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Neste estudo foi feito a quantificacdo da densidade mineral, da morfologia e do
contetdo mineral de amostras dsseas provenientes de dois protocolos: hipertiroidismo e
envelhecimento. A quantificacdo da densidade foi feita pela técnica de microtomografia
de raios X. As imagens foram corrigidas para o efeito de endurecimento de feixe e
calibradas em densidade com hidroxiapatita pura. A quantificagdo do contetido mineral
foi feita por mapeamento bidimensional das concentragdes dos elementos calcio, ferro,
zinco e estroncio pela técnica de microfluorescéncia de raios X. Para a quantificagdo da
morfologia 6ssea foram comparados trés métodos de limiarizacdo, um método visual,
um método pelo célculo da derivada igual a zero, € um método automatico baseado na
limiarizag¢do de Otsu.

Os resultados mostraram mudangas significativas na morfologia, na densidade
mineral 6ssea e no conteido mineral para as amostras do protocolo de envelhecimento.
Entretanto, para as amostras dos animais do protocolo de hipertiroidismo, ndo foi
encontrado nenhum tipo de desordem. Todos os resultados foram analisados segundo o

teste t-student com intervalo de confianga de 95%.
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In this study it was done a quantification of the mineral density, the morphology
and the mineral content of bone samples from two protocols: hyperthyroidism and
aging. The density quantification was made by X ray microtomography technique. The
images were corrected to beam hardening and calibrated in density with hydroxyapatite.
The mineral content quantification was done by two-dimensional concentration
mapping of the elements: calcium, iron, zinc and strontium by X ray microfluorescence
technique. For bone morphology quantification, it was used three different methods of
threshold: a visual method, a derived zero method and an automatic method based on
Otsu’s thresholding.

The results showed significant changes in morphology, bone mineral density and
mineral content to samples from aging protocol. However, for samples of animals from
hyperthyroidism protocol, it was not found any type of disorder. All results were

analyzed using t-student test with 95% confidence interval.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O tecido 0sseo, assim como outros tecidos, apresenta um processo maturacional
desde as primeiras semanas de vida embriondria até a idade adulta. Na infancia e
adolescéncia, a formagao 6ssea ocorre de maneira mais acentuada, ¢ na idade adulta o
organismo alcanca o pico de massa 0ssea, definido como o valor maximo de massa
Ossea atingida antes do inicio de sua perda. A partir dos 45-50 anos, a tendéncia natural
do organismo ¢ de sofrer uma reducdo gradativa da massa 6ssea. Esta perda pode
ocorrer de forma exagerada, caracterizando a osteoporose, que tem como conseqiiéncia

o aumento da fragilidade esquelética e do risco de fraturas [1].

A avaliacdo da massa 6ssea de um individuo ¢ um importante fator no diagnostico
de osteoporose. Uma forma de avaliar essa perda de massa ¢ pela medida da densidade
mineral 6ssea (DMO), ou seja, a quantificacdo da massa dssea pela area da regido do
esqueleto radiografada. Algumas técnicas para detectar a diminui¢do da DMO foram
desenvolvidas ao longo dos anos. Atualmente os métodos disponiveis de absorciometria
de raios X de dupla energia (DEXA) [2-5] e a tomografia computadorizada quantitativa
(QCT) [6], apresentam resolugcdo insuficiente para investigar as variacdes de
mineralizacdo do osso esponjoso. J& as imagens por elétrons retroespalhados (BSE)
possuem alta resolucdo, mas a técnica ¢ destrutiva [7-9], e a tomografia por radia¢do
Sincrotron, apesar de ndo-destrutiva e com imagens de alta resolugdo com feixe de raios

X monocromatico, esta disponivel em uma base muito limitada [10].

O tecido 6sseo saudavel reflete uma integracao entre a densidade mineral e as
propriedades fisicas e bioldgicas, que determinam a qualidade 6ssea. A qualidade 6ssea
engloba outros aspectos além da densidade mineral, como a arquitetura macro e
microscopica do o0sso, o metabolismo, a capacidade de acumulagdo de danos (por

exemplo: microfraturas) e a composicao da matriz dssea ¢ mineral. [11].

Para avaliacdo da composi¢cdo da matriz dssea e mineral, novas técnicas t€m sido
desenvolvidas, e dentre elas, a microfluorescéncia de raios X (WFRX) tem se destacado.

A vantagem em usar a PFRX em relacdo a outras técnicas que usam elétrons ou
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particulas carregadas para a analise multielementar de amostras bioldgicas, sdo: pouca
dissipacdo de energia e praticamente nenhum dano térmico nas amostras a serem
analisadas. As amostras também podem ser analisadas sem a necessidade de vacuo e

baixo background, resultando em melhores limites de deteccao [12,13].

O outro aspecto importante da qualidade ossea ¢ arquitetura interna, € a
microtomografia computadorizada de raios X (UTC) tem sido amplamente utilizada.
Esta técnica ndo se destaca somente em aplicagdes biomédicas, ela também tem sido
aplicada para gerar imagens em alta resolugdo de objetos volumétricos, tais como:
rochas porosas e filtros ceramicos [12, 14, 15], nos dando uma andlise direta em duas e
trés dimensdes de forma quantitativa e qualitativa da ordem de 10° m. A pTC
efetivamente tem se tornado a ferramenta padrdo para quantificar a morfologia de
materiais porosos, tais como o osso trabecular, apesar de ainda nao ter um método de

limiarizag¢do de imagem estabelecido [12].

1.1 Objetivo

O objetivo principal deste trabalho ¢ utilizar as técnicas de microtomografia e
microfluorescéncia de raios X para um estudo da qualidade em amostras dsseas. O
diferencial deste trabalho estd em usar a vantagem da alta resolucdo de imagem da
técnica de microtomografia de raios X para quantificar a DMO na microarquitetura
Ossea. Além da DMO, sdao também quantificados e avaliados a morfologia e o conteudo

mineral 0sseo.

A fim de alcangar o objetivo principal deste trabalho, foram estabelecidas as

seguintes metas:

a) A primeira meta ¢ corrigir o efeito de endurecimento de feixe nas imagens
microtomograficas e para isto ¢ usado um método de linearizagdo por
polindmios. Também ¢é necessaria a calibragdo do sistema de pTC, onde as
imagens microtomograficas sao transformadas de niveis de cinza para densidade

(massa por volume - g/cm’), para a quantificagdo da DMO.
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b) A segunda meta ¢ testar alguns métodos de limiarizagdo de imagem para que
seja possivel escolher o de melhor desempenho, ja que este assunto ¢ um dos

mais importantes na quantificagdo e processamento de imagens.

c) E a terceira meta ¢ obter o mapeamento bidimensional da concentracdo do

contetdo mineral ¢sseo (CMO) pela pFRX das amostras 6sseas analisadas.

No préximo capitulo serd apresentada uma revisao bibliografica contemplando os

assuntos de maiores relevancia para alcangar o objetivo principal deste trabalho.

No capitulo 3 sdo apresentados os fundamentos teodricos tais como tecido dsseo,
microtomografia de raios X, métodos de limiarizagdo de imagens e microfluorescéncia

de raios X.

Segue, no capitulo 4 a descri¢do da metodologia adotada na correcdo do efeito de

endurecimento de feixe, e na calibragdo do sistema microtomografico.

Posteriormente, no capitulo 5, ¢ feita uma comparagdao do desempenho entre um

método de limiarizagcdo de imagens automadtico e métodos de limiarizagdo visual.
No capitulo 6 e 7 s@o apresentados as quantificagdes da DMO, histomorfométricas
e CMO por uTC e uFRX, de amostras 0sseas provenientes de dois protocolos de estudo

em ratos.

E por tultimo, no capitulo 8 sdo apresentadas as conclusdes deste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microtomografia Computadorizada de Raios X

A microtomografia computadorizada de raios X ¢ uma variante da tomografia de
raios X convencional e surgiu com a necessidade de se inspecionar amostras com

estruturas muito pequenas (da ordem de micrémetros).

Em 1989 FELDKAMP et al [16] desenvolveram um método para examinar a
estrutura de ossos esponjosos utilizando a microtomografia 3D com a vantagem ser uma
técnica ndo destrutiva. A quantificagdo das estruturas Osseas foi baseada na analise
histomorfométrica que ¢ fundamentada pelo conceito de esteorologia. Os parametros
quantificados foram: razdo entre o volume 6sseo e volume total da amostra (BV/TV); a
razdo entre a superficie 0ssea e seu volume (BS/BV); a separagdo média entre as
trabéculas (Tb.Sp); a densidade de trabéculas (Tb.N) e a espessura média das trabéculas
(Tb.Th). A reconstrucao tridimensional permitiu uma descrigdo compreensiva da

variagao estrutural ossea.

MULLER et al [17] fizeram um estudo comparativo entre quantifica¢io
histomorfométrica pela pTC e a histomorfometria convencional. Para isto, foram
avaliadas biopsias de osso humano. Os resultados mostraram correlagdes lineares
altamente significativa (p <0,0001) entre a histologia convencional e pTC para BV/TV
(r=0,93), BS/TV (r =0,91), Tb.Th (r = 0,84), e Tb.Sp (r = 0,91). A diferenca média
percentual entre histologia e pTC variou de 2,5% (BV/TV)% para 6,1 (Tb.Th). Os
autores ainda concluiram que a pTC ¢ uma técnica ndo-destrutiva, rapida e muito
precisa que permite a medicdo do 0sso esponjoso € compacto em bidpsias ou pequenos

0ss0s, bem como a determinagdo automatica tridimensional dos indices morfométricos.

De ASSIS [18] em 1992 apresentou um sistema microtomografico com
caracteristicas de um tomoégrafo de primeira geracdo, com tubos de raios X
convencionais € um subsistema mecanico (translacio e rotagdo), com precisdo
micrométrica. Foi usada uma amostra de dente infantil para teste do sistema, e este

conseguiu distinguir a camada de esmalte que recobre o dente e o didmetro do canal
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central. A analise revelou que era possivel identificar regides de interesses com

resolucao de 20 pm.

YANG et al [19] avaliaram a influéncia da resolugdo espacial da microtomografia
de ossos de ratos. Eles mostraram que com uma resolucdo de 15 pm era possivel notar
uma mudanca estrutural nas amostras de tibias entre os dois grupos de amostras

estudados.

PATEL et al [20] investigaram a variacdo da arquitetura dssea de joelhos em
relagdo a regido e profundidade. Eles utilizaram 11 amostras de joelhos incluindo a
patela, a regido distal do fémur e a tibia de cadaveres entre 59 e 74 anos de idade. Oito
amostras foram classificadas como normais e as outras com algum tipo de artrite. Foram
analisados os parametros BV/TV, TbN, TbSp e TbTh e nos primeiros 6 mm de
profundidade da amostra apresentaram um acréscimo significativo e apoOs esta
profundidade se estabilizaram, ndo havendo uma variagao relevante. Ao comparar as
regides anatOmicas, fémur e tibia, os parametros se mostraram maiores na regidao da
tibia, com exce¢do de TbSP que teve um comportamento inverso aos demais
parametros. Os autores concluiram ainda que a micrtomografia demonstrou ser uma

excelente ferramenta para analise quantitativa e qualitativa da microestrutura ossea.

BOYD et al [21] monitoraram a evolugdo de alteragdes da microestrutura dssea
em ratas ovariectomizadas in vivo. Neste estudo os autores utilizaram 20 fémeas com
oito meses de idade. A regido monitorada foi da tibia direita e as microtomografias
foram realizadas em intervalos de um més durante seis meses. Os resultados mostraram
que as ratas tiveram uma grande diminuicao da fracdo de volume 6sseo (BV/TV), sendo
maior acentuado nos trés primeiros meses (72%). O estudo mostrou a viabilidade da
realiza¢ao da analise histomorfométrica in vivo através da pTC, com a vantagem de que

cada animal pode ser seu proprio controle.
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2.2 Correcoes de Endurecimento de Feixe

Quando um feixe de raios X policromatico atravessa um objeto, os fotons de baixa
energia sao mais removidos do feixe, devido ao fato do coeficiente de atenuagdo linear
diminuir com o aumento da energia. Como resultado, o feixe se torna gradualmente
mais “duro”, ou seja, h& um aumento da sua energia média. Por conseguinte, a
atenuacao total, dado pelo logaritmo da razdo do feixe de raios X incidente e atenuado,
ja nao ¢ uma funcao linear da espessura do absorvedor. Se este efeito nao linear do
endurecimento do feixe nao ¢ compensado, as imagens reconstruidas em
microtomografia de raios X serdo corrompidas por artefatos borda, estrias, e artefatos
circulares [22]. Além disso, uma andlise quantitativa dos dados de pTC ndo sera
possivel. Assim, a corre¢do para este artefato se torna um assunto de extrema

importancia para a obtencao de dados quantitativos.

Desde a criagdo do primeiro tomografo computadorizado (TC) em 1972 [23], uma
enorme quantidade de propostas para correcdo de endurecimento de feixe tem sido
encontrada na literatura, ¢ CHO [24], McCULLOUGH et al [25], SHEPP ¢ LOGAN
[26] foram os primeiros a levantar o problema sobre os artefatos em imagem para

diagnostico devido a heterogeneidade dos feixes de raios X.

BROOKS e Di CHIRO [27] fizeram um estudo dos feitos de endurecimento de
feixe em reconstrucdes tomograficas. Para isto eles simularam trés situagdes: primeiro
eles estudaram os efeitos do endurecimento de feixe em tomografias de osso. Na
segunda, eles estudaram os efeitos que apareceram nas imagens de um CAT scanner que
nao utilizavam bolsas de dgua. As bolsas de agua foram introduzidas pela EMI Ltd [28]
para diminuir a distor¢do das projecdes. E por ultimo, foram consideradas ambas as
situacdes, e os resultados foram aplicados a cabeca humana na qual o numero
expressivo de estudos foi executado, e onde o endurecimento de feixe efetivo ficou
aparente. Eles concluiram que em ambos os casos o endurecimento de feixe pode ser
minimizado usando préfiltragem adicional ao feixe e/ou pela linearizacdo do sinal no

detector.

HERMAN [29] em 1979 investigou como se poderia relacionar a atenuagao total,

p, de um feixe de raios X polienergético com a atenuacdo total, m, de um feixe
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monoenergético. Ele mostrou que para feixes com espectro de raios X tipico para
diagnostico passando através do corpo humano era possivel encontrar uma fungao
simples f, tal que a f (p) era suficientemente proximo de m, e esta aproximagao
permitiram boas reconstrugdes. Todo o procedimento usado por HERMAN em seu

trabalho pode ser visto no capitulo 3.

STONESTRON et al [30] revisaram as técnicas classicas da época para corregao
de artefatos devido ao endurecimento de feixe de raios X. As técnicas de correcdes eram
baseadas na linearizagdo ou por pré filtragio dos feixes de raios X. Os autores
ressaltaram a dificuldade de se encontrar um absorvedor que possa filtra os raios X sem

perder a intensidade dos fotons deste.

COLEMAN e SINCLAIR [31] propuseram em seu trabalho medidas usando duas
energias, para obter dois raios somas poli energéticos p; € p», € assim poder relaciona-

los com o raio soma mono energético m através da seguinte equacao:
mn . n .
— J J
m—aerZIaUpl +Zla2jp2 2.1
J= J=

Os valores de p; e p, foram obtidos pela calibracdo do sistema com agua e
aluminio de espessuras varidveis, de 0-2,5 cm e 5-25 cm respectivamente. Para os
valores de p; o espectro de raios X de 75 KeV foi filtrado com 2 mm de cobre e para os
valores de p; ndo foi utilizado nenhuma filtragdo. Foram feitos dois testes para avaliar o
uso das correcdes propostas. No primeiro teste foi avaliada a correcdo para numero de
TC e no segundo testes para artefatos devido ao endurecimento de feixe. As corregdes
aumentaram o valor médio do numero de TC, mas reduziram a variagdo devido ao
endurecimento de feixe. Para a implementacdo das corre¢des de endurecimento de feixe
nas imagens tomograficas obtidas do scanner EMI TC5005 através da equagao 2.1

anteriormente foi desenvolvido um programa em FORTRAN IV.

GOODSITT [32] em 1985 fez uma simulagdo computacional para estudar os erros
devido ao endurecimento de feixe, em tecidos adiposos € 0sseos apOs 0 processamento
de imagens, que utilizaram a técnica de duas energias em tomografia computadorizada.

Para isto ele empregou um método de calibragdo no qual ele inseriu materiais padrao
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dentro de um fantoma com tamanho semelhante a um paciente. O estudo indicou que
para uma situagao realistica, os materiais padrdes variavam e que a contribuicdo do
endurecimento de feixe devido ao tecido adiposo e Osseo era pequena, € que estes erros
poderiam ser minimizados se fosse feito uma calibragao utilizando um fantoma com trés

tamanhos de corpos diferentes.

PAIVA et al [33] propuseram corre¢oes de endurecimento de feixe em um
sistema de microtomografia de raios X para analise quantitativa de diferentes minerais,
em amostras de rocha de reservatorio de petrdleo. Para isto eles levantaram os espectros
de alvos de ouro (14 keV) e niodbio (10 keV), sem filtragdo e com filtros de grafite,
cobre e niobio. Eles concluiram que o uso de filtros, embora reduzindo os artefatos, ndo
pode eliminar o efeito de endurecimento de feixe sem a redugdo severa da intensidade

dos raios X.

HSIEH et al [34] em 2000 apresentaram corre¢des interativa de endurecimento de
feixe para uma fonte raios X com feixe conico. Foi desenvolvido um algoritmo que
utilizou geometria de feixe paralelo inclinado e subseqilientemente foi empregado para
estimar o erro de projecdo e corrigir as projegoes de feixe conico. Uma andlise tedrica
foi executada para investigar a precisdo do método, e a andlise indicou que a
aproximacao do feixe paralelo inclinado foi adequada para a aplicagdo. No trabalho foi
mostrado que a vantagem desta aproximacao foi a reducado significante na complexidade
computacional de estimar o erro na reconstrucdo. Eles também apresentaram uma

formula de reconstrugdo para a geometria de feixe paralelo.

JIAN e HONGNIAN [35] propuseram um método de corre¢do envolvendo
operacdes simples de sinograma das projegdes originais de uma fonte raios X
policromatica. O principio de correcdo foi deduzido através de dois teoremas
matematicos. Foram obtidos resultados de correcdes excelentes para dados simulados e
dados experimentais de dois fantomas. Segundo os autores o método possuia duas
vantagens excelentes comparadas com o método convencional de ajuste polinomial,
primeiro de que ndo eram necessarias imagens anteriores com operagdes complexas
para criacdo de um modelo de corre¢do, e segundo de que a validade ndo estava limitada

pela composi¢do e condi¢des do objeto tomografado.
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SOURBELLE et al [36] em 2005 apresentaram um algoritmo para corrigir o
efeito de cupping devido ao endurecimento de feixe em imagens de TC médica. O
método proposto foi empirico e ndo necessitou do conhecimento do espectro e dos
coeficientes de atenuag¢do. O método visa a linearizagdo dos dados utilizando uma
fun¢do polinomial de pré-correcdo. Os coeficientes do polindmio foram determinados a
partir de um ajuste linear de algumas imagens de uma fonte de raios X policromatica
combinado com os dados de um modelo definido. O modelo foi obtido a partir das
imagens reconstruidas de um fantoma de agua. Segundo os autores o método se mostrou

eficaz.

VEDULA E MUNSHI [37] em 2008 utilizaram um algoritmo, desenvolvido em
seus trabalhos anteriores para simular imagens, € implementaram este algoritmo para
dados experimentais obtidos a partir de um TC scanner. A projecdo dos dados (obtidos
experimentalmente) foi usada diretamente como passo inicial do algoritmo. Para
corre¢do foi considerado que o espectro da fonte de raios X seria como o espectro de
HERMAN [29] e foi utilizada também uma funcdo polinomial para corrigir as

projegoes. Além disso, uma andlise de erro foi aplicada para a remogao de erro inerente.

2.3 Limiarizacao

A forma simples de segmentagdo de imagem ¢ pela limiarizagao (ou thresholding)
que ¢ uma das mais importantes abordagens para a segmentacdo de imagens médicas.
Na limiarizagao ¢ analisada a similaridade dos niveis de cinza da imagem extraindo os
objetos de interesse através da selecdo de um nivel que separa os agrupamentos de tons
de cinza. A determinacdo do nivel de TH para binariza¢do de imagens ¢ um dos maiores
problemas na quantificagcdo histomorfométrica de ossos através da microtomografia de

raios X.

HARA et al [38] investigaram como o0s parametros morfologicos e as
propriedades mecanicas podem ser afetados por pequenos erros no valor limite de TH.
Para tal investigagdo foram microtomografados bidpsias de vértebras de porco fémea

com 6, 23 e 230 semanas. Para cada amostra em forma de cubo, cinco limiares foram
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determinados dentro do intervalo de limiares que um observador pode selecionar de
forma realistica, em passos de 0,5%. Uma varia¢ao de 0,5% no limiar resultou em uma
diferenca de 5% na fracdo de volume do osso (BV/TV) e uma diferenca de 9% na
rigidez maxima para cubos de osso com BV/TV < 0,15. Para BV/TV > 0,2 essas
diferengas foram apenas 2% e 3%, respectivamente. Para todas as amostras as
diferengas de espessura trabecular e superficie 6ssea foram maiores que 3%. Os efeitos
sobre a anisotropia e nimero trabecular foram insignificantes para as variagcdes de limiar
de 0,5%. Com os resultados os autores concluiram que a sele¢do de limiar foi
importante para a determinagdo exata da fracdo de volume e propriedades mecanicas,
principalmente para as fragdes de baixo volume de osso, € que a dire¢do da arquitetura

ossea foi menos sensivel a alteracdes no limiar.

RUEGSEGGER et al [39] também investigaram a microarquitetura ossea de
bidpsias. As amostras foram de crista iliaca com 8x10 mm” e os autores afirmaram que
os indices estruturais determinados pela unTC eram dependentes dos valores de TH
utilizados na binariza¢do das imagens, e por esta razao eles utilizaram um valor de TH
fixo escolhido visualmente. Segundo os autores, as amostras possuiam uma relagdo de
contraste osso/medula muito alto, o que permitiu que o processo de limiarizagdo pela

escolha visual do valor TH fosse rapido e eficiente.

MARTIN-BADOSA et al [40] desenvolveram um método automético para a
caracterizagdo da arquitetura Ossea em imagens microtomograficas 3D com fonte
Sincrotron em um modelo de osteoporoses em ratos. A regido para quantificagdo
escolhida foi a metéfise distal de fémur de cada rato. As amostras utilizadas foram de 16
ratos machos que foram sacrificados com 16 semanas de idade e divididos em dois
grupos: 8 controles e 8 submetidos a um modelo de perda massa 6ssea por suspensao
caudal. As imagens foram segmentadas com um valor de TH fixo igual a 100 de forma
a separar o osso do background. Dentro de cada volume reconstruido e segmentado,
uma ROI foi definida e osso trabecular e cortical foram automaticamente separados
levando em conta consideragdes geométricas, como o 0sso cortical recobri toda regido
trabecular ¢ ¢ mais compacto. Os parametros morfologicos e topologicos foram
quantificados nas duas regides. Para a ROI trabecular foram quantificados as fragdes de
volume 6sseo BV/TV, superficie dssea BS/BV, espessura trabecular Tb.Th, nimero

trabecular Tb.N, separa¢do trabecular Tb.Sp, ¢ adicionalmente a conectividade
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trabecular pelo método de Euler (modelo dependente). Alguns dos parametros
anteriores (BS/BV, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp) foram quantificados novamente usando um
método de placas paralelas como modelo para a estrutura do osso trabecular, e foram
comparados com os anteriores (modelo independente). Uma analise de porosidade
também foi feita através da analise da estrutura e tamanho de poros na regido cortical.
Os resultados indicaram uma perda de massa 6ssea relacionada com um afinamento das
trabéculas dos ratos submetidos a perda dssea por suspensio caudal em ambos modelos.
No entanto, o modelo independente foi mais preciso que o modelo dependente, € em
relacdo a conectividade nao foi apresentada nenhuma mudanga significativa para os dois

grupos de animais.

LIMA et al [41] investigaram os efeitos de alcool na microarquitetura 6ssea em
amostras de fémur de ratos machos/fémeas com idades diferentes. Os autores colocam a
importancia da limiarizacdo para quantificacdo histomorfométrica, e que este ainda ¢é
um assunto critico, pois ndo existe um padrao desenvolvido para o célculo de TH. Eles
mostram que a escolha de um limiar ¢ muito importante, pois se o valor de TH for
muito alto as trabéculas acabam ficando super espessas e se o valor for muito baixo as
trabéculas ficam muito finas e no final obtendo-se um valor subestimado. Neste estudo,
os autores selecionaram cuidadosamente a derivada parcial dos valores de volume de

0sso em relacao ao valor de limiar.

OTSU [42] apresenta um novo método de calculo automatico de limiar para
segmentacdo baseado na normaliza¢do do histograma das imagens como fungdo de
densidade de probabilidade discreta. Um o6timo limiar ¢ selecionado pelo critério de
discriminante, isto €, os niveis de cinzas sdo separados em duas classes que sdo o fundo
e o objeto, considerando as variancias entre as classes e a varidncia total. O método

pode ser estendido para problemas com multithreshold.

ZHANG e HU [43] propuseram um método de limiarizagdo de imagem baseado
no método de OTSU com analises de histograma em 2D. O histograma foi adquirido
das projecdes das imagens 2D, e um algoritmo para encontrar os extremos do
histogramas das imagens projetadas foi proposto com base na transformada wavelet. O

algoritmo foi testado em imagens de biopsias de rins.

11
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ZHANG et al [44] desenvolveram um algoritmo de preservacdo limite de
conectividade, o Limiarizagdo de Conectividade Estavel (CST). O algoritmo foi baseado
no acoplamento dos pardmetros topologicos e geométricos de conectividade e um
modelo de indice de estrutura (SMI). O algoritmo foi testado em imagens
microtomograficas de fémur feminino com 66 anos de idade, e o resultado foi
comparado com outros métodos de limiarizacdo baseado na fracdo de volume e
histograma. Os resultados mostraram que as mudangas em BV/TV, baseado no
histograma, mostram um melhor resultado para o CST em relacdo aos outros métodos
de limiarizagdo, ou seja que o CST teve um melhor efeito de segmentacdo. Outra
vantagem do método, segundo os autores, ¢ que este pode ser aplicado diretamente em

imagem 3D.

2.4 Densidade Mineral Ossea

Virios investigadores tém usado a Tomografia Computadorizada (TC) para medir
a densidade mineral 6ssea (DMO) em varios locais do esqueleto humano.
RUEGSEGGER et al [45] em 1974 foram os primeiros a descrever o uso da TC para
estimar a densidade do osso e mostrou que a DMO em fémures humanos poderia ser

medido com uma precisao de 1%.

REICH et al [46] tomografaram amostras de tibia e fibula de dez cadaveres e
obtiveram uma correlacdo alta (r =0,97) entre o nimero de TC medido em um
tomografo da Ohio Delta Nuclear ¢ o conteido de célcio do osso cortical, com uma

dispersao de aproximadamente 6%.

ISHERWOOD et al [47] em 1976 modificaram um scanner de cabeca da EMI Ltd
para quantificar a DMO no osso radio e obtiveram uma reprodutibilidade de 0,2% em

vitro ¢ 1,5% em vivo.

POSNER e GRIFFITHS [48] informaram uma precisdo de 3% a 4% quando
compararam a DMO de ossos de cdes determinadas em vivo em um TC, em relacdo a
concentragdo de calcio. Eles também acharam uma correlacao alta com a absorciometria

por foton tnico (SPA).

12
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REVAK [49] em 1980 encontrou um erro de 2,3% entre a medida de densidade
por TC com um Acta 0200 FS scanner (tomografo de segunda geragdo) e a analise
quimica de osso cortical de fémur de cadaver. Estas investigacdes com os primeiros
scanners comercialmente disponiveis apoiaram a tese que a TC poderia ser usada para

medir DMO com precisdo, ambos em 0sso cortical e osso trabecular.

ADAMS et al [50] mediram ossos trabeculares da regido distal do fémur com
contetido mineral médio de 79 mg/cm’ (comparado com 180 mg/cm’ para vértebra
normal) usando ambos TC com uma e duas energias. Para os dados de uma energia, a
dispersao foi de 22 unidades sobre uma média de 515 unidades de TC; uma melhoria foi
vista quando o numero atomico efetivo foi comparado com a concentracao de célcio

para duas energias, mas esta diferenga ndo foi quantificada.

MERCER ¢ ANDERSON [51] sugeriram um estudo piloto para investigar os
efeitos de laser de dioxido de carbono no esmalte de dentes e para isto eles mediram as
mudancas da densidade mineral nos dentes através dos niveis de cinza das imagens
microtomograficas. Os resultados mostram a habilidade da microtomografia para exibir
alta resolucdo das imagens bidimensional, e quantificar mudancas em densidade mineral

dentro das amostras.

ANDERSON et al [52] utilizaram um microtomografo para calcular o contetido
mineral de dentes humanos permanentes com uma resolugao de 15-30 um. O contetudo
mineral médio foi calculado através dos coeficientes de atenuacgao lineares determinados
nas imagens microtomografica e os autores assumiram o componente inorganico das
amostras como hidroxiapatita. Os valores encontrados foram comparados com estudos
semelhantes de esmalte coronal e dentina de pré-molares permanente superior. Os
resultados sugeriram que o processo de mineralizagdo da dentina difere da regido

coronal permanente.

POSTNOV et al [53] em 2003 desenvolveram um método para medir densidade
do célcio em amostras Osseas utilizando a técnica de pTC. As microradiografias foram
adquiridas de fémures de ratos. Os autores empregaram uma correcao polinomial para

endurecimento de feixe. Os niveis de cinzas foram calibrados com os valores da
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densidade mineral do calcio. O conteido de calcio foi calculado diretamente do
histograma das imagens e expresso como percentual da relacdo do volume e peso das

amostras 0sseas.

WONG et al [54] determinaram a distribuicdo da concentracdo mineral em
cilindros de 2x2 mm de 11 dentes molares de leite através da microtomografia para
estudo de caries. A concentragdo mineral média para todos os dentes foi de 2,81
(+0,065) g cm”. A diferenga na concentracao mineral entre o esmalte interno e externo
variou de 1,5 a 8,7%. Os autores concluiram que devido a variagdo das concentragdes
minerais encontradas seria necessario ter uma base de dados para estudo de caries em

dentes de leite.

NAZARIAN et al [55] em 2008 levantaram a necessidade de se avaliar a variagao
dos parametros de imagens microtomograficas tais como tensdo, corrente, tempo de
integragao, distancia fonte-detector e numero de projecdes na relagdo entre densidade
equivalente dos tecidos em estudo e seu coeficiente de atenuagdo linear. Para avaliar
estes parametros os autores selecionaram dois fantomas; o primeiro foi confeccionado
utilizando K,;HPO4 liquido em resina ¢ o segundo fantoma foi de hidroxiapatita
produzido pela companhia Scanco Medical AG. Eles concluiram que a corrente, o
tempo de integracdo e o numero de proje¢des ndo interferiam na conversdo entre
densidade equivalente e coeficiente de atenuagdo para os dois fantomas (p>0,05 para
todos os dados). Ja para os parametros tensdo, distancia fonte-objeto e tamanho do pixel
do detector afetaram significativamente a relacdo entre coeficiente de atenuagdo e
densidade equivalente para os fantomas Scanco e K,HPO4 (p<0,05). Os autores
concluiram que o fantoma Scanco pode ser usado para avaliar densidade mineral de
0sso porém, ele ndo pode ser escaneado em campos de magnificagdo de imagem
maiores do que usados nos equipamentos de microtomografia. Em relagdo ao K;HPO4
pode ser utilizado para calibrar qualquer sistema de microtomografia para quantificagdo
da densidade mineral e lembraram que como qualquer fantoma de calibragdo liquido

com o passar do tempo eles seriam suscetiveis a degradagao.
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2.5 Microfluorescéncia de Raios X

O principio da fluorescéncia de raios X (FRX) ¢ conhecido desde 1913, quando
Henry G. J. Moseley, verificou a relagdo entre o nlimero atdomico de um elemento (Z) e
seu comprimento de onda, ou da energia, dos raios X caracteristicos emitidos. Até 1966
a FRX era realizada unicamente por espectrometros por dispersdo por comprimento de
onda [56]. Com o desenvolvimento dos detectores semicondutores, foi surgindo a
aplicacdo da fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia como uma técnica de

analise multielementar em diversas areas, como por exemplo, na biologia [57].

CRISS e BIRKS [58] utilizaram os principios fisicos da produgdo de raios X e
desenvolveram o método dos pardmetros fundamentais. Este método se baseia na
solugdo de equagdes que descrevem a dependéncia da intensidade da radiagdo

fluorescente em relag@o os pardmetros fisicos e instrumentais.

BRADLEY e FARQUHARSON [59] fizeram um estudo da composi¢do do corpo
humano em relagdo aos metais chumbo e ferro, in vivo. Segundo os autores para um
tempo de contagem da irradiacdo de 1000 s, o chumbo e o ferro puderam ser detectados

no nivel de 10 pg (g pele)™.

TODD et al [60] fizeram um estudo in vivo dos niveis de chumbo em amostras de
tibia humanas. As amostras foram trituradas ¢ as concentragdes foram medidas com a
FRX pode dispersdo em energia, e observaram uma concentragdo deste metal de 6 a 13

ug por grama de 0sso.

Dentre as variantes das técnicas de FRX, a microfluorescéncia de raios X (LFRX)
¢ uma ferramenta moderna para examinar composi¢ao elementar de varios tipos de
amostras, dentre elas o osso. Uma vantagem importante da técnica da pFRX ¢ que o
feixe primario pode ser focalizado até um tamanho muito pequeno, e assim permitir a

analise de estruturas da ordem de 10 m.
Os primeiros pesquisadores a aplicar a técnica de pFRX foram NICHOLS e
RYON, em 1987, descrevendo a capacidade da instrumentacdo de linhas scans de ouro

e platina [61]. Em 1997 BERNASCONI et al [62] realizaram um estudo sobre o sistema
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de microfluorescéncia de raios X utilizando capilar de vidro, demonstrando algumas
vantagens da fluorescéncia de raios X comparada com a excitagdo por protons ou
elétrons, como: baixa dissipacdo de energia, praticamente ndo ocasionando danos
térmicos na amostra a ser analisada; as amostras podem ser analisadas no ar e assim
elementos volateis sdo observados; as amostras podem ser ndo condutoras; e por ultimo,

boa razao sinal-ruido resultando em menores limites de detecgao.

GERHARDSSON et al [63] analisaram os niveis de chumbo em o0ssos corticais e
esponjosos de trabalhadores expostos a este mineral. Os estudos mostraram que os
trabalhadores possuiam uma maior concentracdo de chumbo nos ossos dos dedos,

vértebras e crista iliaca em relagdo ao grupo controle.

Os espectrometros de pFRX podem ser divididos em dois grupos: os portateis ou
fixos em laboratorios, que utilizam tubos de raios X como fonte de excitacdo e capilares
opticos como condensadores do feixe incidente; e os que utilizam a radia¢ao Sincrotron

(RS) com detectores compactos, com boa resolucdo, ajustados para altas contagens [64,

651.

HUANG et al [66] estudaram amostras cancerigenas e nao cancerigenas de figado
e osso utilizando a microfluorescéncia de raios X com radiagdo Sincrotron (WFRX-RS).
Os autores puderam identificar diferencas nos elementos de tracos presentes nas
amostras cancerigenas em relacdo as amostras normais. Os resultados encontrados
estavam de acordo com os resultados encontrados em outros métodos analiticos; como a
analise por ativacdo neutronica (NAA) e a técnica de emissdo de raios X induzida por

particulas carregadas (PIXE).

HOMMA et al [67] utilizaram a pFRX-RS para mapear bidimensionalmente
amostras de rins humanos. Os resultados mostraram que os elementos Cu, Se e Zn se
acumulavam mais no cortex renal do que na medula e as imagens da distribui¢do de Cu
e Zn obtidas pela pFRX-RS foram consistentes com a distribuicdo adquirida pela

técnica de absorcao atomica.

LIMA et al [68] caracterizaram a estrutura 0ssea de amostras da cabega femoral

de ratos utilizando a pFRX-RS para obter mapas bidimensionais da distribui¢do dos
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minerais nas regides cortical e trabecular. Os pesquisadores concluiram que ambos a
concentragdo e a distribui¢ao dos minerais variaram significativamente entre os grupos,
principalmente em relacdo ao elemento célcio, dependendo da localizagdo e da regido

ossea estudada.

FUKUMOTO et al [69] revisaram as aplicagdes da uFRX que utilizam fontes
convencionais e fontes Sincrotrons e suas aplicagdes para amostras biologicas. Os
autores utilizaram um capilar Optico na instrumentacdo e produziram mapas da
distribui¢do elementar de amostras de plantas. Eles concluiram que a uFRX mostrou ser
uma potente técnica ndo destrutiva para monitorar a distribui¢ao elementar em tempo

real.
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3. FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 O Tecido Osseo

O osso ¢ um tecido conjuntivo especializado e caracteriza-se como o tecido mais
duro, forte e resistente. Estas caracteristicas é devido ao sal 6sseo, uma substancia basal
que consiste de uma combinagdo de pirofosfato de célcio e carbonato de calcio, com
quantidades menores de magnésio, sodio e cloro necessarios para a manutengdo da
homeostasia mineral, combinado com o colageno. Através da funcao estrutural, o osso ¢
fundamental para locomogdo, respiracao e protecdo dos oérgdos internos. Através da
funcdo metabolica, atua como reservatorio de célcio e fosforo [70]. Na figura 3.1 pode

ser visto um esquema do sistema esquelético humano.

Criinio
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Tibia |l Ml
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—— Tarso
—— Metatarso

Falanges

Figura 3.1: Sistema esquelético humano [71].
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Do ponto de vista macroscopico, os ossos podem ser divididos em dois principais
grupos: o esqueleto axial e o esqueleto apendicular. O esqueleto axial consiste de 80
ossos, englobando o cranio, a coluna vertebral e as costelas. O esqueleto apendicular
adulto consiste de 126 ossos que configuram os membros superiores e inferiores. Os
0ssos variam, consideravelmente, de tamanho e formato, existindo quatro categorias
gerais de formato: ossos longos, 0ssos curtos, 0ssos chatos e ossos irregulares. Alguns
0ssos podem pertencer a mais de uma categoria, como ¢ o caso dos pequenos 0ssos do

punho que sdo categorizados como curtos e irregulares.

A distribuicdo e organizacdo do osso podem-se distinguir dois tipos de tecido

Osseo: cortical e trabecular. Esta divisdo ¢ evidenciada na figura 3.2:

1. Osso Cortical (ou compacto ou lamelar ou denso): O osso cortical representa
70-80% da massa Ossea total, sendo encontrado na superficie exterior de todos
0s 0ssos. A sua principal fungdo ¢ a de conferir rigidez ao osso, dependendo a
sua propor¢do relativa, da funcdo e solicitagdo mecédnica do respectivo 0sso.
Caracteriza-se por um valor de fracdo volumétrica (razdo volume de massa
Ossea/volume total) proximo da unidade, o que justifica a denominagdo, por

vezes utilizada, de osso compacto.

2. Osso Esponjoso (ou trabecular ou cancellous): O osso trabecular corresponde
aos restantes 20-30% da massa 0Ossea, estando localizado na por¢ao interior do
0sso. Ele consiste numa estrutura reticular porosa, com densidade variavel e
relativamente baixa, que confere flexibilidade e resiliéncia a estrutura dssea
global. Estas propriedades advém da sua capacidade de absor¢do de energia
proveniente de impactos. Caracteriza-se, ainda, por apresentar um valor
relativamente baixo de fragdo volumétrica, compensando com uma darea de

superficie, aproximadamente, duas vezes superior a do 0sso compacto.
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Figura 3.2: Tipos de osso: trabecular e cortical (adaptado de [72]).

3.1.1 Processo de Remodelacao Ossea

Para a manutencdo da homeostasia mineral, o esqueleto ¢ continuamente
destruido e reconstruido, em um processo denominado remodelacdo ou remanejamento
0sseo. Sendo assim, 0 0sso caracteriza-se como um tecido extremamente ativo. No
esqueleto em desenvolvimento essa atividade contempla ndo apenas o crescimento, mas
também a modelacdo dssea, processos pelo qual o osso atinge a respectiva forma e
tamanho. No esqueleto adulto, o crescimento e a modelagdo dssea se reservam apenas
para reparar fraturas e microfraturas. A atividade metabolica normal do esqueleto adulto
envolve predominantemente a remodelagdo. O processo desenvolve-se em unidades de
remodelagdo Ossea e caracteriza-se pelo acoplamento das funcdes dos osteoblastos e dos

osteoclastos, respeitando-se local e tempo [73].

Os osteoblastos sdo células uninucleadas de forma varidvel, com origem em
células progenitoras mesenquimatosas do estroma da medula 6ssea. Entre as suas
funcdes encontra se a sintese de precursores metabolicos da matriz dssea, e regulagdo da
sua mineralizacdo, o que os torna responsaveis pela deposicdo de osso nos locais de

reabsor¢ao.

Os osteoclastos sdo células multinucleadas, derivadas de células hematopoiéticas

da linhagem mondcito-macrofagica, cuja sintese ¢ controlada/regulada por moléculas
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sintetizadas pelos osteoblastos. Apresentam uma atividade antagdnica aos osteoblastos,
no que diz respeito a remodelacdo Ossea ja que sdo responsaveis pela reabsorcao do

tecido 0sseo.

O processo de remodelacdo 6ssea, que resulta da acdo acoplada dos osteoblastos
(deposicao de 0sso) e dos osteoclastos (reabsor¢ao de 0sso), ¢ de importancia extrema
para o equilibrio metabodlico do célcio e fosforo, e na reparacdo de microdanos 0sseos,

que se acumulam ao longo do tempo.

O balango do ciclo de remodelacao 6ssea vai determinar o ganho, a perda ou a
manutencdo da massa Ossea atual. O paradigma atual da evolucdo da massa Ossea
aponta para um valor maximo de aumento de massa 6ssea durante o inicio da puberdade
(fase de crescimento), e para um pico entre os 25 e os 35 anos [74]; a figura 3.3 ilustra
esta evolugdo. O sexo masculino apresenta um pico de massa dssea com um valor mais
elevado, o que se explica principalmente pela sua maior dimensao corporal [74]; por
outro lado, o decréscimo de massa 6ssea no sexo feminino € muito mais acentuado, no

inicio da menopausa (45-55 anos), devido a deficiéncia em estrogénios.

Sexa femining
100 [:} Sexo masculing

5]

% Pico de massa Ossea
8 8 8 8

(=]

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Idade (anos)

Figura 3.3: Evolucdo da massa 6ssea com a idade (adaptado de [75]).

O pico de massa Ossea depende majoritariamente (75-80%) de fatores genéticos,
mas também de fatores ambientais (20-25%). Entre estes, destacam-se o historico
clinico do qual podem fazer parte doengas que por si, ou pelas terapéuticas associadas,

podem limitar o valor do pico de massa dssea alcangado; noutro espectro, temos fatores
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como o estilo de vida (sedentarismo) e a nutricdo (consumo de célcio e vitamina D)

[74].

3.1.2 Qualidade Ossea

Hé4 dez anos um novo parametro conceitual no estudo da estrutura Ossea
apresenta-se em intenso crescimento em atividades de pesquisa e destaca que o grande

interesse dos estudiosos converge para a qualidade ossea.

O termo qualidade 6ssea tem sido utilizado amplamente para explicar um
incontavel nimero de observacdes clinicas que ndo podem ser explicadas de pronto
pelas medidas da densidade d6ssea mineral (DMO). Sendo assim, tal conceito depende
de uma definicdo a respeito da limitacdo de uma técnica clinica e, por esse motivo, tal
conceituacdo se sujeita a mudanga de acordo com novas técnicas de medidas que forem

introduzidas [76, 77].

Existe consenso entre alguns pesquisadores em relagdo a definicdo de qualidade
Ossea, que pode ser definida como a “totalidade de aspectos e caracteristicas que
influenciem uma capacidade do osso para resistir a fraturas”. Artigos cientificos [11, 76,
77] que refletem conhecimentos a respeito do assunto na década passada, entre
pesquisadores, bidlogos, médicos, engenheiros e clinicos, t€m conduzido para uma nova
compreensdo deste conceito, sugerindo prevengdo e mudangas. Com isso, observam-se
os aspectos biologicos e a estrutura material que contribuem para determinar a
resisténcia a falha estrutural: tamanho do osso; espessura da cortical 6ssea; numeros de
trabéculas; conectividade; contetido do tecido mineral; sobrecarga da microdanificagao;
densidade dos ostedcitos; porosidade e propriedades do coldgeno dentro da ramificagdo

das trabéculas [78].

3.1.3 Patogenia da Fragilidade Ossea

Nao se atribui a fragilidade 6ssea um tnico elemento gerador; fatores genéticos e

ambientais contribuem fundamentalmente no desenvolvimento de ossos pequenos,
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frageis ou de trabéculas e corticais Osseas finas, adelgagadas, que resultam em baixo
pico da densidade Ossea. A resisténcia do material e da estrutura se mantém ao longo da
vida pela remodelagdo 6ssea, que consiste na reposi¢ao ou na substituicao local do osso

velho pelo novo [78].

Normalmente até certa idade, ocorre a compensacao da perda Ossea na superficie
externa do osso cortical (periosteo) e tal processo se prolonga mais em relacdo ao
homem, se comparado a mulher. Mais mulheres que homens sofrem fraturas, porque o
esqueleto da mulher ¢ menor, mais sujeito, assim, a ampla danificagdo arquitetural e a
menos adaptacao efetiva pela formagao dssea periosteal. Determina-se a base estrutural
da fragilidade 6ssea antes do nascimento, e ganha expressao com a idade em ambos os
sexos. Os ossos tornam-se frageis porque sdo sujeitos a continuo modelamento e
remodelamento em decorréncia de mecanismos celulares que constroem e reconstroem
as falhas do esqueleto de acordo com a idade, movidos pela necessidade de se manterem
as propriedades estruturais dos ossos e de se conferir maiores resisténcias as estruturas

deficientes [78].

Osteoporose ndo se instala em conseqiiéncia de causas simples; patogenia da
estrutura deficiente, fragilidade oOssea provavelmente seja denominada mais
adequadamente que o termo osteoporose, cujo conceito deveria incluir, como
desencadeadores, a epidemiologia, a patogenia, a prevencdo e o tratamento da
fragilidade Ossea caso se aprofundassem ou se investigassem a fundo os problemas

biomecanicos da estrutura deficiente, como se pode observar na figura 3.4.

Os efeitos da doenga sobre a DMO ¢ seu tratamento encontram-se documentados
e pesquisadores concentram seu interesse no estudo da geometria 6ssea como fator
determinante da resisténcia do osso. Algumas alteracdes na qualidade 6ssea podem
conduzir a uma fragilidade, como, por exemplo, a osteomalacia, formada por uma
mineralizacdo reduzida do osso; raquitismo, em criangas, € a osteopetrose, que se
caracteriza por hipermineralizagdo 0ssea e aumento da massa Ossea pela incapacidade
propria dos osteoclastos para reabsorverem o osso. O osso apresenta-se rigido e
quebradico, dispde de uma capacidade reduzida para absorver energia e freqiientemente

se associa a fraturas.
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Figura 3.4: Microtomografia da vértebra de um individuo normal na esquerda e na

direita um individuo com osteoporose [79].

A osteoporose destaca-se como a mais freqiiente doenca 6ssea em razao de uma
diminui¢ao da massa dssea, sendo ela o resultado de varias causas. Em geral, a perda da
massa dssea ganha importancia pelo aumento de incidéncia de fraturas, particularmente
no fémur, coluna vertebral e osso distal do radio (figura 3.5). Osteopenia € o termo
utilizado para definir uma consideravel perda de densidade Ossea, porém mantendo a

microarquitetura 6ssea normal, observada radiograficamente [80].

Figura 3.5: Radiografia e fotografia de um corte coronal de corpo vertebral de um

paciente com osteoporose [81].
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3.1.4 Métodos de Analises da DMO

A densitometria 6ssea ¢ um método ndo-invasivo de avaliar a massa 0ssea, que se
baseia na propriedade fisica do osso de absorver fotons. Varios métodos ja foram
desenvolvidos, incluindo: absorciometria por foton unico (SPA — single photon
absorptiometry), emissao simples de raios X (SXA — single X-ray absorptiometry),
dupla emissao de fotons (DPA — dual photon absorptiometry), emissao de raios X com
duas energias (DEXA — dual-energy X-ray absorptiometry), tomografia
computadorizada quantitativa (QCT — quantitative computed tomography), tomografia
computadorizada quantitativa periférica (pQCT — peripheral quantitative computed
tomography), ultra-sonografia quantitativa (QUS — quantitative ultrasound),
ressonancia magnética quantitativa (QMR — quantitative magnetic resonance) e raio X

digital (DXR — digital X-ray radiogrammetry).

Com excegdo da ultra-sonografia, que mede a velocidade de propagagdo e
atenuagao do ultra-som no osso, todos os métodos utilizam radiacao ionizante. Uma
fonte de radionuclideos ou um tubo de raios X sdo usados para gerar um feixe de
radia¢do que ¢ absorvido parcialmente pelo tecido 6sseo. Um sistema detector avalia a
quantidade de radiagdo absorvida e os dados coletados sdo computadorizados e

comparados a padrdes internacionais obtidos de uma populagao com DMO normal [82].

O contetido mineral 6sseo (CMO) ¢ a quantidade de todos os minerais presentes
na extensdo de osso avaliada. Por conven¢ao, usa-se o grama (g) como unidade para o
CMO aferido pela DEXA. Para SPA, SXA e DPA, utiliza-se grama por centimetro
(g/cm) [83].

A densidade de um material ¢ medida pela relacdo entre sua massa e seu volume,
e sua unidade de medida ¢ o grama por centimetro cubico (g/cm’). No entanto, a DMO
mensurada por DEXA, SPA, SXA ou DPA ¢ a relagdo entre a quantidade todos os
minerais 6sseos (hidroxiapatita) presente em uma area projetada, ou seja, € a avaliagdo
bidimensional de uma varidvel tridimensional, empregando grama por centimetro
quadrado (g/cm?) como unidade. A QCT avalia a densidade com a verdadeira medida de

o , ,q . 3 ~ .
volume em miligramas por centimetro cubico (mg/cm’), mas ndo ¢ freqiientemente
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indicada em criancas ¢ mulheres em idade fértil, pois emprega altas doses de radiagdo

(maior que 1000 mRem) [83, 84, 85].

Entre as vérias técnicas desenvolvidas, a DEXA ¢ considerada a técnica padrdo
para medida da massa 6ssea. O método baseia-se na atenuacdo ou absor¢do da energia
emitida por uma fonte de raios X pelo tecido dsseo na regido estudada. Sdo utilizados
dois feixes de raios X, e o feixe de menor energia penetra nos tecidos moles, enquanto
que o feixe de maior energia penetra tanto no tecido dsseo quanto nos tecidos moles
circundantes. Um detector mede os raios que atravessam a regido estudada, e um
programa computacional segmenta a area para quantifica¢ao e subtrai os valores obtidos
com os dois feixes de energia. No componente Osseo, determina o CMO numa
determinada proje¢do do osso em gramas. Dividindo-se 0 CMO pela area, obtém-se a
DMO em g/cm’, ou seja uma densidade de 4rea, nio volumétrica. Os valores de
atenuacdo sao convertidos em medidas de massa mineral 6ssea através da comparagao

com as densidades de materiais usados para calibracao do aparelho [83, 86].

A coluna lombar e o quadril s3o os locais comumente estudados, devido ao
significado clinico da coluna e o fémur como local de fratura osteoporética. Embora a
osteoporose seja uma doenca sistémica, o fator de correlacdo entre as DMOs de
diferentes locais ¢ de aproximadamente 0,7. Portanto a DMO de um local ndo pode
predizer o risco de fratura de um outro. A medida da densidade mineral 6ssea da coluna
¢ de bastante interesse porque ali existe um rapido turnover do osso trabecular
metabolicamente ativo, presente nos corpos vertebrais. Assim sendo, a coluna responde

rapidamente aos efeitos de envelhecimento e doengas [87].

A seguir na figura 3.6 pode ser visto um resultado da medi¢do da DMO das
vértebras lombares (L1 a L4) de uma mulher com 50 anos, caucasiana com 162,30 cm
de altura e 54,80 Kg. A medicao foi feita com equipamento Hologic QDR 4500-A. Na
figura pode ser visto ainda os valores estimados de area em cm’, BMC em grama (ou
em portugués CMO), ¢ o resultado da BMD em g/cm” (em portugués DMO) calculados
pelo software do equipamento [87].
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Figura 3.6: Resultado da medi¢cdo da DMO das vértebras lombares (L1 a L4) de uma
mulher de 50 anos de idade [87].

O diagnostico de osteoporose nas mulheres pés-menopausicas, de acordo com os
critérios de um grupo de peritos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ¢ medida de
um individuo e comparado com o valor médio da DMO de um conjunto de individuos
jovens do mesmo sexo, com valores no pico de massa ossea [88, 89]. Desta relagao
obtém-se o 7 score, ou seja o numero de desvios-padrao abaixo dos valores do grupo
controle jovem. Considera-se que a mulher sofre de osteopenia se o seu 7T score esta
compreendido entre -1 e -2,5, de osteoporose se ¢ inferior a —2,5 ¢ a massa Ossea ¢
normal para valores de T score superiores a —1 (tabela 3.1). A diminuicdo da massa
Ossea medida desta forma, correlaciona-se diretamente com o risco de fratura, sendo que

para cada diminui¢do da DMO em 1 desvio-padrao, duplica o risco de fratura [89].
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Tabela 3.1: Classificagdo de Osteoporose em mulheres pos-menopausicas baseada na

medida de DMO por DEXA, segundo a OMS de 1994 [89].

T Score Classificagdo
>-1 Normal
>-2,5e<-1 Osteopenia
<-2,5 Osteoporose
<-2,5 + fratura Osteporose grave ou estabelecida

A figura 3.7 a seguir ilustra uma compara¢do entre o resultado de uma
densitometria de vértebras lombares (L2 a L4) feita no equipamento Lunar DPX-L, com
os valores de referéncias. O ponto branco na regido amarela do grafico dos valores de

referencia indica o valor médio da DMO encontrado para as vértebras analisadas.

LZ-1L4 Cowmparison to Reference

&
LuNAR - IHAGE NOT FOR DIAGNOSIS

Figura 3.7: Ilustragdo da compara¢do do resultado da medi¢do da DMO de vértebras

lombares (L2 a L4) com os valores de referencia [87].
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3.2 Microtomografia de Raios X

A microtomografia de raios X (uTC) ¢ uma técnica de imagem que forma a
informagdo em trés dimensdes de um objeto de estudo, possuindo o mesmo principio da

TC, e foi desenvolvida para inspe¢do de pequenas estruturas.

A idéia basica da tomografia computadorizada ¢ de varias projecdes medidas,
retendo a informagdo geométrica total sobre um objeto. As proje¢des sdo inversamente
projetadas de volta para o espaco objeto, ¢ o resultado combinado ¢ uma funcio de
objeto pesquisado bidimensionalmente (em uma fatia). A figura 3.8 mostra a relagdo
entre dois objetos e as projegdes destes, vistos de trés angulos diferentes. Quanto mais
projecdes sdo coletadas e retroprojetadas, mais solugdes exatas para a funcao objeto sdo
obtidas. No caso da TC com feixes paralelos que atravessam o objeto, como na Figura
3.8, apenas projecdes adquiridas ao longo de uma trajetéria 180° sdo necessarias para
reconstruir o objeto, uma vez que as proje¢des das dire¢des opostas conterdo
informacdes iguais. No entanto, este ndo serd o caso quando o feixe de raios X ¢
divergente, uma vez que a magnificacdo das caracteristicas das imagens dependera da
rotacdo, devido a variagdes da distancia fonte-objeto. A solucdo exata ¢ atingida entdo

quando sdo coletadas proje¢des da trajetoria circular completa.
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Figura 3.8: A relagdo entre dois objetos e suas projecoes, vista a partir de trés angulos
diferentes [90].
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Uma expressdo para a intensidade dos raios X detectados ap6s a propagagdo
através de um objeto contendo n caracteristicas foi dada na equagcdo A.4 (Anexo A).
Agora, se o objeto estd confinado a uma fatia no plano xy, temos que reescrever a

equacao, como:

~[ uCxpydi
I=1e™

(3.1)
Onde u(x,y)é o coeficiente de atenuagdo linear no ponto (x,y) € dl¢é um

incremento de comprimento, ¢ a integragdo ¢ realizada ao longo do caminho L da fonte

ao detector. Da equagao (3.1) podemos reescrever, em:

1
J, #tx, )l ==In— (3.2)

0

Portanto, a intensidade medida pelo detector pode ser visto como valores da
integracao de linha dos coeficientes de atenuacdo. A integral de linha do lado esquerdo

da equacdo (3.2) ¢ chamada transformada de Radon da funcdo u(x,y). A projecdo P ¢
dada por:

P(0,0) = | p(x, y)dl (33)

Na equacao 3.3, os pardmetros € e ¢ sdo: o angulo de projecdo e a posicao radial
dos raios; como mostra a figura 3.9. Estes sdo os parametros da integral de linha,

acoplados as coordenadas espaciais x e y através da seguinte relagdo:
xcos@ + ysen =t (3.4)

As expressoes acima sao, contudo, validas apenas com a suposi¢cdo de que todos
os raios X utilizados para imagem s3o monocromadticos, isto ¢, tém o mesmo

comprimento de onda. No entanto todas as fontes de raios X sdo mais policromaticas e,
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consequentemente, os feixes de raios X tém certa largura de banda. A atenuagao linear

H(x,y) é, em geral, uma fun¢do da energia de fotons e idealmente a equacdo (3.2)

devera incluir também a integragdo ao longo do espectro energético de raios X.

Detector

fonte

Figura 3.9: Um feixe de raios X se propagando através de uma seccao transversal de

um objeto (adaptado de [90]).

A fonte e o detector sdo girados em torno do objeto (eixo z) e para cada novo
valor de angulo de projecdo & uma projecao 1D ¢é adquirida. A rotagdo completa resulta

nos dados de proje¢do de todos os valoresde € e .

Um importante fator que determina a qualidade da imagem reconstruida ¢ o
namero de projegdes coletadas de uma rotagio de 360. Um método para controlar os
dados de proje¢do antes da reconstrucdo ¢ a parcela do montante total de projecdes 1D
adquiridas lado a lado em uma seqiiéncia angular. A distribui¢do obtida dos dados de
projecdes como uma funcdo do angulo de projecdo ¢ chamada sinograma, e pode ser
visto na figura 3.10. Neste exemplo, 364 proje¢des foram capturadas durante uma
rotagdo, de modo que o angulo entre os dois passos subsequentes de projecdo foi de

aproximadamente 1. Se poucas projecoes sdo coletadas havera passos discretos entre a
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separagdo da projecdo subseqiiente, € o bom aspecto serd perdido. Ao estudar um
sinograma, também ¢ possivel detectar se o objeto estudado se movimentou durante a
varredura, o que induziria um movimento descontinuo das caracteristicas do objeto,
para um numero limitado de angulos. Este movimento indesejado resulta em artefatos

(unsharpness) no slice reconstruido.

P(0,t)

0 180 360
0

Figura 3.10: Exemplo de um sinograma [90].

3.2.1 Imagem com Feixe Conico

A geometria de feixe conico ¢ a forma natural do feixe de um tubo de raios X. Um
algoritmo de tomografia com feixe conico € vantajoso para o uso, uma vez que permite
a reconstru¢do de um espago 3D diretamente dos dados de projegdes 2D, ao invés de
reconstruir slice por slice. Em outras palavras, ndo hd necessidade de colimagao do

feixe e podendo, portanto, ser feito pleno uso da energia emitida.
Existem varias técnicas para a reconstru¢do com feixe conico. A mais utilizada ¢é

baseada no trabalho pioneiro de FELDKAMP, DAVIS e¢ KRESS [91]. E

freqlientemente referida como algoritmo de Feldkamp.
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e O algoritmo de Feldkamp.

Em analogia com a Equagao (3.3), podemos agora escrever uma expressao para as

duas dimensdes através da projecao tridimensional do objeto f(x,y,z).
P(6,a,b) = P(0,a(x,y,0),b(x,,0)) = [ f(x,y.2)dl (35
L

Onde a e b sdo as coordenadas horizontais e verticais do detector,
respectivamente. Como antes L ¢ o comprimento geométrico que um raio se propaga
através do objeto em seu caminho para o detector e 8¢ o angulo da projecdo. As

coordenadas do detector a e b estdo relacionados a x, y, z e € através:

— xsen@ + cos
R+ xcosf + ysen@’

a(x,y,0)=R

(3.6)

R
R+ xcos@+ ysenf

b(x,y,z,0)=z

Onde R ¢ o raio da trajetoria de fonte. A geometria de feixe conico ¢ mostrada na
figura 3.11. Note que o sistema fonte-detector gira em torno do objeto ou sistema de
coordenadas. No entanto, nas medic¢des atuais o sistema fonte-detector permanece fixo,
enquanto o objeto ¢ que sera rotacionado. O momento angular relativo €, no entanto o
mesmo, que € o Unico parametro importante na reconstru¢ao. Além disso, ¢ possivel
observar que o sistema de coordenadas do detector aqui se desloca de modo que o eixo

b coincide com a direcdo de z. Esta operacdo ¢ puramente matemadtica e o detector
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virtual esta relacionado com o desenvolvimento fisico do detector através de um

simples fator de escala.

O procedimento de reconstrug¢do ¢ fundamentalmente o0 mesmo quando se utiliza
feixes de raios X em paralelo. No entanto, o aumento da complexidade geométrica faz
com que um numero de fatores a ponderar seja necessario no algoritmo de reconstrucao.

O processo de filtragdo ¢ dado por:

R
\/R2+a2+b

P(0,a,b) = (

=P(0,a,b))* g(a) 3.7)

Onde * denota convolugdo e g(a) ¢ o filtro rampa.

O fator na frente da projecdo ¢ chamado de pré-fator de peso e pode ser

relacionado com a geometria do feixe através da relacao

R
\/R2 +a’+b?

=cosg@cos¥ (3.8)

Onde ¢ e ¥ sdo os angulos leque e conico, respectivamente, mostradas na

Figura 3.11. O pré-fator de peso e projecao filtrada 1:-’(9,a,b) dada pela equacao (3.7)
sdo finalmente retroprojetadas no espacgo tridimensional do objeto f(x,y,z), e dado

por:

RZ
(R + xcos @ + ysen0)’
Y

F(x,3.2) joz” P(8,a(x,7,0),b(x,y,2,0)d0 (3.9)
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Figura 3.11: Geometria feixe conico (adaptado de [90]).

3.2.2 Métodos de Correcdes para Endurecimento de Feixe

Neste topico serao mostrados os diferentes métodos existentes para correcdo de

endurecimento de feixe (beam hardening).

3.2.2.1 Filtros

A filtragem ¢ o método mais popular para reduzir o efeito de endurecimento de
feixe [33,92]. Ao colocar um filtro entre a fonte e o objeto, como uma fina
chapa de aluminio, a baixa energia de raios X s@o atenuadas, como uma consequéncia
do efeito fotoelétrico. Desta forma, um dificil mais quase monocromatico feixe ¢
apresentado ao objeto. A figura 3.12 mostra o espectro de uma fonte de raios X com
alvo de tungsténio, sem filtragem (linha completa) e com um filtro de 0,5 mm de

aluminio (linha tracejada).
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3.5x10°
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Figura 3.12: Espectro de raios X sem e com filtracdo de aluminio [93].

A principal desvantagem desta técnica ¢ a diminui¢do da intensidade dos raios X,
o que resulta em uma diminui¢ao da rela¢do sinal-ruido (SNR) da imagem, significando
uma diminui¢do da qualidade da imagem. Para ter um SNR na imagem de TC
comparaveis com os obtidos sem a utilizacdo de filtros, o tempo de varredura ou a
tensao do tubo tem de aumentar. Além disso, este método da apenas uma redugdo do

efeito do endurecimento de feixe.

3.2.2.2 Dupla Energia

A dupla energia ¢ uma técnica essencialmente de obtencdo de informacao
dependente da energia em um sistema de TC usando duas diferentes bandas de energias
[31, 94]. O método comeca com a representagdo do coeficiente atenuacdo em cada
energia por um pequeno numero de constantes, que sdo independentes da energia. Em

outras palavras, o coeficiente de atenuagdo, como fun¢do da energia u(FE), pode ser
representado por um pequeno nimero de constantes {a,;i =1,2,....,n} por encontrar um
conjunto de fungdes base {f,(E);i =1,2,....,n} tal que (£) pode ser expresso como uma

combinagdo linear destas funcoes [94]:
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UE)Y=af(E)+a,f,(E)+..+a,f (E) (3.10)

Dentro da faixa de energia utilizada, o coeficiente de atenuagdo ¢ determinado
pelo efeito fotoelétrico e espalhamento Compton, como visto na equacdo A.7. Portanto,

a combinacao linear pode ser reescrita usando um conjunto de duas fungdes bases:

WE)=a,f,(E)+a.f.(E) (3.11)
Ou
ﬂ(E)=ap%+achN(E) (3.12)

Onde a, e a, sdo constantes caracteristicas do material, e f, e f, sdo fun¢des

dependentes da energia para a absor¢do fotoelétrica e espalhamento Compton

. | . A . . .
respectivamente. A fungdo = se aproxima a dependéncia de energia da interagdo

fotoelétrica e fy, (E), que € a fungdo de Klein-Nishina, dando a dependéncia de energia

da secdo transversal total para o espalhamento Compton. Esta fungcdo ¢ mostrada na

equacdo (3.13) com y = E.(511kV)~".

_lry 24y 1 1 _ 143y
S () = " {sz yln(1+27)}r2yln(l+27/) 4+ 27 (3.13)

Os parémetros fisicos a, e a, sdo dados por:

a, zK1§Z” (3.14)

P
a szzZ (3.15)

Onde K, e K, sdo as constantes, p densidade, 4 o peso atbmico, e Z o niimero

atomico.
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3.2.2.3 Linearizacao

O terceiro método de correcdo ¢ baseado em um procedimento de linearizagdo
[27, 29, 95]. Para um objeto homogéneo e para uma fonte monocromatica, a lei de

Lambert-Beer ¢ dada pela equagdo 3.16:
- lnL—J = ud (3.16)

Desta equagdo espera-se uma curva linear quando se plota a atenuagdao medida,
que esta ao lado esquerdo da equacdo 3.16, em fun¢do da espessura d. Contudo, devido
aos raios X policromaticos, um desvio a esta tendéncia linear ¢ notado. A figura 3.13
mostra o efeito do endurecimento de feixe na atenua¢do do aluminio com 80 kVp para

diferentes espessuras.

BEE ey

~sem beam hardening
B I SN OO U S T S s ST o
/ : : DT
i : " com beam hardening
— : -~ : ' :
[ -~ : :
2 15| =TTl S
e’ | '
= J -
= -
4| i
) ¥
% - III:. ........................................................................................
] § ;
T, WE
Y O A SO S S e e b
oo
' :
l:l : 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 02 0.4 08 08 1 12 1.4 1.6 15 2

Espessura d (mm)

Figura 3.13: Exemplo do efeito do endurecimento de feixe (beam hardening) causando

uma relagdo ndo linear entre a espessura do aluminio e sua atenuacdo (Adaptado de

[22]).
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HERMAN [29] em seu trabalho desenvolveu um método para aproximar a
atenuacdo policromdtica para monocromatica, pela linearizagdo dos coeficientes de
atenuagdo. Ele descreveu que, para um dado par-fonte detector, m corresponde ao raio

soma monoenergético dado pela equagdo 3.17.

d
m= J:) u(x,y)dz . (3.17)

onde a integral de 0 a d corresponde a espessura do objeto, e z € a distancia do ponto
(x,y) no caminho L entre a fonte e o detector. Para uma fonte policromadtica o raio soma

p para um dado par-fonte detector ¢ dado pela equacao 3.18.

E d u
pe—nfc exp - [ (u.()- )z [de a9

Onde assumiu-se que a fonte emite fotons de raios X polienergéticos com fotons
na faixa de energia entre 0 e E, onde 7, denota a razdo de fétons em energia e que sao
detectados durante a medida, e d e z tem o mesmo significado para o caso
monocromatico. Tem se ainda que, u.(z) ¢ uma funcao de duas varidveis, a energia e e a
distancia do ponto z no caminho L, cujo o valor é o coeficiente de atenuagdo em energia
e do ponto z no caminho L durante a medida. Por outro lado, u.” é uma fun¢do de uma
unica variavel, a energia e, cujo valor € o coeficiente de atenuacdo somente do objeto a
em energia e. Reescrevendo a equacdo 3.17 com mesmas consideragdes para o caso

policromatico, tem-se que:

d
m [ (u(2) - )z (.19)

A partir dai supde-se que existam somente dois tipos de materiais a serem
tomografados, a e b, nesse trabalho foram considerados os dois materiais sendo o 0sso €
o ar, respectivamente. Considerando um par fonte-detector fixo, e assumindo que o
comprimento total do caminho L que atravessa o material b ¢ B. Das equagdes 3.18 e

3.19 temos que:
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E
p=-In[ r, expl- B(u! - p)dz}de. (3.20)
(]
m= B(u’ — u")dz (3.21)

Combinando as equagdes 3.20 e 3.21 tem-se que:

b a

£ H, —H,
p=—In| 7, exp ———m de_ 392
jO ﬂf) _/J7 ( )

A partir da equagdo 3.22 se especifica uma funcdo f(p) dos raios soma
polienergéticos, desde que se use f(p) como a estimativa do raios soma monoenergéticos

m. Candidatos para tal funcdo sdo as polinomiais, isto ¢, fun¢ao da seguinte forma:

f(p)=a,p" + an_lp”_1 +...+ azp2 +a,p +a,, (3.23)

onde n ¢ a ordem polinomial e ao, aj, a,..., a,.1, a, s40 0s coeficientes polinomiais que
precisam ser determinados para que f(p) fornega uma estimativa aceitdvel de m.
HERMAN [29] em seu trabalho usou as correcdes polinomiais para tomografia de
torax, onde considerou o meio com dois materiais, 0sso € tecido mole, usando as ordens
polinomiais n=2 e n=3. Os resultados mostraram que a correcao polinomial n=2 obteve
resultado superior em relacdo a n=3 [22, 29]. VAN de CASTEELLE [22] também faz a
mesma recomendagdo para sistema com dois materiais e ressalta que para objetos muito
heterogéneo, contendo mais de 3 materiais, ordem polinomial superior a n=2 ¢

necessaria.
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3.3 Quantificacio da Morfologia Ossea por pTC

A quantificagao da morfologia 6ssea por microtomografia (WTC) ¢ feita baseada

na técnica de histomorfometria. Esta técnica desenvolveu-se a partir da década de 60,

apos a introdugdo, por Sacker e Nordim [96] e posteriormente por Bordier et al. [97], de

métodos para obten¢do de tecido 6sseo, por meio de bidpsias realizadas com trefinas

especiais e sob anestesia local.

A histomorfometria convencional ¢ baseada no principio de estereologia, e este

principio € usado para investigar objetos tridimensionais através de suas informagdes

bidimensioanais. Existem basicamente trés métodos convencionais para analise

histomorfométrica [98-101].

1.

M¢étodo manual: Reticulos 0sseos sdo visualizados na ocular de um microscépio,
permitindo a medicdo de distancias, espessuras, etc. Neste caso, as medidas de
superficie sdo realizadas através da contagem de intersecdes entre as linhas ¢ a
estrutura O0ssea analisada. Ja o volume 0sseo ¢ obtido pela técnica de contagem
de pontos. Uma das grandes desvantagens deste método ¢ o enorme tempo que
se leva para a realizacdo da analise de cada lamina, podendo levar cerca de duas

horas para um individuo treinado;

M¢étodo semi-automatico: As imagens Osseas sdo adquiridas por um microscopio
acoplado a um computador e uma camara clara (ou uma camara de video tipo
CCD). Neste caso, as imagens do 0sso sdo desenhadas com auxilio de um cursor
sobre uma mesa digitalizadora. Feito todo o desenho histologico, o programa
contido no computador faz toda a quantificacdo d6ssea. E uma técnica vantajosa
em relagdo a anterior no que diz respeito ao tempo despendido e a eliminagao de

artefatos histolégicos;

Me¢étodo totalmente automatico: Ambos, computador e camara de video,
capturam as imagens histologicas. Aqui, a quantificacdo se dd através dos
diferentes niveis de coloragdo das estruturas. Este método requer menos tempo

de anélise, porém ¢ menos sensivel no reconhecimento de estruturas celulares.
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Através desta técnica pode-se analisar tanto parametros estruturais quanto
mecanicos, topologicos e morfologicos analisando de maneira quantitativa os
componentes da estrutura Ossea, tais como o volume, a area e o perimetro. As medidas
histomorfométricas podem expressar a quantidade de tecido désseo e as taxas de
formagao e reabsorcdo, além de fornecerem dados acerca da sua microarquitetura e da

conectividade trabecular.

FELDKAMP ef al [16] desenvolveu um método para o levantamento dos dados
histomorfometricos para imagens de pTC. Este método apresenta vantagem em relacdo
ao método de histomorfometria convencional, pois na pTC, as se¢des (fatias) podem ser
obtidas de forma ndo destrutiva e assim preservar as informagdes do tecido 0Osseo.
Além disso, também ¢ possivel estimar em 3D os parametros histomorfométrico como,
volume 6sseo, superficie O0ssea, espessura trabecular, nimero de trabéculas e separagao

trabecular.

Para quantificar a morfologia dssea por pTC, usando os parametros
histomorfométricos, primeiro ¢ necessario escolher uma regido de interesse (ROI) e
binariza-la. O processo de binarizagdo ¢ baseado na escolha de um valor limiar (TH)
que sera aplicado a imagem. Todos os pixels cujo valor for maior ou igual ao TH serdo
convertidos em um valor chamado de saturado. Em uma imagem digital com resolugao
de 8 bits, por exemplo, este valor saturado vale 255 (branco). De forma anédloga, todos
os pixels que tiverem valor inferior ao do limiar, serdo convertidos em 0 (preto). O
procedimento cria uma imagem bindria, que separa (ou segmenta) o tecido 6sseo do
fundo. Na figura 3.14 pode ser visto um exemplo do processo de binarizagdo de uma

imagem Ossea selecionando um valor de TH definido.
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Figura 3.14: Processo de binarizagdo onde (a) ¢ um imagem pTC de 8-bit (nivel de
cinza 255), (b) ¢ o histograma de (a) e a linha pontilhada marca o valor de TH

selecionado em 55, e (¢) ¢ a imagem bindria resultante.

3.3.1 Parametros Histomorfométricos

Os indices histomorfométricos descritos nessa se¢do seguem a nomenclatura
padronizada pela American Society of Bone and Mineral Research [102]. Os parametros
podem se divididos em duas categorias: primdrios e derivados. Os primarios consistem
de dois: razdo do volume de tecido 6sseo sobre volume total da amostra [BV/TV (%)] e
o numero de trabéculas osseas, por milimetro de tecido, sendo também um indice que

expressa a densidade trabecular [TbN (1/mm)], dados por [102]:

% =P, (3.24)
TbN=P,, (3.25)

onde Pp ¢ a fracdao de pontos que se encontram dentro do osso € P, ¢ o nimero de
intersecdes de linhas de teste com a interface entre tecido "mole" e osso, dividido pelo
comprimento total de linhas de teste [12]. Este conceito pode ser visualizado na figura

3.15 a seguir.
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Figura 3.15: Representacdo de Pp ¢ P, na matriz superposta a imagem 17x17, onde

Pp=282and P, =38/(1 u x 289) (Adaptado de [12]).

A partir dos parametros primarios sdo obtidos os derivados, que sdo: a razdo da
superficie do osso para o volume do mesmo [BS/BV (1/mm)], espessura
trabecular [Tb.Th (mm)], e separagdo trabecular [Tb.Sp (mm)]. Eles podem ser

calculados através das seguintes equacdes [103]:

BS 25 , (3.26)
BV P,
Tb.Th = 2 _5 , (3.27)
BS/BV P,
1 1-P
Th.Sp =———Thb.Th = L 3.28
P = TIo.N (3.28)

Na tabela 3.2 estdo sumarizados os 5 parametros histomorfométricos aplicados para

medir diferentes propriedades das trabéculas usando imagens pTC.
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Tabela 3.2: Parametros histomorfométricos medidos em imagens nTC.

Parametros Histomorfométricos Notacao Unidade

Volume 6sseo: volume do osso trabecular. BV/TV %
Superficie 0ssea: razao entre superficie 0ssea e volume

BS/BV I/mm
0sseo.
Espessura trabecular: espessura das trabéculas. Tb.Th mm
Numero trabecular: nimero de trabéculas 6sseas por

' ' Tb.N I/mm

milimetro de tecido.
Separagao trabecular: distancia entre os pontos médios das

Tb.Sp mm

trabéculas Osseas.

3.3.2 Métodos de Limiarizacao

Uma imagem de tamanho MxN pode ser representada por uma funcao intensidade
nivel de cinza f'(x,y), com a faixa de 0 a L—1, onde L ¢ o nimero méaximo de niveis de
cinza. Um método de limiarizagdo cria uma imagem bindria de f (x,y) por tornar todos
os pixels abaixo de um valor de TH para zero e todos os pixels iguais ou maior que TH

para 1. b(x,y) € uma versdo binarizada de f'(x,y) em algum TH global, definido como:

0 senao

b(x,y) :{ 1 Sef(x,y) >TH ) (329)

3.3.2.1 Método de Limiarizacdo Visual

Virios pesquisadores t€ém procurado um método padrao para determinar o 6timo
valor de TH (TH o6timo) para ser adotado na quantificagio de imagens
microtomograficas. O método mais comum ¢ pela comparagdo visual entre a imagem
original em escala de cinza e a imagem binarizada. Basicamente, o usudrio varia o valor

de TH até encontrar um resultado satisfatorio (figura 3.16) [40, 104, 105]
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Figura 3.16: Limiariza¢ao visual por comparagdo. (a) Imagem original em nivel de

cinza. (b) Histograma da imagem ilustrada em (a). As linhas pontilhadas correspondem
aos diferentes valores de TH para produzir as imagens bindrias: (c¢) TH =20,
(d) TH=60, (e) TH=100, e (f) TH = 140. A seta cinza indica o melhor valor de TH
que apresenta visualmente a melhor limiarizagdo da imagem em (a). os contornos das
imagem de (c) a (f) sdo delineadas com uma linha branca para facilitar a comparagao

visual.

No entanto, este método apresenta algumas desvantagens, uma vez que ¢ possivel
obter valores de TH sub ou superestimados devido a subjetividade humana. A fim de
reduzir esta variabilidade humana, o método pode ser melhorado pela escolha de um TH
otimo baseado no valor médio de dois ou mais TH selecionados. Primeiramente,
maximo ¢ minimo nivel de TH ¢ encontrado pelo usuario, e aplicado na imagem
original. Entdo, ¢ comparada visualmente as diferencas entre as arestas das estruturas

binarizadas e os limites da imagem original em nivel de cinza. Se ndo houver qualquer
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alteracao substancial, o valor médio deste intervalo de TH ¢ usado como o valor 6timo.

Este procedimento define o método TH médio (MTH).

Figura 3.17: Selecdo do o6timo TH empregando o método TH médio. (a) Imagem
original contendo um ROI para exemplificar o procedimento. (b) ROI binarizada usando
um minimo THp, =75. (c) ROI binarizada usando um maximo THp,.x = 85. (d) A
media entre THpin € THpax define o THpgdgio = 80. Os circulos tracejados na ROI

marcam o efeito de diferentes TH sobre as estruturas finas.

A ROI na Figura 3.17 (b) e (c¢) foram binarizadas escolhendo dois valores de TH,
THpin = 75 € THpax = 85, respectivamente, da imagem original ilustrada na figura 3.17
(a). As imagens binarizadas n3o apresentam diferencas aparente nas bordas quando
comparada visualmente com a ROI da imagem original. Assim, o TH ideal é o valor
médio entre os niveis de cinza, ou seja, TH = 80, que ¢ aplicado em todas as imagens no
banco de dados. No entanto, o principal problema ¢ decidir qual intervalo de TH deve
ser escolhido, uma vez que depende da percepgio humana. E importante acrescentar que
o TH selecionado ¢ determinado usando apenas uma imagem como referéncia para o

banco de dados inteiro, o que torna a técnica limitada.
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3.3.2.2 Método de Limiarizacio pela derivada igual a zero

O ponto de inflexdo da curva que correlaciona o parametro BV/TV e as intensidades
de nivel de cinza pode ser usado para determinar o 6timo valor de TH em imagens pTC
[106]. Esta técnica binariza a imagem em uma faixa de nivel de cinza, e entdo, para
cada imagem segmentada ¢ calculado o parametro BV/TV. Este procedimento associa
cada valor possivel de TH com uma determinada percentagem do volume dsseo € o
resultado ¢ uma curva dos valores associados de [BV/TV (%)] versus valores de TH.

Nesse trabalho foi usado um fitting polinomial de ordem 5, e da fun¢do polinomial
encontrada é calculado a segunda derivada parcial [ 8*(BV / TV)/6TH” ]. Finalmente, o
ponto onde 0°(BV /T V)/ OTH? =0, que representa o ponto de inflexdo da curva, é

escolhido como TH 6timo. A figura 3.16(a) mostra valores de TH na faixa de 0-85 e
seus valores de BV/TV correspondentes, e a figura 3.18(b) ilustra a segunda derivada

parcial encontrada como resultado do fitting da curva da figura 3.18(a)

- 002
—BVWTV 1

| — - "Fitng | ootk ]

L/' TH étimo = 54

FEVITY)
aTH

BV/TV (%)
Derivada de BVTV

100 150 200 250 2 U-.',I 50 100 150
Threshold (TH) Threshold (TH)

(a) (b)
Figura 3.18: Método pela derivada igual a zero. (a) A linha solida representa a curva de
BV/TV calculada para diferentes valores de TH. A linha tracejada subreposta ¢ a curva
fitting polinomial de ordem 5. A linha tracejada vertical indica o valor de TH 6timo.
(b) Segunda derivada parcial da curva fitting de BV/TV avaliado em toda faixa dos
niveis de TH. O valor da derivada parcial igual a zero ¢ selecionado como TH 6timo

(linha vertical tracejada).
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O método derivada igual a zero (DTH) apresenta duas desvantagens. Primeiro, a
ordem da fitting polinomial ¢ selecionada visualmente pelo operador, comparando a
curva fitting com a curva de BV/TV. Segundo, como o método depende de um
polindmio de ordem n, a segunda derivada parcial terd n-2 ordem. Portanto, quando a
derivada parcial ¢ avaliada dentro de toda a gama de nivel de cinza para calcular o
melhor TH, havera n-2 resultados, ou seja n-2 valores de TH. Neste ponto, o usuario

deve selecionar um deles, comparando a imagem binarizada com a original.

3.3.2.3 Método de Limiarizacio OTSU

O método de OTSU [42] seleciona automaticamente o melhor valor de TH,
baseado na normalizacdo do histograma da f(x,y) como uma fun¢do de probabilidade

discreta, definida como:

n
pr(rq):f, q=0,1,2,...,L -1, (3.30)

onde 7 € o niimero total de pixels na imagem e 7, ¢ o nimero de pixels com intensidade

rgq-

O algoritmo de OTSU assume que a imagem em escala de cinza, f'(x,y), contém
duas classes de pixels, Cy e Cj, correspondendo ao objeto e o fundo, respectivamente.
Entdo, ¢ selecionado automaticamente um valor de TH para separar ambas as classes,
Co=1[0,1,..., ] e C; =[#+1,..., L—1], e suas distribuicdes de probabilidade sdo definidas

como.:

P Ry R (3.31)
0, (t) @y(t) @y()
C . pt+1 pt+2 pL (332)

Vo) o) o)’
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onde

@,(t)=p,, (3.33)
o)=Y p,. (3.34)

Além disso, os valores médios de para as classes Cy e C| sdo expressas como:

Ho = ; z)::) , (3.35)
5 q-p,
= q;l 20 (3.36)
e o valor médio total ¢ definido como:
U = @Oy, + O L . (3.37)

Em seguida, usando discriminante linear é calculado a varidncia inter classes o,

exXpressa Como:

o3 = oy (o — 1z ) + @, (1 — 117 ) - (3.38)

Finamente, o TH 6timo ¢ encontrado pela maximizagdo de o, como:
TH = max | o;(1) . (3.39)
t
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O algoritmo de OTSU [42] ¢ calculado como se segue:

1. Calcular o histograma da imagem e as probabilidades de cada nivel de cinza.
2. Set up inicial ax(0), @1(0), 10(0) e £4(0) em = 0 com as equagdes (3.33)-(3.36).
3. Passo por todos os niveis de cinza 1= 0 para L—1

i) Atualiza ax(), wi(?), po(f) e (f) com as equagdes (3.33)-(3.36).

ii) Calcula a variincia inter-classes o, com a equagdo 3.38.

4. Determina o melhor valor de TH com a equacgao 3.39.

O método de OTSU se caracteriza por sua natureza ndo paramétrica e nao
supervisionada de selecdo de limiar e tem as seguintes vantagens desejaveis: (1) o
processo como um todo ¢ muito simples; (2) sdo utilizados somente os momentos
cumulativos zero e de primeira ordem do histograma de niveis de cinza; e (3) viabiliza a
analise de outros aspectos importantes, tais como estimativa dos niveis médios das

classes e, separagao das classes.

3.3.3 Operadores Morfoldogicos

A Morfologia Matematica (MM) ¢ um ramo de processamento de imagem
dedicado a analise de formas. Os Operadores Morfologicos (OP) podem simplificar os
dados da imagem, preservando as suas caracteristicas fundamentais e eliminando os
irrelevantes. Para conseguir isso, a imagem geralmente ¢ sondada com uma forma
menor conhecido chamado elemento estruturante, ou, em inglés, structuring element
(SE). A forma do SE ¢ escolhido de acordo com algum conhecimento sobre as

caracteristicas geométricas das estruturas de imagem relevantes e irrelevantes [107].
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A. Filtros morfologicos basicos

Os filtros morfoldgicos basicos sdo o morfologico de abertura, ¥, € o morfoldgico

de fechamento, ¢, com um SE B, e eles sdo definidos como [107]:

v5(f)=6,(e:(N). (3.40)

05 ()=, (5,(), (3.41)

onde B ¢ a transposta de SE, e ¢ e & sdo as operagdes morfologicas de erosdo e

dilatacdo, respectivamente.

Outra classe de filtros ¢ composta por abertura e fechamento por reconstrugao.
Quando filtros por reconstrucao sao construidos, as transformagdes de base geodésica
(dilatagdo e erosdo geodésica) sdo iteradas até a que idemporténcia ¢ encontrada durante
n interagdes. A dilata¢do e erosdo geodésica sdo dadas por d;(g) =fA 0(g) comg=<fe
&(g)=fVv e(g) com g=f, respectivamente. Quando a fungdo g ¢ igual a erosdo ou

dilatacdo da funcdo original, ¢ obtido a abertura ou fechamento por reconstrugdo [107]:
75(/)=1im &} (£,(/)). (3.42)
05 (/)= lim £7(5,(/))- (3.43)
Portanto, a abertura por reconstrugdo, y, de uma imagem f com um SE=B ¢

definido como a erosdo de f com B, seguido por dilatagdo geodésica iterada até que
estabilidade seja atingida, onde A é minimo pontual. O efeito de y em uma imagem é
remover todas as estruturas que sdo ambas menores que SE e mais brilhante que seu

entorno.

Por outro lado, o fechamento por recosntrugdo, ¢, de uma imagem f, com SE = B
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¢ definido como a dilatacdo de f com B, seguido pela erosdo geodésica iterada até a
idempoténcia é encontrada, onde v é o maximo pontual. O resultado de ¢ ¢é a remogdo

de todas estruturas que sdo ambas menores que SE e mais escuras que seu entorno.

B. Transformagado top-hat

A transformacdo fop-hat ¢ uma operacdo que extrai pequenos elementos e
detalhes das imagens. Em imagens em escala de cinza, esta abordagem pode ser util em
encontrar pequenos pixels aglomerados que estdo escuros e rodeados por um fundo
relativamente leve, ou vice-versa. Também pode ser usado para localizar bordas em

imagens com baixo ruido [108].

Existem dois tipos de transformacdes top-hat: a white top-hat (WTH), e o black
top-hat (BTH). A primeira ¢ definida como a diferenca entre a imagem de entrada f'e
sua abertura, , enquanto a segunda ¢ calculada como a diferenca entre fechamento, ¢, €

a imagem de entrada f. Os operadores WTH e BTH sao definidos como [107]:

WTH(f)=f =750, (3.44)
BTH(f)=p5(f)~ . (3.45)

As transformagdes top-hat sdo comumente usadas em tarefas de processamento de

imagens, como correcao da iluminagao irregular ou melhoramento de imagem
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3.4 Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X (FRX) ¢ uma técnica multielementar bem estabelecida
e desenvolvida, capaz de fornecer informacdes quantitativas e qualitativas precisas
sobre a composicao elementar de uma variedade de materiais de forma nao destrutiva. A
técnica de FRX tem uma ampla faixa dinamica, alta precisdo e um requisito minimo
para a preparacao das amostras. A FRX ¢ normalmente empregada para analises de
rotinas e ndo rotinas ambientais, geologicas, biologicas, industriais e outros tipos de

amostras [109-112].

A técnica de FRX requer que as espécies sejam irradiadas com fotons muito
energéticos. A energia da fonte para irradiar as espécies na maioria dos equipamentos
comerciais ¢ um feixe policromatico primario emitido por tubos de raios X acoplados

aos geradores de alta tensdo altamente estabilizados.

Se uma espécie ¢ irradiada com um feixe de foétons de energia E,, onde E, excede
a energia critica de excitacdo em um dado atomo, alguns elétrons sdo ejetados do 4tomo,
diz-se que o atomo estd num estado excitado ou ionizado. Atomos em um estado
ionizado s3o instaveis e quase instantaneamente um processo de transicdo eletronica

comegca a fim de preencher as vacancias deixadas pelos elétrons ejetados.

A energia dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos pode ser calculada

de modo aproximado, pela equagdo 3.46 [113]:

1 1
E=13,65(Z-b)’| ——-— (3.46)

2
n, n

Onde:

E = energia dos raios X (medida em eV);

ni, nf = numero quantico principal do nivel inicial e final do salto quantico;
Z = numero atdmico do elemento emissor dos raios X; e

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e

L, respectivamente.
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Pela equagdo 3.46 tem-se que a energia dos raios X emitida ¢ diretamente

proporcional ao quadrado do nimero atdmico Z do elemento excitado.

A FRX basicamente divide-se em duas variantes analiticas distintas: a baseada na
dispersdao por comprimento de onda (WD-FRX), existente em mais de 15.000
laboratérios no mundo, e a dispersdao por energia (ED-FRX), em 3.000 laboratorios
[114]. A WD-FRX desenvolveu-se nos meados da década de 60, enquanto que a ED-
FRX dez anos apos, com o surgimento dos detectores semicondutores de silicio e

germanio.

As subvariantes da técnica FRX por dispersdo por energia, além da convencional,
sdo: (1) a fluorescéncia de raios X por reflexdo total, possuindo vantagens como
quantidades diminutas das amostras (da ordem de 5 pl) e menores valores de limites de
deteccao em relagdo a FRX convencional; (2) a microfluorescéncia de raios X (pu-XRF),
sendo a unica a fornecer informacdes sobre a distribuicao elementar na amostra. Nestas
técnicas e variantes, normalmente se utiliza raios X de elementos alvo (Mo, Rh, etc) de

um tubo de raios X, e mais recentemente raios X da luz Sincrotron.

E possivel resumir a analise por fluorescéncia de raios X em trés fases:

1. Excitacao dos elementos

Quando um atomo de uma amostra ¢ excitado, este tende a ejetar os elétrons dos
niveis interiores dos atomos e, como conseqiiéncia disto, elétrons dos niveis mais
externos realizam um salto quéntico para preencher a vacancia. Cada transi¢do
eletronica constitui uma redugdo de energia para o elétron, e esta energia ¢ emitida na
forma de um f6ton de raios X, de energia caracteristica bem definida para cada

elemento.

2. Disperséao dos raios X

No método de fluorescéncia de raios X com dispersdo por comprimento de onda,
os raios X caracteristicos sdo selecionados por um cristal difrator, de acordo com seus

comprimentos de onda, obedecendo a lei de Bragg da difragao.
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Embora seja um método preciso, a fluorescéncia de raios X com dispersdo por
comprimento de onda tem como desvantagens o alto custo de aquisicdo do equipamento

€ 0 inconveniente movimento sincrono entre o cristal difrator e o detector.

Na técnica de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia, os raios X
interagem com os detectores e produzem pulsos eletronicos proporcionais as energias
dos raios X. Os detectores proporcionais a gas, os cintiladores sélidos de Nal(Tl) e os

semicondutores de Si(Li) e Ge hiperpuro sdo os mais usados [113].

3. Detecgdo e medida dos raios X

No sistema de fluorescéncia de raios X de dispersdo por comprimento de onda,
normalmente sdo empregados os detectores proporcionais e o cristal cintilador s6lido
Nal(Tl) na deteccao dos raios X caracteristicos, pois a separacao ou selecao dos raios X
¢ feita através do cristal de difracdo, ndo havendo necessidade de um detector que
discrimine as energias ou os comprimentos de onda dos varios raios X emitidos pela

amostra.

O detector proporcional tem resolucdo intermediaria, os detectores de Si(L1), e Ge
hiperpuro, por distinguires linhas espectrais de energias proximas, como K, e Kg, sdo os

mais indicados para a técnica de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia.

A escolha entre os detectores semicondutores de Si(Li) e Ge hiperpuro deve ser
feita em fun¢do da faixa de energia de interesse, sendo, normalmente, o primeiro
utilizado na faixa de 1 a 50 keV, e o segundo acima de 30 keV, por apresentar uma

maior eficiéncia de deteccao [113].
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3.4.1 Microfluorescéncia de Raios X.

A microfluorescéncia de raios X (uFRX), uma importante variante da
fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia, surgiu em meados da década de
1980, baseada na excita¢do localizada e andlise microscopica de uma pequena area na
superficie de uma amostra maior, fornecendo informagdes sobre a distribuicdo de
elementos majoritarios, minoritarios e de trago, presentes no material em estudo. Um
esquema da montagem experimental de medidas por uFRX pode ser visto na figura

3.19.

Porta amostra

_Asea Irradiada

Microfeixe de raios X

Detector de Si{Li)

Figura 3.19: Desenho esquematico da montagem experimental para medigdes por

WFRX [115].

Basicamente, um feixe primario de raios X com uma pequena sec¢do transversal
(microscopicamente) irradia uma amostra e induz a emissao de fluorescéncia de raios X

de um microlocal. Um adequado sistema detector coleta a radiagdo fluorescente que

o

transporta informacdes sobre a composi¢dao local da amostra. Quando a amostra
movida manualmente ou controlada por computador, no caminho do feixe de raios X, ¢
possivel fazer uma andlise pontual, em uma linha ou em uma area (imagem). A
dificuldade na exploracdo deste método refere-se a producdo de feixes de raios X
suficientemente intensos para permitir sensiveis microanalises. Os meios para atingir
estes objetivos recentemente comecaram a aparecer com o desenvolvimento de fontes

de radiagdo Sincrotron e os recentes progressos no dominio da optica de raios X.
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3.4.2 Analise Quantitativa por uFRX

A analise por fluorescéncia de raios X constitui-se por duas etapas, a primeira
consiste apenas na identificagdo elementar dos componentes presentes em uma amostra.
A segunda etapa consiste em uma analise elementar mais profunda da amostra, baseada
na determinagdo das propor¢cdes em que tais elementos se apresentam em um dado

objeto de estudo [13].

Para se determinar a relagdo entre a intensidade da radiagdao fluorescente e a
concentragdo W; de um elemento i em uma amostra, deve-se assumir uma amostra
homogénea com espessura uniforme D. A intensidade da linha Ka de um elemento,

produzida numa camada dx a uma profundidade x (figura 3.20) é produto de trés

probabilidades [56]:

0 0

Figura 3.20: Geometria para a analise quantitativa da fluorescéncia de raios X

(Adaptado de [56]).

A probabilidade P1: ¢ a probabilidade da radiacdo de excitacao atingir a camada dx a

uma profundidade x:

= Hy-Ppo-x/senb,
B=e : (3.47)

onde 1y é o coeficiente de absor¢io de massa da matriz (cm”.g") na energia dos fotons
incidentes, py ¢ a densidade da matriz (g.cm™) ¢ @) ¢ o 4ngulo de incidéncia entre a

dire¢do do feixe incidente e a superficie da amostra. O valor de uy pode ser calculado
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como o somatdrio dos produtos do coeficiente de absor¢do de massa pela fragdo em

massa de todos os elementos presentes na amostra.

A probabilidade P2: ¢ a probabilidade da radiagdo de excitagdo produzir uma vacancia
nos atomos de um elemento de interesse contidos na camada dx, resultando na produgao

de raios X caracteristicos:

1
P =zw. 1—; S -pdx , (3.48)

onde 7 ¢ o coeficiente de absor¢do de massa para efeito fotoelétrico do elemento de
. 2 -1 . . ~ , . AL e

interesse (cm”.g ) na energia de excitagdo, w ¢ o rendimento de fluorescéncia da
camada K, j ¢ a razdo de salto da camada K — camada L, /¢ a fragdo de fotons K

emitidos como raios Ko caracteristicos e p ¢ a densidade (g.cm™).

O coeficiente de absor¢do para o efeito fotoelétrico exatamente na energia do
corte de absorcdo tem dois valores: um superior, que representa a probabilidade de
retirar elétrons de todas as camadas K, L, M, etc., e um inferior, que representa a
probabilidade de retirar elétrons de todas as camadas, com excecdo da camada K. Assim
defini-se razdo de salto (jump ratio) como a razao entre os valores, superior e inferior.
Portanto pode-se definir essa razado como a probabilidade de retirar elétrons de todas as

camadas em relagdo a probabilidade das camadas L, M, etc.

O segundo termo da equagdo, (1-1/j), indica a probabilidade de ionizagdo da
camada K em relagdo a todas as camadas K, L, M, etc., e entdo o termo t.(1-1/j)

representa o nimero de ionizacdes ocorridas na camada K.

Os parametros fundamentais 7, w, j e f para um determinado elemento dependem
apenas da energia de excitagdo e podem ser agrupado em um Unico termo, denominado

constante dos parametros fundamentais (K) e entdo, a equagdo pode ser reescrita como:
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P, =K.p.dx, (3.49)

onde

K =rz7.w. l—l. S

3.50
J (3.50)

Probabilidade P3: ¢é a probabilidade do raio X Ko produzido na camada dx ndo ser
absorvido na espessura x e, consequentemente atingir o detector, produzindo um pulso
eletronico:

__—MU.py.x/senB
P=e e (31)

, . ~ . 2 -1 I3 “ A .
onde u € o coeficiente de absor¢do de massa da matriz (cm”.g"), £ € a eficiéncia do
detector na energia dos fotons caracteristicos e @ ¢ o angulo de emergéncia (entre a

superficie da amostra e a dire¢ao do feixe emergente).

A eficiéncia do detector pode ser calculada teoricamente mediante as dimensdes
dos componentes do detector (camadas ativa e morta de Si, camada de ouro, janela de
Be, etc.) especificados pelo fabricante, distdncia entre a amostra e o detector, e

condig¢des de excitacao (sob ar, vacuo ou hélio).
A intensidade da radiagdo fluorescente dI produzida pelo elemento i contido na

camada dx ¢ o produto das trés probabilidades P1, P2 ¢ P3 e do fator de geometria G,

que pode ser escrita como:

1
dl = G.e Hor/sn% .r.w{l — —). f.pdx.e e g (3.52)
) :

" J
— _J
P1 g P3
P2
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Onde: G= Io.Q] .Qz.
A varidvel G, denominada fator de geometria, ¢ uma constante de
proporcionalidade e depende apenas da geometria do sistema de excitagao-deteccdo, da

intensidade da fonte de excitacdo, e nao da concentragao elementar.

A equagdo 3.52 pode ser rescrita como:
_ 1
d] - G.e (tg [ sen€pu] seny ).po-x T W, 1 - 'f'p() .E.dx ) (353)

Os coeficientes de absor¢do de massa para as energias dos feixes incidente £, e

emergente £; podem ser agrupados da seguinte forma:

() (B

(E,,E,)=
Xl( 0 ) sen, send, ° (3.54)

onde yi(Eo, Ei) pode ser interpretado como um coeficiente de absor¢ao de massa total. A
equacdo 3.54 pode ser reescrita, fazendo as devidas substitui¢des em seus termos,

através dos definidos pelas equagdes 3.51, 3.52 e 3.53, obtendo:

dl =GeK.e *™" pdx. (3.55)

A equacdo 3.55 ao ser integrada em toda a espessura da amostra, fornece a
intensidade da radiagdo fluorescente / (fotons.s™') emitida por um elemento i, com

concentracao W;, na amostra.

—X-Po-D
, (3.56)

l-e

Xi-Po

I,=GK.&(E )p

i
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onde, pp.D é a densidade superficial de massa da amostra, medida em g /cm’

Pi_w oéa concentragdo do elemento i na amostra, medida em pg/g ou em g/kg, ou

Po l

seja, a concentracao fracionada do elemento em base de massa. Sendo assim:

1 _ e—Z-PoD

O produto que envolve os parametros fundamentais Kj, a geometria do arranjo
experimental G e a eficiéncia da deteccdo ¢i(E;) representam a sensibilidade do

espectrometro de raios X para o elemento i na amostra, sendo representado por S;.

Si = G.Ki. Si(Ei) (3.58)

A partir desse novo termo, apresentado na equacdo 3.58, a equagdo 3.57 pode ser

reescrita como:

l_e—Z~Po~D
I = S,..Wi.T (3.59)

A razdo apresentada na equagdo ¢ denominada fator de absorcio A para o

elemento i na amostra:

1_ e—l-pol)

3.60
Xi (5.60)
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3.4.3 Limite de Deteccao

O limite de detec¢do representa a menor quantidade (volume, massa,

concentragdo, etc) que pode ser discriminada estaticamente em relacdo a radia¢do de

fundo (BG) de uma medida. O limite de detec¢do LD, para cada elemento de uma
amostra estd diretamente relacionado com a intensidade do BG; sob o pico desse

elemento de acordo com a equagdo [116]:

3CBG

LD.
T4 (3.61)

Este limite pode ser expresso como uma concentragcao elementar que resulta em

uma intensidade liquida igual a 3 vezes a intensidade do BG,.

Onde C ¢ a concentragdo elementat do padrao e t ¢ o tempo de medida.

3.5 A Radiagao Sincrotron

A radiacao Sincrotron (RS) ¢ uma radiagdo eletromagnética emitida por elétrons
relativisticos (elétrons com energia E >> mc2) viajando em uma trajetoria curva.
Elétrons relativisticos sdo gerados em aceleradores circulares com energia da ordem de
giga elétron volts (GeV). As aplicagdes da RS sdo inumeras, destacando-se seu uso na
biologia, catalise em quimica, fisica de superficies, fisica do estado solido,

microestrutura e raios-X [117].

As caracteristicas mais importantes da radiagdo Sincrotron estdo centradas no fato
de que seu espectro estende-se continuamente em comprimentos de onda na regido do
infravermelho até raios X duros, e a radiacdo ¢ linearmente polarizada no plano da
orbita do elétron e elipticamente polarizada acima e abaixo deste plano. Além destes
fatores a radiacdo Sincrotron ¢ altamente colimada, originando um feixe de elétrons

com brilho excepcional [118]. Adicionalmente, a radiagdao ¢ cerca de 106 vezes mais
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potente que a produzida por um tubo de raios-X convencional [119]. Estas

caracteristicas sao empregadas, principalmente, em medidas de fluorescéncia [117].

O surgimento e a difusdo de laboratorios de radiagdo Sincrotron deram-se na
década de 60 [117, 120], e nesta secdo apenas os componentes principais para gerar
radiacdo Sincrotron serdo citados. O componente de maior importancia ¢ o anel de
armazenamento da radiagdo Sincrotron. Este dispositivo ¢ formado por estruturas
magnéticas (comumente chamadas de bend) que curvam os elétrons em um circulo e
produz radiagdo Sincrotron. Outros componentes de destaque sdo denominados de
wiggler’s, que sao usados para produzir ou aumentar radiacdo e as bombas de vacuo

empregadas para evacuar o anel de armazenamento.

A constru¢ao do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS teve inicio em
1987, na cidade de Campinas, sob o gerenciamento do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CNPq e do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia - MCT. O LNLS ¢ um dos maiores projetos cientificos j& realizados no
Brasil, e, em 1997, foi celebrado o término da sua constru¢do. Os objetivos da
constru¢do do LNLS estdo voltados em dotar o pais de um laboratorio capaz de
gerenciar e conduzir pesquisas cientificas. [Estas pesquisas devem ter,
preferencialmente, uma grande variedade de aplicagdes tecnologicas, nivel elevado e
relevancia internacional. Outro objetivo importante estd em atender a comunidade

cientifica nacional e internacional no desenvolvimento de experimentos [121].

As principais caracteristicas operacionais do LNLS sdo mostradas na tabela 3.3.
No acelerador linear, os elétrons sdo acelerados em duas fases: na primeira, eles ganham
energia at¢ 80 KeV ao atravessarem um campo eletrostditico em um componente
chamado canhao de elétrons; na segunda, estes elétrons entram em 4 guias de onda,
chamadas estruturas aceleradoras, onde ondas de radio-freqiiéncia lhes fornecem

energia de até¢ 100 MeV.
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Tabela 3.3: Principais caracteristicas operacionais do LNLS [121].

Parametro Valor/Caracteristica
Energia de operacao 1,37 Gev
Injetor Acelerador linear

Energia injetada 120 Mev

Corrente elétrica nominal 100 mA

Circunferéncia 93,21 m
Diametro médio 30 m

Tempo de vida do elétron 10 horas

O anel de armazenamento de elétrons existente no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) tem capacidade para 24 linhas de luz. Atualmente, os pesquisadores
tém a disposicdo doze linhas de luz e trés em projeto. No anel de armazenamento um
dos parametros mais importantes ¢ o tempo de vida dos elétrons que estdo armazenados.
Normalmente este tempo deve ser da ordem de 10 horas ou mais, de modo que os
experimentos possam ser efetuados durante todo um dia de trabalho. A Figura 3.21

mostra o posicionamento de cada linha de luz do LNLS.

XPD..
-~ /\m e
. \\-“‘
\§
S | XAFS2
KRfo:.l!fﬁ. ""’-\\3\ &

MX 2" ’i & i _
SAXS1 Jiil’
SAXS2 RS u
SXS yxarsy' oM

. operacionais em raios-X
. operacionais em ultravioleta e raios-X moles

novas linhas previstas

Figura 3.21: Linhas de Luz do LNLS, Campinas [122].
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4. CORRECAO DE ENDURECIMENTO DE FEIXE E
CALIBRACAO DO SISTEMA DE MICROTOMOGRAFIA

4.1 Equipamento para Microtomografia de Raios X

Para obtengao das microtomografias foi utilizado o sistema de raios X Fein Focus,
modelo FXS 160-50 do Laboratorio de Instrumentagdo Nuclear da COPPE/UFRJ [123].
O sistema experimental consiste em um tudo de raios X microfocado com feixe conico,
que opera dentro de um intervalo de tensdo de 0 a 160 kV e de corrente de 0 a ImA. O
sistema de deteccdo ¢ composto por um tubo intensificador de imagem de 22,5 cm de
didmetro acoplado a uma camera de video tipo CCD. O sinal eletronico que vem do
intensificador ¢ capturado pela CCD e enviado a um monitor de televisdo que esta no

console do sistema, onde € possivel visualizar a imagem radiografica em tempo real.

Intensificador de Fonte de raios X

imagem Amostra microfoco

CCD \ I

>
" W 4

/ Dobp D =
= SO
} |7
A\
[ —

Suportes mecanicos

moveis
<«—__ Imagemem
tempo real
D D
Magnificag¢do : M = (MJ
DOD
o K L ~
Resolucdo: R =— ,onde K ¢é a dimensdo do
Painel de controle M pixel da CCD

Figura 4.1: Desenho esquematico do sistema de raios X Fein Focus.
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Este sistema também possui suporte mecanico movel que possibilitam varios
graus de liberdade com relagao a movimentagao e posicionamento do corpo de prova, o
que viabiliza o ajuste do fator de magnificacio da imagem a ser capturada. A
magnificacdo estd relacionada as distancias da fonte-amostra (Dsp) € amostra-detector
(Dop). O sinal eletronico, enviado pela CCD ao monitor de video, ¢ transformado em
digital, por uma interface Analogica-Digital de 8 bits. Este sinal ¢ processado em tempo
real por um microcomputador Pentium-233MHz com 64MB de memoria RAM e
apresentado em um monitor de video do tipo super VGA, sendo armazenado sob a
forma de arquivo bitmap. A figura 4.2 mostra detalhes do sistema de raios X Fein

Focus.

Figura 4.2: Detalhes do sistema de raios X Fein Focus. Em (a) o tubo de raios X

microfoco, (b) detalhes do alvo e da janela de saida, (c) posicionamento da CCD
acoplada ao intensificador de imagem e em (d) brago mecanico para posicionamento de

amostras [14].
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As imagens digitalizadas sdo adquiridas entre 30-60 minutos, dependendo do
nimero de projecdes. A reconstrucdo das imagens tomograficas ¢ feita com algoritmo
de retroprojecao filtrada pelo programa Reconv desenvolvido por OLIVEIRA [14]. A
figura 4.3 mostra a interface do programa de reconstru¢do; e os dados de entrada para a

execucao da reconstrucio sao os seguintes:

a. As imagens radiograficas (com extensdo bitmap);
b. Dimensao do pixel da CCD;

c. Escolha do plano inicial e final de reconstrucao.

r

lhReconvZOOtivl l-_-i_ =

Arguivo  Ferramentas Reconstrugio

1k Calstitien

Dim do Pixel |U.T 51

Plana Inicial [0 =

Plana Final IEDI] j
o« OF |

-

1080 167 7

alsf40kv_600.bmg | [
5

Figura 4.3: Interface do programa de reconstru¢do Reconv [14].

As imagens reconstruidas sdo armazenadas em um arquivo *.raw, onde ¢é possivel
visualizar todos os planos (s/ices) da amostra inspecionada, € um outro aquivo *.idr onde sdo
armazenados os coeficientes de atenuacdo da amostra inspecionada como 0-Maxdensi . Na

figura 4.4 pode ser visto um s/ice 2D ap0s a reconstrugao
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I ﬁ D5c Application
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Figura 4.4: Imagem 2D da amostra apds reconstrucao.

E possivel perceber na figura 4.4 a presenca de artefatos circulares. Este tipo de

artefato provém da ndo linearidade dos fotoelementos do detector em resposta a uma

mesma excitagdo luminosa [14]. O fato destas ndo linearidades ocorrerem sempre nos

mesmos lugares, faz com que as proje¢des (unidimensional ou bidimensional)

apresentem um perfil de ganho comum. Este perfil de ganho gera no sinograma da

imagem uma série de listas verticais, que indicam as posi¢des do detector onde a

variacdo da eficiéncia dos fotoelementos ¢ mais “agressiva” [14]. Uma forma de se

eliminar os anéis da reconstru¢do ¢ eliminar as listras verticais no sinograma. E isso

pode ser feito de duas maneiras: corrigindo-se o perfil de ganho diretamente do detector

antes do processo de aquisi¢do ou utilizando filtros morfologicos apos a etapa de

reconstru¢dao da imagem [14].
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4.2 Correcoes de Endurecimento de Feixe

O método adotado para corre¢do de endurecimento de feixe foi o de linearizagao
das proje¢des usado por HERMAN [29]. Em seu trabalho HERMAN desenvolveu um
método para aproximar a atenuacdo policromatica para monocromatica, pela
linearizagdo dos coeficientes de atenuacdo, como visto na secdo 3.2.2.3 do capitulo
anterior. O autor usou um espectro de raios X discretizado em energia para encontrar a
calibragdo entre os coeficientes de atenuacdo de projecdes usando uma fonte
monoenergética e outra polienergética. HERMAN calculou os raios soma
polienergéticos p assumindo uma probabilidade foton contagem, 7z, de 25% para 40
KeV, 50 % para 70 KeV e 25% para 100 KeV, enquanto que os raios soma
monoenergéticos m foram calculados para energia de 70 KeV. Neste trabalho, a relacao
entre m e p foi feita considerando apenas osso, além de ar. A tabela 4.1 mostra os
valores dos coeficientes de atenuacdo do osso (ICRU - 44, p = 1,92 g/cm’ [124]) usados
na curva de calibracdo entre as projecdes mono e polienergéticas, dado pela equagdo

3.22.

Tabela 4.1: Coeficiente de atenuagdo linear para o osso assumido nos célculos dos

dados de proje¢des monoenergéticos e polienergéticos (Fonte: NIST [124]).

TE (%) Wosso, E (cm™) Energia (KeV)
25 3,46x10™ 40
50 1,33 x10 70
25 0,96 x10™ 100

A relacdo nio linear entre m e p foi ajustada com polindmios usando a equagao
3.22 do capitulo 3, ou seja, cada proje¢ao das imagens microtomograficas foi corrigida
com uma fun¢do polinomial f(p) para tendéncias lineares que se espera no caso

monocromatico.

Foram testados ordens polinomiais para escolher o melhor ajuste, e o n foi variado
de 2 a 6. Para valores maiores que 6 os coeficientes polinomiais tendiam a zero. O teste

para escolher o melhor ajuste foi feito com dados de projecdes das imagens
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microtomograficas de uma amostra ceramica de hidroxiapatita pura HAp-H1 (tabela
4.2, secdo 4.3). Os célculos de f(p) e as corregdes das projecdes foram feitos utilizando
o programa MATLAB® 2007° [125]. A seguir um esquema dos passos feitos pelo

programa.

Determinar uma
funcdo entre me p

i

Céalculo de

f(p)=a,p"+a, ,p"" +..+a,p’+ap +a,

i

Aplicar f(p) nas
projecdes

i

Projecdes corridas

Figura 4.5: Esquema da metodologia utilizando o programa MATLAB para corrigir os

dados de projecao das imagens microtomograficas.

Na figura 4.6 pode ser visto as imagens obtidas da ceramica de HAp-H1. Em (a)
sem corre¢do, (b) com corre¢do polinomial n=2, (c) n=3, (d) n=4, (e) n=5 e (d) n=6 e na

figura 4.7 seus respectivos perfis.
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Figura 4.6: Imagens obtidas da ceramica de HAp-H1. Em (a) sem corregao, (b) com

corre¢ao n=2, (¢) n=3, (d) n=4, (e) n=5 ¢ (f) n=6.
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Na figura 4.6b, que foi reconstruida apds correcdo do endurecimento de feixe
usando polindmio de ordem 2, € possivel perceber uma homogeneidade no nivel de
cinza da imagem e suavizagdo de artefato circular em relagdo a imagem sem corre¢ao
(figura 4.6a). As demais imagens 4.6¢c a 4.6f ndo apresentaram suavizacdo deste

artefato.

Ao comparar os perfis de cada imagem ap0s correcdo de endurecimento de feixe
(figuras 4.7b a 4.7f) é possivel perceber que a correcdo usando polindmio de grau 2
mostrou uma melhor linearizagdo dos dados do que a usando polindmios de grau 3 a 6.
A linearizagdo por n=2 também diminuiu o efeito cupping (circulo vermelho na figura
4.7a). O efeito cupping ¢ um efeito causado pelo endurecimento de feixe, onde os

valores de intensidade na borda de um objeto t€m seus valores aumentados.

4.3 Calibracao do Sistema de Microtomografia

Para representar os niveis de cinza das imagens microtomograficas em densidade
mineral ssea (DMO) é necessario levantar uma curva de calibragio Densidade (g/cm’)
versus Coeficiente de Atenuagdo (cm™) para o equipamento de microtomografia. O
primeiro critério a ser utilizado ¢ a escolha de um material de referéncia cujos
coeficientes de atenuagdo refletem a absor¢cdo dos minerais 6sseos; € o segundo, que
este material também seja homogéneo em resolugdo espacial. Segundo a literatura, os
principais componentes do tecido dsseo sdo calcio e fosforo, estes abundantemente na
forma de hidroxiapatita, ¢ ambos os critérios citados anteriormente podem ser
encontrados em amostras solidas de hidroxiapatita [126, 127]. Comercialmente, ja se
encontra fantoma para calibragdo de sistema de microtomografia feitos com

hidroxiapatita com densidades variaveis embebidos em resina epoxi [55].

O Laboratério de Materiais Bioceramicos do Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF) produz fosfatos de calcio, e desenvolve pesquisa fundamental e
aplicagdes tecnologicas utilizando bioceramicas [128]. Dentre as bioceramicas
produzidas, destacam-se a hidroxiapatita pura (HAp) que sdo empregadas como

implantes para reconstrugdo 6ssea [129].
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Foram doados por este laboratorio, 8 amostras ceramicas de HAp preparadas com
densidades diferentes para o levantamento da curva de calibragdo do sistema de
microtomografia. Todas as amostras foram preparadas utilizando a técnica de pressao
uniaxial. Para tanto, o material em forma de pd foi pesado e colocado em um molde
cilindrico, onde foi lubrificado com &cido oléico e prensado em 6 toneladas por 15
minutos cada amostra. Apds a prensagem as amostras foram tratadas termicamente a
1100 °C em fornos de camara. Na figura 4.8 pode ser visto uma amostra ceramica apos
o processo de sinterizagdo. Na tabela 4.2 podem-se observar as especificagdes fisicas de

cada amostra ceramica usada na curva de calibragdo.

Figura 4.8: Amostra ceramica de hidroxiapatita pura (HAp).
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Tabela 4.2: Valores de massa, espessura, diametro ¢ densidade das amostras ceramicas

de hidroxiapatita pura (HAp).

ﬁr:}())stras Massa (g) Espessura (cm)  Diametro (cm) D(egn/ili%? ©
H1 0,21 0,11 1,00 2,49
H2 0,36 0,13 1,13 2,79
H3 0,26 0,11 1,04 2,82
H4 0,27 0,10 1,06 3,02
H5 0,25 0,10 0,97 3,41
H6 0,27 0,10 1,00 3,44
H7 0,27 0,10 0,98 3,52
HS 0,28 0,10 1,00 3,57

Os coeficientes de atenuacao de cada amostra de HAp foram medidos no sistema
de microtomografia (figura 4.1). Cada amostra de HAp foi posicionada na mesa porta
amostra deste sistema a uma distancia 110 mm da fonte ¢ 1100 mm do detector, tendo
as imagens um fator de magnifica¢do igual a 11 e resolug¢do de 13,55 pm. As amostras
foram tomografadas com tensdo de 40 kV (~ 26,67 KeV) , corrente de 0,10 mA, 32
quadros e 600 projecdes. O coeficiente de atenuagdo de cada amostra, apds a
reconstru¢ao das imagens pelo programa Reconv [14], foram armazenados em arquivo
de texto *hdr, onde os valores de Maxdensi equivale ao coeficiente de atenuagdo
maximo dividido pelos tons de cinza (255) da imagem e multiplicado pela resolucio da
mesma. Para obter o coeficiente de atenua¢do da amostra em cm™ basta fazer o caminho
inverso, ou seja, multiplica-se o valor de Maxdensi pelo nivel de cinza da imagem e
dividi-lo pela resolu¢do. Na figura 4.9 pode ser visto um slice 2D da amostra H1 de
HAp onde se tem em destaque no centro da amostra uma regido de interesse (ROI) para

o nivel de cinza da imagem.
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ROI para Nivel

de cinza

Figura 4.9: Imagem 2D da amostra HI1 de HAp apds reconstrug¢ao ¢ em destaque a ROI

para nivel de cinza.

Para avaliar o método de calibracdo os valores dos coeficientes de atenuagdo para
cada amostra de HAp foram simulados no programa XCOM do NIST [124] e
posteriormente comparados com os valores experimentais encontrados sem correcao e
com corre¢do de endurecimento de feixe . A tabela 4.3 traz os valores dos coeficientes
de atenuacdo de cada amostra de HAp medido no sistema de microtomografia sem
corregdo e com corre¢ao de endurecimento de feixe e os valores simulados. Na figura

4.10 pode-se observar a curva de calibra¢do do sistema.
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Tabela 4.3: Valores dos coeficientes de atenuacdo (cm’) das cerimicas de
hidroxiapatita pura (HAp) medidos no sistema de microtomografia sem corre¢ao € com

corre¢ao de endurecimento de feixe, e simulados no XCOM.

Coeficiente de  Coeficiente de Coeficiente de Errp Errg
N N N Relativo Relativo
Amostras Atenuagio Atenuac¢io Atenuagdo sem com
HAp (cm™) sem (cm™) com (cm™) ~ ~
N N ) corregao corregao
corregao corregao simulado (%) (%)
HI 10,80 9,20 8,66 19,81 5,87
H2 11,50 10,40 9,71 15,57 6,63
H3 12,30 10,80 9,81 20,24 9,17
H4 14,50 11,20 10,51 27,52 6,16
H5 15,70 12,10 11,87 24,39 1,90
H6 16,40 12,30 11,97 27,01 2,68
H7 17,10 12,80 12,25 28.36 430
H8 17,80 13,50 12,42 30,22 8,00
18 B Sem correcéo

@ Com corregao
A Simulado

17 4

Coficiente de atenuacéo HAp - pu(cm™)

Densidade HAp - p(g/cm?)

Figura 4.10: Curva de calibragio Densidade HAp - p(g/cm’) e Coeficiente de
Atenuagio HAp - p (cm™).
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Através dos resultados apresentados na tabela 4.3 observa-se que os erros
percentuais encontrados, ao comparar os coeficientes de atenuacao simulados com os
medidos experimentalmente e corrigidos para endurecimento de feixe, foram menores
que 10%. A curva de calibragdo para as imagens em densidade obteve um bom ajuste

com R*=0,963 e p<0,0001, que ¢ dada pela equagdo a seguir:
p =0,952+3.379u (4.1)

R?=0.963
p<0.0001
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5. LIMIARIZACAO AUTOMéTICA PARA SEGMENTACAO DE
IMAGEM MICROTOMOGRAFICA

O principal problema do processo de binarizagdo de imagens Osseas ¢ definir o
melhor nivel de limiarizagdo (TH) como j& mencionado no capitulo 3. Dependo da
selecdo do nivel de TH, ¢ possivel obter valores sub ou superestimados dos pardmetros
histomorfométricos. Baixos valores de TH podem levar a superestimacdo do volume
0sseo, uma vez que a quantidade de pixels relacionados ao tecido 6sseo serd maior do
que realmente é. Por outro lado, altos valores de TH dardo uma menor quantidade de
osso relacionado aos pixels, e consequentemente, subestimacdo do volume o6sseo. A
figura 5.1 traz um exemplo do efeito da escolha de diferentes valores de TH em uma

imagem pTC de amostra Ossea.

(b)

[h}ll! 40

| |J|ui b

Intensidade Nivel de Cinza

Namero de pixel

(d)
Figura 5.1: Demonstragdo do efeito da escolha de diferentes valores de TH. (a) Imagem
original correspondendo a uma ROI de uma amostra ossea. (b) Imagem superestimada
(baixo TH) e (c) imagem subestimada (alto TH). (d) O histograma dos niveis de cinza
da imagem em (a), ¢ os valores de TH selecionados para obter (b) com TH = 40 ¢ (c)

com TH = 90.
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Neste trabalho ¢ apresentado um algoritmo de limiarizag¢ao totalmente automatico,
desenvolvido por FLORES [130]. Esta foi uma parceria entre o Laboratorio de
Instrumentacdo Nuclear — PEN/COPPE/UFRJ e o Laboratorio de Ultra-som em
Medicina (LUS) — PEB/COOPE/UFRJ. O algoritmo desenvolvido se diferencia de
outros métodos de limiarizacdo, por ndo necessitar de intervengdo humana para
selecionar o TH 6timo nas imagens de pTC. Este algoritmo foi dividido em duas partes:
pré-processamento das imagens, realizado por operadores morfologicos (se¢do 3.3.3), e

a selecao do nivel de TH utilizando o método de OTSU (se¢ao 3.3.2.3).

A seguir sera mostrado cada passo do algoritmo desenvolvido para limiarizagao

das imagens de pTC.

5.1 Algoritmo de Limiarizacio Automatico

Antes de aplicar o procedimento de limiarizagdo nas imagens pCT, pelo método
de OTSU [42], ¢ necessario aumentar o contraste entre o objeto (0sso) e o fundo preto
(ndo 0ss0). O objetivo ¢é separar claramente a distribuicdo dos pixels de ambas as classes

para melhorar o funcionamento do algoritmo.

Como primeiro passo, o algoritmo faz uma normaliza¢do na faixa de 0 a 255 na

imagem f. Apoés, ¢ aplicada na imagem normalizada f uma filtragem morfologica
definida como f = (/3(;?( f )), usando um elemento estruturante (SE) quadrado de

tamanho 3x3 pixels. Este procedimento permite remover ruidos menores que SE

preservando as informacgdes importantes da imagem.

A forma e o tamanho do SE para a transformacgdo fop-hat depende da estrutura
morfolégica a ser extraida. Nesta aplicagdo, procurou-se detectar o contraste de
estruturas tubulares, para aplicacao posteriormente nas estruturas trabeculares dsseas em
imagens uCT. Em seguida, um SE disco de tamanho maior do que a largura das

trabéculas foi utilizado. Portanto, ambas as transformacdes top-hat, white top-hat

(WTH) e black top-hat (BTH), sao aplicados separadamente na imagem filtrada f
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usando um SE disco com um raio de 15—pixel. Em seguida, para realgar o contraste da

imagem, uma operacao aritmética ¢ realizada por meio das imagens, como segue:
fo = (WTH())+ /) BTH(/). 5.1)

A imagem realcada resultante fr estd agora pronta para ser processada pelo
algoritmo de OTSU, assim pode-se obter a imagem segmentada fz,, de acordo com o
TH selecionado automaticamente. Na figura 5.2 ¢ ilustrado o fluxograma do algoritmo
de limiarizagdo automatico usando operadores morfologicos e o método OTH. Todos os

passos do algoritmo foram desenvolvidos em MATLAB.

Imagem f

v

Normalizacao

0-255

e

WTH(F) F=¢(#(n) BTH(f)

;

—> f, =(WTH(/)+ J)- BTH(])

v

Threshold com o método Otsu

Figura 5.2: Fluxograma do algoritmo de limiarizagdo automéatica com operadores

morfologicos e método OTSU.
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5.2 Simulacio de Fantoma para Teste de Limiarizacio em Imagem pTC

A fim de verificar a eficiéncia do algoritmo de limiarizacdo automatico em
relacdo a outros métodos de limiarizacdo foi simulado um fantoma para testes de
limiarizacdo em imagens pTC. Este fantoma foi simulado por FLORES [130], e trata-se
de um meio poroso cubico de 1,815 mm de aresta, com resolugdo de pixel de 15 um e
fator de magnificagdo igual a 10. O fantoma foi simulado em MATLAB usando uma
combinacdo de fungdes senoidais. A seguir sera mostrado cada passo da simulagdo do

fantoma.
Primeiro, foi criado uma fun¢do 3D de um meio poroso com tamanho de

1,815 mm por cada lado do cubo, onde cada pixel da imagem corresponde a 15 pm. A

fungao usada foi:

S,(x,,2) = — ([sin(x) + sin(y) + sin(z)| + 1) ', (5.2)
onde |-| ¢ o valor absoluto.

Segundo, extrair cada slice 2D da funcao S; para cada vista da funcao 3D:
S () =5 (x,p), S.(,)) =8 (x,2), §,.(,)) = 5/ (n,2), (53)

onde n ¢ um slice 2D para uma vista especifica (x,y), (x,z) ou (y,z), neste trabalho a vista

escolhida foi (x,y).

Depois, normaliza¢dao em 8 bits (0 a 255 niveis de cinza) para cada slice 2D com a

expressao:

X(i,j)— min(X(, )
max(X(i,j)) — min(X(,j))

Y(i,j)=255- (5.4),

onde X(i,j) representa cada slice 2D: S (i, ), S..(i, /), S..(i,)) -
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Apo6s a normalizagdao foi adicionado um ruido Gaussiano com o método Box-

Muller [131] a cada slice, onde o ruido esta representado pela expressao:

NG, j) = =2 log(w,(, j)) - cos(27-u, 0, )|

(5.5)

onde u;(i,j) e ux(ij) sdo matrizes 2D de ntimeros aleatérios entre 0 e 1 do mesmo
tamanho do slice Y(i,j). Entdo, o ruido N(i,j) foi adicionado a cada slice normalizado

como pela Eq. (5.5):

onde Y(i,j) € o slice sem ruido original e Yx(i,j) € o slice ruidoso.

Depois cada slice ruidoso Ya(i,j) € escalado dentro de uma faixa de tons de cinza,

por exemplo entre 0 e 180, com a expressao:

.o P Gmax _Gmin
26.0=(10.p- G =) i, 6.)

onde Gax € Gmin S0 0s niveis de cinza maximo € minimo.

Por tultimo, cada slice 2D foi salvo em formato bitmap na vista de interesse,

Z. (i, j). Foram gerados 121 slices e essas imagens foram usadas para testar os métodos

de limiarizagao.
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1815
__ 1215
=
E
N 0.615
0
0 r
b 1815
1215
Y [mm] 1.815 0 X [mm]

Figura 5.3 Fantoma simulado como meio poroso para testar os métodos de limiarizagao

em imagens microtomograficas.

(b)

Figura 5.4 Slices gerados do fantoma simulado como meio poroso. Em (a) sem ruido e

(@)

em (b) com ruido Gaussiano.
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5.3 Comparacao entre Métodos de Limiarizacao

Para avaliar o desempenho do método de limiarizagdo automatico, em relagdo aos
métodos ndo automaticos, foram utilizados os 121 slices gerados na simulacdo do

fantoma descrito na sec¢do anterior.

Os slices foram limiarizados e binarizados por trés métodos de TH, que foram
eles: os ndo automaticos TH médio (MTH) e TH pela derivada zero (DTH) (descritos no
capitulo 3), e pelo método automatico desenvolvido por FLORES, que foi chamado
neste trabalho de OTH. Apds a binarizacdo foram quantificados os pardmetros
histormofométricos primdrios, P» (BV/TV) e P, (Tb.N), estes foram obtidos em todos
os 121 slices pelo programa DSc. [100]. O programa DSc. faz o célculo do parametro
Pp pelo quociente entre o numero de pixels branco que corresponde a fase de interesse e
o numero total de pixels da imagem. Ja Por outro lado, P, ¢ calculado pelo quociente
entre a quantidade de pixels nas bordas da imagem e o numero total de pixels da
imagem. Finalmente, utilizando Pp e P, os outros parametros histomorfométricos

BS/BV, Tb.Th e Tb.Sp, descritos na se¢do 3.3.1, foram também obtidos [107].

A quantificagdo histomorfométrica 3D ¢ uma extensdio do método de
quantifica¢do 2D, onde a contagem dos pixels brancos contidos na microestrutura e nas
suas bordas, sdo aplicados a todos os slices, isto €, ao invés de se avaliar somente os
pixels de uma imagem, avalia-se a soma total de todos os pixels brancos contidos no
volume de dados, tanto para o calculo de Pp quanto para o de P;. A soma de todos os
pixels brancos contidos na microestrutura equivale ao volume da fase interesse; a soma
de todos os pixels 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, t€ém-se os valores de Pp e P;. A partir destes dois
valores, calculam-se os demais parametros histomorfométricos usando as equagdes

descritas na se¢do 3.3.1.

As figuras 5.4 e 5.5 mostram um slice do fantoma simulado binarizado pelos

métodos OTH, MTH e DTH.

86



CAPITULO 5

Original

i.Q...l '...Q.C
LR R R R N
i .0 .0 .l '.0.0.0
R R R DR R R

(normalizada) (filtrada) (WTH)

i
=

(BTH) (segmentada) (binarizada)

Figura 5.4 Slice 2D do fantoma simulado como meio poroso limiarizado pelo método

automatico OTH.
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Original

'0...0.*
’..0.0.1
LA R
(9. O.9

(norma lizada)

. .o.o X o .o .o X
KKK ® 0 0
et e%%°
L% reo 0 0

(normalizada) (binarizada)

Figura 5.5 Slice 2D do fantoma simulado como meio poroso limiarizado pelos métodos

MTH e DTH.
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A seguir, serdo apresentados nas tabelas 5.1 e 5.2 os valores dos parametros
histomorfométricos 2D e 3D conhecidos do fantoma simulado, e os valores encontrados

pelos trés métodos de limiarizagdo OTH, MTH e DTH.

Tabela 5.1 Parametros histomorfométricos 2D do fantoma simulado, ¢ os valores

encontrados pelos trés métodos de limiarizagdo DTH, MTH e OTH.

Parametros Fantoma OTH MTH DTH
BV/TV (%) 85,55 84,77 78,26 82,46
BS/BV (mm™) 7,48 7,31 6,39 7,03
Tb.Th (mm) 0,267 0,273 0,313 0,284
Tb.N (mm™) 3,20 3,10 2,50 2,90
Tb.Sp (mm) 0,045 0,050 0,087 0,060

Tabela 5.2 Parametros histomorfométricos 3D do fantoma simulado, e os valores

encontrados pelos trés métodos de limiarizagdo DTH, MTH e OTH.

Parametros Fantoma OTH MTH DTH
BV/TV (%) 84,64 83,15 77,83 81,55
BS/BV (mm™) 7,02 7,10 6,76 6,87
Tb.Th (mm) 0,285 0,282 0,296 0,291
Tb.N (mm™) 2,97 2,95 2,63 2,80
Tb.Sp (mm) 0,052 0,057 0,084 0,066

Os resultados apresentados na tabela 5.1 mostram que o método de limiarizagao
automatico OTH obteve valores bem proximos aos parametros histomorfométricos do
fantoma simulado, tendo erro percentual encontrado para o pardmetro BV/TV de 1%,
BS/BV de 2%, Tb.Th de 2%, Tb.N de 3% e Tb.Sp de 9%. J4 o método MTH obteve os
maiores erros percentuais para os parametros histomorfométricos, BV/TV de 9%,
BS/BV de 15%, Tb.Th de 17%, Tb.N de 22% e Tb.Sp de 93%. Em relagdo aos valores

encontrados pelo método DTH estes também foram proximos aos parametros
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histomorfométricos do fantoma e o erro percentual para BV/TV foi de 4%, BS/BV de

6%, Tb.Th de 6%, Tb.N de 9% e Tb.Sp de 34%.

Também foram calculados os erros percentuais em relagdo aos resultados
mostrados na tabela 5.2 para os dados 3D. O método OTH obteve bons resultados
mostrando que BV/TV obteve um erro de 2%, BS/BV de 1%, Tb.Th de 1%, Tb.N de
1% e Tb.Sp de 10%. O método DTH também obteve resultados proximos aos
parametros histomorfométricos do fantoma e o erro percentual para BV/TV foi de 4%,
BS/BV e Tb.Th de 2%, Tb.N de 6% e Tb.Sp de 27%. Em relacdo ao método MTH este
obteve os maiores erros percentuais para os parametros histomorfométricos: BV/TV de
8%, BS/BV de 4%, Tb.Th de 4%, Tb.N de 11% e Tb.Sp de 63%. Lembrando que todos
os erros percentuais foram calculados em relagdo aos parametros histomorfométricos do

fantoma simulado.

Com os resultados das tabelas 5.1 e 5.2 pode-se concluir que o método OTH
obteve um melhor rendimento em relagdo aos outros dois métodos MTH e DTH,
apresentando um erro percentual menor ou igual a 10%. Este resultado ¢ muito
importante na hora de escolher um método de limiarizagdo de imagens Osseas, onde os

resultados podem elucidar, ou ndo, anomalias nas amostras estudadas.
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6. DENSIDADE MINERAL E MORFOLOGIA DE AMOSTRAS
OSSEAS POR MICROTOMOGRAFIA

Este capitulo apresenta os resultados obtidos da quantificagdo da densidade
mineral e a quantificacdo da morfologia de amostras 6sseas procedentes de estudos em
ratos da linhagem Wistars. As imagens microtomograficas foram corrigidas para o
efeito de endurecimento de feixe e calibradas em densidade (g/cm’) usando a
metodologia descrita no capitulo 4. A quantificagdo morfologica foi feita usando o

algoritmo de limiariza¢ao automatico OTH descrito no capitulo 5.

6.1 Amostras Osseas

As amostras o0sseas quantificadas pelas técnicas de microtomografia de raios X e
de microfluorescéncia de raios X foram de ratos machos da linhagem Wistar com 4
meses e 1 ano de idade, doadas pelo Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina do Instituto de
Biofisica da UFRJ. Estes animais foram provenientes de dois protocolos diferentes e sao

apresentados a seguir.

Protocolo 1: Estudo de hipertiroidismo e hipotiroidismo

O protocolo de estudo de hipertiroidismo e hipotiroidismo [132] foi feito em
animais de 4 meses. Durante o tempo do protocolo os animais foram mantidos em
temperatura controlada (22-25°C) com ciclos de 12 h luz e 12 h de escuro. Para induzir
hipertiroidismo um grupo de 3 animais com massa corporal entre 200-250g tomaram
injegdes subcutaneas do suprafisioldgico hormonio T4 em solugdo salina (10 pg/100 g
bw, sc), durante 10 dias. Um grupo controle com 3 ratos receberam somente solucio de

NacCl a 0,9%, sc, durante o mesmo periodo.

91



CAPITULO 6

Protocolo 2: Estudo de envelhecimento

O protocolo de estudo de envelhecimento foi feito com os animais de 4 meses e 1
ano com massa corporal entre 200-1000 g. Estes animais também foram mantidos em
temperatura controlada (22-25°C) com ciclos de 12h luz e 12h de escuro. Nao foi
administrado nenhum tipo medicamento nos animais durante o tempo do protocolo.
Estes animais foram divididos em dois grupos: jovens (5 animais de 4 meses) e adultos

(8 animais de 1 ano).

Ambos os protocolos foram aprovados pela Comissdao de Avaliacdo do Uso de
Animais em Pesquisa (CAUAP) do IBCCF e em concordancia com o Conselho das
Organizacdes Internacionais de Ciéncias Médicas (Genebra, Sui¢a) e da Sociedade

Americana de Fisiologia [132].

Sacrificio dos animais

Com o término do periodo dos protocolos, os animais foram sacrificados e o sitio
anatomico escolhido para a quantificacdo foi a regido da vértebra lombar (L3 e L4), por
ser o segundo sitio anatomico de avaliagdo para osteoporose [86-88, 133]. Apods
sacrificios os animais foram dessecados com lamina de bisturi e colocados em larvas de
besouros [134] para remocao de todo tecido mole, ficando apenas o material 6sseo. Este
procedimento ¢ muito importante para preservacdo do material dsseo, tanto para analise
da densidade mineral 6ssea (DMO) por microtomografia, quanto para o conteudo
mineral 6sseo (CMO) por microfluorescéncia. Na figura 6.1a pode ser visto o esqueleto
de um rato Wistars apds o processo de limpeza pelas larvas de besouro. Nas figuras 6.1b
e 6.1 ¢ podem ser visualizados as amostras usadas nos ensaios de microtmografia e de

microfluorescéncia de raios X.

92



CAPITULO 6

(b) (©)

Figura 6.1: Amostra 0ssea de rato Wistars. Em (a) esqueleto 6sseo apos o processo de
limpeza por larvas de besouro, (b) amostra usada no ensaio de microtomografia e (c)

corte transversal da amostra (b) usado no ensaio de microfluorescéncia de raios X.
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6.2 Resultados por pTC

O ensaio microtomografico das amostras Osseas foi feito no sistema de raios X
Fein Focus, modelo FXS 160-50, descrito no capitulo 4, secdo 4.1 deste trabalho. Os

parametros de aquisi¢do das imagens estdo descritos na tabela 6.1.

Tabela 6.1 Parametros de aquisi¢do do ensaio microtomografico das amostras dsseas de

vértebras lombares (L3 e L4) de ratos Wistars.

Tensdo 40-42 kV
Corrente 0,10-0,12 mA
Fator de magnificagdo 7,50-11,84
Dimensao do pixel na CCD 0,151 mm
Numero de projecdes 300

Numero de quadros 32

Area quantificada 1,20 mm*
Resolugdo das imagens reconstruidas 0,010-0,020 mm

A figura 6.2 mostra duas radiografias de aquisi¢do do ensaio microtomografico da
amostra de vértebra lombar L3 do grupo jovem com vista frontal e lateral. Apos

aquisi¢ao de todas as radiografias estas foram reconstruidas bidimensionalmente usando

o programa Reconv [14].

(a) (b)
Figura 6.2: Radiografia de aquisicdo da vértebra lombar L3 do grupo jovem. Em (a)

vista frontal e (b) vista lateral.
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Com as imagens reconstruidas estas foram corrigidas para o efeito de
endurecimento de feixe utilizando o método de linearizagdo com polindmios de ordem 2
(secdo 4.1, capitulo 4). A seguir pode ser observado na figura 6.3 microtomografias de
uma amostra L3 e L4 do grupo jovem antes ¢ apds a corre¢do de endurecimento de

feixe.

(b)

(d)

Figura 6.3: Microtomografias das vértebras lombares .3 e L4 do grupo jovem. Em (a)

L3 sem correcdo e em (b) com correcdo de endurecimento de feixe. Em (c) L4 sem

corre¢do e em (d) com correcdo de endurecimento de feixe.
E possivel perceber nas figuras 6.3b e 6.3d que a corre¢io do efeito de

endurecimento de feixe suavizou os artefatos circulares e homogeneizou o nivel de

cinza, a0 comparar estas imagens com as imagens sem corre¢ao (figuras 6.3a e 6.3c).
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O proximo passo foi escolher a regido de interesse (ROI) para a quantificacao da
morfologia e da densidade mineral. A ROI escolhida foi o corpo vertebral, pois esta
regido contém o maior volume trabecular. O método de limiarizagdo usado foi o do
algoritmo de limiarizagdo automatico OTH. Na figura 6.4 ¢ possivel ver um exemplo de

escolha da ROI de uma imagem reconstruida.

Figura 6.4: Imagem microtomografica em nivel de cinza e escolha da ROI na regido do

corpo vertebral.

A area da ROI quantificada tanto na morfologia, quanto para densidade mineral,
foi de 1,20 mm? com 100 slices. As tabelas 6.2 ¢ 6.3, a seguir, mostram os resultados da
quantificagdo morfologica usando a histomorfometria 2D, nas regides lombares L3 e L4

das amostras dos protocolos 1 e 2.
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Tabela 6.2: Resultado da quantificacdo morfologica 2D das amostras de vértebras

lombares L3 e L4 do protocolo 1.

Protocolo 1

Parametros

Histomorfométricos Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
L3 L4 L3 L4
BV/TV (%) 34,1£5,5 44,0£32° 37,7£12,6 36,6+10,5
BS/BV (1/mm) 35,7434 29,043,0 33,0+7,5 32,8+7,4
Tb.Th (mm) 0,06+0,01 0,07+0,01 0,06:0,02 0,06+0,02
Tb.N (1/mm) 5,7+0,7 6,3+1,1 6,3+0,4 6,1+0,2
Tb.Sp (mm) 0,12+0,02 0,09+0,02 0,10+0,03 0,10+0,02

Valores representados como: média + desvio padrado.
“Estatisticamente significativo ao sitio anatomico para o mesmo grupo, a=0,05.

Tabela 6.3: Resultado da quantificacio morfologica 2D das amostras de vértebras

lombares L3 e L4 do protocolo 2.

Protocolo 2

Eaii??nj:)rr(;“zmé tricos Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=8)

L3 L4 L3 L4
BV/TV (%) 45,7+1,5°  41,7+43° 24,7+3,1° 25,142,5°
BS/BV (1/mm) 34,1+0,7 33,240,1 39,042,3 35,242.1
Tb.Th (mm) 0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,060,01
Tb.N (1/mm) 7,6£0,3° 6,9+0,7° 4,9+0,5° 4,240,4°
Tb.Sp (mm) 0,07+0,01°  0,08+0,02°  0,15+0,01° 0,18+0,04°

Valores representados como: média + desvio padrado.
bEstatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.

A seguir serdo mostrados nas figuras 6.3 a 6.6 as imagens microtomograficas
reconstruidas tridimensionalmente das areas quantificadas tanto na morfologia quanto

para densidade mineral 6ssea dos protocolos 1 ¢ 2.
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(b)
Figura 6.3: Imagens 3D das areas quantificadas do grupo controle (protocolo 1). Em (a)

L3 eem (b) L4.
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(b)

Figura 6.4: Imagens 3D das areas quantificadas do grupo hipertiroidismo (protocolo 1).

Em (a) L3 e em (b) L4.
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(b)

Figura 6.5: Imagens 3D das areas quantificadas do grupo jovem (protocolo 2). Em (a)

L3 e em (b) L4.
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(b)
Figura 6.6: Imagens 3D das areas quantificadas do grupo adulto (protocolo 2). Em (a)

L3 e em (b) L4.

As tabelas 6.4 e 6.5 mostram os resultados das quantificagdes morfologicas 3D

das amostras dos protocolos 1 e 2.
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Tabela 6.4: Resultado da quantificacdo morfologica 3D das amostras de vértebras

lombares L3 e L4 do protocolo 1.

Protocolo 1

Parametros

Histomorfométricos Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
L3 L4 L3 L4
BV/TV (%) 35,14£2,9 443£2.4* 32,1+3,3 33,8+3,2
BS/BV (1/mm) 28,8+4,7 21,443,8 37,6+4,2 30,3£2,3
Tb.Th (mm) 0,07+0,01 0,10+0,02 0,05+0,01 0,07+0,01
Tb.N (1/mm) 5,0+0,7 4,2+0,6 6,4+0,3 4,8+0,4
Tb.Sp (mm) 0,13+0,02 0,14+0,01 0,11+0,02 0,14+0,02

Valores representados como: média + desvio padrado.
“Estatisticamente significativo ao sitio anatomico para o mesmo grupo, a=0,05.

Tabela 6.5: Resultado da quantificacio morfologica 3D das amostras de vértebras

lombares L3 e L4 do protocolo 2.

Protocolo 2

Eaii??nj:)rr(;“zmé tricos Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=8)

L3 L4 L3 L4
BV/TV (%) 37,1+1,3° 34,0+3,3° 29,1+3,4° 20,1423 °
BS/BV (1/mm) 35,7+1,8 33,4402 36,8437 35,8447
Tb.Th (mm) 0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,060,01
Tb.N (1/mm) 6,6+0,4° 5,740,8° 3,840,7° 3,440,4°
Tb.Sp (mm) 0,10+0,01°  0,12+0,02°  0,22+0,02° 0,23+0,03 °

Valores representados como: média + desvio padrado.
bEstatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.

Os resultados das quantificagdes morfologicas 2D e 3D do protocolo 1 (tabelas
6.2 e 6.4) mostraram que: foram significativas as variagdes estatisticas entre os sitios L3
e L4 do grupo controle para o parametro histomorfométrico volume 6sseo (BV/TV), ou

seja, a regido L4 apresentou maior percentual de osso em relagao a regido L3 tanto na
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analise 2D como para 3D. E possivel perceber esta diferenca ao comprar as imagens 3D
(figura 6.3) onde a imagem de uma amostra L3 mostra ser mais porosa do que a imagem
de uma amostra L4. Ainda para o protocolo 1, mas em relagdo a andlise do grupo
hipertiroidismo, ndo foram encontradas para esse grupo diferengas significativas ao
comparar os sitios anatOmicos. As analises estatisticas foram feitas com o teste

estatistico ¢-Student num intervalo de confianga de 95%.

Fazendo a comparagdo entre as amostras do grupo hipertiroidismo e o grupo
controle, ainda em relagdo ao protocolo 1, as amostras do grupo hipertiroidismo ndo
sofreram alteragdes significativas segundo o teste estatistico ¢-Student num intervalo de
confianca de 95%. Podendo assim concluir que o hormonio T4 administrado por 10 dias
nos animais para induzir o hipertiroidismo, ndo acarretou em nenhum tipo de desordem
na morfologia das amostras analisadas. Porém este resultado pode ser mudado se o
tempo de administracdo do protocolo for aumentado, assim como o numero de
amostras, melhorando assim a estatistica dos dados. Este ultimo comentario pode ser
levado em consideragdo, pois segundo a literatura [135, 136], mulheres em tratamento
para hipertiroidismo apresentaram o que os médicos chamam de osteoporose

secundaria.

Os resultados das quantificagdes histomorfométricas 2D e 3D do protocolo 2
(tabelas 6.3 e 6.4) mostraram que: em relacdo aos sitios anatdmicos L3 e L4 ndo foram
encontrados diferengas significativas dentro do mesmo grupo (jovem ou adulto). Ja ao
comparar os resultados em relagdo ao protocolo de envelhecimento, foi possivel
perceber uma diminui¢do do percentual do volume 6sseo (BV/TV), isto ¢, um aumento
da porosidade das matrizes 6sseas do grupo adulto quando comparado ao grupo jovem.
E possivel perceber esta diminui¢do ao comprar as imagens 3D das L3 ¢ L4 do grupo
adulto (figura 6.6), onde estas apresentam maior fragmentacdo Ossea em relagdo as
imagens 3D do grupo jovem (figura 6.5). Outros parametros histomorfométricos do
grupo adulto, que também sofreram alteragdes significativas foram o numero de
trabéculas (Tb.N), que pode-se perceber uma diminui¢cao e um aumento do espagamento
entre as trabéculas (Tb.Sp). Estas alteragdes foram significativa, segundo o teste #-
Student, com 0=0,05. Estes resultados mostraram que a morfologia dssea do grupo
adulto apresentou deterioracdo da microarquitetura, tendo como conseqliéncia a

diminui¢do da quantidade dssea, tornando-os frageis e suscetiveis a fraturas. Este tipo
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de alteracdo também ocorre em humanos, e pode levar um individuo a desenvolver ao

que os médicos chamam de osteoporose tipo II, ou senil [74-77, 82, 86, 88].

A forma de avaliacdo da osteoporose em humanos ¢ pela medida da densidade
mineral Ossea pela técnica de densitometria, onde se tem a quantidade de todos os
minerais presentes na 4area projeta que ¢ dada em g/cm’. Neste trabalho a
microtomografia mostra um diferencial em relacdo a técnica de densitometria, pois a
analise foi feita em relagdo ao volume da amostra, isto €, a densidade mineral ossea foi

quantificada em rela¢do ao volume de dados da ROI selecionada.

As imagens microtomograficas foram calibradas em g/cm’ usando a curva de
calibracdo da secdo 4.2, capitulo 4. A transformag¢ao das imagens das ROIs de nivel de
cinza para densidade foi feita usando o programa MATLAB aonde foi escolhido um

limiar de nivel de cinza entre a regido de osso e a regido de nao 0sso.

A seguir serdo mostrados nas figuras 6.7 e 6.8 slices das ROIs microtomograficas

calibradas em g/cm”® dos protocolos 1 e 2.

As tabelas 6.6 e 6.7 mostram os resultados obtidos da densidade mineral das
amostras Osseas dos protocolos 1 e 2. Os valores foram colocados nas tabelas como
maximo, minimo ¢ médio dos valores de densidade em relagdo ao volume das ROIs

microtomograficas.
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Figura 6.7: Slices das ROIs microtomogréficas de L3 e L4 calibradas em g/cm’ do protocolo 1.
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Figura 6.8: Slices das ROIs microtomograficas de L3 e L4 calibradas em g/cm’ do protocolo 2.
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Tabela 6.6: Resultado da quantificagdo da densidade mineral das ROIs das amostras de

vértebras lombares L3 e L4 do protocolo 1.

Protocolo 1

Valores de — . _
Densidade (g/em’) Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
L3 L4 L3 L4
Maximo 1,5+0,1° 1,7+0,1° 1,5+£0,03 1,5+0,05
Meédio 0,8+0,02 0,9+0,03 0,8+0,03 0,8+0,03

Valores representados como: média + desvio padrao.

“Estatisticamente significativo ao sitio anatomico para o mesmo grupo, a.=0,05.

Tabela 6.7: Resultado da quantificagdo da densidade mineral das ROIs das amostras de

vértebras lombares L3 e L4 do protocolo 2.

Protocolo 2

Valores de _ _
Densidade (g/em’) Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=8)
L3 L4 L3 L4
Méximo 1,6+0,04 ° 1,6+0,05° 1,120,02° 1,1£0,03°
Médio 0,8+0,02 0,8+0,03 0,8+0,01 0,7+0,02

Valores representados como: média + desvio padrao.

PEstatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.

Em todos os resultados mostrados nas tabelas 6.6 ¢ 6.7 foram aplicados o teste
estatistico #-Student para o sitio anatomico de um mesmo grupo e também em relagdo ao

protocolo com intervalo de confianga de 95%.

Os resultados da quantificacdo da densidade mineral 6ssea do protocolo 1 (tabela
6.6) mostram que: os valores de densidade da amostra L4 do grupo controle apresentou
um valor maximo de densidade maior do que a amostra L3 do mesmo grupo. Este
resultado corrobora com o resultado da histomorfometria onde este sitio anatdmico

apresentou maior percentual de volume oOsseo, que também foi estatisticamente
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significativo. Apesar da amostra L4 do grupo controle apresentar um valor maior de
densidade, ndo ¢ possivel concluir se o sitio L4 se diferencia do sitio L3, pois este
comportamento ndo ocorre em relagdo aos demais grupos de ambos os protocolos. Para
uma melhor andlise ¢ necessario investigar um nimero maior de amostras, € assim ter
um teste estatistico mais conclusivo. O resultado encontrado em relagdo ao protocolo
mostrou que os valores de maximo e médio de densidade também ndo apresentaram

diferencas significativas, o que corrobora com os resultados da histormorfometria.

Ja em relagdo aos resultados das amostras do grupo jovem e adulto do protocolo 2
(tabela 6.7), os resultados mostraram que em relacdo aos sitio anatdmico para um
mesmo grupo estes ndo apresentaram diferencas significativas entre os valores de
maximo e médio de densidade. Ao aplicar o teste estatistico em relacdo ao protocolo o
primeiro resultado encontrado foi que os valores de maximo de densidade do grupo
adulto sofreram diminuigdo significativa, mostrando que este grupo apresentou uma
menor massa 0ssea em relagdo ao grupo jovem. Ja os resultados dos valores médios de

densidade ndo apresentaram diferengas significativas.

Ao analisar o comportamento das estruturas 6sseas do protocolo 2, onde notou-se
uma redugdo significativa do parametros histomorfométrico BV/TV e valores maximo
de densidade mineral 6ssea, pode se dizer que este resultado corrobora com estudos
associados ao envelhecimento 6ssco. Este resultado se deve ao ciclo da remodelagao
oOssea, isto ¢, durante a vida de um individuo o tecido dsseo passa constantemente por
um processo de absorc¢do e formagdo [72]. Com o decorrer do tempo, o balanco entre a
reabsor¢cdo e formagdo Ossea se torna negativo, o que resulta numa diminui¢do do
volume do osso, tornando-os menos densos e mais frageis, e assim mais suscetiveis a

quebra [74].

O préximo passo deste trabalho foi avaliar o contetdo mineral 6sseo das
amostras, ¢ no proximo capitulo serdo apresentados os resultados da andlise da
distribuicao elementar dos minerais das amostras dos dois protocolos pela técnica de

microfluorescéncia de raios X.
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7. CONTEUDO MINERAL DAS AMOSTRAS OSSEAS DE
RATOS POR MICROFLUORESCENCIA DE RAIOS X

O ensaio de microfluorescéncia de raios X foi realizado na linha de luz DO9B -
XRF Fluorescéncia de Raios X do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em
Campinas, SP, Brasil. Esta linha destina-se a analise da composi¢do quimica
multielementar (Z>13) em aplicacdes cientificas de determinacdo de elementos
quimicos de tragos em ciéncias ambientais, bioldgicas e materiais, perfil de
profundidade quimica de filmes finos e mapeamento quimico. A linha opera com feixe

de 4 a 23 keV, e na tabela abaixo pode ser visto as outras caracteristicas da linha.

Tabela 7.1: Caracteristicas Gerais da linha DO9B do LNLS [122].

Ima defletor DO9B (15°); fluxo na

Fonte amostra: 4 x 10° fotons/s a 8 keV; feixe de
luz branca.
Monocromador Monocromador chanel-cut.
Cristais Si (111) (2d= 6,217 A°): 4 - 14
Cristais keV (E/AE=2800); e Si (220) (2d= 6,217

A°): 5 - 23 keV (E/AE=2800).

Capilar optico de 20pum de resolugao

Optica ‘
espacial.
Detectores Si(Li) (resolugdo de 165 eV);
Detector ) .
fotodiodos e cameras de ionizagao.
Camara de vacuo com geometria de
excitagao convencional (45°-45°).
Estacdes para experiéncias a incidéncia
Amostra

rasante e mapeamento 2D, ambas com
controle total de posicionamento de

amostras.
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Para a detec¢ao dos fotons de raios X, foi utilizado um detector semicondutor de
Si(Li) acoplado a um mddulo amplificador e placa analisadora multicanal, inserida em

um microcomputador.

Para a analise de amostras pela técnica de microfluorescéncia de raios X (LFRX),
a linha de fluorescéncia conta com uma mesa para o alinhamento do capilar, desenhada
para ter reprodutibilidade e alta resolugdo angular, assim como para a translacdo

completa.

O microfeixe ¢ gerado com um fino capilar conico de 23,5 cm de comprimento
com 75 um de didmetro na entrada e 13 um de didmetro na saida. A estacdo de p-FRX
inclui além do detector dispersivo, um microscopio 6tico com zoom motorizado € um
conjunto de estagios X,Y,Z,0z para o posicionamento da amostra. Todos estes estagios

sdo executados por controle remoto (Figura 7.1).

L | 2 filtros
de Al Porta amostra

(15um)

Detector de

Camera

& =i D 4
ol I W‘.'x

-t

Figura 7.1: Arranjo experimental da linha DO9B-XRF do LNLS.
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Para executar o experimento, as amostras de vértebras foram resinadas em
polymethylmethacrylato (PMMA) e estas foram cortadas com lamina de diamante por
uma maquina de corte de precisdo automatica Isomet Buehler®. As amostras ndo
tiveram nenhuma outra preparagao ¢ estas variaram em massa por area de 0.025-0.060
g/em”. Com o auxilio do microscopio ptico foi escolhida a regido do corpo vertebral
para o mapeamento das amostras. A seguir a figura 7.2 mostra a seqiliéncia para escolha

da regido a ser analisada por pnFRX.

Figura 7.2: Sequéncia para escolha da regido de quantificacdo. Em (a) imagem de uma

amostra de vértebras cortada com lamina de diamante, (b) regido do corpo vertebral
vista por microscopio Optico (100x), e (c) uma representacdo de uma imagem por

pFRX.

Para o ajuste dos espectros dos raios X caracteristicos em intensidades
fluorescentes dos elementos presentes nas amostras Osseas e para os calculos de
concentragdo dos mesmos, foi utilizado o programa Quantitative X-Ray Analysis

Software (QXAS) fornecido pela International Atomic Energy Agency (IAEA) [137].
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A figura 7.3b apresenta um exemplo de um espectro obtido com a técnica de
uFRX da regido trabecular (Figura 7.3a) de uma amostra de vértebra lombar controle. E
possivel observar os elementos quimicos presentes na amostra, com excecdo do

elemento Argdnio (Ar) que é proveniente do ar.

10 (ja-Ka

10° /Ca-KB
= Zn-Ka
0
g 10° /
2 Sr-Ka
E Fe-Kp ;/Z n-Kp '/r
~ Fe-Ka

P

% 10 Ar X \ ;r-KB
35 \
0
[
o
£ 10

10°

r~rrr~1r 1711 " rrr1rrrrrrrrTrTTrrTTTd
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
Energia (KeV)
(b)
Figura 7.3: Em (a) pode ser visto uma microfoto da regido trabecular de uma amostra

de vértebra, e em (b) tem-se o espectro do ponto indicado pela cruz vermelha obtido por

WFRX.
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7.1 Curva de Sensibilidade do Sistema de pFRX

Foram usados padrdoes monoelementares, depositados em um filme fino de mylar
fornecidos pela MicroMatter, no levantamento da curva da sensibilidade relativas para
os elementos das series K. A tabela 7.2 traz as informagdes sobre os padrdes utilizados

no calculo da sensibilidade do sistema de pFRX.

Cada padrao foi posicionado no suporte porta amostra da mesa do sistema
experimental e foram feitas as radiacdes de 3 a 200 segundos, dependendo do elemento.
Com as intensidades relativas de cada elemento dos padrdoes e suas densidades
superficiais em fun¢do de suas energias, a curva da sensibilidade do sistema foi

levantada.

Tabela 7.2: Padroes utilizados para célculo da curva de sensibilidade do sistema pFRX-

RS.
Blemento/oxido superlf)ii?;li(gi(:cm'z) Ex (keV) Tempo ((1:) medida
SiO 29,1 1,74 200
KCl 24,6 2,62 20
CaF, 24,5 3,69 8
Ti 39,4 4,51 5
M 42,2 4,95 5
Cr 42,6 5,41 3
Mn 47,7 5,90 3
Fe 46,1 6,40 3
Co 50,7 6,93 3
Ni 43,1 7,48 3
Cu 46,5 8,05 3
ZnTe 15,6 8,64 5
Se 42,5 11,22 10
SrF; 31,2 14,16 20
YF; 31,0 14,96 200
NbO; 36,4 16,61 20
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A curva da sensibilidade relativa (S;) em fun¢do do niimero atdomico (Z) para série

K esta representada na figura 7.3

10° =
— ] D
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o .
o
A A V4
[
.
o ]
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o
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o)
CU 0
g 10" 7
o
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[ .
)
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15 20 25 30 35 40

NUumero Atdémico (2)

Figura 7.3: Curva de sensibilidade relativa para linha K do sistema de pFRX-RS.

A equacdo ajustada que relaciona a sensibilidade relativa (S;) e o nimero atdmico

(Z) do elemento, para a série K, ¢ dada por:

Logo (Si(Z))= -24,991+2,428 Z-0,069 Z*+6,095E-4 Z* (5.1
R?*=0,997

Através da equagdo 5.1 € possivel obter qualquer valor de sensibilidade para linha

K em func¢do do nimero atdomico.
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7.2 Limite de Deteccao das Amostras

O limite de detec¢do (LD) do sistema foi calculado empregando-se amostra
certificada para osso do NIST, o SRM 1486 — Bone Meal. O material certificado foi
preparado em forma de pastilhas compactadas com densidade superficial de 91,14
mg/cm’ (medida de massa por area). Os espectros foram levantados nas mesmas
condigdes que as amostras Osseas, apenas com um tempo maior de aquisi¢cao de 100 s.
O calculo do limite de deteccdo foi feito pela equacdo 3.62 e os valores encontrados

podem ser visto na tabela 7.3.

Tabela 7.3: Limite de deteccdo (LD) para amostra certificada do NIST SRM 1486 -
Bone Meal.

Elemento Limite de Detecgao
P (%) Nao detectavel
Ca (%) 0,010+0,002

Fe (ng g") 3,7+0,80

Zn (ngg") 3,8+0,40
Sr(nggh) 204+2,10

Valores representados como: média + desvio padrao.

Os valores apresentados na tabela 7.3 representam a menor concentragdo dos
elementos Calcio (Ca), Ferro (Fe), Zinco (Zn) e Estroncio (Sr) da qual podemos estar
confiantes de sua medi¢dao pelo o sistema de uFRX-RS. O elemento fosforo (P) ndo
pode ser detectavel com a instrumentacdo usada no ensaio de microfluorescéncia, pois
este elemento possui uma energia de fluorescéncia muito baixa, entorno de 2,19 keV, e

os fotons com esta energia acabam sendo absorvidos pelas duas folhas de aluminio
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(15um cada) colocadas no detector para diminuir a contribui¢do da radiagdo de fundo
(background).

A seguir, nas tabelas 7.4 e 7.5 serdo apresentados os valores de limite de detec¢ao

das amostras dos protocolos 1 e 2.

Tabela 7.4: Limite de deteccdo (LD) para as amostras do protocolo 1.

Protocolo 1

Elemento Limite de Detec¢ao
Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
P (%) Nao detectavel Nao detectavel
Ca (%) 0,025+0,004 0,025+0,004
Fe (ug g™) 10,33+0,07 9,13+0,06
Zn (pgg) 7,30+0,10 6,87+0,10
Sr(ng g™) 62,94+1,30 69,51+3,30

Valores representados como: média + desvio padrao.

Tabela 7.5: Limite de deteccdo (LD) para as amostras do protocolo 2.

Protocolo 2

Elemento Limite de Detec¢ao

Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=8)
P (%) Nao detectavel Nao detectavel
Ca (%) 0,022+0,001 0,020+0,001
Fe (ug g™") 12,59+0,09 6,77+0,05
Zn (pg g™) 7,97+0,11 6,16+0,09
Sr(ug g”) 47,19+0,98 42,47+0,88

Valores representados como: média + desvio padrao.
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7.3 Absorc¢ao e Calculo das Concentra¢oes Elementares

O fator de absorg¢ao, assim como as concentragdes elementares e o fator de reforgo
foram calculados com o Software QXAS, que usa método dos pardmetros fundamentais,
(secdo 3.4.2, capitulo 3). Sdo inseridos no programa: a distribuicdo do espectro do
sistema de microfluorescéncia, o tipo de detector, a geometria, ¢ as distancias fonte-
amostra-detector (tabela 7.6). Todos esses dados sao salvos em um arquivo * FPC que ¢
rodado pelo programa. Além do arquivo *FPC, o arquivo*ASR que contém as
intensidades elementares medida pontualmente em cada amostra, também ¢
selecionado. Apos a sele¢dao destes arquivos, uma janela do programa ¢ aberta onde se
coloca os valores de corrente usada durante a medida, seleciona o tipo de amostra (neste
trabalho as amostras foram consideradas intermediarias) e a densidade superficial
(massa por area da amostra). As concentragdes, assim como os fator de absor¢do e
reforco, sdo gerados pelo programa QXAS, e salvos em arquivos texto * ARP para cada

ponto medido na amostra.

Tabela 7.6: Condigdes experimentais das medidas de microfluorescéncia de raios X.

Feixe: Branco
Si(Li) SL 30165, resolugdo de 165 eV em
Detector:
5,9 keV
Geometria: 45°/ 45°
Distancia fonte-amostra: 20 mm
Distancia amostra-detector: 604 mm
Absorvedor: 15 um de Al cada (2 folhas no detector)

A seguir, na figura 7.4 sdo ilustrados os passos usados no programa QXAS, ¢ na
figura 7.5 pode ser visto o resultado da quantificagdo de um espectro de uma amostra

certificada do NIST, o SRM 1486 — Bone Meal.
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Live time <sec): TNaEE[EToIT] Tube current <mA>: 4.56%256
Date (mm—dd—yuy> = 8 —26—-2800%2
Sample type: Intermediate thick szample Conc units: Weight percent
Sample mass (mgs/cm™2>: B88.619332
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Figura 7.4: Calculo da concentragao elementar pelo programa QXAS. Em (a) selecao do arquivo * FPC, (b) selecao dos arquivos * ASR de cada

amostra, (c) interface para introdu¢do das informag¢des de cada amostra e (d) elementos presentes nas amostras em intensidades.
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8] EBMO000S - Bloco de notas
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Figura 7.5: Arquivo gerado pelo programa QXAS. Em destaque os valores de
concentragdo elementar, fator de absor¢do e refor¢o por elemento de uma amostra

certificada do NIST o SRM 1486 — Bone Meal.
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7.4 Analise de Amostra Certificada

Para avaliar a metodologia utilizada no mapeamento bidimensional das amostras
Osseas de vértebras, primeiro foi analisada uma amostra de referéncia do NIST, o SRM
1486 — Bone Meal. O material certificado foi compactado em forma de pastilha, com
densidade superficial de 91,14 mg/cm?” (massa por area), e mapeado com uma matriz de
5x5 pontos” num tempo de aquisi¢do de 50 s para cada ponto, com passos de 0,20 mm,
tamanho do feixe de 20 pm, tendo num total 25 espectros. Os valores de concentragdo
elementar medido para cada ponto da matriz inspecionada foram calculados com o
programa QXAS, como descrito na se¢do anterior. Na tabela 7.7 sdo mostrados os
valores de concentragdes certificadas, os medidos por uFRX e o erro relativo entre os

dois valores.

Tabela 7.7: Comparagao entre os valores medidos e certificados do NIST SRM 1486 -
Bone Meal.

Elemento Concgntragﬁo Concentracao medida Erro relativo
certificado por uFRX (n=25)

Ca (%) 26,58+24 27,1+1,1 0,02

Fe (ug g™ 99428 101,9+7,6 0,03

Zn (pg g™ 147+16 142,2+6,2 0,03

Sr(ug g™ 264+7 257,7+9,7 0,02

* ~ r . . ~
Todos os valores estdo como: médiaxdesvio padrao.

Os valores medidos pela pFRX apresentaram erros relativos inferiores a 5%,
confirmando um bom ajuste dos dados medidos com a metodologia apresentada neste

trabalho.
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7.5 Resultados de pFRX para as amostras 0sseas

A distribui¢do elementar quantificada pela pFRX nas amostras de vértebras

lombares L4 dos protocolos 1 e 2 foi medida de duas maneiras.

1) Informagdo pontual do espectro: A andlise pontual foi medida na regido
trabecular, ou seja, os espectros foram medidos em cima das trabéculas Osseas,
sem pegar a regido de ndo osso entre estas. Foram medidos 5 espectros
individuais, escolhidos aleatoriamente, dentro da regido para o mapeamento
elementar. Cada espectro foi medido num tempo de 50 s, para uma melhor
estatistica de contagem dos dados. O célculo das concentragdes elementares
foi feito pelo programa QXAS, e os resultados das concentracdes dos

espectros individuais sao mostrados nas tabelas 7.8 € 7.9.

2) Mapas elementares: E uma série de pontos espectrais em uma combinagio de
multiplas linhas que permite analisar a heterogeneidade de uma amostra. Os
mapas sao convertidos em cores que indicam a presenga em maior ou menor
escala, ou ainda a auséncia de um elemento na amostra inspecionada. O mapa
da regido de interesse (ROI) das amostras Osseas da vértebra lombar L4 foram
medidas na regido do corpo vertebral, ou seja, na regido trabecular. As areas
medidas foram de 0,70 mm? para o protocolo 1, ¢ 0,80 mm? para o protocolo
2, ambas com passos de 0,02 mm, num tempo de medida de 10 s por ponto,
totalizando 1296 espectros por amostra para o protocolo 1 e 1681 espectros
para o protocolo 2. O calculo das concentragdes elementares foi feito pelo

programa QXAS e as imagens foram plotadas usando o programa MATLAB.

A seguir, os resultados das concentragdes elementares das amostras dos
protocolos 1 e 2, calculadas dos espectros individuais. Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrdo. Os resultados obtidos foram comparados em relagdo ao

protocolo, utilizando o teste estatistico #-Student com nivel de significancia de 5%.
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Concentracdo elementar do Protocolo 1.

Sabe-se que o hormoénio T4 (tiroxina), assim como outros hormoénios como a
calcitonina, ¢ produzido pela glandula tiredide que ¢ uma das maiores glandulas
enddcrina do corpo [132,135,136]. Qualquer alteragdo nesta glandula pode levar ao
aumento da produgdo de T4 (hipertiroidismo), o que acaba diminuindo os niveis de
calcitonina na corrente sanguinea. A calcitonina ¢ responsavel por levar o célcio do
plasma para a matriz 6ssea, consequentemente, uma diminui¢do deste hormoénio pelo

aumento de T4 acarreta em uma menor deposicao de calcio no o0sso.

O célcio (Ca) ¢ o principal elemento da matriz 6ssea, mas além deste, outros
elementos presentes na matriz tais como ferro (Fe), zinco (Zn) e estroncio (Sr) tiveram

suas concentragdes calculadas e os resultados sao mostrados na tabela 7.8 abaixo.

Tabela 7.8: Resultado das concentragdes elementares das amostras de vértebras

lombares L4 dos protocolos 1.

Protocolo 1

Parametros Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
L4 L4
Ca (%) 22,4+0,02 22,4+0,03
Fe (ug g™ 91,5+0,5° 103,6+1,9°
Zn (ug g™) 455,6+1,4 484,3+2.6
Sr(nggh) 350,1+5,2° 396,5+5,7°

Valores representados como: média + desvio padrao.
b Estatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.

O estudo da distribuicao elementar nas amostras do grupo hipertiroidismo revelou
que o elemento calcio ndo sofreu alteracdes significativas na regido analisada
comparando com o grupo controle, demonstrando que 10 dias de administragdo do
horménio T4, ndo alterou a distribuicdo deste elemento na regido trabecular. Ja os

elementos ferro e estroncio tiveram um aumento significativo nas amostras do grupo
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hipertiroidismo. O ferro ¢ transportado no plasma até a medula 6ssea e sua deficiéncia
pode reduzir o crescimento 0sseo [138]. Sabe-se que o estroncio ¢ um elemento de
muita afinidade com o osso e estudos tém mostrado que este mineral estimula a
formagao dssea [139]. Em relagdo ao zinco, este ndo apresentou alteracdo significativa
nas amostras do grupo hipertiroidismo. Osso e musculo esquelético respondem por mais
de 80 % do zinco (Zn) e as manifestacdes clinicas severas de deficiéncia de Zn em
humanos sdo retardamento do crescimento, demora em maturacdo sexual e do esqueleto

[137].
As figuras 7.6 e 7.7 apresentam os mapas bidimensionais da concentracao

elementar da regido trabecular de uma amostra do grupo controle e hipertiroidismo,

respectivamente.
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Os mapas elementares das amostras do grupo controle mostraram uma
distribui¢do homogenia do célcio, e segundo o ICRU-44 este elemento representa
22,5% de uma matriz 6ssea, corroborando com os resultados encontrados. Os elementos
minoritarios ferro, zinco e estroncio apresentaram uma distribuicdo heterogénea,
destacando os elementos zinco e estroncio que se distribuem mais na regiao trabecular
do que na regido cortical, como pode ser visualizado na figura 7.6 do grupo

hipertiroidismo.

A seguir serdo apresentados os resultados das amostras do estudo de

envelhecimento do protocolo 2.

Concentracgdo elementar do Protocolo 2.

A tabela 7.9 mostra os valores das concentracdes do calcio (Ca), ferro (Fe), zinco

(Zn) e estroncio (Sr) calculados dos espectros individuais da regido trabecular das

amostras L4 protocolo 2 .

Tabela 7.9: Resultado das concentragdes elementares das amostras de vértebras

lombares L4 do protocolo 2.

Protocolo 2

Parametros Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=5)
L4 L4
Ca (%) 22,4+0,1 20,4+0,1
Fe (ug g™ 126,243,1° 48,0£2,0°
Zn (ngg") 528,7+6,0" 288,9+3,9°
Sr(ugg’) 262,5+14,9° 167,0+7,7°

Valores representados como: média + desvio padrao.

b Estatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.
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O elemento calcio apresentou uma diminui¢ao no grupo adulto em relagdo ao
grupo jovem, mas essa diferenca nao foi significativa. J& os elementos ferro, zinco e
estroncio apresentaram menores concentragdes no grupo adulto em relagdo ao grupo
jovem. Lembrando que estes elementos estdo diretamente ligados ao crescimento e
manuten¢cdo da massa Ossea, ¢ suas deficiéncias podem acarretar em fragilidade da
regido trabecular [138, 139]. Ossos que apresentam a regido trabecular fragil sdo mais

suscetiveis a frutaras.
As figuras 7.8 e 7.9 apresentam os mapas bidimensionais da concentragdo

elementar da regido trabecular de uma amostra do grupo jovem e adulto,

respectivamente.
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CAPITULO 7

Os mapas elementares das amostras dos grupos jovem e adultos mostraram uma
distribui¢do homogenia do célcio, e seus valores ficaram proximo ao da ICRU-44 de
22,5% de uma matriz 6ssea, corroborando com os resultados encontrados. Ja os
elementos minoritarios ferro, zinco e estroncio apresentaram uma distribui¢do
heterogenia, e suas concentragdes foram menores para o grupo adulto comparado ao

grupo jovem, num intervalo de 95% de confianca.
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8. CONCLUSAO

Este trabalho apresentou um estudo da qualidade 6ssea em amostras de vértebras
de ratos provenientes de dois protocolos: hipertiroidismo e envelhecimento. As
quantificagdes foram feitas através das técnicas de microtomografia e
microfluorescéncia de raios X, onde foram avaliados a densidade mineral, a morfologia

e o conteudo mineral das amostras.

Para alcangar o objetivo principal, o trabalho foi divido em trés metas, ¢ a
primeira foi alcangcada com a correcao do efeito de endurecimento de feixe e calibragdo
do sistema de microtomografia para quantificagdo da densidade mineral Ossea. Na
corre¢do do endurecimento de feixe foi usando o método de linearizagdo por
polindmios, descrito por HERMAN [29]. O fator polinomial variou de 2 < n < 6,
obtendo-se um melhor resultado para n=2, onde foi possivel perceber uma reducio do
efeito cupping e homogeneidade do nivel de cinza. A calibragdo do sistema foi feita

com hidroxiaptita pura, e a curva obtida teve um bom ajuste com R°= 0,98 e p < 0,0001.

Para alcancar a segunda meta, foram testados trés métodos de limiarizacdo de
imagem, um método visual baseado no valor médio de TH (MTH), um método pelo
calculo da segunda derivada igual a zero (DTH), ¢ um método automatico baseado na
limiarizagdo de OTSU (OTH). O desempenho dos métodos foi avaliado pelos
parametros histomorfométricos 2D e 3 D de 121 s/ices gerados de um fantoma simulado
em MATLAB usando uma combinacdo de fungdes senoidas. O método OTH obteve um
melhor rendimento em relagdo aos outros dois métodos MTH e DTH, apresentando um
erro percentual menor ou igual a 10%. Este resultado foi muito importante na escolha
do método de limiariacdo das imagens microtomograficas para a quantificagdo das

amostras 0sseas.

Com o alcance das duas metas foi possivel quantificar a morfologia e a densidade

mineral das amostras 6sseas dos protocolos de hipertiroidismo e envelhecimento.
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Os resultados das quantificagdes morfologicas 2D e 3D do protocolo de
hiertiroidismo mostraram que: a regido anatdomica L4 do grupo controle apresentou
maior percentual dsseo em relacdo regido L3. Foi possivel perceber esta diferenga ao
comparar as imagens 3D destes sitios anatomicos onde a regido L3 mostrou ser mais
poroso do que a L4. Ainda para o protocolo 1, mas em relacdo a analise do grupo
hipertiroidismo, ndo foram encontradas para esse grupo diferengas significativas ao
comparar os sitios anatomicos. As andlises estatisticas foram feitas com o teste

estatistico ¢-Student num intervalo de confianga de 95%.

Fazendo a comparacdo entre as amostras do grupo hipertiroidismo € o grupo
controle, ainda em rela¢do ao primeiro protocolo, as amostras do grupo hipertiroidismo
ndo sofreram alteragdes significativas segundo o teste estatistico aplicado. Podendo
assim concluir que o horménio T4 administrado por 10 dias nos animais para induzir o
hipertiroidismo, ndo acarretou em nenhum tipo de desordem na morfologia das
amostras analisadas. A sugestdo aqui ¢ de que seja retomado o estudo com um tempo
maior de administracdo do hormonio T4, assim como um numero maior de animais,
podendo assim melhor a estatistica dos dados. Esta sugestdo ¢ baseada nos resultados
encontrados na literatura [135, 136], onde mulheres em tratamento para hipertiroidismo

apresentaram o que os médicos chamam de osteoporose secundaria.

Os resultados das quantificagdes morfologicas 2D e 3D do protocolo de
envelhecimento mostraram que: em relagdo aos sitios anatdmicos L3 e L4 ndo foram
encontrados diferengas significativas dentro do mesmo grupo (jovem ou adulto). Ja ao
comparar os resultados em relagdo ao protocolo de envelhecimento, foi possivel
perceber uma diminui¢do do percentual do volume 6sseo (BV/TV), isto ¢, um aumento
da porosidade das matrizes 6sseas do grupo adulto quando comparado ao grupo jovem.
Este resultado foi observado nas imagens 3D das L3 e L4 do grupo adulto, onde estas
apresentam maior fragmentagdo Ossea, em relacdo as imagens 3D do grupo jovem.
Outros parametros histomorfométricos, que também sofreram altera¢des significativas
foram o nimero de trabéculas (Tb.N) onde ocorreu uma diminui¢do, ¢ um aumento do
espagamento entre estas (Tb.Sp). Os resultados mostraram que a morfologia 6ssea do
grupo adulto apresentou deterioragdo da microarquitetura, tendo como conseqiiéncia a

diminui¢do da quantidade dssea, tornando-os frageis e suscetiveis a fraturas.
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O diferencial deste trabalho foi apresentado na quantificacdo da densidade mineral
Ossea pela microtomografia de raios X. Onde foi possivel quantificar a regido de
interesse ROI selecionada na analise morfologica em relacdo a sua densidade, nos
dando uma avaliacdo mais completa em relagdo aos efeitos do hormonio T4, usado nos
animais do grupo hipertiroidismo, ¢ do fator idade nos animais do protocolo de

envelhecimento.

Os resultados da quantificagdo da densidade mineral 6ssea do protocolo 1
mostram que: os valores de densidade da amostra L4 do grupo controle apresentou um
valor maximo de densidade maior do que a amostra L3 do mesmo grupo. Este resultado
corrobora com o resultado da histomorfometria onde este sitio anatdmico apresentou
maior percentual de volume oOsseo, que também foi estatisticamente significativo.
Apesar da amostra L4 do grupo controle apresentar um valor maior de densidade, ndo ¢
possivel concluir se o sitio L4 se diferencia do sitio L3, pois este comportamento nao
ocorre em relagao aos demais grupos de ambos os protocolos. Para uma melhor analise
¢ necessario investigar um nimero maior de amostras, € assim ter um teste estatistico
mais conclusivo. O resultado encontrado em relagdo ao protocolo mostrou que os
valores de maximo e médio de densidade também nao apresentaram diferencas

significativas, o que corrobora com os resultados da histormorfometria.

J& em relacdo aos resultados das amostras do grupo jovem e adulto do protocolo
2, os resultados mostraram que em relagdo aos sitio anatdmico para um mesmo grupo
estes nao apresentaram diferengas significativas entre os valores de maximo e médio de
densidade. Ao aplicar o teste estatistico em relagdo ao protocolo o primeiro resultado
encontrado foi que os valores de maximo de densidade do grupo adulto sofreram
diminui¢ao significativa, mostrando que este grupo apresentou uma menor massa dssea
em relagdo ao grupo jovem. Este resultado se deve ao ciclo da remodelacao Ossea, isto
¢, durante a vida de um individuo o tecido 0sseo passa constantemente por um processo
de absor¢do e formagdo. Com o decorrer do tempo, o balanco entre a reabsorcdo e
formagao Ossea se torna negativo, o que resulta numa diminui¢do do volume do osso,

tornando-os menos densos e mais frageis, € assim mais suscetiveis a fratura.
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Para concluir o estudo da qualidade 6ssea nas amostras dos protocolos 1 e 2, a
terceira meta foi alcancada com o mapeamento das concentracdes elementares pela
técnica de microfluorescéncia de raios X. Este estudo revelou que: o célcio, que ¢ o
principal mineral da matriz dssea, ndo apresentou variacdo significativa nas amostras
dos dois protocolos, € seu mapeamento mostrou-se homogéneo em todas as amostras.
Os mapas bidimensionais dos minerais, ferro, zinco e estroncio mostraram uma
distribui¢do heterogénea destes minerais na regido trabecular. Para o mineral ferro que ¢
responsavel pelo crescimento dsseo, as amostras do primeiro protocolo, mostraram um
aumento de concentracdo deste mineral no grupo hipertiroidismo, ja em relacdo as
matrizes Osseas das amostras do grupo adulto do protocolo 2, mostraram uma menor
concentra¢dao deste mineral comparando com o grupo jovem, e esta diminui¢do foi
significativa em intervalo de confianga de 95 %. Para o mineral zinco as amostras do
segundo protocolo mostrou uma reducdo significativamente, o que ja ndo ocorreu nas
amostras do primeiro protocolo, lembrando que deficiéncia deste mineral em humanos
retarda o crescimento do esqueleto Osseo. Para o mineral estroncio os niveis
encontrados nas matrizes do primeiro protocolo sofreram alteragdes significativas
comparando grupo controle e hipertiroidismo, o que também ocorreu nas amostras do

grupo adulto.

Outro aspecto importante na avaliagdo da qualidade Ossea se refere as
caracteristicas do osso que conferem a capacidade de resisténcia a fratura. Novos
medicamentos tém surgido no mercado para tratamento da esteoporose. Sugestao para
trabalhos futuros seria uma analise do grau de competéncia biomecanica de amostras de
fémures e vértebras, provenientes de protocolos em estudo animal para novos
medicamentos para osteoporose pelas técnicas de microtomografia e microfluorescéncia

de raio X.
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ANEXO A

ANEXO A

IMAGENS 3D DAS ROIS MICROTOMOGRAFICAS EM
DENSIDADE
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ANEXO A
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Figura A.1: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e

L4 do grupo controle (amostra #1).
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ANEXO A
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Figura A.2: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e

L4 do grupo controle (amostra #2).
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ANEXO A
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Figura A.3: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e

L4 do grupo controle (amostra #3).
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ANEXO A

Hipertiroidismo#1
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Figura A.4: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e
L4 do grupo hipertiroidismo (amostra #1).
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ANEXO A

Hipertiroidismo#2
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Figura A.5: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e

L4 do grupo hipertiroidismo (amostra #2).
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ANEXO A

Hipertiroidismo#3
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Figura A.6: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 e

L4 do grupo hipertiroidismo (amostra #3).
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ANEXO A

Jovem#1
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Figura A.7: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢

L4 do grupo jovem (amostra #1).
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ANEXO A
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Figura A.8: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢

L4 do grupo jovem (amostra #2).
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ANEXO A
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Figura A.9: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢

L4 do grupo jovem (amostra #3).
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ANEXO A
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Figura A.10: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo jovem (amostra #4).

162



ANEXO A
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Figura A.11: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo jovem (amostra #5).
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ANEXO A
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Figura A.12: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #1).
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ANEXO A

Adulto#2

3
/cm
1.02 8

0.95
10.96
10.94

0.92

Pixel {rmm)

0.9

0.53
.56
0.54

0.52

Fixel (mm)

g/cm3

1.0

Pixel {(mrm)

10.95

0.9

0.85

Pixel (mm:] Pixel (mm)

Figura A.13: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #2).
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ANEXO A
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Figura A.14: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #3).
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ANEXO A
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Figura A.15: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #4).
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ANEXO A
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Figura A.16: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #5).
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ANEXO A
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Figura A.17: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #6).
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ANEXO A
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Figura A.18: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #7).
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ANEXO A
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Figura A.19: Imagens 3D das ROIs microtomograficas em densidade (g/cm’) das L3 ¢
L4 do grupo adulto (amostra #8).
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ANEXO B

ANEXO B

IMAGENS DO MAPEAMENTO BIDIMENSIONAIS DO CALCIO,
FERRO, ZINCO E ESTRONCIO POR MICROFLUORESCENCIA
DE RAIOS X
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ANEXO B
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Figura B.1: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo controle (amostra#1).
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ANEXO B
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Figura B.2: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo controle (amostra#2).
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Figura B.3: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo hipertiroidismo (amostra#1).
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ANEXO B
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Figura B.4: Imagens do mapeamento bidimensionais do Célcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo hipertiroidismo (amostra#2).

176



ANEXO B

Calcio Ferro ng g’

distancia(mm)
distancia{mm)

0.3 0.4 04a 06

0.2 0.3 0.4 0.5
distancia (mm)
Estréncio ng g’

distancia (mm)
Zinco

=

[
=
[

distancia(mm)
distancia(mm)

0.5 0.8
0.6 0.6
07 0.7
08 0.8
0 0.1 0z 03 04 0.8 0.6 07 08 0 0.1 0.z 03 04 0.5 0.6 07 08

distancia (mm) distancia (mm)

Figura B.5: Imagens do mapeamento bidimensionais do Célcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo jovem (amostra#1).
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Figura B.6: Imagens do mapeamento bidimensionais do Célcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo jovem (amostra#2).

178



ANEXO B

Calcio Ferro -1
. negg

0.1

0z
€ €

0.3
£ £
o o

o o 04
% <%

.‘E ‘E 0.5
=] o

06

07

0.8

0.z 0.3 0.4 05 . . . u] 01 0.2 0.3 0.4 05 0B 0.7 0.8
distancia (mm) distancia (mm)
. 1 2 H -1
Zinco ng g Estréncio ng g

. v - n ”

0.1 T 01

0z 0z
€ €

§D.3 §D.3
o o
W B ' W

.‘E 0.5 ‘E 0s
= =

06 06

07 . l 07

a0
0.8 0 0.a
0 0.1

0z 0.3 0.4 ns 0B 07 0.8 0 0.1 nz 03 0.4 0.5 06 07 0.8
distancia (mm) distancia (mm)

Figura B.7: Imagens do mapeamento bidimensionais do Célcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo jovem (amostra#3).
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Figura B.8: Imagens do mapeamento bidimensionais do Célcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo jovem (amostra#4).
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Figura B.9: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo adulto (amostra#1).
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Figura B.10: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo adulto (amostra#2).
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Figura B.11: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L4 grupo adulto (amostra#3).
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Figura B.12: Imagens do mapeamento bidimensionais do Calcio, Ferro, Zinco e Estroncio da L[4 grupo adulto (amostra#4).
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ANEXO C

ANEXO C

TABELAS COM AS CONCETRACAO DO CALCIO, FERRO,
ZINCO E ESTRONCIO DO MAPEAMENTO BIDOMENSIONAL
POR MICROFLUORESCENCIA DE RAIOS X
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ANEXO C

Tabela C1: Resultado das concentragdes elementares do mapeamento bidimensional

das amostras de vértebras lombares L4 dos protocolos 1.

Protocolo 1

Parametros Grupo Controle (n=3) Grupo Hipertiroidismo (n=3)
L4 L4
Ca (%) 25,3+1,1 26,4+1,5
Fe (ug gl) 81,440,5° 105,3+1,2°
Zn (pgg™h) 468,4+1,3 454,3+1,5
Sr(ug g™) 355,1£2,3° 366,2+3,8°

Valores representados como: média + desvio padrao.

» Estatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.

Tabela C2: Resultado das concentragdes elementares do mapeamento bidimensional

das amostras de vértebras lombares L4 dos protocolos 2.

Protocolo 2

Parametros Grupo Jovem (n=5) Grupo Adulto (n=5)
L4 L4
Ca (%) 23,7+2,1 19,5+1,1
Fe (ug g™ 110,5+4,2° 472+3,8°
Zn (g g 513,4+3,1° 280,3+1,7°
Sr(ug g™ 275,3+4,5° 161,0+5,1°

Valores representados como: média + desvio padrao.

» Estatisticamente significativo ao protocolo, a=0,05.
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ANEXO D

ANEXO D
ROTINAS EM MATLAB USADAS NA TESE
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ANEXO D

ROTINA D1: Corre¢ao do endurecimento de feixe

close all;

clear all;

% -0.0072 1.0450 0.0184

x=linspace(1,120,120);

a=input('Primeiro coeficiente:','s");
al=str2num(a);

a=input('Segundo coeficiente :','s");
a2=str2num(a);

a=input('Terceiro coeficiente:','s");
a3=str2num(a);

a=input('Quarto coeficiente:','s");
ad=str2num(a);

arg=input('Nome do arquivo de entrada (p1):','s");

arql = [arq, .p1j];

arqu = strcat(arq,'bg.prj');

[cMat,ma] = imread(arqu,'prj");

%close(arqu);

%fid=fopen(arql,'rt');

arq2=input('Nome do arquivo de saida (p2) :'s");
arqu = strcat(arg2,'bg.prj");
imwrite(cMat,ma,arqu,'prj");

%close(arqu);

arq3= [arq2,".p1j'];
nomearquivoe=arq;
nomearquivos=arq2;
ext="bmp";
for m=1:300
if (m < 10)
arquivoe = strcat(nomearquivoe,'00',int2str(m),".',ext);
arquivos = strcat(nomearquivos,'00',int2str(m),".',ext);
else
if (m < 100)
arquivoe = strcat(nomearquivoe,'0',int2str(m),'.,ext);
arquivos = strcat(nomearquivos,'0',int2str(m),".',ext);
else
arquivoe = strcat(nomearquivoe,int2str(m),".',ext);
arquivos = strcat(nomearquivos,int2str(m),".',ext);
end;
end;
[cMatx,ma] = imread(arquivoe,ptj");

for kk=1:442
for ii=1:764
pl(ii)=-log(double(cMatx(kk,i1))/double(cMat(kk,i1)));
if p1(ii)~=0
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ml(ii)=al*pl(i))*p1(ii)*p1(ii)+a2*p1(ii)*p1(ii)+a3*p1(ii)+a4;

if m1(i1)<0
m1(i1)=0;
end;
else
m1(i1)=0;
end;

bii=fix(double(cMat(kk, ii))*exp(-m1(ii)));

b(kk,ii)=uint8(bii);
end;
end;
imwrite(b,ma,arquivos,’bmp');
%close(arquivo);
end;
close all;

ROTINA D2: Calculo da densidade

close all;

clear all;

arq=input('Nome do arquivo :','s");
arql = [arq, .hdr'];

fid=fopen(arql,'r")

z=fscanf(fid,'%s',2)
zl=fscanf(fid, %s',1)
z2=fscanf(fid,"%g',1)
zl=fscanf(fid,'%s',1);
z2=fscanf(fid,"%g',1);
zl=fscanf(fid,'%s',1);
z2=fscanf(fid,"%g',1);
z=fscanf(fid,'%s',2);

z=fscanf(fid, %s',2);
zl=fscanf(fid,'%s',1);
zl=fscanf(fid,'%s',1);
z=fscanf(fid,'%s',2);
z3=fscanf(fid, %e',1)

maxd=z3

z=fscanf{fid, %s',2);
z3=fscanf(fid,'%e',1)

mind=z3

tp=input('Tamanho do pixel na camera: ');
tpm=input('Magnificacao: ');
tampixel=tp/tpm;
mupixel=maxd*255*100000/tampixel
denst=double(0.985*mupixel+0.0096)
close all;
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ROTINA D3: Segmentagdo e Imagem 3D

function [BW PARAM] = seg_oth(I)

J = imnormalize(]);
% ASF
IADF = asfilter(J,'COR','square',4);

% Top-Hat y Top-Bottom para resaltar las regiones oseas de interes
se = strel('disk',15);

Itop = imtophat(IADF, se);

Ibot = imbothat(IADF, se);

Ienhance = imsubtract(imadd(Itop, IADF), Ibot);

% Threshold da imagen com otsu
Iseg = otsu_method(Ienhance);
Iseg = bwareaopen(Iseg,20);

BW = asfilter(Iseg,'CO','square',2);

% Calcula parametros BVTV e TbN

C = edge(double(BW),'canny");

PARAM.BVTV = numel(find(BW))/numel(BW(:));
PARAM.TbN = numel(find(C))/numel(BW(:));

ANEXO D

%*>X<>!<*>X<>X<>!<*>X<>X<>!<>!<*>X<>X<>!<*>X<>X<>!<*>X<>X<>X<>X<*>X<>X<>X<*>X<>X<>X<*>X<>X<>X<>X<>X<>X<>X<>X<>X<>X<>X<************************

% Metodo otsu
function [Iseg,sep] = otsu_method(I)
n=2;
I = single(I);
unl = sort(unique(l));
nbins = min(length(unl),256);
if nbins==n
Iseg = single(ones(size(1)));
graycol = linspace(0,1,n);
fori=1:mn-1
Iseg(I==unl(i)) = graycol(i);
end
sep = 1;
return
elseif nbins<n
Iseg = NaN(size(I),'single');
sep = 0;
return
elseif nbins<256
[histo,pixval] = hist(I(:),unl);
else
[histo,pixval] = hist(I(:),256);
end
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P = histo/sum(histo);

clear unl;

w = cumsum(P);

mu = cumsum((1:nbins).*P);

sigma2B =...
(mu(end)*w(2:end-1)-mu(2:end-1)).*2./w(2:end-1)./(1-w(2:end-1));

[lixo,k] = max(sigma2B);

Iseg = single(ones(size(])));

sep = round(pixval(k+1));

Iseg(I <=sep) = 0;

96*********************************************************************

% Filtro ASF
function Y = asfilter(F,seq,strele,radele)
if (size(F,3) > 1) || isvector(F)
error('Input gray image must be 2D");
end
if strempi(strele,'arbitrary")
b = strel(strele,radele);
else
b = strel(strele,radele);
end

Y = double(F);

switch seq
case 'CO' % performs closing after opening
Y = imopen(Y,b);
Y = imclose(Y,b);
case 'COR' %performs closing by reconstruction after opening by reconstruction
Y = imreconstruct(imopen(Y,b),Y);
Y = imreconstruct(Y,imclose(Y,b));
end

96*********************************************************************

% Normaliza imagem

function In = imnormalize(Y)

Y = double(Y);

mx = max(Y(:));

mn = min(Y(:));

In = uint8(255*((Y-mn)/(mx-mn)));
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ROTINA D3: Imagem em concentragao

function [elementox]= Im_leelm(fid,elementos);
tmp=0;
b=textscan(fid,' %s',2*elementos+1);
jk1=1;
for jk=1:elementos
bz=b{1,1};
% bz(jk1+1);
bzz=str2mat(bz(jk1+1));
tmp 1=strcat(bzz(3),bzz(4));
elementox(jk)=str2num(tmp1);
jk1=jk1+2;
end;
le_leelm=tmp;

close all;

clear all;

nomeelem:{”’H,H’H,H’H,H’H’.“
",”,",”,",”,'F(’)SfOI'O',.,.
'Strontium',",'Argdnio','Potassio','Calcio',...

Ty

me e 'Ferro',", Niquel',...

rimmmnnn

'Cobre','Zinco',",",",",",",...
"'Estroncio',",",",",","};
arg=input('Nome do arquivo:,'s");
arql = [arq,'.dat'];
fid=fopen(arql,'r");
xelementos=input('Numero de Elementos:','s");
elementos=str2num(xelementos);
elemento=zeros(elementos, 1);
elemento=Im_leelm(fid,elementos);
disp('Elementos quimicos encontrados:');
disp(elemento);
%pause
tamost=input('"Tamanho da amostra em x (mm):','s");
tamostrx=str2num(tamost);
tamost=input('"Tamanho da amostra em y (mm):','s");
tamostry=str2num(tamost);
tamxya=input('Tamanho da matriz em x:','s");
tamx=str2num(tamxya);
tamxya=input('Tamanho da matriz em y:','s");
tamy=str2num(tamxya);
max=zeros(elementos,1,'double");

for k=1:tamx
for kk=1:tamy
for kjk=1:elementos
arquivo=fscanf(fid, %s',1);
a(k kk kjk)=fscanf(fid, %e',1);
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if (a(k,kk kjk)>max(kjk,1))
max(kjk,1)=a(k,kk kjk);
end;
end;
lixo=fgetl(fid);
end;
end;
xlinha=linspace(0,tamostrx,tamx);
ylinha=linspace(0,tamostry,tamy);
clabx=1;
while clabx<10
for kjk=1:elementos
c(:,)=a(:,:Lkjk);
max2=0;
for k=1:tamx
for kk=1:tamy
for kkk=0:1
for kkkk=0:1
cc(2*k-1+kkk,2*kk-1+kkkk)=c(k,kk);
if c(k,kk)>max2
max2=c(k,kk);
end;
end;
end;
end;
end;

figure;

colorlabels = {'default’, 'hsv','hot','pink’,...
'cool','bone','prism','flag',...
'gray','rand'};

max22=0;

ccd=zeros(2*tamx,2*tamy,'double");

for m=2:(2*tamx-1)

for n=2:(2*tamy-1)

% Aplicando filtro de mediana na imagem com ruido

% Filtro de mediana

ccd(m,n)=1/9*(cc(m-1,n-1)+cc(m-1,n)+cc(m-1,n+1)...

+cc(m,n-1)+cc(m,n)+cc(m,n+1)...

+cc(m+1,n-1)+cc(m+1,n)+cc(m+1,n+1));

if ccd(m,n)>max22
max22=ccd(m,n);
end;

end;
end;
cce=ccd*max2/max22;
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imagesc(xlinha,ylinha,c);
xlabel('distancia (mm)','FontSize',16);
ylabel('distancia(mm)','FontSize',16);
title(nomeelem(elemento(kjk)), 'FontSize', 16);
colormap(colorlabels{clabx});
colorbar;
figure
imagesc(2*xlinha,2*ylinha,cc);
xlabel('distancia (mm)','FontSize',16);
ylabel('distancia(mm)','FontSize',16);
title(nomeelem(elemento(kjk)), 'FontSize', 16);
colormap(colorlabels{clabx});
colorbar;
figure
imagesc(xlinha,ylinha,ccc);
xlabel('distancia (mm)','FontSize',16);
ylabel('distancia(mm)','FontSize',16);
title(nomeelem(elemento(kjk)), 'FontSize', 16);
colormap(colorlabels {clabx});
colorbar;
end;
clab=input('Entre o colorlabel (1-9) - >9 sai:','s");
clabx=str2num(clab);
if clabx<10

close all
end;
end;
%pause;
close all;
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