nucleo atbmico (quanto maior for Z, maior é a
probabilidade de interagcdo) [91], é transformado em duas particulas com
massas semelhantes a massa do elétron. Uma delas, o positron (e*), transporta
carga positiva e a outra, o négatron (e ), transporta carga negativa. Essas
particulas e afastam uma da outra com grande velocidade, com isso elas séo
impedidas de se recombinar (sofrer aniquilagdo). A massa do elétron e do
positron € de 0,51 MeV. Assim, esse tipo de interagdo ndo pode existir com
fétons de energia menor do que 1,02 MeV. Este mecanismo de interagdo nao

ocorre na faixa de energias usadas no radiodiagndstico.

Raio X
incidente

FIGURA 1I1.7 - PRODUCAO DE PARES

A predominancia dos diferentes fendmenos de interacdo da radiagao
com a matéria, conforme a faixa de energia dos fotons incidentes pode ser
mostrada através dos coeficientes de atenuacao total e de absorcao dos fétons

em um determinado meio, como mostra a figura Il. 8 e a tabela 1.1 [92]
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Coeficiente de Atenuagio de massa (em2/g)
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FIGURA I1.8 - COEFICIENTES DE ATENUACAO TOTAL E ABSORCAO PARA A AGUA E PARA O

AR. AMBAS AS CURVAS SAO MUITO SEMELHANTES DEVIDO A PROXIMIDADE DOS NUMEROS

ATOMICOS EFETIVOS DE AMBOS OS MEIOS (7,5 E 7,8, RESPECTIVAMENTE).

TABELA II. 1 - PREDOMINANCIA DE CADA EFEITO DE ACORDO COM A FAIXA ENERGETICA

Faixa de energia dos

Processo de atenuagao dominante (em

5 MeV a 10 MeV

fotons tecido humano)
Até 50 keV Fotoelétrico
60 - 90 keV Fotoelétrico + Compton
200 a 2 MeV Compton

Compton + Producgao de Par
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Acima de 50 MeV Producgao de par

Como explicitado anteriormente, a medida que um feixe de raios X atravessa
a matéria, ocorre a atenuacao de sua intensidade. Essa atenuacao se deve aos
fendbmenos de absorcdo e de espalhamento da radiacdo incidente e é

calculada segundo a Lei da Atenuagao Exponencial [93]:
1(x) =1, exp[—j H(x, y)dl} (1.
L

Para feixes monoenergéticos, tem-se:
Ix)=1,e™"”* (11).
Onde:

I(x) a intensidade da radiagdo depois de passar pelo material de
espessura X (expresso geralmente em metros), |, a intensidade antes de
atravessar o material, u o coeficiente de atenuacéo linear (expresso em m™), L
€ o trajeto da radiacdo através do corpo de prova e dl o incremento da

distancia ao longo de L.

Portanto, o feixe de radiacao é atenuado de forma exponencial com a

espessura de material, como mostra a figura Il. 9.
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1ilo &

Intensidade Relativa

Lei de Atenuagio Exponencial

Expessura x

FIGURA I1.9 - ESQUEMA DA ATENUACAO DOS RAIOS X

Com isso, quanto maior for o coeficiente de atenuacgao linear maior sera
a atenuagao. Todavia, como a interagao da radiagdo com a matéria tem como
resultado a absorgao, o coeficiente u depende do numero atémico do material,
da densidade do material e da energia da radiagao incidente. Essas duas

ultimas grandezas estao relacionadas segundo a equacéo Il [92];

H=Hm.p (1).

Onde:
um € o coeficiente de atenuagdo e massa, expressos em mkg, € p é a

densidade do material, expressos em kg/m?>.
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Il. 3. Registro da Radiacao

A medicao da radiagao pode ser feita com filmes sensiveis a radiagéo ou
por produgao de imagem visivel em tela fluoroscépica de um intensificador de
imagem via detector (aparelhos sensiveis a radiagao) [91].

As emulsbes fotograficas sao constituidas de grédos de haletos de
prata (normalmente brometos) dispersos em uma gelatina. Cada grao possui
aproximadamente10'® atomos de Ag . A presengca de prata metalica
remanescente apos o processo de revelacio esta relacionada a quantidade de
radiacao a que foi submetida a emulsao.

O principio basico do registro da radiacdo por meio de filmes consiste no

seguinte:

1) Exposi¢ao: quando a radiagao incide no filme, ocorre a interagdo da
mesma com os graos de brometo de prata (presentes na emulsdo do
material de base do filme) através do processo de ionizagao;

2) Revelagao: no processo de ionizagao os graos sio alterados e quando
passados por um processo quimico, o bromo dos grdos € eliminado
restando apenas a prata provocando o enegrecimento 6ptico da camada
da emulséao;

3) Fixac&o: os graos de brometo de prata que ndo foram ionizados sao

eliminados por um processo quimico.

E importante salientar que o tipo de filme e o seu tratamento devem ser
feitos conforme as recomendacgdes do fabricante do filme e dos reagentes

quimicos.

O detector de radiagao € um dispositivo que, quando colocado em um
meio onde ha um campo de radiacdo, € capaz de indicar a sua presenca.
Normalmente, um detector é constituido de um elemento ou material sensivel a
radiagcdo e um sistema que transforma os efeitos das radiacbes com a matéria
em um valor relacionado a uma grandeza de medigao desta radiagao [92].

A eficiéncia de um detector é basicamente a capacidade do mesmo em

registrar a radiagao e associa-se normalmente, ao tipo e energia da mesma (da

28



Consideracfes Teoricas

Registro da Radiacao

radiacao),

e ¢é influenciada pela distdncia do emissor e do tipo de

feixe (colimado ou radial).

Alguns fatores definem a escolha de um detector, e séo eles [89]

1)

Tipo de radiagdo: uma vez que as radiagbes interagem de forma
diferente com a matéria, a escolha do detector depende do tipo de
radiacao que ele vai detectar. Normalmente, um tipo de detector que
mede um tipo de radiacdo pode ser totalmente inadequado para
medir outro tipo;

Tipo de informagdo desejada: a escolha depende também da
finalidade que se deseja, ou seja, informagdes sobre o0 numero de
contagens ou energia da radiagao detectada. Em outros casos se
busca a relagdo com a dose absorvida ou distribuicdo de energia;
Caracteristicas operacionais e custo: incluem facilidade de operagao
e disponibilidade de manutencéo;

Intervalo de tempo de interesse: medicdo imediata ou ndo. Na
primeira tem-se, por exemplo, a avaliagdo da radiagdo em um local
antes de realizar uma acg&o qualquer. No segundo caso tem-se o
desejo de medir a radiagdo acumulada durante um periodo o qual um
trabalhador foi exposto;

Condicao de trabalho do detector: para um trabalho de campo o
detector deve possuir condicbes de portabilidade e autonomia. Ja
para ambientes fechados, como num laboratério, por exemplo, estas

condicdes ndo sao essenciais.

Na mediacdo da radiagdo por meio de detectores (de fluorescéncia ou

de cintilagdo, por exemplo), os raios X podem ser convertidos em luz com o

intuito de obter uma imagem visivel ou podem ser convertidos em sinais de

corrente ou tensdo para a representagao da imagem por via eletrénica [96].

Para que a conversdo aconteca sdo necessarios materiais especificos que

possibilitem tal processo. Nos detectores de fluorescéncia utiliza-se material

fluorescente tal como ZnS e CaWO,. Ja nos detectores de cintilagao utilizam-

se materiais translucidos (cristais), principalmente iodetos alcalinos tais como
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Nal, Csl ou Lil. As figuras I1.10 e I.11 ilustram os processos que ocorrem nos
dois detectores referidos. De acordo com o processo de funcionamento dos
detectores, os sinais elétricos sao levados a um conversor de sinal que os
transforma numa forma televisiva. A imagem da camara de video € levada até

um conversor analogico digital, a qual € convertida em uma imagem digital.

camada refletora

E excitaedo
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- >

= o luz
FOns Fagdo

bl >
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radiagdo material fluorescente

camada protetora

FIGURA I1.10 — PROCESSO DE MEDICAO NO DETECTOR DE FLUORESCENCIA.
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FIGURA I1.11 — PROCESSO DE REGISTRO NO DETECTOR DE CINTILACAO.
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O intensificador de imagem & um dispositivo comumente utilizado para
adquirir imagens em tempo real [93,94]. Existem quatro componentes
principais: janela de vacuo, uma camada de entrada que converte os raios X
em elétrons, lentes eletromagnéticas para a focalizagdo dos elétrons e, uma
janela de saida de fosforo cujo objetivo € converter os elétrons acelerados em

luz visivel, como pode ser visualizado na figura Il. 12.

neln G vdoug

Janela oe entracda Gl \
G3
—/janela de saida
I
==
f.-"
/J‘
___________ "-I

?‘Efa e entrada

FIGURA I1.12 — ESTRUTURA INTERNA DE UM INTENSIFICADOR DE IMAGEM.

A janela de entrada de um intensificador de imagem usual possuiu
algumas camadas, como pode ser visualizado na figura Il. 13. A primeira
consiste de uma camada fina de Al (aproximadamente 1mm de espessura) que
faz parte da janela de vacuo, a segunda € um suporte de Al, forte o bastante
para a tolerar a camada de fosforo e a do fotocatodo, mas fina o suficiente para
que os raios X passem através da mesma. Depois de passarem pela janela de
entrada de Al e pelo substrato de Al, os raios X “batem” na camada de fdsforo,
que possui a fungao de absorver os raios X e converter suas energias em luz
visivel. A maioria dos intensificadores de imagem utilizam Csl na janela de
fésforo e o fotocatodo é uma camada fina de antimdénio e de metais alcalinos

(como por exemplo, Sb,S3) que emitem elétrons.
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elétrons

fotocatado — W\ 1/

luz

FIGURA I1.13 — JANELA DE ENTRADA — UMA AMPLIFICACAO.

Uma vez que os raios X sao convertidos em luz visivel e entdo em
elétrons na janela de entrada, os elétrons s&o acelerados por um campo

elétrico e entdo focalizados por lentes eletrénicas.

A janela de saida (figura Il. 14) geralmente é feita de ZnCdS dopado
com Ag. Os elétrons “batem” na janela de fosforo, causando a emisséo de luz.

[~ jonela de wdcuo

 janela de saida

glétron  (Zncds)
anodo

FIGURA I1.14 — JANELA DE SAIDA - UMA AMPLIACAO.
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Il. 4. O Processo tomografico

Na radiografia convencional, é feita uma representacdo bidimensional
de um "defeito" tridimensional de certo material (figura Il. 15) [95,96]. N&o
podem ser obtidas informacdes quanto a sua forma tridimensional, o que é

muito importante para a avaliacao do "defeito" existente.

I:h'“'ﬂ Imagem 20
fonte
objeto

FIGURA 11.15 - PROJECAO BIDIMENSIONAL

A tomografia € uma técnica utilizada na obtengédo de imagens de secdes
transversais de um dado material [100]. Com ela é possivel obter informacdes
sobre o posicionamento e a forma do "defeito" a partir de varias direcées. Para
isso, o corpo de prova é rotacionado segundo a dire¢ao de radiagao e é medida
a atenuacido dessa radiacao nas diferentes fatias do material, podendo ser
calculada segundo a equacgao (IV). Na pratica usam-se, freqientemente, feixes
polienergéticos: tubos de raios X que emitem um espectro continuo. E nesta

condigao tem-se [97]:

|= [EMAX | exp{— { p(x,y,E)dl} dE (IV).
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Neste caso, ocorrera um deslocamento espectral devido a absorgao
preferencial dos fétons de baixa energia que penetram no corpo de prova: esse
efeito € chamando de endurecimento de feixe.

Esse efeito pode ser minimizado pela colocacdo de um filtro de radiacao
de metal na janela de saida dos raios X. O motivo da filtragem é reduzir a
quantidade de raios X de baixa energia e, com isto, aumentar a quantidade de
energia mais alta [98]. A filtragem é especialmente necessaria quando o corpo
de prova apresenta grandes diferengas de espessura. Os materiais tipicos para
os filtros s&o o cobre, o latdo e o chumbo.

Para fins de simplificacdo da teoria aqui explicitada, desprezar-se-a o
efeito descrito acima e, em situagdes reais, pode-se reescrever a equagéo IV

da seguinte forma:

{3 o ] -

= In('%}fu(x,y)dl = P(xy) (V).

lo ) . .
O termo In(To € chamado de raio-soma e, representa uma soma de

coeficientes de atenuagdo ao longo do caminho do feixe. Se ha um conjunto de
raios, em um dado angulo, no plano paralelo ao feixe de radiagédo, tem-se o
termo projecdo. Cada projecao (figura 11.16) é adquirida com o objeto (ou o
sistema fonte-detector) girado de certo angulo em relagéo a posi¢ao original, de
modo que, se obtém uma projegdo para cada angulo. Uma vez obtido o
conjunto das projegdes do sistema CT, da-se entdo a necessidade de sua
reconstrucdo. Antes do processo de reconstrucdo tem-se a execugdao de um
sinograma. Sinograma €& uma imagem dos dados brutos adquiridos na
tomografia, isto é, € uma imagem contendo os dados projetados que

correspondem a uma imagem transaxial do objeto. (figura 11.17) [99]. Aqui, os
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raios sédo plotados horizontalmente e a visualizagao é feita no eixo vertical. O
sinograma ilustrado corresponde a um objeto circular contendo quatro furos.
Durante a rotagédo de 360° na CT, a posigédo do raio correspondente ao objeto

inspecionado varia sinoidalmente como uma fungéo do angulo de visao.

FIGURA I1.16 - ILUSTRACAO DE UMA PROJECAO ATRAVES DE UM OBJETO EM UM ANGULO

DE VISAO ¢ FORMANDO UMA FUNCAO P.

0 Sinograma

O objeto

raios

Visao

FIGURA I1.17 - ILUSTRACAO DE UM SINOGRAMA.
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I1. 4.1 — A Reconstrucao

O processo de reconstrugao constitui num caminho matematico que
envolve a obtencdo de pu(x,y) a partir das medidas dos raios-soma. Dessa
forma, a CT fornece uma imagem de uma fatia do material inspecionado na
forma dos seus coeficientes de atenuacdo. A grande quantidade de dados
medidos que s&o necessarios para as diversas fatias de corte e, a
complexidade dos algoritmos de reconstrugdo para a confecgdo das imagens,
faz com que haja uma necessidade de computadores rapidos de alta
capacidade.

Os métodos utilizados para tal fim estdo agrupados basicamente em
duas classes, dadas a seguir, onde em cada delas tém-se varios tipos de

algoritmos [100]:

-
- Retropojecéo Filtrada ou Convolugao;

i) Métodos Diretos ou Analiticos: < - Reconstrugéo Direta de Fourier;

- Imagem Direta de Fourier.
-

-
- Reconstrugao Algébrica;

ii) Métodos lIterativos ou Algébricos:< - Reconstrugdo Simulténea;

-Reconstrugao por Minimos quadrados.
-
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A escolha de qual método dever-se-a utilizar depende tanto das limitagdes
do sistema de aquisicdo de dados quanto do tempo que se possui para o

processamento dos mesmos [101].

Foram desenvolvidos varios algoritmos de reconstrugao que permitem obter
uma imagem. Dentre eles, o utilizado nesse trabalho é o algoritmo baseado no
primeiro método explicitado acima, com o algoritmo de retroprojecéo filtrada
[102]. Neste principio, as imagens de CT colhidas no processo de aquisi¢éo
sdo revertidas e, depois sdo processadas para criarem “slices” 2D ao longo de

quaisquer uns dos trés planos ortogonais.

O algoritmo de reconstrugdo 3D por retroprojecéao filtrada consiste de trés
passos basicos: rescalonamento, filtragem e retroprojecdo das projecgoes,

apresentadas a seguir [103]:

» Reescalonamento: esta etapa esta contida dentro do préprio modelo
matematico da equacgao de reconstrucdo. O efeito do reescalonamento é

apenas um ajuste das dimensdes no espago de reconstrugao;

» Filtragem: nesta etapa tem-se a operacédo de filtragem, representada por

uma convolugao da fungao projegao com a fungéo filtro, dados por:

P, (r)=P,(r)*f(r) (V1).

» Retroprojecao: nesta parte do processo tem-se que as projecdes ja filtradas
sao agora retroprojetadas no plano da imagem, ocorrendo, portanto a

correcao nos valores de p(x,y), mencionada anteriormente.
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II. 4.2 — A Imagem

Uma vez ja reconstruida, a imagem é mostrada em forma de uma matriz
digital N x M "“pixels”3", onde N representa o nimero de “pixels” existentes na
vertical e M os da horizontal (figura 11.18). Para cada valor do "pixel" designa-se
um valor de cinza que é proporcional a u(x,y), ponto a ponto. Assim, tem-se
que a regido mais densa aparece mais escura e consequentemente a regiao
que € menos densa aparece menos escura, ou seja, quanto mais denso mais
escuro. Como a maioria dos monitores apresenta 256 niveis de cinza com um
byte (1 byte= 8 bits e 2°=256 - 0 maximo para tais), a escala é realizada da
seguinte forma: valor 0 para o preto, e 255 para o branco e, os valores que sédo
intermediarios a estes equivalem aos niveis de cinza propriamente dito [104].
Ao proceder a digitalizagcdo de uma imagem de niveis de cinza, cada um dos
pontos da imagem-matriz tem que se colocar em dependéncia de um valor de
niveis de cinza. O numero de pontos da imagem por matriz € importante para a
resolugdo local da imagem. Sao wusados numeros duais devido ao
aproveitamento da memoéria, de forma que os tamanhos da matriz sdo

utilizados em forma de (512 x 512 ou 1024 x 1024 pontos da imagem, etc.).

FIGURA I1.18 - REPRESENTACAO DE “PIXEL” E “VOXEL”. “PIXEL” E A REPRESENTACAO
BASICA DE UM ELEMENTO BIDIMENSIONAL EM UMA IMAGEM DIGITAL. VOXEL E A
REPRESENTACAO 3D, COM A TERCEIRA DIMENSAO REPRESENTANDO A ESPESSURA DO

“SLICE”.

3 Pixel — de picture element.
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Uma outra representagdo apropriada para a representacdo de uma
imagem ¢é o perfil do nivel de cinza, que mostra o perfil do nivel de cinza ao

longo de uma reta escolhida ao acaso da imagem-matriz (figura 11.19).

(b)

Mivel de Cinza

o
L] i o o 40 0 [:n] T B2
Posicdo (pixels)

FIGURA II. 19 — (A) IMAGEM-MATRIZ (RADIOGRAFIA DE UM DENTE REGISTRADA COM UM
APARELHO MICROFOCUS A 40 KV E 0,2 MA: IMAGEM EM TONS DE CINZA; (B) PERFIL DO

NIVEL DE CINZA.

Em principio ha uma diferenga entre a tomografia bidimensional (CT-2D)

e a tridimensional (CT-3D), como pode ser visualizada nas figuras a seguir.

Na CT-2D (figura Il. 20) é medido o nivel de corte transversal, ou seja, 0
resultado da medicdo € uma imagem do corte transversal, na qual cada ponto
da imagem representa um elemento de volume do objeto. J& na CT-3D
(figura 11.21), sdo ao mesmo tempo registradas varias camadas de corte

aproveitando-se o cone completo de radiagao [89].
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FIGURA I1.20 - TOMOGRAFIA 2D

Detector

Objeto

Fonte

FIGURA 11.21 - TOMOGRAFIA 3D

II. 4.3 — A Micro CT

A técnica de Microtomografia Computadorizada (uCT) possui 0 mesmo
embasamento explicitado na discusséo dos principios de CT (item Il. 4), tendo
sido especialmente desenvolvida para a inspecido de pequenas estruturas
[105]. O diferencial dessa técnica esta relacionado ao tamanho do foco tubo de
raios X e a resolucédo espacial do detector. O tamanho do foco pode variar
desde 4 a 1 mm (foco normal) até 100 a 1um (micro foco), passando pelas

dimensdes de 1 a 0,1 mm (minifoco) [106].
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O diametro do foco do tubo de raios X é limitado pela quantidade de
calor gerada no alvo do tubo. Devido ao pequeno diametro do foco de raios X,
a poténcia térmica especifica para a area no foco de raios X € muito alta, o que
obriga estabelecer limites a capacidade de carga do alvo. Caso essa limitagédo
nao ocorra, o metal do alvo pode sofrer vaporizagado. Um bom material do alvo
€ aquele que possui uma alta temperatura de fusdo e uma boa condutibilidade
e exemplos desses materiais sdo tungsténio (W), molibdénio (Mo) e o Titanio
(Ti), sendo o W o elemento que suporta maiores cargas (figura 11.22). O produto
da poténcia especifica da superficie do tubo e do seu didmetro é constante,
com isso quanto menor for o didmetro do foco, tanto menor sera a poténcia

maxima permitida [90].

Poténcia maxima P, [W]

Fﬁ—ur— T 'J]‘E'_LH

; , BER | 1T 1T

k__.r_1—t1—r» +—1 H’] —1— T—| T1Alvo de
P,

{tungsténio

%

T
| ++'__r_ _.__:J:F:___I: :«_—T:-l—i .ﬂ.hf_n de
111

11 ot b b4 el Imolibdénio
BEIIEEneZEn
T T T T T
Fa ! |

10" \Ivo de
.—.—4-4—---—--- e—-—-—.—-u 0 (
N . Tltzmlo
| [l ) AFL
e —— ——— e
1 | 1] 28 || | l_|,11'

1(] -T[ — II T_ ] :1_—4”- — L—I:l

oi__[_3 E\_[,-| IHE

1 pm 10 pm 100 pm 1 mm

DiaAmetro do foco de raios X

FIGURA II. 22 — CAPACIDADE DE CARGA DO ALVO.
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O pequeno diametro do foco do tubo de raios X é um atributo muito
importante do ensaio de pCT. Isso ocorre porque quanto menor for esse
parametro melhor se dara a focalizagao das estruturas inspecionadas que esta
intimamente relacionada com a qualidade da imagem adquirida no ensaio
microtomografico [107]. As duas caracteristicas que determinam a qualidade da
imagem sao nitidez (clareza da imagem) e contraste (reconhecimento entre as
diversas estruturas da imagem). A nitidez da imagem esta ligada a desfocagem
geométrica e a ampliagdo da imagem. O contraste esta relacionado com o
coeficiente de atenuacdo. Em poucas palavras pode-se dizer que quanto
menor o didmetro do tubo de raios X menor sera a desfocagem geométrica e,

portanto melhor sera a qualidade da imagem [108,109].

A figura 11.23 mostra uma composi¢gdo de um sistema 3D similar ao

utilizado nesse trabalho.

Fonte de radiaclio Sensores CCD

{ Microfocus)
Rota

clo

Q_.J Detector de

Corpo de prova superficie

/ / Optica

(
Conversor

AShthh R,
S

&5‘:}/ """""""""""" de imagem
Ampliagéic
Nivel 5
I alto S
a imagem
Mani - -
pulador C&md';l;

FIGURA II. 23 - PRINCiPIO DE COMPOSICAO DE UM APARELHO DE CT.
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Il. 5. Parametros Osseos Quantificados através da Micro-CT

II. 5.1. Parametros Osseos Estruturais

Para um melhor entendimento, primeiramente, sera apresentada uma
tabela 11.5.2 [110] com as principais notagdes utilizadas nessa secgao e,
posteriormente, o desenvolvimento dos parametros estruturais Osseos

utilizados nesse trabalho.

TABELA I1.2 — LISTA DOS SIMBOLOS BASICOS E SUAS DEFINICOES.

Simbolos Dimensoes Definicoes

P - NUmero de elementos pontos ou de pontos testes'”.

Pe (P/P) Fracdo de pontos. NUmero de pontos (na area caracteristica)
P por pontos teste.

L mm Comprimento da linha de teste

PL(P /L) mm! Numero de pontos de intersecgdo por unidade de comprimento
- das linhas de teste.

Pa (P/A) mm™ Numero de pontos por unidade de area teste.
A mm? Area teste.

Ax(AJA)  mm?/ mm? Fracdo de &rea.
S mm?* Superficie ou area da interface.

Sv (S/V)  mm? mm® Area superficie por unidade de volume teste.
v mm® Volume teste.

W (V) mm?/mm? Fracdo de volume. Volume da caracteristica por unidade de
volume teste.

(*) Quantidades testes, podem ser pontos, linhas, superficies ou volumes.

A figura Il. 24 ilustra algumas relagdes entre, linhas e pontos em duas

dimensoes.

FIGURA 11.24 — LINHAS E PONTOS NA SECAO PLANA.
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Os parametros levantados neste trabalho se dividem em dois grupos:
primarios e derivados. Fazem parte do primeiro grupo dois parametros: a razao
do volume de tecido 6sseo sobre o volume total da amostra (BV/TV - %) e o
numero de trabéculas oOsseas, sendo também um indice que expressa a

densidade trabecular (TbN-1/mm), dados por [111]:

BY _p. V1),
TV
TON = Py (VII).

Esses parametros basicos sao todos adquiridos em secdes
bidimensionais, e envolvem a contagem de pontos, linhas e areas. Os termos
pontos e linhas de teste se referem as todas as linhas e pontos contados com
relacdo a alguma caracteristica da microestrutura contida na segéo plana.

Tem-se que P; € a fragdo de pontos que se encontram dentro do osso e
P. € o numero de intersecdes de linhas de teste com a interface entre tecido
"mole" e osso, dividido pelo comprimento total de linhas de teste. Isso pode ser

melhor entendido visualizando a figura Il. 25.

@ 01 unidade de
compri

*}‘ Uma fase de

interesse

FIGURA I1.25- ESQUEMA ILUSTRATIVO MOSTRANDO A REPRESENTACAO DE P; E P;, NUMA

MATRIZ SUPERPOSTA A IMAGEM 8X6.

Com ¢ representando P, e e representando P,, sendo Pp=16 e
Pl=22/(1 ux48).
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A partir desses parametros podem-se obter os ditos derivados, e sao
eles: razdo da superficie do osso contra o volume do mesmo (BS/BV - %),
espessura trabecular (Tb.Th - mm) e separagao trabecular (Tb.Sp - mm). Eles

podem ser calculados através das seguintes equacgdes [112]:

BS 2P
=2 _c (VIII);
BV Pr
2 Pr
ToTh = === -* (IX):
BS
/BV PL
1 1-P

Thsp = —= — ThTh = )
S Y )

Pr

E de grande utilidade comparar as quantidades medidas em 2D e em
3D. O triangulo formado na tabela Il. 5.3 [111] enfatiza as inter-relagdes entre

0s parametros.

TABELA I1.3 — RELACAO ENTRE OS PARAMETROS MEDIDOS (O) E CALCULADOS((]).

Dimensodes dos simbolos

Aspecto da Microestrutura | mm®  mm’ mm? mm?

Pontos

Linhas Q ° » / -
o

Superficies S“ - -

Volumes v - - -
\
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Todos os simbolos estédo inter-relacionados por equacgdes (XI, XllI, XIll,

XIV) com excec¢éo dos da primeira coluna.

Vv=Ax=L =Pp (XI).

Sv=(4/r). La=2PI (XII).

Lv=2P4 (XI).

Pv=1/2 LvSv = 2PAP, (XIV).

II. 5.1.1. Dados bidimensionais

Todas as quantificagcbes mencionadas podem ser feitas por um processo
internacionalmente estabelecido, que €& a histoformometria &6ssea. Nesse
ensaio possui varias etapas, iniciado por um processo histologico e finalizado
com o material fixado em laminas de vidro, se tornando um método totalmente
destrutivo [113]. A partir de entdo, tem-se a sua visualizagdo em microscopico
optico com o intuito de quantificar as mesmas, através de um programa
computacional que leva em consideragdo os mesmos conceitos de estereologia
apresentados anteriormente.

Seguindo esta abordagem, tem-se um método de levantamento dos
parametros histomorfométricos a partir de imagens tomograficas [114 - 117]. O
método oferece diversas vantagens em relacdo ao método histomorfométrico

convencional, dentre elas podem ser destacadas as seguintes:

i) Um ensaio ndo destrutivo em que as seg¢des tomograficas
formam um conjunto de planos paralelos que podem ser
examinados sequencialmente;

ii) O trabalho do observador de preparar, examinar e trocar as
ldaminas (que ocorre no processo convencional) € substituido
pelo processamento dos dados tomograficos, realizados por um
computador;

iii) Na histomorfometria, as extracbes dos paradmetros séao
dependentes das imagens escolhidas. Com isso, se a ao longo

de todos os cortes histologicos a estrutura da amostra nao for
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homogénea os resultados podem conduzir a uma falsa
conclusao (observa-se uma grande variacdo dos valores ao
longo das secdes). Ja a tomografia tridimensional fornece toda
a informacdo espacial necessaria para que o0s parametros
espaciais BV/TV e BS/BV sejam calculados diretamente do

volume de dados.

O processo de quantificagdo 2D consiste em binarizar a imagem,
escolher o valor 6timo “threshold” e por fim, fazer as quantificacbes dos

parametros.

O processo de binarizagado consiste na escolha de um valor limiar que
sera aplicado a imagem. Todos os “pixels” cujo valor for maior ou igual ao do
limiar serao convertidos em um valor chamado de saturado. Em uma imagem
digital com resolucao de 8 bits, este valor saturado vale 255. De forma analoga,
todos os “pixels” que tiverem valor inferior ao do limiar, serdo convertidos em 0.
O resultado é uma imagem preta e branca, onde a fase branca corresponde ao

tecido 6sseo e a fase preta ao restante do tecido.

A escolha do valor de “threshold” € critico, pois depende das
caracteristicas do sistema tomografico, em especial, das -caracteristicas
energéticas do feixe de raios X [11,15]. Existem varios métodos para a escolha
desse valor e 0 assunto continua em aberto até os dias atuais, ndo havendo
nenhum procedimento padrdao ou outro que deve ser seguido. Dentre eles
destaca-se a escolha do “threshold” com base na derivada parcial do
parametro BV/TV em relagdo aos varios valores de limiar que podem ser
obtidos, dentro de um intervalo pré-estabelecido. Quando esta derivada for
igual a zero, tem-se que os valores de TH acima do encontrado n&o mais
influem significativamente dos valores de BV/TV e, entdo se encontra o valor

mais correto para o limiar [11].
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Com a imagem binarizada, o passo seguinte é o calculo dos parametros
basico Pp e P_. que podem ser obtidos para todas ou quaisquer seg¢des da
reconstrugdo 3D. Pp e P_ sdo obtidos diretamente da imagem binaria da
seguinte forma: o total de “pixels” brancos (que correspondem a fase de
interesse) dividido pelo total de “pixels” da imagem ¢é o valor de Pp; usando um
processo de deteccdo de borda, determina-se o perimetro da fase de interesse,
e do total de “pixels” brancos (que compdem a borda) dividido pelo total de
“pixels” da imagem, determina-se P.. De posse dos dois paradmetros basicos,
todos os outros podem ser calculados. Este processo pode ser observado na
figura ll. 26.

Theeeshokd = 110, LOS50

FIGURA I1.26— PROCESSO DE SEGMENTACAO: (A) IMAGEM ORIGINAL, (B) IMAGEM

BINARIZADA, (C) IMAGEM SEGMENTADA, (D) HISTOGRAMA DA IMAGEM.
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O valor de BV/TV é equivalente a Pp, € BS/BV é 2P, /Pp, seguindo a

metodologia apresentada pela quantificagdo estereoldgica.

I1. 5.1.2. Dados tridimensionais

O maior problema da histomorfometria (ou quantificagdo estereoldgica)
€ seu carater de extrapolagdo. As analises baseadas nesta técnica sao
fortemente dependentes das imagens escolhidas para a extragdao dos
parametros. Se a amostra possui uma microestrutura que nao seja homogénea
ao longo das sec¢des, os resultados podem conduzir a uma falsa concluséao.
Quando a histomorfometria é aplicada a uma amostra bioldgica observa-se
uma grande variagao dos valores ao longo das seg¢des. Apoiar-se huma média

dos valores pode nao ser a melhor solucgéo.

A tomografia tridimensional fornece toda a informacdo espacial
necessaria para que os parametros espaciais BV/TV e BS/BV sejam calculados
diretamente do volume de dados [15]. Podem-se aplicar dois métodos de
extragdo de valores sendo um deles uma simples extensdo do método ja
utiizado nas seg¢des bidimensionais, e outro, mais sofisticado, que tenta

representar melhor a morfologia da microestrutura.

O primeiro método continua baseado na contagem dos “pixels” brancos
contidos na microestrutura e nas suas bordas, sendo aplicado, porém, a todas
as secgoes, isto €, ao invés de se contar somente os “pixels” de uma imagem,
avaliam-se a soma total de todos os “pixels” brancos contidos no volume de
dados, tanto para o calculo de Pp quanto de P.. A soma de todos os “pixels”
brancos contidos na microestrutura equivale ao volume da fase de interesse; a
soma de todos os “pixels” brancos contidos nas bordas de cada imagem forma
o total de pontos presentes na superficie da fase de interesse. Dividindo ambas
as somas pelo total de “pixels” presente no volume de dados, tém-se os valores
de Pp e P.. A partir destes dois valores, calcula-se dos demais, usando as

equacdes ja apresentadas.
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A segunda forma de calculo é através da representacéo do volume da
microestrutura por “voxels” (ou “pixels” tridimensionais). O uso de modelos pré-
configurados de “voxels” facilita o calculo das areas e dos volumes. A lista com
os modelos, suas areas e seus respectivos volumes pode ser visualizada em
[94]. Nesse processo, a superficie € o volume totais da microestrutura séo
contabilizados somando-se as areas e os volumes de cada modelo encontrado
no volume de dados. Este método difere do primeiro apenas no fato de se
ajustar melhor a morfologia da fase de interesse; ela representa melhor o
contorno da superficie e, por conseguinte, do volume. A partir do valor da
superficie total (BS) e do volume total da fase (BV), podem-se calcular os
demais parametros. O volume total da amostra (TV) € o total de “voxels” do

volume de dados.

II. 5.2. Parametro Osseo Morfologico - Anisotropia bidimensional

A anisotropia é um parametro morfolégico que apresenta como
resultado final o grau de orientagdo das conexdes presentes na estrutura 6ssea
estando relacionada com as propriedades biomecanicas do osso de suporte de

carga [96].

O procedimento de calculo da anisotropia 2D esta calcado na técnica
de contagem de interse¢des chamada de método do comprimento médio de
intersecdao (MIL - Mean Intercept Length) [118]. A metodologia para tal
parametro consiste em contar o numero de intersegdes entre uma grade linear
e a estrutura como fung¢édo da orientacédo da grade. O MIL é o comprimento total
das linhas da grade dentro das conexdes dividido pelo numero de intersegoes,
indicado pelo simbolo L;, onde i € o angulo para o qual o MIL foi calculado.
Calculando-se este valor para diferentes dire¢ées (cobrindo uma faixa angular
de 180°) e colocando este resultado em um diagrama polar, é possivel verificar

onde a densidade de intersec¢des foi maior ou menor (figura 11.27).
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\a

FIGURA I1.26— ILUSTRACAO DA ANISOTROPIA DE CADA UMA DAS IMAGENS. O EIXO MAIOR

DA ELIPSE REPRESENTA A DIRECAO PREFERENCIAL.

Uma forma de visualizar este grafico é através de uma elipse ajustada
sobre a curva (figura 10) sendo que os semi-eixos da elipse indicariam as
diregdes preferenciais da estrutura do objeto estudado. O ajuste da elipse
sobre os dados do MIL versus angulo € obtido calculando-se os autovetores e

autovalores da matriz T abaixo:

ghrii

51



Consideracdes Tedricas

Quantificacio Ossea através da Micro-CT

Onde:

Xi € Yi sao as projecdes do vetor unitario para o angulo i.

A interpretacao da elipse € dada pela razdo entre o maior e 0 menor
eixo (perpendiculares entre si) que indicam o grau de anisotropia, € o angulo
entre os eixos da elipse e do sistema de referéncia assinalam a orientacao
estrutural. Na caracterizagdo de um objeto 3D, a anisotropia é calculada
levando-se em conta os trés principais planos (XY, XZ e YZ) — um grafico para

cada plano.
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Il.6 — A Técnicade Fluorescéncia de Raios X

A Técnica de Fluorescéncia de raios X (XRF) € um método qualitativo e
quantitativo utilizado para determinar os elementos presentes em um
determinado material [119]. Esse procedimento estd baseado no fato dos
elementos quimicos emitirem radiacdes caracteristicas quando excitados como
resultado da interagao fotoelétrica. No entanto, o espalhamento coerente e
incoerente geralmente contribui no espectro resultante como radiagcdo de
fundo, o que tende a interferir com os raios X caracteristicos. A parte qualitativa
da técnica consiste na obtencao dos espectros dos raios X caracteristicos e, o
ramo quantitativo, esta baseado na determinagao da concentragdo de cada um
dos elementos presentes na amostra inspecionada.

Para que haja a emissao dos raios X caracteristicos, a amostra tem que
ser excitada e isso pode ocorrer por particulas carregadas aceleradas
(elétrons, prétons ou ions), pelos raios X, raios gama, particulas alfa ou
particulas betas provenientes da emissdo de um dado radionuclideo ou ainda
por tubos geradores de raios X. Neste trabalho, foi utilizado um tubo gerador de
raios X para o processo de excitacdo das amostras analisadas.

Uma vez que o material de interesse € excitado, ocorre a obtengédo dos
espectros (um grafico de dispersdo ou em linha em que seus eixos séo
compostos pela intensidade da radiagao caracteristica e pelo numero atémico
de cada elemento). A intensidade de cada linha espectral é proporcional ao
numero de atomos que emitem fétons de energia atribuidos a essas linhas. A
concentracdo elementar pode ser obtida através da sua relagcdo com a
intensidade dos raios X emitidos com certa energia (sem considerar o efeito
matriz — de absorgéao).

Bohr aplicou a teoria quantica de Planck e Einstein ao atomo nuclear de
Rutherford e formulou o bem conhecido modelo planetario do atomo (figura Il.
27 [120]. Ele considerava que os elétrons “ocupavam” estados “estacionarios”
(de energia fixa e ndo de posigao fixa) a diferentes distancias do nucleo, e que
podiam realizar “saltos quanticos” de um estado de energia mais alta para outro

estado de energia mais baixa.
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Nicleo

Elétrons

FIGURA I1.27—- REPRESENTACAO DE MODELOS ATOMICOS: (A) GEOMETRICA, ONDE OS
ORBITAIS SAO TRAJETORIAS GEOMETRICAS, PERCORRIDAS POR ELETRONS; (B) QUANTICA,
ONDE OS ORBITAIS SAO REPRESENTADOS POR NUVENS ENVOLVENDO O NUCLEO, ONDE PARA
CADA POSICAO GEOMETRICA EXISTE UMA PROBABILIDADE ASSOCIADA DE ENCONTRAR O

ELETRON.

Na figura 11.28 (a,b) tem-se uma representacéo didatica dos saltos
quanticos. Em relagédo a figura 11.28(a), em vermelho € mostrado um elétron
saltando do terceiro para o segundo nivel e, em verde, um elétron saltando do
segundo para o estado fundamental. A soma das energias (e das frequéncias)
correspondentes a esses dois saltos € igual a energia (e a frequéncia) do salto
quantico, do terceiro nivel diretamente para o estado fundamental, mostrado
em azul. Em outras palavras, se um elétron é elevado ao terceiro nivel de
energia, ele pode retornar ao seu estado original através de um unico salto do
3° para o 1° nivel — ou por meio de um salto duplo, primeiro até o 2° nivel e dai
para o 1°. Essas duas possibilidades de retorno produzirdo um total de trés

linhas espectrais.

Nem todas as transi¢des entre os estados quanticos sdo possiveis e a

regra de selegao é [89]:

Al= -1 (XV),
Aj=0, +1 (XVI).

54



Consideracdes Tedricas

Fluorescéncia de Raios X

Com:

| sendo o numero quantico orbital e | a representacdo da soma vetorialde | e s

e, esse ultimo, € o numero quantico de spin.
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FIGURA 11.28— ESQUEMA DOS NiVEIS DE ENERGIA PARA A FORMACAO DOS RAIOS X
CARACTERISTICOS DE UM ELEMENTO (REPRESENTACAO DIDATICA): (A) TRES DOS
INUMEROS NiVEIS DE ENERGIA DE UM ATOMO, (B) CINCO DOS INUMEROS NiVEIS DE

ENERGIA, (C) PRODUCAO DOS RAIOS X CARACTERISTICOS.

II. 6.1 — Fluorescéncia de Raios X por dispersio em energia (EDXRF)

Dentre as diversas técnicas de XRF, descrever-se-a uma em particular:
fluorescéncia de raios X por dispersao em energia (EDXRF).

EDXRF, como todo método de XRF, possui natureza multielementar (os
raios X de todas as energias sdo medidos simultaneamente) [121]. Os raios X
sdo registrados através de pulsos eletronicos, produzidos em um detector,

sendo as amplitudes desses pulsos proporcionais as energias dos raios X,
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conectados a um analisador multicanal. O processo analitico € ndo destrutivo,
requer pouca ou nenhuma preparagao de amostra e pode ser feito em poucos

minutos (aquisigdo dos espectros).

I1.6.1.1 — O Calculo da Concentraciao Elementar

Um método muito utilizado nessa técnica € o Método dos Parametros
Fundamentais. Segundo SHIRAIWA et al [122], se baseia na dependéncia da
intensidade da radiacdo fluorescente em termos de parametros fisicos

fundamentais e de parametros instrumentais.

Com auxilio da figura Il. 29 e para uma amostra homogénea composta
por n elementos com diferentes concentragdes (W;, i=1,, ...,n), possuindo uma
densidade py € uma espessura d, tem-se que a relagdo entre a intensidade da
radiacdo fluorescente(l;)) e a concentragdo de um elemento | presente na

amostra é dada por [123]:

Wi = |i/Si A(Eo,Ei) (XV“)
Onde:

Si representa a sensibilidade do sistema para o elemento i na amostra,
A (Eo,Ei) representa o termo de absorcao da radiagdo na amostra dado

por:

[1-exp(-z (Eo, Ei).p,, .d)]
Xi (Eo, Ei)

A(Eo, Ei) = , (XVIII).

Sendo:

xi(Eo, Ei), o coeficiente de absor¢gdo de massa para a energia do feixe

incidente (E,) e emergente (E;) dado por:
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o _ Hw (E0) oy (ED)
7 (0. El) = sen(d,) +sen(02)'

(XIX).

Onde:
Uy representa o coeficiente de absorgdo de massa e 6 os angulos

incidentes (1) e transmitidos (2).
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FIGURA I1.29—- REPRESENTACAO DIDATICA: (A) ARRANJO EXPERIMENTAL DE EDXRF, (B)

TIPICO ESPECTRO REGISTRADO PELO DETECTOR.

A sensibilidade é funcdo dos parametros fundamentais K|, da eficiéncia

de detecgéao (¢(E;)) e do fator geometria (G), conforme mostra a equagéo seguir
[124, 125]:

SFG Ki 8(Ei)) (XX)

Com:
G =1, Qi Qysendo |, a intensidade fluorescente, Q1 0o angulo sdlido

relativo a fonte e (2, 0 angulo solido em que a radiagéo fluorescente chega ao
detector.
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Ki = [t (Eo) @uk123fiki23 (r« =1/ r1)], € denominado de constante dos
parametros fundamentais e depende apenas de propriedades fisicas da

producao de fluorescéncia de raios X.

A determinacdo da concentracdo W de um elemento i na amostra pode ser
feita medindo-se a intensidade da radiacdo fluorescente, conhecendo-se a

curva de sensibilidade do sistema e a absorcao da radiagédo na amostra.
II. 6.1.2 — O Calculo do Fator de Absor¢ao

A determinacdo do fator de absor¢cdao (equacado XVIII) nas amostras
inspecionadas pode ser calculada através de métodos semi-empiricos, tais
como o Método da Emissdo-Transmissdo, o Método da Razdo entre o
Espalhamento Coerente e o Incoerente, e o Método da Transmissdao da
Radiagao, explicitados em [126], [127] e [128], respectivamente. O ultimo
método referido foi o utilizado nesse trabalho e é uma variagado do primeiro.

O Método da Transmissdo da Radiagao esta calcado na hipotese de que se
pode representar a absorcdo da radiacdo em uma determinada amostra

através de uma fungao poténcia, dada pela equagao XXI [129].
um (E)=A.EP® (XXI).

Onde:
um (E) representa o coeficiente de absor¢géo de massa;
E representa a energia;

A e b sao constantes adimensionais.
Aplicando a fungdo In em ambos os lados da equacgéo XXI tém-se:
Inlum (E) | =In [A] +bIn|E| (XXII).

E, conhecendo-se os valores das constantes A e B, tem-se a curva de

absorgdo da radiacdo. E importante salientar que a absorcdo é um parametro
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que independe da geometria instrumental utilizada, porém fortemente
dependente do tipo de amostras analisadas, tendo que ser determinado

sempre que a composi¢ao da amostra for modificada.

A determinacao das constantes A e b é feita experimentalmente através da

transmissao da radiagdo para certas energias, com o auxilio da equagao XXIII.

] (XXII).

Onde:
lo representa a radiagdo sem a amostra;
li representa a radiacdo transmitida na amostra, emitida por um elemento |,

num alvo multielementar, conforme ilustrado na figura Il. 30.

alvo
.
detector
R-X
alvo
[ )
detector
amostra
R-X

FIGURA I1.30 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DA GEOMETRIA DO METODO DA TRANSMISSAO DA

RADIACAO: (A) MEDIDA DE 10, (B) MEDIDA DE II.
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O alvo multielementar ilustrado na figura Il. 30 consiste de um material que
possui elementos com concentragdes conhecidas, sendo viavel, portanto
determinar a contribuicdo do parametro de absor¢cdo. Uma vez encontrados os
valores experimentais do coeficiente de absor¢do de massa, tem-se o ajuste
para uma reta, através do método estatistico dos minimos quadraticos, estando
determinadas as constantes A e b e com isso a curva de absor¢cdo que podera
ser utilizada para o calculo da concentragao elementar [130].

II1. 6.1.3 — O Limite de Deteccao

O Limite de detecgédo € a quantidade (massa, concentragdo, etc) mais
baixa de um dado material que pode ser determinada para ser estatisticamente
significante da radiacdo de fundo [131]. A intensidade de uma linha
caracteristica, no espectro de fluorescéncia, decresce a medida que a
concentracdo de material também diminui e, praticamente desaparece quando

entra na regido do ruido de fundo.

Na figura I1.31 pode-se visualizar a diferenca existente entre os sinais
total, liquido e da radiacao de fundo. A verdadeira intensidade de fundo pode
ser constante, mas os resultados das medidas flutuam em torno de um valor
médio. Para uma quantidade N de fétons detectados num intervalo de tempo t,
o desvio padrao associado, seguindo a estatistica de Poisson, € dado por
[132]:

oy =N (XXIV).
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FIGURA I1.31 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SINAL PROVENIENTE DA RADIACAO DE

FUNDO E LIQUIDO.

A Uniado Internacional de Quimica Pura e Aplicada recomenda que o sinal
caracteristico seja estatisticamente atribuido a um elemento quando ele
alcangar ndo menos que 3c acima do nivel da radiagcdo de fundo,
representando um nivel de confianga de 99,86%, supondo uma distribuigéo
normal. Logo, o limite de deteccdo € calculado com um desvio padrao
multiplicado pelo fator k=3 e é expresso como uma fungéo da intensidade | em
unidade de tempo (N= I/t) sendo t a contagem de tempo e a sensibilidade S,
que € expressa em cps/ % ou cps/ppm (contagens por segundo por
porcentagem ou contagens por segundo por parte por milhao,
respectivamente). Logo, o limite minimo de detecgdo pode ser escrito da

seqguinte forma [133]:

I,
LMD:@ZMZE _"bg (XXV).
s, s, s\t

Onde:
Si representa a sensibilidade de cada elemento i (cps g”'cm?);

ling € a intensidade da radiacdo de fundo (cps);

t representa o tempo de medida (s).
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Para amostras espessas ou semi-espessas deve ser considerado o fator de

absorgao e entdo a equacado XXV pode ser reescrita da seguinte forma [134]:

LMD = —>_ [ P9 (XXVI).

A representa o fator de absorgao (adimensional).

II. 6.2 — MicroFluorescéncia de Raios X por Radiacdo Sincrotron

(1 XRF-SR)

Pode-se dizer que a Microfluorescéncia de raios X (u XRF) é uma variante da
EDXRF [135] em que um feixe de raios X microscépico € utilizado para excitar
localmente uma pequena area da amostra (da ordem de 100 x 100 um? ou
10x 10 umz quando empregado capilar Optico4) podendo-se realizar um
mapeamento, ponto a ponto, da mesma. Com isso, tem-se a determinacao da
concentragao elementar (de acordo com os principios explicitados no item |II.
6.1.1) juntamente com o mapeamento bidimensional superficial dos elementos
quimicos contidos na amostra. Logo, para cada ponto da amostra tem-se um
espectro contendo todos os elementos presentes no local. Essa informacgao
pode ser adquirida tanto para um perfil (uma linha na amostra) quanto para
uma imagem de tamanho N x M (N representando a altura e M o comprimento)
(figura ll. 32).

4 |nstrumento que reduz o diametro do feixe.
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FIGURA 11.32 — REPRESENTACAO DO PERFIL (A) E DA IMAGEM(B) QUE SE ADQUIRE NA
pXRF.

Nessa técnica, € possivel acompanhar, em tempo real, a imagem da
amostra sendo analisada durante todo o processo, com centenas de pontos
inspecionados por amostra, fazendo com que a mesma se torne uma potente
técnica de imagem.

A radiacdo Sincrotron (SR) é uma radiagao eletromagnética que é emitida
quando particulas carregadas com velocidade relativistica sdo submetidas a

aceleracéo radial [136].

A fonte de luz Sincrotron é uma fonte de excitacdo que, quando utilizada
permite alcancar baixos limites de detec¢do e, quando comparadas a tubos
convencionais de raios X, € extremamente “brilhante”, ou seja, possui um alto
brilho espectral resultando em um aumento da intensidade de raios X primarios

(da ordem de 3 a 5 vezes) [137]. Uma visdo esquematica da fluorescéncia de
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raios X por radiacdo Sincrotron (XRF-SR) é ilustrada na figura Il. 33 [138]. A
radiagcdo primaria, que origina do anel de armazenamento de radiagéo
Sincrotron (S), € transformada em um microfeixe por um sistema optico. Esse
microfeixe é utilizado para excitar a regido de interesse na amostra e, a
fluorescéncia emergente e a radiagcdo espalhada sao detectadas por um

detector.

Sistema l:f?'p’ricn T Tl

deTector

FIGURA 11. 33 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO “SET-UP” TiPICO DE XRF-SR.

As propriedades de uma fonte de luz sdo caracterizadas pelo seu fluxo
espectral e brilho e, as da radiagao Sincrotron, destacam-se as seguintes [138]:
i) Alta estabilidade de intensidade;
ii) Polarizagao: linear (no plano da 6rbita) e eliptica (acima e abaixo do
plano da érbita para a radiagdo magnética da curva);

iii) Alto grau de colimagao.

No préximo capitulo, descrever-se-a toda a metodologia aplicada na

obtencdo dos dados necessarios a realizacdo desse trabalho.
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CAPITULO 1lI

lll. Metodologia

Nesse capitulo sera mostrada toda a metodologia utilizada para a

aquisicao dos dados, tanto na uCT quanto na XRF.

Em relagdo a técnica de uCT, foram tomografadas varias amostras
Osseas para verificar as possiveis mudancas ocorridas na estrutura interna do
osso, em diferentes situagdes, tais como, mudanca de idade, mudanca de
sexo, doengas associadas a uma possivel mudanga éssea assim como a
ingestdo de etanol, castragcao e reposicao de estrogénio. Todas as analises
foram feitas na cabega femoral de ratos Wistar. Uma outra analise foi
executada em amostras de biopsias humanas com diversas patologias
associadas. Apos o ensaio tomografico, todas as amostras foram quantificadas,
estruturalmente e morfologicamente.

Através da técnica de EDXRF, procurou-se avaliar a concentragcio
superficial dos elementos quimicos presentes em amostras ésseas também em
diferentes condi¢cdes de estado, tais como: mudanga de sexo, idade e sitio de

interesse do fémur de ratos Wistar.

Com o auxilio do procedimento analitico de p XRF-SR buscou-se
avaliar, em termos quimicos, as concentracdes elementares em amostras de
ratas Wistar (controle, castradas e castradas com reposi¢cao de estrogénio),
assim como a visualizagao bidimensional das mesmas, ou seja, a distribuigcao
espacial dos minerais presentes nas amostras analisadas. Assim como a
EDXRF, essa técnica também é um método de avaliacdo apenas na superficie
das amostras analisadas, ndo sendo possivel, portanto, fazer inferéncias ao

longo das mesmas, isto €, em sua profundidade.
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[ll. 1. MicroTomografia Computadorizada

I11.1.1. O Equipamento para a Tomografia Computadorizada

O sistema utilizado foi o sistema de radiografia em tempo real, Fein-
Focus, modelo FSX-160-50 (figura Ill. 1). Aparelho esse que opera dentro de
um intervalo de tensdo de 0 a 160 kV e de corrente de 0 a 1 mA. Possui um
tamanho de foco variavel com a poténcia aplicada [91]. O ajuste de tenséo e
corrente esta diretamente ligado ao tipo de material que sera inspecionado e ao
tamanho focal do tubo de raios X [91,92], pois, quanto mais denso for o
material maior devera ser a energia da radiacéo incidente e, quanto maior a
poténcia aplicada maior sera o tamanho do foco. Uma outra relagéo importante
a ser levada em consideracgao € a ligagao entre o coeficiente de atenuacao do
material e o didmetro do mesmo, de acordo com [108]. Todos os fatores
citados anteriormente contribuem significativamente para uma melhor

qualidade de imagem.

=]
oo —— o Supories Mecanicos
Miveis

FIGURA III.1 - ESQUEMA GERAL DO SISTEMA DE RAIOS X EM TEMPO REAL MICROFOCO.
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Como visto na figura lll.1 este sistema € composto por uma fonte de
raios X microfoco, um sistema de deteccdo (intensificador com tela
fluoroscépica acoplado a uma camara tipo CCD) e um sistema de manipulagéo
(suportes mecanicos moveis).

A fonte é um tubo de raios X microfoco (figura Ill.2), onde em sua
cabeca se encontra um alvo cilindrico de tungsténio. Tem-se a produgao do
feixe de raios X sobre um angulo sélido de 40°. Este tubo, que possui foco
variavel de acordo com a poténcia aplicada e uma janela de berilio com 0,5 mm

de espessura.

FIGURA II1.2 - TUBO DE RAIOS X MICROFOCO E DETALHE DO ALVO E DA JANELA DE SAIDA.

O sistema de deteccdo € composto por um tubo intensificador de
imagem, marca Thomson com tela fluoroscépica, que transforma os fétons de
raios X em fétons de luz, acoplado a uma camara de video tipo CCD (figura

[11.3). O sinal eletrénico que vem do intensificador é capturado pela camara e
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entdo enviado a um monitor de televisdo que esta no console do sistema. Com

isso entdo, tem-se a representagao da imagem radiografica em tempo real.

AL T

| |
R ddadi:

FIGURA 11I1.3 - DETALHE DO POSICIONAMENTO DA CAMERA DIGITAL ACOPLADA AO

INTENSIFICADOR DE IMAGEM.

O sistema de manipulagéo é constituido por um centralizador acoplado
a um servo motor (brago mecanico — figura I11.4), que além de indicar a posigao
correta do corpo de prova ainda o movimenta verticalmente, horizontalmente e
longitudinalmente, proporcionando desta forma o melhor posicionamento

possivel do objeto, a fim de se obter as melhores definicdes de imagem.

O sinal eletronico, enviado pela CCD ao monitor de video, é

transformado em digital, matriz de tamanho 400 x 400, por uma interface
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Analdgica-Digital de 8 bits. Este sinal é processado em tempo real por um
microcomputador Pentium-233MHz com 64MB de memodria RAM e
apresentado num monitor de video do tipo super VGA, sendo armazenado sob

a forma de arquivo.

FIGURA II1.4. - BRACO MECANICO DE POSICIONAMENTO DAS AMOSTRAS.

De posse da matriz digital, da-se o inicio da reconstrugdo tomografica,
fazendo uso do algoritmo computacional por retroprojecéo filtrada (figura 111.5).

Apos a reconstrugdo, que pode durar de horas a dias, dependendo da
resolucao utilizada, da-se inicio a andlise das imagens obtidas. Como exemplo
deste fato, tem-se que para a realizagdo de uma reconstrugcado bidimensional
500x500, se gasta em média alguns minutos, ja para uma reconstrugcéo

tridimensional 500x500x500, despendem-se horas.
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1]~ Recony 2004 vi
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FIGURA IIL.5 - INTERFACE DO PROGRAMA DE RECONSTRUCAO.

IIL. 1.2. As Amostras Osseas em Micro CT

Um ensaio preliminar foi efetuado com fémur direito de rata Wistar
doado pelo departamento de biofisica da UERJ com 120 dias de idade para
verificar a possibilidade do estuda de tal estrutura. Visto que esse trabalho
seria possivel (de acordo com as imagens obtidas), deu-se continuidade ao

mesmo com outras amostras, que foram separadas em trés grupos.

1. Grupo 1: O primeiro grupo de amostras utilizado para fazer o
ensaio microtomografico constituiu de cinco amostras de fémur de
ratos Wistar (trés machos e duas fémeas) com 3 meses de idade.
Esses animais foram doados pelo Instituto de Nutricdo do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) da UFRJ. Apds o sacrificio dos

animais, de acordo com a Comissao de ética da Universidade, as
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amostras de fémur foram colocadas em alcool 70% e
posteriormente levadas para o departamento de mastozoologia da
referida instituicdo, para iniciar o processo de limpeza dos 0ssos
através da utilizagdo de larvas de besouro. Apds a limpeza dos
0ss0s, 0s mesmos foram submetidos ao ensaio microtomogréafico,

nas condi¢des apresentadas na tabela lll. 1.

2. Grupo 2: Um segundo grupo de animais, submetidos ao
tratamento de etanol, foi investigado. S&o nove animais
separados em dois grupos: um grupo controle (2a) em que
participam dois machos e duas fémeas e outro grupo (2b)
constituido de trés machos e duas fémeas. Todas as fémeas
tinham 1 ano de idade e todos os machos 2 anos de idade. Os
animais do grupo 2b receberam etanol na concentragéo de 10%
em agua durante uma semana, quando passaram a receber
etanol 20% durante um periodo adicional de onze semanas
quando o tratamento foi interrompido, e os animais comegaram a

receber agua por 5 dias.

3. Grupo_ 3: Tem-se ainda um terceiro conjunto de amostras
constituidas de biopsias humanas, com e sem patologias
associadas, fornecidas pelo departamento de histologia do CCS
da UFRJ.

A figura 111.6 ilustra uma foto de um fémur de rato Wistar utilizado no

ensaio de MicroCT e a figura Il.7 apresenta as fotos das bidpsias utilizadas.
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FIGURA II1.6 — FOTO DE UM FEMUR DE RATO WISTAR.
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FIGURA TI1.7 — FOTOS DAS BIOPSIAS OSSEAS UTILIZDAS NO ENSAIO DE nCT.
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I11.1.3. A Aquisi¢cdo das Tomografias

A tabela Ill.1 apresenta as condi¢cdes tomograficas de todas as amostras

analisadas (grupos 1, 2 e 3).

TABELA III. 1 — CONDICOES EXPERIMENTAIS DO ENSAIO MICROTOMOGRAFICO.

R Amostras
Parametros
1 2 3
Tenséao (kV) 40 40 33-40
Corrente (mA) 0,1 0,1 0,1-0,2
Namero de quadros 32 32 32
Namero de projecées 600 600 600
Fator 11,8 13,2 4-125
de Magnificagao
12 20 31,7-114

Resolugéo (um)

II1.1.4. A Reconstrucao das Imagens

A reconstrugao das tomografias é feita conforme explicitado no capitulo

anterior, item 11.4.1. A figura I11.8 mostra o diagrama do algoritmo utilizado.
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Inserir radiografias

CDD nicio até a dltima Iinh@—

Criar Sinograma

¥

Escalonar Sinograma

|

Filtrar Sinograma

1

Aplicar a Iflefr'upr'qjegﬁu

O
l
F

Im

FIGURA II1.8 — DIAGRAMA DO ALGORITMO DE RECONSTRUCAO.

A interface do programa esta ilustrada na figura 111.9 e os dados de

entrada para a execugao da reconstrugao sao:

i) As imagens radiograficas (com extensao *.cfg);
i) A dimensao do “pixel” no detector;

iii) A escolha dos plano inicial e final que se deseja reconstruir.
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JIi. Reconv 2004 v1

Arquivo  Ferramentas  Reconstrugdo

li- config... [=]B)XK)

Dir da Pixel |0.143

Plana Inicial |0 j
Plano Findl [0 j

0K

6:117 225

F2600.bmp

FIGURA I11. 9 — INTERFACE DO PROGRAMA DE RECONSTRUCAO.

I11.1.5. A Quantificacio das Amostras Osseas

A figura IIl.10 ilustra a interface do programa utilizado para fazer as
quantificacbes 6sseas e a figura 111.11 mostra o diagrama do algoritmo utilizado.
Os dados de entrada para que o0 processo seja executado sdo: as imagens
tomograficas (com extensado *.hdr), distancias fonte-detector e fonte-objeto e
tamanho do "pixel" no detector. Com isso, tem-se automaticamente qual a

magnificagao utilizada na tomografia e a quantificacdo requerida.

A regido quantificada (regido de interesse — R.O.1.) é a cabeca femoral,
em que se escolhe o maior retdngulo circunscrito para analisar (figura 111.12).

Esse procedimento € padronizado para todos os “slices”.
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.- D5c Application

Fie Edit View Filters Opsrations BRECEIH Wi

Calibration

Histamorphametry
Canneckivicy
I|i: m31 80 280 AT

Sowrce-Object Disance i
ObeckCetector Destance i
iy i

Height i

. )L Calibration Setup E|@"Z|

Magrification 2000
Fiael Size whcth 0500000 am
Heaght 0500000 ram

161.00000 258262

FIGURA 111.10 - INTERFACE DOS DADOS DE ENTRADA FORNECIDAS PELO PROGRAMA DE

QUANTIFICACAO.

Inserir tomogramas

; |

Processar a Imagem _L__ I Binarizar

|

Parametros Computacionais

FIGURA II1.11 - DIAGRAMA DO ALGORITMO DE QUANTIFICACAO.
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esse cortical

cartilagem

esse trabecular

lrr'l Im

FIGURA I11.12 — REPRESENTACAO DA ESCOLHA DO R.O.1. (A) IMAGEM RADIOGRAFICA DE
UM OSSO DE RATO SEM PATOLOGIA ASSOCIADA COM 12 MESES DE IDADE, (B) FOTO COM 2X
DE AUMENTO DE UMA AMOSTRA DE RATA CASTRADA COM 4 MESES DE IDADE.
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lll. 2. Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo em Energia

I11.2.1. O Arranjo Experimental

A figura Ill.13 mostra a foto de todo o arranjo experimental, que é
composto por um detector de Si-Li, um mini tubo de raios X e um porta
amostras em frente ao detector. Toda a geometria do sistema é fixa e as

principais caracteristicas do sistema se encontram na tabela lll. 2.1 e I11.2.2.

Detalhe do porta.amostra

Visdo Superior | v 4

colimador conico

amostra
=

e
Tabo de Raios X

. — :
ontrole do Raios X v i
—_—

FIGURA I11.13 — FOTO DO ARRANJO EXPERIMENTAL DE EDXREF.
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TABELA II1.2 — PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DO SISTEMAUTILIZADO PARA EDXRF.

ELEMENTOS CARACTERISTICAS

Detector Si-Li, Ortec.
Mini tubo, tens&o: 0 - 65kV,
Corrente: 0 - 0,77mA. Anodo de W.
Fonte de Raios X XRM-65P50
Amplificador Ortec, modelo 973 e serie 126;

Tubo de Raios X

Fonte de alta tensdo Ortec, modelo 659 e série 1060;
Bin Ortec, modelo 4001M e série1294.

Placa Multicanal Ortec-Maestro Il

Eletrénica

TABELA II1.3 - CARACTERISTICAS OPERACIONAIS DO SISTEMA DE EDXREF.

PARAMETROS DESCRICAO
Tensao (kV) 35
Corrente (uA) 750

N ) 16° em relacdo a superficie
Angulo de Incidente ¢ P
da amostra

R 90° em relagdo a superficie
Angulo Emergente

da amostra
Distancia Amostra Detector (mm) 3,5+0,1
Distancia Fonte Detector (mm) 7,6 £0,1
Diametro do Colimador Cénico (mm) ¢ 2,0+0,1

(*) O colimador é utilizado para evitar o multiplo espalhamento e a produgéo de linhas de raios X

caracteristica de materiais do arranjo experimental ou préximo dele.

II1. 2.2. As Amostras em EDXRF

As amostras que foram analisadas com auxilio dessa técnica foram as
provenientes dos grupos 1 e 2 especificadas no item 111.1.2 desse capitulo, sem

nenhum tratamento posterior. As regides analisadas foram a cabegca e o
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pescoco femorais e os condilos. Todas as amostras foram irradiadas por

1500 segundos.

I1I. 2.3. Avaliacao da Metodologia utilizada em EDXRF

Para avaliar as medidas realizadas, foi feita uma medida de um osso-
referéncia (amostra padronizada — figura 11.14), irradiada na mesma condi¢ao
das amostras dsseas. E importante falar sobre a geometria do molde, pois essa
tem que obedecer (0o mais fielmente possivel) a geometria do fémur. Esse
osso-referéncia é feito em molde de gesso, tendo sua cavidade preenchida

com uma mistura constituida por:

1. Polimero metil-metacrilato (massa igual a 2553,6 mg);

2. Resina (massa igual a 830,7 mq);

3. Elementos (que a priori ndo se encontram na amostra de fémur) com
concentragcdes conhecidas;

4. Osso seco (osso colocado em estufa a 70° por 30 minutos
aproximadamente), triturado em mortar de agata e peneirado em trés

etapas: peneira com abertura de 125, 75 e 45 mm;

FIGURA IT1.14 — FOTO DA AMOSTRA DE REFERENCIA.
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I11. 2.4. Calibracao do Sistema

A curva de sensibilidade é determinada experimentalmente através de
medidas de intensidade da radiagcado fluorescente de um elemento i nos
padrdes (figura 111.15). Os padrdes utilizados (doze no total, descritos na tabela
[11.4) constituem pastilhas de um unico elemento ou de éxidos, e suas escolhas
estdo relacionadas com o intervalo de energia que se deseja trabalhar. Com
isso determina-se uma curva de sensibilidade para o sistema em uso. Uma vez
tendo essa curva de sensibilidade experimental tém-se os valores de
sensibilidade para quaisquer outros elementos, fazendo uma interpolagéo na
curva experimental. Tem-se, portanto um levantamento semi-empirico da

sensibilidade para os elementos presentes na amostra dssea.

FIGURA I11. 15 — FOTO DE UM EXEMPLO DE UM PADRAO, UTILIZADO NO LEVANTAMENTO DA

CURVA DE SENSIBILIDADE.
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TABELA I11.4 — INFORMACOES SOBRE OS PADROES UTILIZADOS NA CALIBRACAO DO
SISTEMA.
Massa do Concentracéo
Elementos/Oxidos | composto Ma*ssa do elemento =
total (mg) (keV)
(mg) (%)
K2SO4 100,4 528,2 8,2 2,62
CaO 99,8 470,5 14,3 3,69
TiO, 49,9 473,5 6,0 4,51
Mn,O3 49,7 473,2 6,9 5,90
Co 51,0 476,2 10,2 6,93
Ni 49,8 451,2 10,0 7,47
Cu 51,0 471,9 10,2 8.04
ZnO 49,6 483,4 8,0 8,63
RbNO3 50,1 476,0 5,8 13,38
N2OeSr 49,9 470,6 4.1 14,14
Y,03 10,5 479,4 1,6 14,93
ZrO; 9,7 470,9 1,4 15,75
Ag 50,8 533,3 9,2 22,10

* massa total representa a massa do composto adicionado a massa de acido bérico (H3BO3)
para ter resisténcia mecanica da matriz e diminuir o coeficiente de absor¢cdo da amostra

reduzindo o efeito matriz

II1.2.5. O fator Absorcao

O termo de absorgdo é calculado conforme a equagdao XVIII. Na

equacao XIX. u,, (Ei) é determinado pelo Método da Transmissao da Radiacao,
explicitado no capitulo anterior, secédo Il. 6.1.2. J& o coeficiente x,, (Eo) &

calculado com auxilio da equagao XXVI [132]:

4, (EO) :__m{i{( L Jexa(- ﬂ(EJ)pD)}} (XXVI).

j=1
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Com todos os dados previamente descritos na secédo Il. 6.1.2. As
medidas de transmissdo da radiagdo foram feitas através da radiacao
fluorescente produzida em um alvo multielementar e, da radiagdo gama e raios
X emitidos por uma fonte de Am-241 (n&do selada), cujas especificagbes se

encontram na tabela Il1.5.

TABELA II1. 5 — ESPECIFICACOES DO ALVO MULTIELEMENTAR E DA FONTE DE AM-241.

Amostra Elementos Energia (keV)
Cu 8,05
Mn 5,90
Alvo
Ti 4.51
Sr 14,16
- 13,95
- 17,76
Fonte de Am-241
- 22,13
- 26,36

I11.2.6. Analise dos Espectros e Limite de Detec¢iao

Utilizou-se o programa AXIL (“Analysis of X-ray Spectra by Interative
Least Squares Fitting”) para fazer as analises dos espectros obtidos.

O programa AXIL foi desenvolvido por Van Espen et al [139]. Sua
linguagem computacional € o FORTRAN sem nenhuma dificuldade de
utilizacdo. Esse programa requer que todos os dados espectrais estejam em
um formato particular (estruturados em blocos de arquivos ASCII) e a extenséo
desses arquivos devem ser *.SPE e, portanto, o primeiro passo para analisar
os espectros deve ser sua conversao. A figura Ill.16 apresenta a interface para
a situacado explicitada, enquanto a figura 11.17 exibe um exemplo de um

espectro.
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= [AEA — SPEDAC PRO Verszionm 1.81 - DEC 1993 —

SJOURCE format: TARGET format :
APTEC Version 4.3

r—select format of source data Br—3elect format of target data
APTEC AFTEC
APTEC Version 4.3 APTEC Uersion 4.3
ASCII ASCII
CANBERRA 5186 MCA Card CANBERRA Cebhas—G
IAEA Ganaas CANBEERRA Spectran—AT
IAEA Spon CANDERRA HicroSaMro

INnEn Qros CAMDERRA Goammo T
NUCLEAR DATA AccuSpec [AEA Ganaas
HUCLELS PCA [AEA Span

ORTEC ACE [AERA Oxas

Current dir: C:s
Using table: C:5P_SPEDACSE INSSPEDAC . ThB

<Arrows>=Mouve <Enter>=5Select <Del:=UnSelect <{(Esc>=Done

FIGURA I11.16 — INTERFACE DO PROGRAMA AXIL: UM DOS PASSOS REQUERIDOS PARA

PROCEDER A CONVERSAO DOS ESPECTROS.

Spectrum CO001.5PE
Axil

LOAD
STOP
DISPLAY
ROI
CALIB
¥X-LINES

Ll B=T= T RN SR - T ]

BACKGRND
SCaAT_ROI

e GO
800 1000 CANCEL

Channel Humhker

FIGURA I11.17 — EXEMPLO DE UM ESPECTRO JA CONVERTIDO EM EXTENSAO *.SPE.

Apos a conversao dos espectros € necessario avalia-los ajustando-os a
funcdes matematicas, através do método dos minimos quadrados. Um exemplo

desse procedimento é apresentado na figura 111.18.
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Spectrum PBSIM.SPE Iteration 7: ChiSquare =

! ADD_ELEM

el-group
Ener,rin
SUM

GO
CANCEL

C
L1 ]
u
n
t
5
/<
C
h
a
n
n
e
1

8080 1000 1200 1490 1600 1800

Channel HNuwmber

FIGURA II1.18 — EXEMPLO DE UM ESPECTRO AJUSTADO.

O Limite de Deteccgao foi calculado conforme explicitado no capitulo II,

secao 11.6.1.3, equagao XXVI.

II1.2.7. Calculo das Concentracoes Elementares

O calculo das concentragdes elementares é obtido através da equagao
XX, secéo 11.4.2. Esse calculo pode ser feito manualmente ou através de um
programa desenvolvido no laboratério, ja testado com amostras padrées e
certificadas. A figura Ill.19 mostra a interface do mesmo. Os dados de entrada

sao:

i) 0 espectro de raios X;

i) A sensibilidade das linhas K e L;

iii) a medida da intensidade incidente (alvo);

iv) a medida da intensidade transmitida (alvo+amostra);
v) densidade superficial da amostra;

vi) fator de diluigdo da amostra;
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vii) informacgdes sobre a geometria do sistema (&ngulos de incidéncia e

de emergéncia da radiagao).

ﬂ‘_Furml -|0] x|
g Ezpectra |

B Sensibiidade K |

ﬁ Senzibilidade L |

(= Alvo |

= Alvo+iradiador |

Engulo de incidéncia

Angulo de emergéncia

Fator de diluigio

Denzidade
[

[ Exibir dados

(== Abrin dados |
5 alivan dados |

| 4

FIGURA 111.19 — INTERFACE DO PROGRAMA DE QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO

ELEMENTAR.
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[ll. 3. Micro XRF-SR

II1.3.1. O Arranjo Experimental

A figura 111.20 exibe uma viséo geral de todo o anel e a disposigéo de
algumas linhas de luz no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em
Campinas, Sao Paulo — onde foram efetuadas as medidas de uXRF-SR. Ja a
figura Ill.21 ilustra um detalhe da instrumentagdo requerida para o
levantamento das medidas e a figura 111.22 seu arranjo esquematico. O tempo
de contagem por ponto variou, conforme o tamanho das amostras, desde 9 a
25s.

As caracteristicas da Linha XRF, no momento das medidas, se

encontram na tabela 111.3.1.

FIGURA III. 20 — VISTA PANORAMICA DO ANEL NO LNLS.
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— ot " .."
mesa ‘_e manipLlagdo

i

FIGURA 111. 21 — DETALHE DA INSTRUMENTACAO NA LINHA XRF.

detector de HPGe

j | | microscopico
monitor de feixe —

:apllar e )
& A C

parada do feixe 45
porta-amostra

FIGURA I11.22 — ESQUEMA DO ARRANJO EXPERIMENTAL UTILIZADO NA uXRF-SR.
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TABELA III. 6 — CARACTERISTICAS DA LINHA XRF (4 - 23 KEV).

Equipamentos Caracteristicas
ima defletor DO9B(15°); fluxo na amostra é de
Fonte 9 ]
4 x 10 ” fotons. s, a 8keV.
Feixe Luz branca
Monocromador “Channel-cut”
o Si (111): (2d=6,22,00\): 4 - 14 keV (E/AE=2800);
Cristais
Si (221): (2d=3,84 A): 5 - 23 keV (E/AE=15000).
Germanio hiperpuro (HPGe), resolugao de 150 eV em
Detector
5,9 keV.
, 45° | 45°: O suporte é posicionado a 45 ° em relagdo ao detector e ao
Geometria
feixe incidente.
Optica Capilar com 20um de didametro.
I11. 3.2. As Amostras

As amostras que foram analisadas com auxilio dessa técnica foram
provenientes também do CCS, mas que ndo haviam sido analisadas por uCT, e

sera denominada como grupo 4, especificadas a seguir.

Grupo 4: Para dar continuidade ao fornecimento das amostras e
almejar alcangcar o objetivo desse trabalho foi desenvolvida uma
colaboragédo com o Instituto de Biofisica - Departamento de Fisiologia
Enddcrina e com o Hospital Universitario. Com isso, foi possivel a
obtengdo de um conjunto de animais de estudo, constituido de 10
animais fémeas, com 4 meses de idade divididos em trés subgrupos:
grupo com cinco animais controle (4a), grupo com cinco animais
ovariectomizados (4b) e grupo com cinco ratas ovariectomizadas

porém submetidas a uma reposicdo de estrogénio (4c). Apds o
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sacrificio dos animais, aprovado pela Comissao da Instituicdo sob o
protocolo no. 14, as amostras foram colocadas em alcool 70 % e em
seguida procedeu-se a limpeza das mesmas com um bisturi sem
danificar a estrutura 6ssea até todo o excesso de material fosse

completamente retirado.

A regido analisada foi a cabecga femoral (tanto a parte cortical quanto a
trabecular), sendo as mesmas cortadas com auxilio de uma lamina de
diamante na espessura mais fina possivel (da ordem de 300 micrometros). Um

exemplo de amostra pode ser visualizado na figura Ill. 23.

FIGURA III. 23 — FOTO DE UMA AMOSTRA.
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II1. 3.3. Calibracao do Sistema

A curva de sensibilidade € determinada experimentalmente através de
medidas de intensidade da radiagdo fluorescente de um elemento i nos
padrées, similarmente ao ocorrido na secdo 111.2.3. As informagdes sobre os

padrdes utilizados se encontram na tabela Ill. 3.2.

TABELA II1.7 — INFORMACOES SOBRE OS PADROES UTILIZADOS NA CALIBRACAO DO

SISTEMA.
Massa Massa
Elementos/Oxidos | composto elemento =
> > (keV)
(Hg.cm™) (Hg.cm™)

SiO 45,6 29,1 1,74
KCI 46,9 246 2,62
CaF; 47,7 24,5 3,69
Ti 394 4,51
\Y 42,2 4,95
Cr 42,6 5,41
Mn 47,7 5,90
Fe 46,1 6,40
Co 50,7 6,93
Ni 43,1 7,48
Cu 46,5 8,05
ZnTe 46,1 15,6 8,64
Se 42,5 11,22
SrF; 447 31,2 14,16
YF3 50,8 31,0 14,96
NbO; 45,8 36,4 16,61
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O fator de absorcao e a analise dos espectros foram obtidos através
dos processos ja explicitados nas segbes Ill. 2.5 e 1l1l.2.6 desse capitulo,

respectivamente, assim como o limite de detecgao.

II1.3.4. Calculo das Concentracoes Elementares e Visualizacao das

Imagens

O caélculo das concentracdes elementares €& obtido através da
equacgao XX, secéao 1.4.2. Ja a visualizagdo das imagens ¢ feita através de um
programa de imagens, desenvolvido no laboratério. Esse programa pode fazer
as visualizagbes tanto na escala de intensidade relativa quanto na de
concentracido, dependendo dos dados de entrada. Um outro dado importante
para a visualizacdo das imagens é o tamanho da matriz inspecionada. Esse
tamanho de matriz esta relacionado com quantidade de pontos, por medida,
que foi utilizado (segao 11.6.2). O mapeamento bidimensional contém todos os
elementos quimicos presentes na amostra analisada e é representado por
cores, cuja magnitude esta diretamente relacionada ao parametro de entrada
utilizado (concentracdo ou intensidade relativa). A visualizacdo 2D dos
elementos é de grande auxilio para o entendimento de como os mesmos se
distribuem externamente nas amostras analisadas, subsidiando principalmente
no esclarecimento de patologias no que diz respeito ao incorporamento de

certos minerais a estrutura 6ssea estudada, tal como a osteoporose.

O proximo capitulo exibird os resultados obtidos através da

metodologia aqui apresentada.
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CAPITULO IV

V. Resultados

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na
investigacao Ossea através das técnicas de microtomografia e fluorescéncia de

raios X.

IV.1. Micro CT

IV.1.1 — Grupo 1 (animais machos e fémeas controle com 3 meses de

idade)

As tabelas IV.1, IV.2 e IV.3 fornecem os resultados das areas utilizadas
e das quantificagdes Osseas para o primeiro grupo (ratos machos e fémeas
com 3 meses de idade) de amostras estudadas. Os parametros a e B
correspondem aos semi-eixos maiores e menores, respectivamente, das

elipses apresentadas.

TABELA IV.1 — VALORES DAS AREAS QUANTIFICADAS PARA OS RATOS COM 3 MESES DE

IDADE
Amostra 1 2 3 4 5 6
Area (mm?) 2,7 2,3 2,6 2,5 3,0 2,4

TABELA IV.2 — RESULTADOS DA QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA 2D PARA OS RATOS COM 3

MESES DE IDADE.
Fémeas Machos
Parametros
(3 meses) (3 meses)
BVITV (%) 56,8 +2,4 61,7 + 3,1
BS/BV (mm'l) 489+20 41,3+1,8°
TbTh (mm) 0,042 + 0,002 0,049 + 0,002 @
TbN (mm™) 13,9+0,5 12,7 £1,1

ThSp (mm) 0,032+ 0,003 0,032 + 0,005

Todos os valores estéo representados como média + desvio padrao.
a s . . . ~
Estatisticamente significativo em relagdo ao sexo, com a=0,05.
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TABELA IV.3 — RESULTADOS DA QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA 3D PARA OS RATOS COM

3 MESES DE IDADE.

P arAmetros Fémeas Machos
(3 meses) (3 meses)
BVITV (%) 49,1+ 2,1 55,0 + 2,82
BS/BV (mm™) 433 +21 340+22°
TbTh (mm) 0,046 + 0,002 0,059 + 0,004 @
TbN (mm™) 10,6 £ 0,7 9,4+1,1
TbSp (mm) 0,046 £ 0,002 0,042 + 0,006
BV (mm?) 1,06 + 0,08 1,76 £ 0,09 ?
BS (mm?) 458 +5,8 59,8 + 0,72
TV (mm?®) 0,015+0,001 0,023 + 0,002

Todos os valores estao representados como média + desvio padrao.
a . . i . 2
Estatisticamente significativo em relagao ao sexo, com o=0,05.

As figuras IV.1 e IV.2 fornecem os resultados da anisotropia desse

grupo.

amostra 1

amostra 3

amaostra 2

NG
N

plano yz

o

plano zx

FIGURA IV.1 — RESULTADO DA ANISOTROPIA —-FEMEAS COM 3 MESES DE IDADE.
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TABELA IV.4 — RESULTADOS DOS PARAMETROS ANISOTROPICOS PARA OS ANIMAIS COM 3

MESES DE IDADE.
Amostras
Planos Fémeas Machos
1 2 3 1 2 3
A/B=1,3 A/B=1,3 A/B=1,7 A/B=1,3 A/B=1,2 A/B=1,2
Xy 6=-65,9 0=284,7 06=84,4 6=828 06=-84,0 6=-78,6
A/B=1,5 A/B=1,9 A/B=11 AB=14 A/B=1,6 A/B=2,0
yz 0=-844 0=-857 06=-745 |1 06=-86,7 06=-822 0 =2389,6
A/B=2,3 A/B=2,0 A/B=1,4 AB=14 AB=1,1 A/B=14
x 0 =-88,1 6=-87,0 0 = 85,1 06=-76,3 06=650 6 =83,2
amnstra; ’ am:::z @ L
' ol . v "f : -
ORE Sl
o NG RO
plano yz plano yz plane yz
4 ARRE:
" e = (0
X, = r2
plano zx plano zx plano zx

FIGURA 1V.2 — RESULTADO DA ANISOTROPIA —-MACHOS COM 3 MESES DE IDADE.

As figuras IV.3 e IV.4 fornecem as visualizagbes 2D (exemplos de

“slices”) desse grupo. Enquanto, que as figuras IV.5 e IV.6 mostram as

visualizagdes 3D das areas que foram quantificadas.
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amostra 3

amaostra 3

FIGURA 1V.3 — VISUALIZACOES 2D — FEMEAS COM 3 MESES DE IDADE.

amaostra 2

amostra 1 amostra 3

FIGURA 1V.4 — VISUALIZACOES 2D — MACHOS COM 3 MESES DE IDADE.
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amostra 2

amostra 3

FIGURA IV.5 — VISUALIZACOES 3D — FEMEAS COM 3 MESES DE IDADE.

amostra #1 amostra #2

amostra #3

FIGURA 1V.6 — VISUALIZACOES 3D — MACHOS COM 3 MESES DE IDADE.

97



Resultados
Micro CT

IV.1.2 — Grupo 2 (animais machos e fémeas com 24 e 12 meses de idade

respectivamente submetidos ou nao ao protocolo de etanol)

As figuras IV.7 a IV.10 fornecem as visualizagdes 3D das areas que
foram quantificadas, de todos os grupos estudados (grupo controle -2a e grupo

submetido ao protocolo de etanol -2b)).

amostra #1 amostra #2

FIGURA IV.7 — VISUALIZACOES 3D — FEMEAS_CONTROLE COM 12 MESES DE IDADE.

amostra #2

amostra #3

FIGURA 1V.8 — VISUALIZACOES 3D — FEMEAS_ ETANOL COM 12 MESES DE IDADE.
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amostra #1

.
&

FIGURA IV.9 — VISUALIZACOES 3D — MACHOS_CONTROLE COM 24 MESES DE IDADE.

amostra #1

FIGURA 1V.10 — VISUALIZACOES 3D — MACHOS_ETANOL COM 24 MESES DE IDADE.

A figura IV.11 ilustra o “box-plot” das areas avaliadas. Esse tipo de
grafico oferece uma representacao grafica dos dados através de seus resumos
de cinco numeros. O ponto dentro da caixa representa a localizagdo da

mediana dos dados. Note ainda que a linha horizontal abaixo do ponto mediano
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representa a localizagdo de Q1 (primeiro quartil) e a linha horizontal acima da

mediana representa a localizacédo de Q3 (terceiro quartil).
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FIGURA IV.11 —“BOX-PLOT” DAS AREAS AVALIADAS: (A) A (E) SAO OS RESULTADOS DE

TODOS OS PARAMETROS NOS DOIS METODOS (2D E 3D), (F) A (G) SAO OS PRINCIPAIS

PARAMETROS DO METODO 3D.

A figura IV.12 apresenta o processo de binarizagéo e seus histogramas

com varios valores de “threshold” (TH) com o intuito de ilustrar a influéncia

desse parametro nas imagens. Ja a figura 1V.13 demonstra a influéncia do TH

no parametro 6sseo principal (BV/TV) e sua correlagdo. Nesse caso, foi

encontrada uma forte correlagéo entre os pardmetros avaliados (r= - 0,998).
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\

.

\
| i,

FIGURA IV.12 — HISTOGRAMA DAS IMAGENS (CABECA FEMORAL) — A ESCOLHA DO VALOR

DE “THRESHOLD” (T): (A) IMAGEM ORIGINAL, (B) T=141, (C) T=117, (D) T=107, (E) T=91,
(F) T=73, (G) T=60.

As tabelas IV.5 e IV.6 mostram os resultados das quantificagdes para
todos os grupos avaliados, tanto bidimensionalmente  quanto

tridimensionalmente, respectivamente.
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TABELA IV.5 — RESULTADOS 2D DO PROCESSO DE QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA PARA OS
ANIMAIS CONTROLE E SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE ETANOL

Grupo de Controle Grupo Etanol
. Fémeas Machos Fémeas Machos
Parametros
(12 meses) (24 meses) (12 meses) (24 meses)
BV/TV (%) 482+1,0 47875 46,4+45 372+15
BS/BV(mm™) 50,0+04 43576 582+41 48,8+1,0
TbTh (mm) 0,040 + 0,001 0,048 £ 0,008 2 0,035 + 0,003 0,042 + 0,001 2
TbN (mm™) 12,3+£0,2 10,2 £ 0,125 135+04 89+0,1ab

TbSp(mm) 0,043 +0,0001 0,053 + 0,006 2 0,041 + 0,005 0,073 +0,003 b

Todos os valores estéo representados como média + desvio padrao.

@ Estatisticamente significativo em relagéo ao sexo para um mesmo grupo, a=0.05.

b Estatisticamente significativo em relagdo ao protocolo (submetido ou ndo ao etanol), «=0.05.

TABELA IV.6 — RESULTADOS 3D DO PROCESSO DE QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA PARA OS
ANIMAIS CONTROLE E SUBMETIDOS AO PROTOCOLO DE ETANOL

Grupo de Controle Grupo Etanol
ParAmetros Fémeas Machos Fémeas Machos
(12 meses) (24 meses) (12 meses) (24 meses
BVITV (%) 42,0+£0,9 42,0+£79 38,7147 31,7£1,7
BS/BV(mm™) 47+21 37,7+£93 58,3+5,9 445+27
TbTh(mm) 0,045 + 0,002 0,055+ 0,014 0,034 +0,003° 0,045 + 0,003 ab
TbN(mm™) 94+03 77+052 11,2+04° 7,04 +0,06 ab
TbSp(mm) 0,063 + 0,001 0,075+ 0,006 @ 0,055 + 0,006° 0,097 + 0,0012
BV(mm?3) 1,02 +0,03 0,7£0,2 05+0,2 0,62 +0,06°
BS(mm?) 45,0+0,9 239+25 30,9+8,9 275+12
TV(mm?) 2,41+0,08 12+0.2 1,7+£0,3° 1,44 +0,070

4 Estatisticamente significativo em relagéo ao sexo para um mesmo grupo, a=0.05.

b Estatisticamente significativo em relagdo ao protocolo (submetido ou ndo ao etanol), «=0.05.
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Os resultados da tabela IV.5 revelam que:

Tanto para o grupo de controle quanto para o grupo etanol, apenas
foram significativos entre os sexos os parametros TbTh (distancia
trabecular), TbN (densidade trabecular) e TbSp (espessura trabecular);

Comparando os grupos controle e etanol, os paradmetros tomograficos
que apresentaram diferenga estatisticamente significativa foram TbN e

TbSp apenas para os machos.

Os resultados da tabela IV.6 revelam que:

Tanto para o grupo de controle quanto para o grupo etanol, apenas
foram significativos entre os sexos os parametros TbTh, TbN TbSp.
Comparando os grupos controle e etanol, os parametros tomograficos
que apresentaram diferenga estatisticamente significativa foram: para o
sexo masculino TbTh, TbN, TbSp e TV (volume total); para o sexo
feminino TbTh, TbN, TbSp e TV.

Também foram comparados as avaliagdes feitas tanto no método 2D

quanto no método 3D, para todos os parametros tomograficos levantados e

foram encontrados os seguintes resultados:

Para o grupo controle, os parametros que apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa foram TbN para ambos os sexos e BV/TV
para o sexo feminino;

Para o grupo etanol, os parametros que apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa foram TbN para ambos os sexos e BV/TV e

TbSp para o sexo masculino.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas IV.5 e IV.6 nota-se

que o sexo masculino apresentou um dano maior em sua estrutura Ossea
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devido a ingestdao de etanol, uma vez que seus parametros sofreram uma

maior influéncia.

a0
- + 3D
a0 —: = 2D
70 + ----Linear (2D)
60 | —Linear (3D)
;@ 50 _: BWTV 3 =-0,807 T + 141,938
; 1 R?=0,996
|—
S 40 + g BV/TVip=-0791T + 142,297
m i R?=10,995
30 +
20 T
10 +
L ]
0 T e L
70 a0 110 130 150 170

Threshold Values

FIGURA IV.13 — CORRELACAO ENTRE OS VALORES DE “THRESHOLD” (TH) E BV/TV.

IV.1.4 — Grupo 3 (biopsias humanas)

As tabelas IV.7 e IV.8 apresentam os resultados das quantificacdes
Osseas e as figuras IV.14 e V.15 ilustram as reconstrugbes 2D e 3D das
biépsias analisadas, respectivamente, e a figura IV.16 apresenta o
comportamento do parametro BV/TV ao longo das amostras. Nessa figura,
tem-se que as linhas de cor rosa representam o valor médio obtido através do

método 2D e as linhas verdes o valor através do método 3D.
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TABELA IV.7 — RESULTADOS 2D DO PROCESSO DE QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA DAS

BIOPSIAS HUMANAS.
Amostras
Parametros
1 2 3 4 5 6

BV/TV (%) | 107+27 31,1+£23 28720 267+18 252+29 21,117
BS/BV(mm™) | 629+7,2 27,732 312%22 342+45 305+31 313232
TbTh(mm) | 003:0004 007£0005 00720005 006+0005 007£0,005 0,060,004
TbN(mm™) | 33:08 43:04 44%03 46:06 3804 33%03
TbSp(mm) [ 03+006 02£002 02001 02£002 02+002 0,2%0,02

Todos os valores estéo representados como média + desvio padrao da média.

TABELA IV.8 — RESULTADOS 3D DO PROCESSO DE QUANTIFICACAO TOMOGRAFICA DAS

BIOPSIAS HUMANAS.
Amostras
Parametros

1 2 3 4 5 6
BV/TV (%) 8,3 27,0 250 232 215 17,6
BS/BV(mm'l) 757 242 276 31,3 28,2 30,8
TbTh(mm) 0,03 0,08 0,07 0,06 0,07 0,07

TbN(mm™) 3.1 3,3 3,4 3,6 3,0 2,7

ThSp(mm) 0,3 0,2 0,2 0,2 2,6 0,3

BV(mm?) 15 61 60 49 154 6,9
BS(mmZ) 110,8 146,2 166,4 153,9 4359 211,8
TV(mm3) 0,18 0,22 0,24 0,21 0,72 0,39
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amostra 1

amostra 2 amostra 3

amostra 5

FIGURA 1V.14 — VISUALIZACOES 2D DE TODAS AS BIOPSIAS ANALISADAS: PARA CADA

AMOSTRA FOI ESCOLHIDO ALEATORIAMENTE UM “SLICE” DA RECONSTRUCAO.
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amostra 1 amostra 2

amostra 3 - amostra 4

amostra 6

FIGURA IV.15 — VISUALIZACOES 3D DE TODAS AS BIOPSIAS HUMANAS.
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FIGURA 1V.16 — COMPORTAMENTO DE BV/TV AO LONGO DAS BIOPSIAS HUMANAS.
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IV. 2. Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo em Energia

A figura IV.17 apresenta um exemplo de espectro obtido com a técnica de
EDXREF e a figura IV.18 um detalhe do mesmo.

500
400 4

300 4

Intensidade (fétons.s")

200 <

100

T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 23 30 35

Energia (keV)

FIGURA IV.17 — EXEMPLO DE UM ESPECTRO ATRAVES DA TECNICA DE EDXRF, PARA UMA

AMOSTRA DE 0SSO (CABECA FEMORAL).

200

120 1 Ca
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140 ;é
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FIGURA IV.18 — DETALHE DO ESPECTRO ANTERIOR.
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A seguir, nas figuras IV.19, 10 e 21, serdo ilustrados

sensibilidade, absorcao e limite de detecc¢ao, respectivamente.

os graficos de
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FIGURA IV.19 — CURVA DE SENSIBILIDADE — EDXREF.
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FIGURA 1V.20 — CURVA DE ABSORCAO — EDXREF.
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LD. = Log [16.9-08 Z+0.01 Z°+3 3E-4 I°-5 9E-6 7"

& s
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FIGURA IV.21 — CURVA DO LIMITE DE DETECCAO (LD) — EDXREF.

Através dos parametros apresentados nas figuras anteriores foi
possivel calcular as concentracbes dos elementos presentes nas amostras

osseas analisadas.

IV.2.1 — Resultados para a regiao da cabeca femoral

As figuras V.22 e V.23 mostram os graficos dos resultados das
concentragcdes elementares para os grupos de controle (grupo 1 e parte do
grupo 2) analisados (na regidao da cabecga femoral) e, a tabela IV. 9, ilustra o
resumo desses resultados, juntamente com as informagdes sobre a analise
estatistica realizada.

Foi feito também um estudo sobre o grau de correlacdo entre os
elementos encontrados, que se encontra na tabela IV.10. Nessa tabela, os
dados destacados em vermelho ilustram as correlacdes fortes enquanto que as

em verde enfatizam as correlacdes consideradas médias.
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FIGURA IV.22 — CONCENTRACOES PARA AS AMOSTRAS DE RATOS JOVENS E IDOSOS —

EDXRF (ELEMENTOS MAJORITARIOS).
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FIGURA IV.23 — CONCENTRACOES PARA AS AMOSTRAS DE RATOS JOVENS E IDOSOS —

EDXRF (ELEMENTOS TRACO).
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TABELA IV.9 —- RESULTADO DAS CONCENTRACOES.
AMOSTRAS
ELEMENTOS Macho Fémea Macho Fémea
3 meses 3 meses 24 meses 12 meses
s 389+53 295+43 322+50 410+49
cr 94+24  73+20  70+21 872
K 48+19  22+04  27+16  41+06
Ca’ 403+11 312+12 347+13 193+11
Mn™ 630+19,1 1232+157 446+180 369+145
Fe™ 108,2+ 31,8 161,8+30,7 2136+343 106,1+ 29,2
Ni™ 583+56 504+68 206+64 375%66
cu” 375+62 410+66 488+70 325+64
zZn" 3494492 2303+90 2523+93 2752+96
Rb™ 243+19 76+18  125+20 209+20
sr 296047 3372+44 3953+48 261540

Todos os valores estéo representados como média + desvio padréo.

* Representam valores em %.
** representam valores em pg.g™.
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TABELA 1V.10 — RESULTADO DOS COEFICIENTES DE CORRELACAO DE PEARSON (R) PARA
OS ELEMENTOS ENCONTRADOS PARA A AMOSTRA DE RATO MACHO_CONTROLE.

R|s ¢ A K Ca Mn Fe N Cu Zn Rb Sr
S| 1

cl|o76 1

Ar | 008 042 1

K092 08 -007 1

Ca|044 046 -059 072 1

Mn|-069 -0,10 006 -040 008 1

Fe |-0,79 -098 -0,53 -080 -030 022 1

Ni | 001 058 008 035 059 071 -044 1

Cul|-0,75 088 -070 -066 -002 034 09 -021 1

Zn|071 075 029 092 092 -009 -064 060 -040 1

Rb |09 079 -013 099 072 -048 -0,75 026 -061 090 1
Sr|-080 -091 -064 072 -011 035 097 -024 100 -048 -068 1
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A seguir serdo apresentados os resultados dos animais submetidos ao

protocolo de etanol: figura IV.24.

70% T
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FIGURA 1V.24 —- CONCENTRACOES PARA AS AMOSTRAS IDOSAS (ANIMAIS DE 12 E 24 MESES):

CONTROLE E SUBMETIDAS AO PROTOCOLO DE ETANOL

115



Resultados
EDXRF

A seguir serao exibidos os graficos, nas figuras 1V.25 e V.26, das
analises feitas na regido dos coéndilos, para as amostras controle (animais

jovens com 3 meses e idosos com 12 e 24 meses, sem nenhuma patologia

associada).
Q0%
80%
mFémeas_3meses " Fémeas_12 meses W Machos_3 meses mMachos_24 meses
T0% -
=
2 60% - I
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i
T 50%
@
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S 40%

30%

20% +

Elementos

FIGURA IV.25 — CONCENTRACOES PARA AS AMOSTRAS DE RATOS JOVENS E IDOSOS —

CONDILOS -EDXRF (ELEMENTOS MAJORITARIOS).
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FIGURA IV.26 — CONCENTRACOES PARA AS AMOSTRAS DE RATOS JOVENS E IDOSOS —

CONDILOS -EDXRF (ELEMENTOS TRACO).
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IV 3. Micro XRF-SR

A figura

IV.27 apresenta a curva de sensibilidade do sistema de

microfluorescéncia de raios X, obtida na linha XRF do LNLS. Enquanto que a

figura V.28 ilustra as curvas de absor¢ao, obtida através da técnica de pXRF.

—_—
=
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Si=Log [-10,9 + 1,0 Z- 0,02 Z*+1,4x10™ Z°]
R*=0,994; p<0,0001

E
x

10
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Numero Atémico (£)

FIGURA 1V.27 — CURVA DE SENSIBILIDADE — uXRF.
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FIGURA 1V.28 — CURVA DE ABSORCAO — . XRF.
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Através da figura 1V.29, pode-se entender quais as regides representadas
pelos perfis (exemplos ilustrados nas figuras 1V.30, 31 e 32). As figuras IV.33 a
IV.38 apresentam as imagens das distribuicdes superficiais de todos os
elementos que foram encontrados, em escala de concentracdo para as
amostras pertencentes ao grupo 4 (animais controle, castrados e castrados

com reposi¢ao de estrogénio).

cortical

FIGURA 1V.29— ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS MEDIDAS NAS AMOSTRAS OSSEAS PERCENTES

AO GRUPO 4.
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Perfis - Rata de Controle
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FIGURA 1V.30 EXEMPLO DOS PERFIS ADQUIRIDOS

25 3 3s
Posigdo (mm)

ARA UMA AMOSTRA DE RATA

CONTROLE.
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Micro XRF SR

Resultados

Perfis de Ratas Castradas

Silicio
5.0E+05
4 5E+05
a0E+05 41
3.5E+05 I
3.0E+05
256405 |
2.0E+05 I
1.56+05 § |
1,0E+05 { | |
5.0E+04 { |
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o 1 2
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4.0E+02 4

Ll
]
4
=]
]

Concentragdo (ugg”)
1
Qo
NN

Posicao (mm)

Cobre
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FIGURA 1V.31 - EXEMPLO DOS PERFIS ADQUIRIDOS PARA UMA AMOSTRA DE RATA

CASTRADA.
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Resultados
Micro XRF SR

Perfis de Ratas Castradas com Reposicdo de Estrogénio

Silicio Enxofre
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|
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FIGURA 1V.32 EXEMPLO DOS PERFIS ADQUIRIDOS PARA UMA AMOSTRA DE RATA CASTRADA

COM REPOSICAO DE ESTROGENIO.
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Micro XRF SR

Resultados

Ratas Controle

(regides: cortical e trabecular)

0.000e+00

1.013e+04

2.026e+04

3.038e+04

4.051e+04

5.064e+04

6.077e+04

T.090e+04

§.102e+04

9.115e+04

1.013e+05

0.000e+00

1.327e+03

1.7¥70e+03

2.212e+03

2.654e+03

3.097e+03

3.539e+03

3.982e+03

4.424e+03

0.000e+00

2.093e+04

4185e+04

6.278e+04

8.370e+04

1.046e+05

1.256e+05

1.465e+05

1.674e+05

1.5683e+05

2.093e+05

0.000e+00

2.185e+01

4.370e+01

B.555e+01

8.740e+01

1.092e+02

1.311e+02

1.529e+02

1.748e+02

1.966e+02

2.185e+02

0.000e+00

§.776e+0F

1.755e+04

2.633e+04

3.510e+04

4.388e+04

5.265e+04

6.143e+04

T.021e+04

7.898e+04

8.776e+04

0.000e+00

2.143e+02

4.286e+02

6.429e+02

8.571e+02

1.071e+03

1.286e+03

1.500e+03

1.714e+03

1.929e+03

2443e+03

0.000e+00

1.772e+01

3.544e+01

5.317e+01

7.089e+01

$.861e+01

1.063e+02

1.2H1e+02

1.M38e+02

1.595e+02

1.772e+02

0.000&+00

5.067e+01

1.0132+02

1.520e+02

2.027e+02

2.534e+02

3.040e+02

3547 e+02

4.054e+02

+.560e+02

5.067e+02

0.000e+00
1.70d4e+03
3.407e+03
5111e+03
6.815e+03
B.516e+03
1.022e+04
1.193e+04
1.363e+04
1.533e+04

1.70de+0d

0.000e+00
1.467e+0%
2.935e+03
4.402e+03
5.669e+0F
7.336e+03
8.804e+03
1.027e+04
1.174e+04
1.321e+04

1.467e+04

0.000e+00
6.031e+01
1.206e+02
1.809e+02
2.412e+02
3.016e+02
3.619e+02
4.222e+02
4.825e+02
5.428e+02

6.031e+02

0.000e+00
8A47e+01
1.629e+02
2.444e+02
3.259e+02
4.073e+02
4.888e+02
5.703e+02
6.517e+02

T.d32e+02

| =2 saarernz

FIGURA 1V.33 - EXEMPLO DAS IMAGENS DA CORTICAL, EM UNIDADE DE CONCENTRACAO,

DE UMA AMOSTRA DE RATA DE CONTROLE.

123



Resultados
Micro XRF SR

Ratas Controle

(regido trabecular)

P

0.000e+00 0.000e+00 . 0.000e+00
2.634e+03 8.907e+03 7.6332+02
9.268e+03 1.781e+04 1.527e+03
1.390e+04 2.672e+04 2.290e+03
1.8540+04 3.563e+04 2.053e+03
2.317e+04 2.454e+04 3.817e+03
2.780e+04 5.344e+04 2.5008+03
3244404 6.235e-+04 3 5.33e+03
3.707e+04 7.126e+04 6.107e+03
24170e+04 8.017e+04 6.870e+03

4.6342+04 8.907e+04 7.633e+03

0.000e-+00 0.000e+00 0.000e+00
2.405e+02 1.813e+02 5.182e+02
8.969e-+02 3.627e+02 1.036e+03
1.345e-+03 5.440e+02 1.555e+03
1.794e+03 7.269+02 2.073e+03
2.242e+03 L 9.067e-+02 2.591e+03
2.601e+03 1.088e-+03 3.109e+03
3.139e+03 1.269e-+03 3.628+03
3.588e+03 1.451e+03 4.146e+03
2.036e+03 1.632e+03 46646403

1,485e+03 1.813e+03 5.182e+03

0.000e+00 0.000e+00 0.000e+00
1.730e+04 1.715e+01 3.393e+01
3.460e+04 3.429e+01 6.78Te+01
5.190e+04 5. +01 1.018e+02
6.920e+04 6.859e+01 1.35Te+02

8.650e+04 8.574e+01 1.697e+02

1.038e+05 1.029e+02 2.036e+02
o

1.211e+05 1.200e+02 2.375e+02
1.364e+05 1.372e+02 2.7115e+02
1.557e+05 1.543e+02 3.054e+02

1.730e+05 1.715e+02 3.393e+02

0.000&+00 0.000&+00 ; 0.000&+00
5.779e+00 3.310e+01 6.172e+01
1.156&+01 6.620&+01 1.234e+02
1.734e+01 9.931e+01 1.852e+02
2.312e+01 1.324e+02 2.469e+02
2.890e+01 1.655e+02 L 3.066e+02
3.467e+01 1.986e+02 3.703e+02
4.045e+01 2.3Te+02 4.320e+02
4.623e+01 2.648e+02 4.937e+02
5.201Me+01 2.979e+02 5.555e+02

— 5.779e+01 = 3310e+02 = bAT2e+02

FIGURA 1V.34 EXEMPLO DAS IMAGENS DA REGIAO TRABECULAR, EM UNIDADE DE

CONCENTRACAO, DE UMA AMOSTRA DE RATA DE CONTROLE.
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Resultados
Micro XRF SR

Ratas Castradas

(regides: cortical e trabecular)

P

0.000e+00 | 0.000e+00 : 0.000e+00
4.824e+04 2.977e+04 3.0026+03
9.647e+04 5.963e+04 6.004e+03
1.447e+05 - 8.930e+04 - 9.005¢+03

1.929e+05 § : 1191e+05 1.201e+04

o
2.412e+05 > 1-485e+05 L : 1.501e+04

2.8942+05 = 1.786e+05 1.801e+04
3.377e+05 . 2.084e+05 2101e+04
3.859e+05 2.381e+05 2.401e+04
14.301e+05 B 2.679e+05 B 2 702e+04

1.82de+05 | 2.977e+05 | 3.002e+04

0.000+00 0.000e+00 0.000e-+00
2.787e+02 2.369e+02 2.032¢+03
5.5748+02 4736e+02 4.064e+03
8.360e+02 7A07e02 T 6.095e+03
11156403 9.476e+02 e 8.127e+03
1.393e+03 ' 14840+03 £ 1.016e+01
1.672e+03 1.421e+03 - 1.219e+04
1.951e+03 r 1.658+03 - . 1.422e+04
2.2290+03 1.895e+03 . 1.625e+04
2.508e+03 M 2132603 B 1.529e+04

= 2.787e+D3 == 2.369e+03 2.032e+04

0.000&+00 |
0.000e+00 | 0.000e+00

4.382e+04 1.846e+01 5.124e+01

8.763¢+04 3.691e+01 1.025e+02

1.314e+05 5.53Te+01 1.537e+02

1.753e+05 7.3830+01 o 2.050e+02

2191e+05 9.2796+01 l 2.562e+02

2.629¢+05 1.107e+02 L 3.074e+02

3067e+05 12926402 3.58Te+02

3.605e+05 1.4TTes02 4.099e+02

3.943+05 1.661e+02 B 4.612e+02

| == 4382e+05 1.8460+02 | 5.124e+02

.| -+ |
0.000&+00 0.000-+00 0.000e+00

1.072e+01 3.762e+01 5.201e+01

2.444e+1 7.563e+01 1.040e+02

3.216e+01 1.134e+02 i 1.560e+02

4.288e+01 1.513e+02 2.080e+02

5.360e+01 1.891e+02 s - 2.601e+02

6.431e+01 22690402 3421e+02

7.503e+01 2 64Te+02 T 3.6He+02

§.575e+01 3.025e+02 4161e+02

9.647e+01 B ;030402 B d4.681e+02

— 1.072e+02

= 3.7§Ze+02 | = 5.201e+02

FIGURA IV.35 EXEMPLO DAS IMAGENS DE CORTICAL+TRABECULA, EM UNIDADE DE

CONCENTRACAO, DE UMA AMOSTRA DE RATA CASTRADA.
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Resultados
Micro XRF SR

Ratas Castradas com Reposicdo de Estrogénio
(regides: cortical e trabecular)

Si

0.000e+00 0.000e-+00 0.000e+00
£.373e+04 3.639e+04 3.966e+03
1.675e+05 | 7.278e+04 | 7.932e+03
2.512e+05 _ = 1.092e+05 F - 1.190e+04
3.349e+05 1.456e+05 - . 1.586e+04
4.186e+05 1.820e+05 5 1.983e+04
5.024e+05 F o 2.183e+05 :' - T 2.380e+04
5.861e-+05 e | 2.54Te+05 - . | 2.7T6e+04
6.698¢+05 . 2.911e+05 3.473e+04
N 7.536e05 3.2756+05 B 35700404

83730405 3.6390+05 3.966e+04

000+
0.000e-+00 0.000e+00

6.827e+02 1.433e+03

1.365e+03 2.866e+03

2.098¢+03 4.2998+03

2.7He+03 5.732e+03

3.413e+03 7A66e+03
4.096e+03 8.599e+03
4.779e+03 1.003e+04

1.146e+04
¥ 1.290e+04

6.527e+03 1.433e+04

0.000e+00 0.000e+00 0.000e+00
4.535e+04 6.019e+01 2.221e+02
9.069e+0: 1.204e+02 4.492e+02
1.360e+05 = 1.8068+02 y 6.663e+02

1.814e+05 L 2.407e-02 . e LT 8.884¢+02

2.267e+05 - . | 3.009e+02 | 1.110e+03
- i 8 | A ] |

2.721e+08 j , 3.611e-02 i 1.333e+03
3.174e+05 | +213e+02 O R - | 1.555e-+03
3.628e+05 5 +815e+02 | 1.777e+03

N 5.HTe+02 1.999e +03

| =2 019002 |

0.000e-+00 ¥ 0.000¢-+00
4.540e-+00 4.914 5.416e-+01
9.081e-+00 . 1.083e-+02
1.362e+01 i B | a7 4 TS | 1.625¢+02
1.616e+01 e ' . AT 2.167e-+02
2.270e+01 '. ' X Sk F o 2.708e+02
2.724e+01 §1- ik .9 2 3.250e-+02
3A78e+01 B ty—= : 3.791e402
3.632e+01 ) ¥ 4.333e-+02
2.086e+01 l . 4.875e-+02

— 4.540e+01 | 4.914 | = 5.416e+02

FIGURA 1V.36— EXEMPLO DAS IMAGENS DE CORTICAL+TRABECULA, EM UNIDADE DE

CONCENTRACAO, DE UMA AMOSTRA DE RATA CASTRADA COM REPOSICAO DE ESTROGENIO.
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Resultados
Micro XRF SR

Ratas Castradas com reposicdo de Estrogénio

(regido trabecular)

P

0.000e+00 0.000e+00 0.000e+00
2.493e+04 1.909e+04 3.198e+03
4.986e+04 3.816e+04 6.397e+03
T.479e+04 5.727e+04 9.595e+03
9.972e+04 T1.636e+04 1.279e+04
1.246e+05 9.545e+04 1.599e+04
1.496e+05 1.145e+05 1.919e+04
1.745e+05 M 1.336e+05 2.239e+04
1.994e+05 1.527e+05 2.559e+04
2.244e+05 1.718e+05 2.879e+04

2.493e+05 1.909e+0%5 3.198e+04

0.000¢+00 0.0002+00 0.000e+00
a.562+02 2.0492+02 1.163e+03
9.125e+02 1.810e+03 2.326e+03
1.369e+03 2.715e+03 3.480e-+03
1.825¢+03 3.6206+03 16526+03
2.281e+03 4.529e+03 5.8156+03
2.737e+03 5.429e+03 5.978e+03
3.194e+03 6.339e+03 BAMe+03
1.650e+03 7.239e+03 9.304e+03
2.106e+03 8.144e+03 1.047e+04

4.562e+03 9.049e-+03 1.463e+04

0.000e+00 0.000e+00 0.000e+00
2.72e+0d 1.915e+01 4.953e+01
5.443e+04 3.83e+ 9.906e+01

$.164e+04 H 5.746e+01 % 1.486e+02

-
1.089e+05 7.661e+0M = 1.981e+02

1.361e+05 9.576e+01M 2.476e+02
1.633e+05 1.149e+02 2.972e+02
1.905e+05 1.34Me+02 o 3.467e+02
217Te+05 1.532e+02 3.962e+02
2.449e+05 1.724e+02 4.458e+02

2.7Me+05 1.915e+02 — 4.953e+02

0.000e+00 0.000e+00 0.000e+00
5.179e+00 4.030e+01 6.055e+01
1.036e+01 8.059e+01 1.211e+02
1.554e+01 1.209e+02 1.817e+02
2.071e+01 1.612e+02 2.422e+02
2.589e+01 2.015e+02 3.028e+02
3.A07e+01 2.M18e+02 3.633e+02
3.625e+01 2.521e+02 4.239e+02
4143e+01 3.224e+02 4.844e+02
4.661e+01 3.627e+02 5.450e+02

= 51A7%+01 == 4.030e+02 == 6.05%e+02

FIGURA IV.37 - EXEMPLO DAS IMAGENS DAS TRABECULAS, EM UNIDADE DE
CONCENTRACAO, DE OUTRA AMOSTRA DE RATA CASTRADA COM REPOSICAO DE

ESTROGENIO.
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Resultados
Micro XRF SR

Ratas Castradas com Reposicdo de Estrogénio

(regido trabecular)

0.000e+00 0.000c+00 0.000e+00
4.715e+04 1.999e+04 2.745e+03
3.4296-+04 3.999e+04 5.4906-+03
1446405 . - 5.998e+04 = 8.2356+03
1.886e+05 = i 7.998e+04 LA | 1.098e+04
2.357e+05 . | 9.997e+04 1.373e+04
2.8296:+05 - 1.200¢-05 o . 1.647e+0d
3.300e+05 4 > 1.400e+05 1.922e+04
3.TT2e+05 1.600e+05 2.196e+04
4.243e+0% 1.799e+05 2.471e+04

4.75e+05 = 1.999e+0% 2.745e+04

0.000+00 0.000e+00 0.000e+00
1.013e+03 3.80de+02 1.021e+03
2.026e+03 7.609¢+02 20420403
3.039¢+03 g 1.44e+03 2.063e+03
1.052e+03 £ f I 1.522e+03 5 4.083e+03
5.065e+03 Py o' . 1.902¢+03 . | 5.104e+03
5.078e+03 T e . 2.2836+03 | 6.1250+03
7.091e+03 P p. 2.663e+03 [RET
8.104e+03 3.043e+03 8.167e+03
9.117e+03 3.424e+03 9.188e+03

1.013e+04 = 3.8304e+03 1.021e+04

0.000e-+00 0.000e+00 0.000e+00
2.949e+04 2.091e+01 2.860e+01
5.398e+04 4482e+01 5.720e+01
8.847e+04 6.272e+01 F & 8.580e+01
1.180e+0% A ] 8.363e+01 4 o = 1.141e+02
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FIGURA IV.38 - EXEMPLO DAS IMAGENS DAS TRABECULAS, EM UNIDADE DE
CONCENTRACAO, DE OUTRA AMOSTRA DE RATA CASTRADA COM REPOSICAO DE

ESTROGENIO.
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A figura 1V.39 apresenta uma comparagao entre as imagens obtidas para o
calcio e o estroncio: importantes elementos quimicos no que diz respeito ao

metabolismo dsseo.

cortical -

- trabécula—

FIGURA IV.39 - COMPARACAO ENTE AS IMAGENS OBTIDAS PARA O CALCIO E ESTRONCIO.

A figura IV.40 ilustra algumas imagens obtidas durante a aquisicdo dos dados

através da técnica uXRF-SR.
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FIGURA 1V.40 — EXEMPLOS DE ALGUMAS IMAGENS ADQUIRIDAS (RATAS CASTRADAS COM

REPOSICAO DE ESTROGENIO) NO MOMENTO DA AQUISICAO DOS DADOS DE pXRF-SR.

Uma vez apresentados os resultados, os mesmos irdo ser analisados no

capitulo seguinte (capitulo V).
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CAPITULO V

V. Andlise dos Resultados

Nesse capitulo serdo apresentadas as analises dos resultados exibidos

no capitulo anterior.

V.1 - Tomografia Computadorizada

Através dos resultados apresentados no capitulo anterior a uCT se
mostrou um potente e importante técnica nao invasiva para analisar as
estruturas internas das amostras 6sseas utilizadas nos ensaios para todos os

grupos analisados.

V.1.1 — Grupo 1 (animais machos e fémeas com 3 meses de idade)

Em relagdo aos resultados do grupo 1, apresentados na tabela IV.2 e
IV.3, nota-se que as ratas apresentam um menor valor de BV/TV, ou seja, uma
porcentagem menor de 0sso, 0 que pode ser explicado pelo fato de esse grupo
possuir uma maior fragmentacao 6ssea. Outro fator importante a se observar é
em relagdo a espessura das trabéculas que também se mostraram mais finas
no grupo das fémeas. Quando aplicado o teste estatistico “t-Student” com um
intervalo de confiabilidade de 95%, verificou-se que, para os dados 2D, apenas
os parametros BS/BV e TbTh apresentaram diferenga estatisticamente
consideravel. Ja para os dados 3D, os unicos parametros que nao revelaram
uma diferenca estatisticamente significativa foram TbN. e TbSp. Como as
quantificacées 2D e 3D diferem apenas por esse ultimo método se aplicar
melhor a morfologia da estrutura, principalmente em relagcdo ao parametro
BV/TV.
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Ainda em relacdo a esses resultados, como pode ser observado na
tabela IV.1, os valores das areas quantificadas néo foram idénticas, nao
havendo nenhuma influéncia significativa nos resultados, como pode ser

verificado na figura IV.1.

Com auxilio das figuras IV.3 e IV.4 podem se visualizados,
principalmente nas imagens das amostras 2 e 3, tanto para as fémeas quanto
para os machos, anéis concéntricos. Esses anéis sdo chamados de artefatos
de aquisicdo e sdo muito comuns em imagens de CT. Esse tipo de artefato
ocorre por causa da nao linearidade dos fotoelementos do detector em
resposta a mesma luminosidade de excitacado e o fato dessas nao linearidades
aparecerem no mesmo local, fazem com que, na projecao, apresentem um
perfil de ganho. Esse perfil de ganho gera linhas verticais, no sinograma, o que
o torna responsavel pelo aparecimento dos artefatos na reconstrucdo da
imagem. Uma das formas de minimizar esse problema é aplicando um filtro
passa baixa. Como o processo de quantificacdo depende da qualidade da
imagem empregada, esse procedimento de eliminacdo dos artefatos em
circulos concéntricos se torna importante ferramenta para melhorar a imagem a

ser utilizada.

V.1.2 — Grupo 2 (animais machos e¢ fémeas com 24 e 12 meses

respectivamente, de idade:controle e submetidos ao protocolo de

etanol)

Outra analise foi efetuada em relagao aos valores das areas utilizadas
na quantificagdo dos parametros histomorfométricos, como pode ser
visualizado na figura IV.11, representando os graficos tipo “box-plot” das areas,
para ambos os métodos bidimensional e tridimensional. Verifica-se que a caixa
contém as observagdes entre 25 e 75% da distribuicdo, ou seja, os 50%
centrais. Os 25% dos dados inferiores estdo representados por uma linha

vertical que liga o lado abaixo da mediana a localizagdo do menor valor. De
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modo semelhante, os 25% dos dados superiores estao representados por uma

linha vertical ligando o lado acima do valor mediano da caixa ao maior valor.

Um fator muito importante na quantificacdo Ossea através da
microtomografia computadorizada 3D € o nivel de “threshold” (TH) utilizado
para fazer a segmentagdo das imagens. O nivel de TH tem uma influéncia
muito grande na estrutura 6ssea, como pode ser visualizado na figura 1V.12.
Nessa figura nota-se que dependendo do valor que se possui, a estrutura
estudada é segmentada de forma errada, ou seja, seus contornos nao
representam fielmente a imagem original. Em outras palavras pode-se dizer
que quanto maior for o valor de TH escolhido mais finas ficardo as estruturas:

fato que subestima, por exemplo, o valor de BV/TV (fragao de volume ésseo).

De maneira semelhante, quanto menor for o valor na segmentagao, mais
“grossa” se apresentara a estrutura. O valor étimo de “threshold” se encontra
entre esses limites. Ndo existe um protocolo padrao para a determinagcao desse
parametro, havendo algumas correntes, dentre as quais pode se destacadas
duas. Uma das correntes vigentes baseia-se na observagao visual do processo
de segmentagao para apurar qual o melhor valor de TH, reforcando ainda que,
dependendo do percentual de variacdo entre seus niveis ocorrera uma
variacao dos parametros histomorfométricos, especialmente de BV/TV, em
cerca de 10%, restando saber se essa diferenca € considerada
estatisticamente significativa. Em outras palavras, se a escolha do valor de TH
ficar entre dois extremos muito proximos, qualquer valor desse intervalo é

valida, desde que a diferenca nos valores de BV/TV né&o ultrapasse a 10%.

Uma segunda corrente em pratica se baseia na derivada parcial dos
valores de BV/TV em relacdo aos valores de “threshold” escolhidos para
andlise. Essa linha esta fundamentada na hipétese de que quando essa
derivada for igual a zero, ndo ocorrerdo mais mudangas significativas em
BV/TV e nesse momento o valor de TH esta determinado. Os dois métodos

foram aplicados nesse trabalho de tese e verificou-se que em alguns casos,
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nao aparece muito claro qual seria o valor étimo de TH, sendo melhor fazer sua

escolha pelo método da observagéo.

Nao se pode esquecer que, na histomorfometria convencional, as
quantificagcdes sao feitas de acordo com o grau de sensibilidade do técnico que
estd fazendo o procedimento. J& na tomografia, independente do método
utilizado, a segmentacdo representa muito mais fielmente a imagem da
amostra inspecionada, fato esse de grande importéncia e vantagem. Como o
parametro BV/TV é um dos, sendo o mais, principais fatores para caracterizar o
osso, foi feito um estudo sobre a sua correlagdo com os valores de TH,
apresentado na figura IV.13. Os resultados mostraram que esses parametros
possuem uma correlagao de natureza linear, negativa (r< 0) e forte (r> 0,70,
quanto mais perto de 1,0 o valor de r se encontrar, mais forte sera a
correlagdo), o que informa um alto grau de associagdo entre as variaveis e

corrobora a figura IV.12.

Em relacédo ao grupo 2, através das tabelas IV.5 e IV.6, verifica-se que
0 grupo submetido ao protocolo de etanol apresentou uma menor fragdo de
volume 6sseo tanto quando avaliado através do método 2D quanto quando
utilizado o método 3D. Esse resultado revela que, para ambos 0s sexos, a
ingestdo de etanol influenciou na estrutura 6ssea, embora apenas alguns
parametros secundarios tenham apresentado mudancgas significativas. Porém,
essa Ultima afirmativa pode ser mudada se o numero amostral for aumentado,
melhorando a estatistica de dados. Para entender melhor os resultados
comentados acima, basta levar em consideracdo que o etanol pode ser
considerado um agente nocivo sobre as células 6sseas, possuindo uma agao

direta sobre as mesmas.

Se for avaliado o comportamento da estrutura 6ssea na diferentes
situagdes explicitadas anteriormente, nota-se uma reducgéo significativa nos
parametros primarios histomorfométricos, principalmente da fragdo de volume
0sseo, revelando uma separagdo entre os 0ssos e, corroborando outros

estudos associados a mudanca de idade. Essa constatagcdo € fortificada
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quando é levada em consideracédo a remodelacéo dssea, isto €, durante a vida,
0S 0ss0s passam constantemente por um processo de absorgcédo e formagao.
Com o decorrer do tempo, o balango entre a reabsorgdo e formacao do osso
muda, resultando numa diminuicdo de tecido ésseo assim como o conteudo
mineral que, com a diminui¢do, tornam os ossos menos densos e mais frageis.
Com a idade, a cartilagem (tecido que protege os ossos evitando o atrito entre
eles), diminui seu conteudo de agua tornando-a mais susceptivel ao esforgo, o
que é de extrema importancia, com a degeneracgao da cartilagem, & possivel

haver o desenvolvimento da artrite.

Outro fato relevante em relagdo as mudangas ocorridas no 0sso com
respeito a mudanga de idade é a falta de flexibilidade éssea, ou seja, com o
avancgo da idade, os ligamentos, que s&o formados pelo tecido conjuntivo entre
0s 0sso0s, tornam-se menos elasticos, fazendo com que ocorra a redugao da
flexibilidade.

V.1.3 — Grupo 3 (biopsias humanas)

Um outro aspecto que merece destaque é a utilizacdo da técnica de
MCT na caracterizacao de bidpsias 6sseas humanas (amostras pertencentes ao
grupo de estudo numero trés, explicitado no item I1ll.1). O estudo dessas
amostras foi calcado no mesmo procedimento utilizado na analise da amostras
de osso de rato, que por sua vez estad baseado na teoria histomorfométrica.
Com isso, foi possivel obter os resultados apresentados na tabela IV.6 e IV.7,
mostrando que através dessa técnica foi possivel fazer a caracterizacao

dessas amostras.
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V.2 - Fluorescéncia de Raios X

V.2.1 - EDXRF

Os resultados apresentados nas figuras 1V.20, IV.21, IV.23 e IV.24 e na
tabela IV.9 demonstram que as concentragdes dos elementos encontrados nas
amostras ésseas diferem dependendo do género, idade e o sitio do fémur
analisado. E importante salientar que a técnica de XRF é um método analitico
superficial e, portanto, uma extrapolacdo dos resultados para as regides mais
internas do osso deve ser tentada. Foi investigado também a correlagéo entre
os elementos, apresentados na tabela IV.11. Através desses resultados é
possivel verificar que existe uma forte correlagado entre os seguintes elementos:
S-Cl, S-K, S-Fe, S-Cu, S-Zn, S-Rb, S-Sr, CI-K, CI-Cu, CI-Zn, CI-Rb, CI-Sr, Ar-
Cu, K-Ca, K-Zn, K-Rb, Ca-Zn, Ca-Rb, Mn-Ni, Fe-Cu, Fe-Rb, Fe-Sr, Cu-Sr e Zn-
Rb. Pela propria fungédo e caracteristica de cada elemento, algumas
correlagdes ja eram esperadas, tais como CI-K, K-Ca e S-Fe. O elemento
argdnio é proveniente do ar e, portanto, ndo faz parte da amostra analisada.

Os resultados da figura IV.24 revelam que o tratamento com etanol
interferiu  significativamente nas concentracdes elementares nas amostras
analisadas, assim como os resultados da caracterizagcdo da estrutura dOssea
através da microtomografia computadorizada, revelados anteriormente nesse
capitulo.

A fungao de alguns elementos nos ossos € conhecida como por exemplo
a do Ca, P, Sr e Zn; outras ainda nao foram elucidadas.

Algumas consideragdes podem ser feitas em relagdo aos elementos
encontrados levando em consideragao os resultados apresentados na tabela
IV.11. S&o elas:

Enxofre (S) — aparece principalmente em forma de sulfato (com o Ca e o
Sr, por exemplo) e em composi¢des organicas do 0sso. E extremamente util na
formagao Ossea e estabilizagdo da matriz do tecido conectivo, podendo até
frear a degeneragdo das articulagdes. Logo, seu excesso pode comprometer o

crescimento.
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Estroncio (Sr) — O estroncio tem um efeito benéfico para o osso. De
acordo com [140] in vivo estudo demonstraram que esse elemento aumenta a
replicata das células preosteoblasticas e, estimula a formacdo 6ssea. De
acordo com [141], o estrbncio tem uma um grande afinidade para com o 0sso.
De acordo com [142] o estrbncio é distribuido de forma heterogénea no osso
,tanto na regido cortical quanto na trabecular (0 que corrobora os resultados
encontrados nesse trabalho), obtendo uma maior concentragao na regido de

formagao do osso (mais no tecido 6sseo novo que no velho).

Calcio (Ca) — € um mineral essencial da composi¢ao dos ossos fazendo
inumeras fungdes primordiais no corpo dos quais 99 % do todo elemento se
encontra localizado no osso. Outro fato relevante de lembrar consiste na

competicao entre esse elemento e o ferro.

Ferro (Fe) — necessario para o sistema sanglineo (significativo para
transporte de oxigénio) e associado a sua deficiéncia esta o crescimento

reduzido. Grande parte desse elemento fica armazenado na medula éssea.

Cobre (Cu) — tdo necessario para a contribuicdo do sangue como para a
construcdo de varios sistemas enzimaticos. O cobre € necessario para a
maturagdo do colageno, para a formagdo da elastina e para o crescimento
0sseo.

Zinco (Zn) — promove a liberagdo do horménio do crescimento e
participa da estrutura dos 0ssos.

Manganés (Mn) — importante para o desenvolvimento ésseo. E um
elemento essencial do corpo uma vez que esta envolvido na ativagao de
enzimas e na formagao dos ossos e cartilagens. Sua deficiéncia pode causar
disturbios no metabolismo, caracterizados por ossos e cartilagens frageis,
desenvolvendo fraqueza nos 0ssos e tremores simulando Parkinson;

Niquel (Ni) — tem sido classificado como um elemento importante ao
desenvolvimento, o que vem a explicar seu decréscimo com o0 avanco da

idade, porém sua fungdo no metabolismo ainda ndo esta estabelecida.
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V.2.2 - uXRF-SR

Através dos perfis (figuras 1V.28, 29 e 30) apresentados podem ser feitas
as seguintes observagodes:

i) Com relagao ao Si, nota-se que 0 mesmo possui concentragao apenas
fora da regido 6ssea, ressaltando que esse elemento € proveniente apenas da
fita adesiva utilizada para fixar as amostras em seus suportes, no momento das
medicodes.

i) O elemento fésforo possui 0 mesmo comportamento em todos os
grupos analisados, porém com diferentes concentragdes, cujos valores médios
se mostraram maiores no grupo de ratas castradas com reposicdo de
estrogénio mais pronunciados na regiao trabecular.

iii) O enxofre se apresentou muito mais concentrado na regidao de
interface entre a cortical e a regido trabecular colaborando para um efeito
protetor. Esse fato pode ser claramente observado nas imagens das figuras
IV.31 a IV.35). Esse fato pode ser explicado pela relagdo que esse elemento
possui com as articulagbes (manutencéo da elasticidade e da flexibilidade), n&o
existindo (ou se existir, em concentragdes muito baixas) na regiao das
trabéculas e sim se localizando mais na parte externa do osso. Outra
observacao interessante a ser notada € a parte quantitativa da concentragcao
desse elemento, se mostrando na seguinte ordem de crescente: ratas
controle<ratas castradas<ratas castradas com reposicao de estrogénio.

iv) Pode-se notar que a concentragao de potassio aumenta no sentido
externo da amostra, ou seja, de dentro da regido trabecular para a regido
cortical. Deve ser notado que para os animais com reposi¢ao de estrogénio, as
concentragdes desse elemento nas trabéculas diminuiram e n&o obtiveram o
mesmo perfil que dos animais controle.

v) O calcio esta presente em todas as regides analisadas, se revelando
uma menor concentracio nas ratas castradas.

vi) Tem-se um perfil semelhante com respeito ao cromo, com um pico
bem pronunciado na regi&o trabecular.

vii) Picos de ferro sdo observados justamente nas regides internas das

trabéculas (regido medular) com uma maior concentragao nas ratas controle.

138



Andlise dos Resultados

Fluorescéncia de Raios X

viii) Ap6s a castracao e a reposicao de estrogénio o elemento cobre nao
foi reposto se apresentando em concentragbes bem menores embora seus
perfis sejam semelhantes.

ix) A concentragcdo de zinco foi visivelmente afetada com a castragao e
ainda mais com a reposicao de estrogénio, se concentrando mais na regiao
trabecular.

x) Os perfis do estroncio estdo diferentes dos do calcio, embora os
resultados anteriores de EDXRF corroborem os da uXRF-SR, isto €, em ambas
as técnicas foi possivel observar, através de investigagbes correlacionais e
andlise de perfis e imagens, que os elementos ndao possuem igual
comportamento de distribuigao.

xi) Nota-se ainda, que a espessura da cortical € modificada nos trés
grupos analisados: uma reducdo consideravel no processo de castragcédo e
depois com a reposigao de estrogénio, um aumento da mesma. Esse fato e os
outros apresentados anteriormente revelam que o processo de castragao reduz
tanto os minerais quanto a estrutura 6ssea e que quando tratadas com
reposi¢ao de estrogénio, algumas caracteristicas sdo compensadas, inclusive o

alargamento da regiao cortical.

As modificagbes que ocorrem com a queda de estrégenos levam a um
remodelamento onde ha maior numero de osteoclastos e cada um produz uma
cavidade mais profunda; também ha aumento da atividade dos osteoblastos
que tentam corrigir o defeito, mas nao conseguem, caracterizando o
remodelamento acelerado onde a atividade de reabsor¢cao € maior e, no final
de cada ciclo, havera um declinio significativo de massa éssea - osteoporose
da poés-menopausa. Em outras palavras, pode-se dizer que a prevaléncia e
osteoporose, que é caracterizada pela baixa massa éssea, pode ser devido a
deficiéncia de estrogénio, causando um balango negativo entre a reabsorsao e

a formacgao 6ssea, conforme pode ser visto por [143].
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CAPITULO VI

VI. Conclusao

Através dos resultados obtidos verifica-se que, com auxilio das
técnicas de microtomografia computadorizada 3D e fluorescéncia de raios X,
tanto EDXRF quanto uXRF-SR, € possivel caracterizar amostras porosas, tal

COMoO 0sSsSO.

A uCT-3D é capaz de avaliar a estrutura interna das amostras ésseas
com resolugao da ordem de 15 um dependendo da magnificagao utilizada no
ensaio. Com isso foi possivel caracterizar tais estruturas e verificou-se que com
o aumento da idade, a regido interna da cabeca femoral sofre um desgaste no
afinamento de suas traves Osseas e principalmente em relagcdo ao volume
percentual 6sseo. Através dessa mesma técnica, foi possivel avaliar o grau de
comprometimento 6sseo que a ingestdo de etanol produz, sendo verificado
uma alta influéncia desse protocolo na deterioracdo de toda estrutura dssea,
provando a ag&o nociva da droga no osso podendo, inclusive, dependendo do

consumo, causar uma osteoporose.

Com auxilio da XRF foi possivel encontrar os principais elementos
quimicos que compdem as superficies 0sseas analisadas. Com essa técnica,
encontrou-se que o calcio, mineral de mais alta concentragédo e importancia no
0SSO, possui uma menor concentragdo nos animais com idades mais
avangadas, o que mostra sua relagao direta com as avaliagdes das estruturas
Osseas, deixando-os mais fracos e sujeitos a fratura. Essa perda de calcio pode
estar ligada ao paratorménio, uma vez que o mesmo regula a taxa de calcio,
estimulando sua remocdo da matriz déssea. Outro dado importante de
mencionar € em relagdo aos animais submetidos ao protocolo de castragao e
reposi¢ao de estrogénio. Para tal, conclui-se que o procedimento da castragao,

em um intervalo e tempo de 4 meses, foi capaz de reduzir o percentual de
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calcio aumentando o de estréncio e a espessura da cortical da cabega femoral,
enquanto que a reposigao de estrogénio conseguiu elevar novamente esses

percentuais voltando a definir de forma mais clara a cortical femoral.

De uma forma geral, pode ser observado que as técnicas utilizadas
nesse trabalho s&o alternativas para realizar a investigacdo em estruturas
O0sseas e complementares entre si. A microtomografia fornece informagdes
sobre as estruturas interna e externa dos ossos bem como sua visualizagao
tridimensional, ja a técnica de fluorescéncia de raios X contribui para a
elucidagao dessas estruturas no sentido de revelarem os elementos presentes
nas superficies das amostras bem como a representagdo visual das

concentragdes dos mesmos.
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ANEXO

A. O OSSO

O corpo humano consiste de varios niveis de organizacao estrutural
(quimico, celular, tecidual, organico, sistémico e de organismo) que estéo
associados entre si. Nesse capitulo sera mostrada uma breve explanacao
sobre os aspectos gerais do tipo de tecido a que esse trabalho se dedicou: o

tecido conjuntivo ésseo.

A.1. O Tecido Conjuntivo.

Designa-se tecido um conjunto de células que permanecem juntas por meio
de conexdes especializadas denominadas jungdes celulares, e de outras
estruturas de sustentagdo. Os tecidos, de uma forma geral, sdo descritos a

partir de suas caracteristicas fisicas:

(a) a forma e o tamanho das células;

(b) como as células estdo arranjadas nos tecidos (em camadas, dispersas e
assim por diante);

(c) como as células se conectam umas as outras;

(d) a quantidade de material extracelular que esta presente no tecido.

Existem quatro tipos de tecido: epitelial, conjuntivo, muscular e neural,

dentre os quais sera destacado o segundo.
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O tecido conjuntivo é considerado o segundo maior tipo de tecido e se
caracteriza pela grande presenga de matriz extracelular (material extracelular
sintetizado e secretado pelas células de um tecido). A figura A.1 [144] ilustra os
componentes desse tipo de tecido. Esse esquema, resumidamente, pode ser
explicado da seguinte forma: o tecido conjuntivo € comporto por células e pela
matriz. As células podem ser méveis (responsaveis principalmente pela defesa
do corpo) ou fixas (responsaveis pela manutengao local, reparo do tecido e
armazenamento de energia). Quatro tipos de fibras protéicas podem ser

encontradas na matriz (colageno, elastina, fibrilina e fibronectina).

Os tipos de tecido conjuntivo: tecido conjuntivo frouxo, tecido conjuntivo
denso e irregular, tecido adiposo, tecido sanguineo, tecido cartilaginoso e
tecido 6sseo. A matriz fibrosa dos ossos contém depodsitos de minerais,

principalmente de sais de calcio. Esses minerais d&o ao osso forga e rigidez.
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TECIDO CONJUNTIVO
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FIGURA A.1 — COMPONENTES DO TECIDO CONJUNTIVO.
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A.2. Tecido Osseo

O tecido 6sseo é formado por células (ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos)
e pela matriz 6ssea. Suas fungdes principais estdo relacionadas a protecao e

sustentacdo, como pode se visualizado na tabela A.1.

TABELA A.1 — ALGUMAS FUNCOES DO 0SSO

Funcéo Descricao
. Manter ou mudar as posi¢des de partes do
Movimento . ]
corpo pela atuagéo dos musculos do esqueleto
. Fechamento e protecao de cranio, pernas e
Protecao
outras partes do corpo.
Suporte Suporte do corpo e protecido muscular
Serve como depdsito de armazenamento de
Depdsito de minerais minerais e ions e ajuda indiretamente a manter
os fluidos sanguineos
Formacao de células do Serve como um sitio de producgao de células
sangue vermelhas e outras do sangue.

Os ostedcitos estdo localizados em cavidades da matriz 6ssea, e dentro
dessas lacunas formam-se canaliculos que se dirigem para outras lacunas,
tornando possivel a difusdo de nutrientes e a consequente comunicagao entre
os ostedcitos. Esse tipo de célula é de fundamental importancia na manutengao
da integridade da matriz 6ssea.

Os osteoblastos produzem colageno, enzimas e outras substancias
proteinas que constituem a porg¢ao organica da matriz 6ssea. Possuem sistema
de comunicacao intercelular semelhante aos ostedcitos e esses, inclusive,
originam-se de osteoblastos, quando estes sao envolvidos completamente por
matriz éssea. Localizam-se na superficie éssea.

Os osteoclastos sao células multinucleadas, extensamente ramificadas,

derivados de mondcitos que atravessam os capilares sanguineos. Participam
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dos processos de absorcdo e remodelacdo do tecido 6sseo. Secretam varios

acidos e enzimas, que atacam a matriz e liberam calcio.

De uma forma geral, pode-se dizer que a matriz é6ssea é composta por
uma parte organica e outra inorganica. A primeira € formada por citrato, Mg, K,
Na e principalmente de cristais de hidroxiapatita ao longo das fibras colagenas.
Esses cristais possuem uma capa de hidratacdo ao seu redor, formados por
ions hidratados. O osso tem uma matriz extracelular calcificada formada
quando cristais de fosfatos de calcio precipitam e se ligam a um suporte de
colageno e a nutricdo das células se localiza dentro da matriz éssea. A forma
mais comum de fosfato de célcio é a hidroxiapatita (Cao(PO4)s(OH),). A parte
organica € composta de 95% de colageno e o restante € substancia

fundamental amorfa.

A.3. Classificacdo e Formacéo Ossea.

Os ossos séo classificados de acordo com a sua forma em longos
(podem ser encontrados nos barcos e nas pernas), curtos (tém as
extremidades praticamente equivalentes e sdo encontrados nas maos e nos
pés, tendo como exemplo o calcaneo), planos ou chatos (ossos do créanio e
bacia).

O osso pode ser encontra em duas variantes: o compacto e o0 esponjoso
(figura A.2). Essas variedades apresentam o mesmo tipo de célula e de
substancia intercelular, diferindo entre si apenas na disposicdo de seus
elementos e na quantidade de espacos medulares. O osso trabecular esta
presente principalmente nas vértebras, cranio, pélvis e porgao ultradistal do
radio; ja o osso cortical predomina nos ossos longos, colo femoral e radio
distal.
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FIGURA A.2 — VARIANTES DO 0SSO: CORTICAL E TRABECULA.

Na figura A.3 pode-se visualizado a composi¢cao dessas duas variantes

no esqueleto humano [145].

>66% trabecular

75% cortical,
~ 25% trabecular
>95% cortical
= 90% cortical,
75% cortical, 50% trabecular

25% trabecular

FIGURA A.3 — COMPOSICAO TRABECULAR E CORTICAL NO ESQUELETO HUMANO.
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O tecido 6sseo esponjoso apresenta espagos medulares mais amplos,
sendo formado por varias trabéculas, que dao aspecto poroso ao tecido. O
tecido 6sseo compacto praticamente ndo apresenta espagos medulares,
existindo, no entanto, além dos canaliculos, um conjunto de canais que séo
percorridos por nervos e vasos sanguineos: canais de Volkmann e canais de
Havers. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os 0ossos apresentam grande
sensibilidade e capacidade de regeneragao. Os canais de Volkmann partem da
superficie do osso (interna ou externa), possuindo uma trajetéria perpendicular
em relacdo ao eixo maior do 0sso. Esses canais se comunicam com 0s canais
de Havers, que percorrem o 0sso longitudinalmente podendo comunicar-se por
projecdes laterais. Ao redor de cada canal de Havers, podem-se observar
varias lamelas concéntricas de substancia intercelular e de células dsseas.
Cada conjunto deste, formado pelo canal central de Havers e por lamelas
concéntricas € denominado sistema de Havers ou sistema haversiano. Os

canais de Volkmann nio apresentam lamelas concéntricas.

O fémur é um tipo de osso longo cujas principais estruturas e
componentes podem ser visualizados na figura A.4. O fémur é o 0sso mais
longo e mais volumoso do corpo humano, e localiza-se na coxa. Também é o
0sso mais resistente. O fémur consiste da diafise, da epifise proximal que se
prolonga, através de um pescog¢o, até uma cabecga (esférica) - que o articula
com o osso do quadril - e da epifise distal que se divide em dois condilos, que

se ligam a tibia e a patela.
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FIGURA A.4 — ESTRUTURAS DO FEMUR.

Os ossos se formam no embrido de um esbogo constituido por tecido
cartilaginoso e por tecido membranoso que representam o 0Sso primario e
secundario. Com o tempo, tais esbogos comecam a se ossificar. Por ocasiao
do nascimento, os 0ssos estdo quase inteiramente no estado cartilaginoso. A
ossificagdo se processa durante toda a infancia e adolescéncia e s6 esta

completa depois do 24° ano de idade. Entdo todo o esqueleto tornou-se dsseo.

Nos 0ssos longos forma-se um centro de ossificacdo na diafise e um em
cada epifise; desses trés pontos o tecido 6sseo comeca a estender-se até que
o tecido proveniente de um centro se funde com aquele que provém dos outros
centros. Nos o0ssos chatos, o centro de ossificacdo é na parte mediana e daqui
0 processo se irradia para a periferia. A ossificagdo se processa de modo
diverso conforme o esboco originario é de natureza cartilaginosa ou
membranosa. Nos ossos de origem cartilaginosa, o processo se inicia na
membrana que reveste a cartilagem e que se chama pericondrio. O pericondrio
se transforma pouco a pouco em peridsteo, no qual se distinguem células
particulares, os osteoblastos, que estdo encarregadas de produzir 0 0sso:

reveste-os a cartilagem formando um fino estrato ésseo (ldamina fundamental)
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e, multiplicando-se, dao origem a uma nova substancia éssea, a qual se
acumula primeiramente de modo irregular e depois em delgadas laminas
Osseas estratificadas de modo bastante regular. Comecgada assim a
ossificacao, ela se estende. Do tecido ésseo apenas formado se destacam os
osteoblastos que emigram para a cartilagem restante; sao eles acompanhados
de ramificagbes de vasos sanguineos. No territério invadido, os osteoblastos
retomam a sua fung¢ao, formam novo tecido dsseo, até que a cartilagem esteja
inteiramente transformada em osso. A completa transformagéo da cartilagem
em 0sso s6 tem lugar na idade adulta; até os 20 ou 25 anos fica sempre, entre
a diafise e as epifises, uma linha de cartilagem que faz crescer o0 0sso em
comprimento. Nos ossos secundarios, derivados n&do de uma cartilagem, mas
de um esbogo de tecido membranoso, a ossificagao tem lugar assim: as células
embrionarias se transformam em osteoblastos e estes iniciam a sua
proliferacdo do centro para a periferia, até que se complete a formagao do

tecido dsseo.

A.4. Remodelacdo Ossea

O sistema 6sseo passa sempre por um processo dinamico,
acontecendo simultaneamente em diversas partes do esqueleto, sendo
constantemente formado e degradado, chamado de remodelacédo 6ssea [146].
Esse processo ocorre por meio dos processos de reabsor¢ao e formacgao (que
estdo intimamente ligados) intermediados pelos osteoclastos e osteoblastos
respectivamente (figura A.5). Durante a reabsor¢do, a estrutura éssea €
dissolvida e digerida pelos acidos e enzimas produzidos pelos osteoclastos. Os
produtos resultantes da deterioracdo de proteina da matriz sdo liberados em
ambiente extracelular e excretados pela urina. A formagao dssea, atividade
processada pelos osteoblastos, é realizada pela sintese de colageno e outras
proteinas, depositados na matriz e depois mineralizados. Em resumo, pode-se
dizer que quando o osso velho é destruido pelos osteoclastos, pequenos
buracos se formam e esses sao reparados por osteoblastos. Nesse momento,
o calcio e outros minerais sdo depositados na matriz colagena, aumentando a

densidade 6ssea.
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Ciclo de Remodelacdo Ossea
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células
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FIGURA A.5 — ESQUEMA DA REMODELACAO OSSEA.

Os fatores que interferem na formacédo 6ssea podem ser divididos em
dois grupos: fatores intrinsecos e fatores extrinsecos. Os primeiros incluem
fatores hereditarios (responsaveis por cerca de 80% do pico final de massa
Ossea), raga, sexo e fatores hormonais (horménio de crescimento, fator de
crescimento dependente de insulina |, estrogeno e testosterona); os fatores
extrinsecos, por sua vez, diz respeito a aspectos nutricionais, fatores

mecanicos, habitos, presenca de doencas crénicas e uso de medicamentos.

Entre os fatores de risco para um menor pico de massa 6ssea, incluem-
se sexo feminino, ragca caucasiana, puberdade tardia, baixa ingestdo de
nutrientes (calcio, vitaminas, calorias), tabagismo, consumo excessivo de
alcool, peso inadequado para a idade e baixa atividade fisica. A ocorréncia de
doencas crbénicas e, muitas vezes, a terapéutica utilizada para seu tratamento

podem interferir e agravar diversos desses aspectos.
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A remodelacao 6ssea acontece de forma mais rapida no osso trabecular
do que no cortical. Isso porque o osso trabecular apresenta maior metabolismo,

sendo, portanto, mais suscetivel as alteragdes da massa Ossea.

A.5. O importante papel do Calcio no Osso.

O calcio € o mineral mais abundante no osso, e, portanto indispensavel
para 0 seu adequado desenvolvimento. A tabela A.2 fornece as fungdes

basicas desse mineral no esqueleto.

TABELA A.2 — FUNCOES DO CALCIO NO ESQUELETO.

. . Percentagem do Célcio
Compartimento Funcao
total no corpo (%)

Extracelular Matriz dssea calcificada 99
“Cimento” das jungdes
comunicantes; contracao
das musculaturas
miocardica e lisa; liberagao
de neurotransmissores em
Fluido extracelular 0,1
sinapses; excitabilidade dos
neurdnios em razao do
efeito da permeabilidade ao
Na+; cofator da cascata de
coagulagao.
Vias de sinal em segundo
Intracelular mensageiro; contragao 0,9

muscular.
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Embora 99% de todo o calcio se encontre nos 0ssos, uma pequena
fragdo desse mineral n&o ossificado € o mais critico para o funcionamento
fisiolégico do corpo. O célcio proveniente da dieta esta associado com outros
compostos, quando este entdo chega ao estomago devido ao baixo pH da
localidade a associacdo do calcio com outros compostos se rompe dando
origem ao Ca®+ dissociado, ou seja, sua forma iénica que sera absorvida no

intestino.

Existe um enorme gradiente de concentracdo entre o Ca®* extracelular e
o Ca®** da membrana celular. Em razdo de o calcio ser essencial para muitas
funcdes fisioldgicas, a concentragdo plasmatica de Ca®** é rigorosamente
controlada. Se, por sua vez, essa concentragao cair, tem-se a exploragéo

desse ion pertencente ao osso.

O calcio somente é absorvido quando se encontra em sua forma idnica,
permanecendo nesta forma até um pH de 5,5 (por¢des iniciais do intestino
delgado), destes apenas 20% a 40% sao absorvidos. Devem-se evitar certas
substancias que, quando associadas ao Ca®', formam produtos de baixa
ionizacao, dificultando a dissociacdo e consequentemente sua absorcao. Deve-
se estar presente o PTH (paratormdnio) e a vitamina D, obrigatoriamente, para

que ocorra a absorgao.

O PTH mobiliza calcio do osso. No tecido 6sseo, o PTH atua nos
osteoblastos promovendo a sintese e secrecdo de um ativador local de
osteoclastos, aumentando a atividade osteoclastica. Esta agdo aumenta a
reabsorcao 6ssea. O PTH promove entéo a liberacdo de calcio do osso, além
de aumentar a reabsorcao e diminuir a excreg¢ao renal de calcio.

A vitamina D tem a funcdo de aumentar as concentracdes de calcio e
fésforo no sangue e permitir a mineralizagao adequada dos ossos, participando
da formagao do tecido ésseo e assim, regulando a entrada e o depésito de

calcio nos 0ssos.
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A.6. Osteoporose: Uma Doencga Associada a Perda Ossea.

A remodelagao 6ssea é diferente em cada fase da vida. No inicio da
vida, a formacgao Ossea € superior a reabsorcédo, e ha aumento no tamanho e
na resisténcia do osso. O inverso ocorre no envelhecimento, onde conforme
passam 0s anos, a reabsorgdo éssea supera a formacgédo, e podem surgir

diversos problemas 6sseos tal como a osteoporose.

A osteoporose € definida pela Organizagdo Mundial de Saude como uma
doenga metabdlica éssea sistémica, caracterizada por diminuicdo da massa
Ossea e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, com consequente
aumento da fragilidade do osso e da suscetibilidade a fraturas. A figura A.6

ilustra a arquitetura de um osso normal e outro osteoporaético.

&
A
L3

Osso Normal  Osso com Osteoporose

FIGURA A.6 — VISUALIZACOES DE OSSO NORMAL E 0SSO COM OSTEOPOROSE
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A fratura de fémur é a conseqiéncia mais dramatica da osteoporose. De
15% a 20% dos pacientes com fratura de quadril morrem devido a fratura ou
suas complicagdes durante a cirurgia. A fratura de fémur é a consequéncia

mais dramatica da osteoporose.

Em aproximadamente 20% dos casos pode ser identificada uma
doenca da qual a osteoporose é secundaria e nos 80% restantes os pacientes

sao portadores de osteoporose da pdés-menopausa ou osteoporose senil.

Observam-se, portanto, dois padroes distintos de alteragcbes no
funcionamento das unidades de remodelamento que levardo a osteoporose.
Um é lento e dependente da idade - osteoporose senil - e relacionado com
defeito na formacgao éssea; os osteoclastos produzem lacunas de profundidade
normal ou até menores, mas os osteoblastos sao incapazes de preenché-las

completamente.

Ja as modificagbes que ocorrem com a queda de estrogenos levam a
um remodelamento onde ha maior niumero de osteoclastos e cada um produz
uma cavidade mais profunda; também ha aumento da atividade dos
osteoblastos que tentam corrigir o defeito, mas ndo conseguem, caracterizando
o remodelamento acelerado onde a atividade de reabsor¢ao € maior e, no final
de cada ciclo, havera um declinio significativo de massa éssea - osteoporose

da p6s-menopausa.

Fator de Risco é qualquer situagdo que aumenta a chance de um
determinado efeito acontecer. Falando em fatores de risco para o
desenvolvimento da osteoporose estéo relacionados com o aumento da chance
de desenvolvé-la. Os principais fatores de risco séo:

sexo feminino;

* menopausa precoce;

* idade avangada;

* raca branca e amarela;

- estrutura 6ssea pequena e baixo peso;
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« familiar com osteoporose;
« familiar com osteoporose e historia de fratura;
tabagismo;
 sedentarismo e condi¢des que levem a imobilizag&o;
* alcoolismo;
* uso de bebidas contendo cafeina;
* baixa exposic¢ao solar;
* dieta pobre em calcio;
» uso de medicamentos como, por exemplo: corticoesterdides, heparina,
anticoagulantes e anticonvulsivantes;
» doengas como insuficiéncia renal, hipertireoidismo, mieloma multiplo

entre outros.
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