O
Instituto Alberto Luiz Coimbra de l | F RJ
Pds-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
POR LUZ SINCROTRON PARA AVALIACAO DOS EFEITOS DE
POLIQUIMIOTERAPICOS EM FEMURES DE RATAS WISTAR

Rita de Céssia Polito Vita Alessio

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Engenharia Nuclear, COPPE, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte
dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de

Doutor em Engenharia Nuclear.

Orientadores: Delson Braz

Liebert Parreiras Nogueira

Rio de Janeiro
Margo de 2015



MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
POR LUZ SINCROTRON PARA AVALIACAO DOS EFEITOS DE
POLIQUIMIOTERAPICOS EM FEMURES DE RATAS WISTAR

Rita de Céssia Polito Vita Alessio

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERTO LUIZ
COIMBRA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA DE ENGENHARIA (COPPE) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM
CIENCIAS EM ENGENHARIA NUCLEAR.

Examinada por:

Prof. Delson Braz, D.Sc.

Prof. Liebert Parreiras Nogueira, D.Sc

Prof®. Regina Cély Rodrigues Barroso, D.Sc.

Prof. Edimilson Monteiro de Souza, D.Sc.

Prof. Carlos Eduardo Veloso de Almeida, D.Sc.

Dra. Camila Salata, D.Sc.

Prof. Admir Xavier da Silva, D.Sc.

RIO DE JANEIRO, RJ-BRASIL
MARGO DE 2015



Alessio, Rita de Céssia Polito Vita
Microtomografia Computadorizada por luz sincrotron
para avaliacdo dos efeitos de poliquimioterapicos em fémures
de ratas wistar/ Rita de Céssia Polito Vita Alessio. -Rio de
Janeiro: UFRJ/COPPE, 2015.
XVII, 100 p.:il.; 29,7 cm.
Orientador(es): Delson Braz
Liebert Parreiras Nogueira
Tese (doutorado) — UFRJ / COPPE / Programa de
Engenharia Nuclear, 2015.
Referéncias Bibliogréficas: p. 88-100
1. Microtomografia computadorizada. 2. Quantificagéo
Ossea. 3. Luz Sincrotron. 4. Quimioterapia. I. Braz, Delson et al..
I1. Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE, Programa de
Engenharia Nuclear. I1. Titulo.




“Ha uma for¢a motriz mais poderosa
que o vapor, a eletricidade e a

energia atbmica: a vontade. ”

Albert Einstein



Aos meus familiares, em especial

minha mae Isa Rita e minha tia Ina.

Ao meu marido Leonardo Rodrigues,
pelo grande apoio e compreensdo

durante todo o percurso.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por tudo.

Gostaria de agradecer ao Professor Liebert Parreiras Nogueira pela orientacdo

neste trabalho, pela paciéncia e atencéo, por toda disponibilidade e incentivo.

A Professora Regina Cély, pela paciéncia e atencdo, supervisio e pela
credibilidade de trabalho. Pelo carinho e incentivo prestados durante o desenvolvimento
do trabalho.

Ao Professor Delson Braz pela orientacédo e por acreditar em mim.

Ao Professor Carlos Eduardo pelo suporte prestado pelo Laboratério de Ciéncias
Radioldgicas da UERJ.

A Camila Salata, pela ajuda com os animais e pelas discussdes referentes a parte

bioldgica deste trabalho.
A todos os integrantes do Laboratério de Fisica Médica da UERJ.

A todos os meus familiares pela compreensédo por todos 0s momentos que estive

ausente.
As minhas amigas, que sempre estiveram presentes, apoiando e ajudando.
Ao Laboratorio de luz sincrotron ELETTRA.

E, ao CNPq pelo suporte financeiro.

Vi



Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
POR LUZ SINCROTRON PARA AVALIACAO DOS EFEITOS DE
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O Cancer é o crescimento desordenado de células, que invadem os tecidos e
0rgdos. Para o controle e tratamento do cancer, uma das técnicas mais utilizadas é a
quimioterapia, e € inevitavel que durante o tratamento, os tecidos saudaveis sejam
afetados. Um dos efeitos da quimioterapia ¢ a inducdo da amenorréia, com uma
consequente diminuicdo de estrogénio, que pode ocasionar alteracbes 0sseas,
semelhantes as apresentadas em pacientes com osteoporose. O objetivo deste trabalho
foi realizar a quantificacdo morfométrica, através da microtomografia computadorizada
utilizando a luz sincrotron, de indices referentes a regido trabecular (cabeca do fémur) e
a regido cortical (diafise do fémur), de ratas tratadas com diferentes
poliquimioterapicos, utilizados no tratamento de cdncer de mama, para a analise de
possiveis alteracdes dsseas devido a estes tratamentos. Todas as imagens foram obtidas
na linha SYRMEP no laboratorio de luz sincrotron ELETTRA, na Italia. Os indices
morfométricos analisados para a parte trabecular foram: BV/TV (razdo volume 6sseo
volume total), Th.Th (espessura trabecular média), Th.Sp (espacamento trabecular
médio), Th.N (densidade trabecular) e SMI (indice modelo de estrutura). Para a parte
cortical foram calculados os indices Por.Ct (razdo volume de poros-volume total),
Por.Th (espessura média dos poros), Por.Sp (separacdo média dos poros) e Por.N
(densidade de poros). Os resultados revelaram alteracbes ésseas significativas de
BV/TV e SMI para a regido trabecular da cabeca assim como para todos os pardmetros

morfomeétricos referentes a regido cortical da diafise do fémur.
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SYNCHROTRON LIGHT COMPUTED MICROTOMOGRAPHY TO EVALUATE
EFFECTS OF POLYCHEMOTHERAPY DRUGS ON FEMURS OF WISTAR RATS
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Advisors: Delson Braz
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Department: Nuclear Engineering

Cancer is the uncontrolled growth of cells that invade tissues and organs. For the
control and treatment of cancer, one of the most widely used techniques is
chemotherapy, and it is inevitable that during treatment, the healthy tissues are affected.
One of the effects of chemotherapy is the induction of amenorrhea, with a consequent
decrease in production of estrogen, which should cause bone changes similar to those
presented in patients with osteoporosis. The aim of this study was to perform
morphometric quantification using synchrotron light computed microtomography, of the
indices referring to the trabecular (femoral head) and cortical bones (femoral diaphysis)
of rats treated with different polychemotherapy drugs used on the treatment of breast
cancer, in order to analyze possible bone changes due to these treatments. The images
were obtained on Medical Physics (SYRMEP) beamline at the ELETTRA synchrotron
laboratory located in Italy. Morphometric indices analyzed for trabecular bone were:
BV/TV (bone volume fraction), Tb.Th (average trabecular thickness), Th.Sp (average
trabecular spacing), Th.N (trabecular density) and SMI (structure model index). For the
cortical indices they were: Por.Ct (pore volume to total volume ratio), Por.Th (average
pore thickness), Por.Sp (average pore separation) and Por.N (pore density). The results
showed significant bone changes of BV/TV and SMI on the trabecular region of the
head of the femur as well as for all morphometric parameters for the cortical region of

the femoral diaphysis.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O céncer é considerado um problema de satde publica mundial. A Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) estima para ano 2030, 27 milhGes de casos incidentes de
cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente,
com cancer (SIEGEL et al., 2013; PARKIN & FERNANDEZ, 2006). No Brasil, as
estimativas do INCA para o ano de 2014/2015 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil novos casos de cancer, sendo o cancer de mama (CM) em
mulheres, o mais incidente deles, com uma estimativa de aproximadamente 75 mil
novos casos (MINISTERIO DA SAUDE-INCA, 2014).

As principais modalidades terapéuticas disponiveis, para o tratamento do cancer
de mama, sdo a cirurgia e a radioterapia para o tratamento loco-regional e a
hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento sistémico, e frequentemente
aplicam-se duas ou mais destas estratégias concomitantemente para obter um melhor
resultado no tratamento do CM (MURAD, 2000; BOUGHEY et al., 2008). A
quimioterapia (QT), diferente da cirurgia e da radioterapia, € utilizada em tratamento
sistémico, ou seja, que atua em todo corpo, a base de farmacos que na maior parte da
vezes impedem a reproducéo celular e, consequentemente, levam as células malignas a

morte.

A grande dificuldade na escolha do melhor esquema de tratamento reside em
pesar a magnitude do ganho absoluto versus a toxicidade inerente de cada tratamento.
Existem hoje muitos esquemas de QT que podem ser aplicados para 0 CM, e sempre se
aplicam concomitantemente dois ou mais agentes quimioterapicos (poliquimioterapia).
Esta associacdo de fArmacos aumenta o efeito antitumoral sem elevar o grau de toxidade
no paciente, proporcionando uma maior eficacia do tratamento, ja que estas células
neoplasicas sofrem constantes mutacdes, e podem apresentar uma maior resisténcia em
relacdo aos farmacos. Esta associagdo atua, na maior parte das vezes de forma a impedir
a divisdo celular através da intervencdo em uma determinada etapa do ciclo celular
(SALATA, 2013). Embora seja um tratamento eficaz para muitos tipos de cancer, a
quimioterapia pode ocasionar inumeros efeitos colaterais, por ndo distinguir células
normais em crescimento ativo (tal como as células do sangue, boca, intestinos e 0sso) e
as células cancerosas (VERA-BADILLO et al., 2013). GUISE, 2006; PFEILSCHIFTER
et al., 2000).



Os agentes quimioterapicos mais utilizados na atualidade para o tratamento do
cancer de mama sdo o0s agentes alquilantes, principalmente a ciclofosfamida; os
antimetabolicos, como o 5- fluorouracil e o metotrexato; os antraciclicos, como a
epirrubicina e doxorrubixina e, os taxanos, como o paclitaxel e docetaxel, sendo o
docetaxel um farmaco introduzido recentemente na prética clinica (ROCHE et al.,
2006). Os principais regimes de quimioterapia antineoplasica utilizados nos casos de
CM séo: CMF (ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil), AC (doxorrubicina e
ciclofosfamida) e TC (docetaxel e ciclofosfamida). O regime de CMF € utilizado em
pacientes com intoleréncia a doxorrubicina ou pacientes muito debilitados e idosos, com

pouca expectativa de sobrevida (SILVA et al., 2011).

Os antraciclicos AC, apesar de sua grande eficacia no controle do cancer e de
proporcionar um aumento na expectativa de vida dos pacientes, estdo associados a
varios efeitos colaterais agudos e crénicos, como a infertilidade e a cardiotoxidade
(ROTI ROTI & SALIH, 2012). Alguns estudos sugerem que 0s esquemas contendo o
regime AC possam ser substituidos por esquemas TC, sendo tdo efetivos quanto os
regimes tradicionais. Sugere-se utilizar quatro ciclos de docetaxel, um taxano, associado
a ciclofosfamida, conhecido como esquema TC. Em um estudo feito pela US Oncology,
1016 pacientes foram selecionados randomicamente para receber doses de
doxorrubicina (60mg/m?®) e ciclofosfamida (600mg/m®) (AC), ou docetaxel (75mg/m?®)
com ciclofostafamida (600mg/m®) (TC). Sete anos ap6s o fim do tratamento, o tempo
livre da doenca e a sobrevida em pacientes tratados com TC foram significativamente
melhores que em pacientes tratados com AC (MALHOTRA et al., 2004,
HENDERSON, 2011, JONES et al., 2009, SALATA, 2013).

Os taxanos foram introduzidos na pratica clinica no inicio de 1990, primeiro
para cancer de mama metastatico, e depois no tratamento adjuvante. Ainda hoje sdo
considerados farmacos novos, e ndo existem muitos estudos retrospectivos que mostrem
seus efeitos colaterais em longo prazo. Os dois mais conhecidos taxanos utilizados hoje
sdo o paclitaxel e o docetaxel. Seus mecanismos de acdo sdo idénticos, a principal
diferenca entre os dois € que o docetaxel ¢, em média, 1,6 vezes mais ativo que o
paclitaxel (BINES et al., 2014, HENDERSON et al., 2011). Os efeitos associados com
a fertilidade do docetaxel foram descritos em estudos anteriores, mas sdo discordantes
(ZHOU et al., 2010, SALATA, 2013).



Em um estudo realizado por MINISINI et al (2009), as pacientes que foram
tratadas pelo regime TC, tiveram um aumento de inducdo da amenorréia pela
quimioterapia (CIA), entretanto o indice de pacientes que se recuperaram da amenorréia
foi maior do que o indice de pacientes que foram tratadas com o regime AC. Apesar
destes resultados, ndo ficou claro se a utilizacdo do regime TC aumentou a taxa de CIA
em comparacdo com o uso do regime AC (PEREZ-FIDALGO et al., 2010). Foi
levantada a hipétese de que, regimes quimioterdpicos, que incluem a ciclofosfamida
podem agravar a incidéncia da CIA, e estudos relataram que quanto maior as doses de
ciclofosfamida, mais elevadas sdo as taxas de CIA (REYNO et al., 1982; BRINCKER
et al., 1987). Apesar do docetaxel ndo estar associado a taxas elevadas de CIA, a
ciclofosfamida parece contribuir diretamente para elevar esta taxa (ZHOU et al., 2010).

Uma conseqiiéncia importante da CIA, ou seja, do comprometimento da
fertilidade, em mulheres tratadas para o CM, é a perda da densidade mineral 6ssea
(DMO). Sabe-se que a insuficiéncia ovariana, induzida pela quimioterapia, em mulheres
na pré-menopausa, pode acarretar uma perda 6ssea rapida (PEYMAN et al., 2009), onde
0 estrogénio desempenha um papel central na manutengdo da massa Gssea, pois esta
diretamente associado a remodelacdo éssea, acarretando assim a perda &ssea
(SHAPIRO et al., 2010).

A perda da DMO pode ser induzida pela quimioterapia através de mecanismos
indiretos, quando as drogas causam danos no ovario, reduzindo os niveis de estrogénio;
ou através de mecanismos diretos, como diversos estudos comprovaram que drogas
como doxorrubicina podem afetar adversamente os osteoblastos e / ou osteoclastos
diretamente, levando a um quadro clinico da osteoporose (DAVIES et al., 2002, HADJI
etal., 2012).

A osteoporose é definida como uma doenca esquelética sistémica, caracterizada
pela diminuicdo de massa Ossea (perda da DMO), deterioracdo da micro-arquitetura e
por mudancas que ocorrem no tecido 0sseo, resultando em um aumento da fragilidade
Ossea e susceptibilidade ao risco de fratura (FENG, 2011). Os efeitos da osteoporose, ou
seja, da perda da DMO sdo maiores nos 0ssos longos, como o fémur, ou nos 0ssos da
coluna. Apesar disso, alguns estudos demonstram que ocorre perda déssea sistémica
devido a deficiéncia estrogénica (FALONI & CERRI, 2007). Para analisar as mudancas

ocorridas na micro-arquitetura 0ssea devido a diminuicdo da massa 6ssea corporal,



utiliza-se comumente o rato, ja que este € um animal modelo na investigacéo pre-clinica

da osteoporose.

O estudo através deste mamifero oferece diversas vantagens, em funcdo da
capacidade destes animais de espelhar mudangas que acontecem de forma natural no
0sso0 humano. Dentre as inUmeras vantagens, € possivel destacar algumas como o fato
de que o estudo pode ser realizado sob condic¢Ges padronizadas; que a investigacdo pode
ser realizada com um baixo custo; que os ratos possuem a remodelagdo do 0sso
trabecular muito semelhante a remodelagdo observada em 0ssos trabeculares humano;
que é possivel realizar facilmente testes biomecanicos em o0ssos de ratos sob condicdes
padronizadas, e por fim, ndo menos importante, o fato de que a anatomia do esqueleto

do rato possuir semelhangas com a do esqueleto humano (MOSEKILDE, 1995).

A imagem da estrutura 6ssea do rato requer uma alta resolucdo espacial, visto
que esta estrutura € muito menor que a dos 0ssos humanos. Desta forma, para um estudo
detalhado destas microestruturas 6sseas, a microtomografia computadorizada (UTC)
oferece uma analise minuciosa da arquitetura 6ssea, da ordem de micrémetros, de forma
qualitativa e quantitativa, em duas e trés dimensdes. Desta forma, para que seja possivel
alcancar uma resolucdo nesta ordem de grandeza, é necessario que a fonte de raios X
seja dotada de um tamanho focal significativamente menor que a utilizada pela
tomografia computadorizada, limitando assim a intensidade de feixe de raios X. Assim,
a combinagdo da técnica pTC com a radiagdo sincrotron € essencial para a obtengdo de
imagens com uma alta resolucdo, ja que os sincrotrons sdo capazes de gerar um feixe de
raios X extremamente intenso, fornecendo assim uma quantificagdo mais precisa através

do célculo dos parametros morfométricos.

Os sincrotrons além de gerar um feixe de raios X extremamente intenso,
fornecem vantagens notaveis, como por exemplo, feixes de raios X altamente colimado
e com um alto grau de coeréncia espacial (MARGARITONDO et al., 1995). Além
disso, oferecem também um espectro com uma ampla faixa de energia, e com a
utilizacdo de cristais monocromadores €& possivel obter feixes praticamente
monocromaticos com energia selecionavel. Estas caracteristicas sdo perfeitas para
obtencdo das imagens microtomograficas e consequentemente para o célculo dos

parametros morfométricos.



Alteracdes morfométricas nos ossos sdo tradicionalmente estudadas atraves de
medidas feitas em duas dimensdes, onde os parametros estruturais sao inspecionados
visualmente ou medidos de seccBes transversais das amostras. O método convencional
de histomorfometria (estereologia) envolve uma cuidadosa preparacdo da amostra,
seguido de seccdes das amostras em laminas bem finas. Apesar de o método apresentar
alta resolucdo espacial e alto contraste, € um método tedioso, consome muito tempo e
necessita de um técnico treinado para preparacdo e quantificacdo, aléem de danificar a
amostra (MULLER et al., 1998). Desta forma, muitos estudos com morfologia dos
0ss0s tém sido feitos com o auxilio da microtomografia computadorizada (uTC), pois

permite investigagOes ndo destrutivas.

Em 1989, FELDKAMP et al. desenvolveram uma técnica para a analise de
estruturas trabeculares através da uTC, em que é possivel avaliar quantitativamente as
estruturas através da histomorfometria 0ssea, a qual foi fundamental na estereologia. Os
parametros quantificados foram a razao entre volume dsseo e volume total da amostra
(BVITV); a razdo entre a superficie 6ssea e seu volume (BS/BV); a separacdo média
entre as trabéculas (Th.Sp); a densidade de trabéculas (Th.N) e a espessura média das
trabéculas (Tb.Th).

MULLER et al. (1998) fizeram um estudo comparativo entre a quantificacdo
histomorfométrica pela uTC e a histomorfometria convencional. Para isto, foram
avaliadas biopsias de 0sso humano. Os resultados exibiram uma correlacdo linear
altamente significativa (p < 0,0001) entre a histologia convencional e a uTC para
BV/TV (r = 0,93), BS/TV (r = 0,91), Tb.Th (r = 0,84) e Th.Sp (r = 0,91). Os autores
verificaram também que a uTC € uma técnica ndo-destrutiva, rapida e muito precisa que
permite a medicdo do 0SSO esponjoso e compacto em bidpsias ou em pequenos 0SsOS,

bem como a determinagdo automatica tridimensional dos indices morfométricos.

TROMP et al. (2006) calcularam os efeitos ocasionados no 0sso trabecular da
cabeca do fémur de ratas ovariectomizadas (OVX), ou seja, efeitos de deterioracdo no
0sso devido a diminuicdo da producdo de estrogénio. Realizaram uma anélise
histomorfométrica da microtomografia, através de um microtomdgrafo portatil, com
uma resolucdo de 26 um, utilizando feixe policromatico. A deficiéncia de estrogénio
resultou em uma significativa diminuigcdo do parametro histomorfométrico BV/TV para

as ratas que sofreram a operacdo, enquanto que os parametros Th.Sp, DA (grau de



anisotropia) e o SMI (Structure Model index) tiveram um aumento significativo no

grupo OV X. A espessura trabecular Th.Th aumentou, porém ndo significativamente.

LARRIERA et al. (2010) através da uTC, calculou a porosidade cortical, ou
seja, razdo entre o volume de poros e o volume total da amostra, calculou também a
média do diametro dos poros, na metéfise da tibia de ratas, as quais foram previamente
ovariectomizadas. Este trabalho verificou que a porosidade cortical aumentou 32% no
0sso da tibia, 6 semanas ap6s a OVX , assim como um aumento no didmetro do canal
vascular nesta mesma regido. As alteracbes microestruturais que ocorrem nos poros
(canais) tém um impacto significativo sobre as propriedades mecanicas do 0sso cortical
(YENI & NORMAN, 2000; McCALDEN et al., 1993), pois afetam o gradiente da
pressao do fluido sanguineo (WANG et al., 1999), e 0 aumento da porosidade cortical
no osso do fémur, assim como o aumento do didmetro dos poros esta associado com
maior risco de fratura (BELL et al., 1999).

1.1 Objetivos

O objetivo principal desta tese foi avaliar as alteragbes nas microestruturas
Osseas do fémur de ratas submetidas a procedimentos de quimioterapia para o cancer de

mama, através da microtomografia computadorizada utilizando a luz sincrotron.
Para alcancar o objetivo principal, destacam-se alguns objetivos especificos:

v Avaliar a viabilidade do uso da técnica de microtomografia por luz
sincrotron para a quantificacdo de parametros morfométricos do 0sso do
fémur de ratas, cabeca do fémur e diafise, tratadas por

poliquimioterépicos, utilizados no tratamento de CM;

v Avaliar, através dos parametros morfométricos, calculados para a cabeca
do fémur (parte trabecular) e para a diafise do fémur (parte cortical), 0s
efeitos tardios ocasionados pelos diferentes poliquimioterapicos

utilizados, comumente, no tratamento de CM;

v Comparar os resultados entre os grupos tratados e o grupo controle;



v Comparar os resultados entre os grupos tratados, para averiguar qual dos

tratamentos afetam mais negativamente 0 0sso.

v' Avaliar os efeitos no osso causados pelo tratamento do
poliquimioterdpico TC (docetaxel e ciclofosfamida), ja que o docetaxel é
um quimioterapico recente no mercado e quase ndo existem estudos

retrospectivos referentes a efeitos adversos do mesmo.

1.2 Motivacgao

Mulheres com CM tratadas com quimioterapia tém um risco aumentado de
desenvolver osteoporose e fraturas. Considerando o surgimento anual de novos casos de
cancer de mama e a submisséo da maioria das pacientes ao tratamento de quimioterapia,
torna-se de grande importancia, a compreensao dos efeitos colaterais tardios no tecido
6sseo sadio, induzidos por estes tratamentos. A analise das microestruturas ésseas €
fundamental para um planejamento mais eficaz do tratamento do cancer, para que seja
possivel reduzir os riscos de fraturas decorrentes do tratamento, evitando assim que as

pacientes alcancem um quadro osteoporotico.



CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 A Tomografia Computadorizada

A tomografia computadorizada (TC) desenvolvida por Godfrey N. Hounsfield
em 1972 (HOUNSFIELD, 1973), é uma técnica de ensaio ndo-destrutivo que
revolucionou a radiologia médica, permitindo a obtencdo de imagens de uma se¢do de
um corpo de prova, através de um conjunto de projecdes do plano e com o auxilio de

um computador com um programa de reconstrucdo de imagens.

A tomografia de raios X foi originalmente desenvolvida para uso médico, sendo
0 primeiro teste realizado numa amostra de cérebro humano preservado. O primeiro
protétipo ndo utilizava um tubo de raios X, mas sim uma fonte de Americio 241, e o
processo de reconstrucdo da imagem demorou cerca de nove dias. Eventualmente,
perceberam as ilimitadas aplicacbes da TC no campo das industrias, geologia,
odontologia, biologia, entre outros, ja que as amostras podem ser analisadas através
desta técnica sem que estas sejam destruidas ou danificadas. O desenvolvimento da TC
proporcionou a Hounsfield o prémio Nobel de medicina em 1979.

A importancia da tomografia computadorizada estd na capacidade de distinguir
guantitativamente pequenas diferencas na atenuacdo da radiacdo no corpo examinado,
de modo que esta diferenca pode ser relacionada as diferencas de densidades fisicas no
corpo. Em uma radiografia simples, o que se consegue visualizar € uma imagem planar,
onde os objetos em diferentes profundidades aparecem num Gnico plano. No entanto,
através de uma Unica radiografia, a determinacdo do coeficiente de atenuacdo se torna
inviavel, ja que ele varia ponto a ponto. A técnica de tomografia visa justamente superar
esta dificuldade utilizando, ao invés de uma Unica, diversas radiografias distribuidas em
intervalos regulares em torno do corpo de prova. Na técnica de TC, podem-se obter
fatias deste objeto possibilitando a visualizacdo de pontos em qualquer que seja sua

profundidade.

O principio de aquisi¢do de uma tomografia é basicamente composto por um ou
varios detectores colocados diametralmente opostos a uma fonte de raios X, e um corpo
de prova situado no caminho do feixe. Para que se possa obter a imagem de uma se¢éo

de um corpo de prova — comumente chamado de tomograma — é necessario que se



obtenham vérias projecGes, em passos angulares constantes. A microtomografia
Computadorizada possui 0 mesmo embasamento da tomografia, sendo esta
desenvolvida especialmente para a inspecdo de microestruturas. O diferencial desta
técnica esta relacionado ao tamanho reduzido do foco assim como os elementos de pixel
do detector, fornecendo uma maior resolucao a imagem obtida. O principio da formacéo

da imagem microtomogréfica é exibido na figura 2.1.
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Figura 2.1 Principio da formag&o da imagem microtomografica (ANDREUCCI, 2006).

2.2 A Reconstrucao de Imagens Tomograficas

O principio da reconstrucdo tomografica foi apresentado em 1917, por Johann
Radon, um matematico austriaco, que demonstrou que um objeto poderia ser
reconstruido a partir de multiplas projecbes obtidas segundo angulos diferentes. A
descoberta de Radon s6 p6de ser implementada no final da década de 60, com a
melhoria das capacidades de célculo dos computadores da época. A aplicacdo a
imagiologia s6é ocorreu na década de 70, quando Hounsfield e Cormack
(HOUNSFIELD, 1973), apresentaram o primeiro tomografo e somente através da
elaboracdo e aplicacdo desta ferramenta matematica, € que foi possivel o

desenvolvimento desta técnica na medicina.



A palavra tomografia vem do grego “tomo” (secdo) + “graphein” (grafia).
Tomografia, portanto, remete a uma imagem da secéo transversal de um objeto, a partir
de dados coletados deste objeto iluminado em diversas dire¢cbes. O impacto desta
técnica na medicina foi revolucionario, uma vez que permitiu aos médicos visualizar
Orgdos internos (ensaio nao-destrutivo) com precisdo e seguranga nunca vista para o
paciente. Existem numerosas aplicagdes de imagens por tomografia computadorizada,
como por exemplo, nas industrias e nas diversas areas de pesquisa cientifica.
Fundamentalmente, a tomografia reconstroi imagens a partir de suas projecdes. No
sentido estrito da palavra, uma projecdo em um determinado angulo é a integral da

imagem no sentido indicado por esse angulo (KAK,1987).

Para dar inicio ao estudo atraves dos fundamentos matematicos, sera
considerado, inicialmente, um feixe com uma intensidade inicial |, produzido por uma
fonte de radiagdo X monocromatica, o qual incide sobre uma lamina de material
heterogéneo e de espessura Ax. O feixe emerge da lamina com intensidade I —Al,
sendo Al a variacdo que ocorre com o feixe devido a interacdo da radiacdo com a
lamina, e para realizar a reconstrucdo de uma secao transversal, a tomografia de raios X
utiliza, como informacgdo externa, a atenuacdo que um feixe de raios X sofre ao

atravessar um objeto.

Matematicamente a expressdo, para a variacdo da intensidade do feixe por
unidade de comprimento, representa o coeficiente de atenuacdo devido ao efeito
fotoelétrico, ao espalhamento Compton, a producéo de pares e também ao espalhamento
Rayleigh. Neste caso, negligenciaremos o efeito de producdo de pares devido a altas

energias e o0 espalhamento Rayleigh devido a baixas energias, sendo adotado r(x) e
9(x) como os coeficientes de atenuacdo para o efeito fotoelétrico e para espalhamento

Compton no ponto x, respectivamente. Pode-se expressar esta variacdo de intensidade

do feixe por unidade de comprimento (Lei de Beer-Lambert), como:

Al 1
AL+ 909 (2.1)
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A soma destes efeitos é dada pelo coeficiente de atenuagdo x(x), que representa
a atenuacdo média dos dois efeitos por comprimento. Este parametro varia com o tipo
de material absorvedor e com a energia do feixe (EISBERG & RESNICK, 1994).
Considerando este parametro e aplicando o limite a esta variacdo infinitesimal, a

equacao (2.1) torna-se:

_dI_I: u(x)dx (2.2)

Argumentando que a lamina possua um comprimento X, e que o feixe incidente

possua uma intensidade I,, e que este deixa a lamina com uma intensidade | . E

possivel integrar ambos os lados da expressao, da seguinte forma;

| dl X
IOT= —_([y(x) dx (2.3)
0 que procede em;
I X
InK: - ! 2(X) dx (2.4)
ou
= 1o (- #(x)dx) (25)

Esta equacdo exibe a relacdo exponencial entre a atenuacdo da intensidade do

feixe incidente sobre a amostra e os efeitos de interacdo da radiacdo com a mateéria,
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ligados ao tipo de material sobre o qual o feixe incide. Como em um objeto real o
coeficiente de atenuagdo varia de um ponto para outro, a atenuagdo sofrida por um féton
de raio X ao longo de um caminho A ndo seré& necessariamente igual a atenuacgdo sofrida
ao longo de um caminho B. Em outras palavras, o numero de fétons | que emergem de
uma trajetoria A ndo sera necessariamente igual ao numero de fétons provindo de uma
trajetoria B. Desta forma, faz-se necessario a introducdo do conceito de projecao,

apresentado a seguir.

2.2.1 ProjecOes

Se 0 objeto for homogéneo, o coeficiente de atenuacdo pode ser calculado
facilmente através do conhecimento da intensidade inicial da fonte e da intensidade
medida no detector, pois ele é constante ao longo de todo o corpo. Entretanto, para um

objeto de material heterogéneo, o produto zx é substituido por uma integral de linha e a

intensidade de saida do feixe torna-se uma funcédo da posicéo, obtendo assim;

= loex0(~ [ u(x)ds) (26)

linha

sendo ds o elemento diferencial na direcdo fonte-detector.

O termo entre parénteses na equacao acima, a menos de um sinal, corresponde a
soma de todos os coeficientes de atenuacao ao longo de todo o trajeto da radiacao, desde
a fonte até o detector, por isso € denominado como raio soma. Se uma série de linhas
paralelas é medida, um perfil de intensidade é obtido, o qual é chamado de projecédo

(KAK, 1987). Desta forma, o raio soma pode ser determinado matematicamente;

[ (s :‘—lnll 27)

linha o]
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onde o valor do raio soma pode ser determinado experimentalmente, através da
intensidade da radiacdo na fonte e a intensidade medida no detector, apds a passagem da

radiacdo pela amostra.

De fato, na pratica, almeja-se determinar os coeficientes de atenuagdo do corpo
de prova, em sua natureza bidimensional, de um corpo heterogéneo (Figura 2.2). Assim,

para dar continuidade ao estudo o pardmetro x serd em funcdo da coordenada xe

também da coordenada vy .

[, y)ds = |n'|—0 2.8)

raio

Desta maneira, inicialmente assumiremos uma fungdo bidimensional f(x,y),

onde as linhas que a cortam (em qualquer direcdo) sdo denominadas de raios e a integral

de linha, ao longo destes raios, sdo 0s raios-soma.

fx.y)

A, |
e

Figura 2.2: Representacdo dos coeficientes de atenuacdo em uma secéo transversal.

Através de um conjunto de raios-soma, paralelo ou divergente, obtém-se a
formagdo de uma projecdo. A forma mais comum de representar o conjunto de

projecOes chama-se sinograma, que constituiu uma figura bidimensional, na qual
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representa-se no eixo horizontal o local de deteccdo dos fotons (pixel) e na vertical a
posicdo angular da amostra com relagdo ao centro de coordenadas. As projecoes
coletadas s&o organizadas ordenadamente em um sinograma, na qual cada linha
corresponde a projecdo adquirida em um éangulod. O sinograma representa a
transformada de Radon da imagem original. No caso de raios paralelos, uma projecédo

pode ser descrita por:

P, (r)= [ f(x,y)ds (2.9)

sendo AB a linha ao longo do qual a integral sera calculada, r a posi¢do do raio-soma
dentro da projecdo, ds é o passo infinitesimal ao longo do raio e ¢ € a inclinacdo da
linha as em relagdo ao sistema de coordenadas xv, a partir do eixo y. O raio AB pode
ser expresso matematicamente pela equacao (2.10) e uma representacdo esquematica €

exibida através da figura 2.3.

r =Xxcosé+ ysend (2.10)

Figura 2.3: Representacgdo esquematica do raio soma (KAK,1987).
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A amplitude da curva para um determinado valor r é em funcéo dos coeficientes
de atenuagdo ao longo do caminho AB. A curva P(r) é denominada projecao e constitui
a informacdo necesséria para a reconstrucdo de uma secdo transversal (slice). Isto
significa que, para um dado angulo ¢, somente as coordenadas X e y, que satisfizerem a

expressao (2.10) € que estaréo sobre a linha as e desta forma somente os pontos f (x, y)
com tais coordenadas irdo contribuir com a integral de linha P,(r), ou seja, ndo entrara
no calculo da integral para a posi¢cdo r na projecéo, todo o restante da fungéo f(x,y)

que estiver fora da linha. Assim, utilizando a funcdo delta de Dirac, é possivel

reescrever a equacao 2.9, como:

P,(r)= 'ff(x, y)ds = T Tf(x, y)o(xcosd + ysend —r)dxdy (2.11)

—00 —00

O lado direito da equacdo acima é chamado de Transformada de Radon da

distribuicdo 4 (x,y), representada pela fungédo f(x,y), onde o problema da reconstrucéo
é inverter a Transformada de Radon para encontrar (x,y) a partir de um conjunto de

projecoes P, (r).

Na tomografia computadorizada, ao detectar a radiacdo que passa pelo corpo de
prova, utiliza-se um algoritmo de reconstrucdo, para a obtencdo dos dados do
coeficiente de atenuacdo da amostra e, no final, é alcancada uma imagem em niveis de
cinza, que corresponde aos niveis do coeficiente de atenuagdo. No caso, os dados
obtidos, sdo as projecOes tomadas da amostra, em todas as dire¢fes possiveis. A Figura
2.4 mostra um exemplo de projecéo paralela, sendo esta definida pelo parametro r como

uma variavel e pelo parametrog, que é constante.
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Figura 2.4: Projecéo Paralela.

A seqguir serd mostrado o Teorema da Projecdo de Fourier, onde estas projecdes
paralelas serdo utilizadas para calcular os coeficientes de atenuacdo do corpo de prova,

onde o resultado ¢ equivalente a uma “transformada inversa” de Radon.

2.2.2 Teorema da Projecao de Fourier

O Teorema da Projecdo, também conhecido como o Teorema da Faixa Central,
relaciona as projecdes unidimensionais (paralelas) de um objeto com sua transformada
de Fourier bidimensional. Este teorema € de grande importancia e constitui uma
ferramenta fundamental para o método de reconstrucdo por retroprojecdo filtrada.
Para dar inicio ao teorema, sera apresentada a transformada de Fourier da funcdo

bidimensional f(x,y) e da fun¢do unidimensional P,(r), como segue:

F(u,v) = j j f(x, y)e 7@ W dydy (2.12)

—00 —00

16



S, (w) = TPg(r)e“z’m"dr (2.13)

Igualando-se a variavel v da transformada F(u,v) a zero, notar-se-a que a

expressao final se resume na transformada da projecdo inicial (9 =0) como segue;

F(u,0) = T T f(x,y)e "*™dxdy

—00 —00

= T[T f (x, y)dyle™*"*dx (2.14)

—00 —00

- [Ry (e r =5, (o)

As variaveis (u,v) e (w,d) estdo relacionadas entre si através das funcdes

trigonométricas;

{u = wCos b (2.15)
V= wCosf

Assim, representar a transformada de f(x,y) por F(u,v) OU POr F(w,6) tem o
mesmo efeito, e mais F(u,0)=F(»,0)=S,(w). A partir de agora sera mostrado que o
resultado anterior é valido também para quando o0 9=0. Desta forma, as variaveis x e y
serdo substituidas por duas outras (r,s), que sédo coordenadas de um sistema cartesiano
girado de um angulo ¢, o qual coincide com o sistema de coordenadas das projecoes.
Através da figura 2.4, a qual representa uma projecao paralela, € possivel observar que a
coordenada S coincide com a dire¢do do raio soma e que a coordenada I' corresponde
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ao eixo perpendicular aos mesmos raios-soma e que € paralela a direcdo da projecéo.

Desta maneira, observa-se que a matriz de rotagdo abaixo realiza a ligagdo entre (r,s) e

(xy)-

m {ioseene oot Mﬂ (2.16)

Ou seja, qualquer ponto (x,y)de f possui coordenadas (r,s) calculadas por meio da

matriz de rotacdo (2.16), representando a equacdo de raio-soma em funcdo das novas

variaveis I e S. Desta maneira, temos que;

P, (1= [ F(r,s)ds .17)

E a transformada de Fourier da projecao € dada por;

S, (w) = TPO(r)eiz”‘”dr = T Tf(r,s)dseiz”“'dr (2.18)

—00 —00

Regressando ao sistema de coordenadas de x e y, e substituindo r por

XCcosé+ ysend, vem que,

Se (60) _ j I f (X, y) e—i2m(xcos:9+ysen6)dxdy

—00 —00

=F(u,v) para u=wcosf; v=wsend

=F(w,0) (2.19)
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Dominando as informagbes de cada projecdo P,(r), pode-se calcular sua
transformada s,(w) que, como deduzido acima, equivale a transformada F(w,d). Como

F(w,0) € F(u,v) S0 equivalentes, a fungdo f(x,y) original é calculada através de uma

simples transformada inversa:

o0 00

f(,y) = | [Fv)e " dudv (2.20)

—00 —00

Segundo o Teorema da Projecdo de Fourier, a transformada de Fourier de uma
projecdo que forma um angulo 6 com o eixo x fornece os valores da transformada
bidimensional do objeto ao longo de uma linha radial formando o mesmo angulo com o
eixo u. Desta forma, como mostra a Figura 2.5, calculando a transformada de Fourier de
inimeras projecdes, que formam varios angulos com o eixo x, obtém-se os valores da

transformada bidimensional do objeto ao longo de varias linhas radiais:

Sas(w) A Saa(w)

Ser(w) Sez(w)

Soa(w) Sai(w)

Figura 2.5: Pontos, da transformada bidimensional, obtidos a partir da transformada de varias
projecdes.

Para isto, a técnica mais conhecida e empregada em reconstrucao de imagens é a

retroprojecéo filtrada. Como seré visto a seguir, este método, que tem como fundamento

19



0 Teorema da Projecdo, faz uso de uma mudanca de coordenadas dos argumentos da

transformada bidimensional inversa de Fourier.

2.2.3 Reconstrucédo Por Retroprojecdo 2D

Reconstruindo a fungéo f(x,y), e examinando simultaneamente as projegdes de

um angulo ¢ e 9+180°, é possivel observar que estas projecfes possuem 0S mesmos
valores, entretanto em ordem inversa, ja que 0s raios-soma de cada projecdo sdo
paralelos. Desta maneira, ndo é necessario utilizar todas as projecfes ao longo dos
360°em torno do corpo de prova e sim, somente a metade delas, o que pode ser

verificado nas expressoes abaixo:

27 o

f (X, y) _ I jF(((), a)e—ian(xcosa+ysen9)a)dwd9
00

F (a)’ 0) e—i2nw( x0050+ysen€)a)da)d0

+
O 3y N O ey N
Oy 3

IF(CZ),0+7Z') e—i27m)( xcos(6+7r)+ysen(9+7r))a)da)d9 (221)
0

A transformada de Fourier em coordenadas polares obedece a propriedade

apresentada na equacao;
F(w,0+7)=F(-w,0) (2.22)

A substituicdo desta propriedade na equagéo (2.21) resulta na equacéo;
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f (X, y) — J'[ jF(Cl), 9) e—ian( xcosa+ysen0)|a)|da)]d9 (223)
0 -

Aplicando o Teorema da Projecdo S,(w) = ng(r)e“z’”“”dr: F(w,6), temos

que;

f (X, y) — J.[ JSH (C()) e—ian( xcosH+ysen€)|a)|da)]d9 (224)
0

—00

Note que o filtro |w| surgiu devido a mudangas de coordenadas (de coordenadas

retangulares para polares), sendo matematicamente conhecido como Jacobiano, o qual

possui um comportamento que enfatiza as altas frequéncias presentes nas projecoes

obtidas no sistema tomogréafico. O gréfico do filtro |a)| conhecido como filtro rampa,

estd apresentado na Figura 2.6. Este filtro também é conhecido como filtro de
Ramachandran-Lakshminarayanan, ou simplesmente filtro Ram-Lak, w(§) ¢ uma
funcdo janela de limitacdo de banda que é escolhida para dar uma resposta em alta
frequéncia, mais moderada, para alcangar o melhor compromisso entre a largura de
banda do filtro e a supressdo de ruido. Nesta funcdo podem ser acoplados outros filtros
dentro das equacdes de retroprojecdo, onde se encontrava somente o filtro rampa |w|, de
forma a minimizar o efeito de enfatizacdo das altas frequéncias. Existem quatro filtros

comumente utilizados para esta suavizagdo (Tabela 2.1) (OLIVEIRA, 2002).
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Figura 2.6: Filtro Rampa.

Tabela 2.1: Filtros de Reconstrucéo.

Filtro Resposta em Frequéncia
Ram-Lak | rect (&)
Shepp-Logan |&]sin (&d Jrect (&)

|| cos (&d Jrect (&d )

Co-seno Passa Baixa

Generalizado de Hamming [6]Ler + (1~ r)cos2md Jrect(cd)

E possivel observar que existe um termo nos filtros de suavizagio apresentados
que é justamente o filtro Ram-Lak, definido pela equacdo 2.23, e da composicdo deles

tem-se uma reducado ou enfatizacdo dos defeitos e detalhes do objeto a ser reconstruido.

o(&)=|¢| rect (&d) (2.23)

Os graficos de resposta em frequéncia e resposta impulsiva dos filtros descritos

acima séo mostrados na Figura 2.7.
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Resposta em Frequéncia gy(&) Rezposta Impulsiva h(s)

0.3
(a) RAM-LAK
B 0.6 0.1}
% 0.4 -§ 0
£02 “-0.1 }

07 1 1 1 . - -0.2 I 1 L [ - J
-06 =02 0 0.2 0.6 0 1 2 3 4 5 6
Freqiiéncia, & Distircia. s
(b) Shepp-Logan

0.6
-
'__50.4 =
£0.2 K
O | L 1 1 . _02 n 2 A A 1 J
-06 -0.2 0.0.2 0.6 0 1 2 3 4 5 6
Freqiiéncia, & Distancia, s
(c) Pazsa Baixa Cozeno
0.6 0.2
404 . 01
:goz > 0
0 1 1 't J -0.1 i 1 1 A 1 5
-0.6 -02 0 0.2 06 01 2 3 4 5 &
Frequeéncia, & Distancia, s
(d) Hamming Generalizado
&0 0.2
350.4 £ 01
20.2 > 0
< 0 /M\ < ~0.1 4 1 1 I Y SRR 1
-0.6 -02 0 0.2 0.6 0t 2 3 4 5 6

Freqiiéncia, & Distancia, s

Figura 2.7: Filtros utilizados na reconstrugdo (OLIVEIRA, 2002).

O filtro rampa possui pesos proporcionais as freqiiéncias que compde a imagem.
A multiplicacdo das projecdes com o filtro rampa gera imagens com melhor resolucéo,
pois amplifica os valores das frequéncias mais altas. Cada projecdo é filtrada e no
processo, poderé receber valores negativos. O borramento é reduzido na retroprojecéo,

pois esses valores cancelar-se-40 com valores positivos nas vizinhangas das bordas das

imagens.
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A equacdo 2.24 ¢ a principal do método da retroprojecédo filtrada. Este nome

surge da interpretacdo desta equacéo ao ser dividida em duas integrais:

Q)N = [S,(@)afe™ do.  r=xcos0+ysend (2.25)

f(xy) :]T'Qa(xcos(9+ ysen6)dé (2.26)
0

A Equacdo 2.25 é a transformada inversa de Fourier do produto Sg(a))|a)|. Esta
multiplicagdo representa a filtragem da projecéo P,(r), cuja transformada é S, () pela
funcéo |a)| sendo Q,(r)denominada projecdo filtrada. A equagdo 2.26 representa a

operacdo de retroprojecdo das projecdes filtradas Q,(r), em que o valor de um
determinado ponto de coordenadas (x,y)da imagem, é fornecido pelo somatério ou

integral, dos diversos valores Q,(xcosé&+ ysené).

Simplesmente retroprojetar os valores das contagens das projecbes néo
reconstituird a funcéo original f(x,y) e sim uma f(x,y) borrada. A primeira solucdo para
eliminar o borramento é submeter o conjunto de projecdes ao processo de filtragem.
Neste processo, a imagem decomposta em um grande numero de componentes de
frequiéncias sera multiplicada por um filtro, que definird o peso concedido a cada uma
dessas componentes. Um filtro é uma operacdo matematica efetuada em uma imagem
capaz de atenuar ou enfatizar diferentes frequéncias, destacando diferentes
caracteristicas na imagem. Podem ser aplicados tanto no dominio espacial, através da
convolugdo da funcdo matematica que descreve o filtro com a da imagem, ou no
dominio de Fourier, através da multiplicacdo das transformadas de Fourier do filtro e da
imagem e realizando a transformada inversa de Fourier do resultado.
Computacionalmente, a filtragem no dominio da freqliéncia é muito mais rapida do que

a convolucao no dominio espacial.
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2.3 Tecido Osseo

O tecido 06sseo € um tecido conjuntivo rigido, formado por células (ostedcitos,
osteoblastos, osteoclastos) e pela matriz 0ssea. Os ostedcitos sdo encontrados em
cavidades da matriz Ossea, e dentro dessas lacunas formam-se canaliculos que se
dirigem para outras lacunas, o que torna possivel a difusdo de nutrientes e
conseqlientemente a comunicacgéo entre 0s ostedcitos. A presenca deste tipo de célula é
fundamental na manutengdo da integridade da matriz dssea. J& os osteoblastos s&o
responsaveis pela producdo de colageno, enzimas e outras substancias protéicas, que
constituem a porcdo organica da matriz éssea. Possuem um sistema de comunicacéo
intercelular semelhante aos ostedcitos e estes, inclusive, originam-se dos osteoblastos,
quando sdo envolvidos completamente por matriz 6ssea. Localizam-se na superficie
0ssea. Os osteoclastos sdo células multinucleadas, extensamente ramificadas, derivados
de mondcitos que atravessam 0s capilares sanguineos. Participam dos processos de
absorcéo e remodelacdo 0ssea e secretam varios acidos e enzimas, que atacam a matriz

e liberam o célcio.

As principais fungdes do tecido 6sseo sdo sustentar o corpo, permitir a realizacéo
de movimentos, proteger certos 6rgaos e realizar a producdo de elementos celulares do
sangue. A distribuicdo e organizacdo do 0sso sdo distinguidas em dois tipos de tecido

0sseo: cortical e trabecular. Esta divisao é evidenciada na figura 2.8.

Osso compacto e esponjoso

Lacuna contendo ostedcitos

Trabéculas

Sistema de

=~ Canal de Havers
Havers

Peridsteo

.4_, S Canal de Volkmann

Figura 2.8: Composic¢éo do osso (Adaptado de Netter, 2004).

1. Osso Cortical (ou compacto ou lamelar ou denso): O osso cortical representa 70-

80% da massa 0ssea total, sendo encontrado na superficie exterior de todos 0s 0ss0s. A
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sua principal funcdo é a de conferir rigidez ao 0sso, dependendo da sua proporc¢édo
relativa, da funcdo e solicitagdo mecénica do respectivo 0sso. Caracteriza-se por um
valor de fracdo volumétrica (razdo volume de massa dssea/volume total) proximo da
unidade, o que justifica a denominacao, também utilizada, de osso compacto. O tecido

0sseo compacto praticamente nao apresenta espacos medulares.

2. Osso Esponjoso (ou trabecular): O osso trabecular corresponde aos restantes 20-
30% da massa 0ssea, estando localizado na porcdo interior do 0sso. Ele consiste numa
estrutura reticular porosa, com densidade varidvel e relativamente baixa, que confere
flexibilidade e resiliéncia a estrutura 6ssea global. Estas propriedades advém da sua
capacidade de absorcdo de energia proveniente de impactos. Caracteriza-se, ainda, por
apresentar um valor relativamente baixo de fragdo volumétrica, compensando com uma
area de superficie, aproximadamente, duas vezes superior a do 0sso compacto. Este
tecido apresenta espacos medulares mais amplos, sendo formado por vérias trabéculas

que oferecem um aspecto poroso ao tecido.

Como dito anteriormente, o tecido 6sseo esponjoso (0sso trabecular) apresenta
espacos medulares mais amplos, formado por varias trabéculas, que oferecem o aspecto
poroso ao tecido. O tecido 6sseo compacto (0sso cortical) praticamente ndo apresenta
espacos medulares, existindo, no entanto, além dos canaliculos, um conjunto de canais
que sdo percorridos por nervos e vasos sanguineos, denominados por canais de
Volkmann e canais de Havers. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, 0S 0SS0S
apresentam grande sensibilidade e capacidade de regeneracdo. Os canais de Volkmann
partem da superficie do osso (interna ou externa), possuindo uma trajetéria
perpendicular em relacdo ao eixo maior do 0sso. Estes canais se comunicam com 0S
canais de Havers, 0s quais percorrem o0 0sso longitudinalmente podendo comunicar-se
por projecOes laterais. E possivel observar varias lamelas concéntricas de substancia
intercelular e de células 6sseas, em torno de cada canal de Havers. Cada conjunto deste,
formado pelo canal central de Havers e por lamelas concéntricas é denominado sistema
de Havers ou sistema haversiano. Os canais de Volkmann ndo apresentam lamelas
concéntricas (AVIOLI et al., 1990).
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2.3.1 Processo de Remodelacio Ossea

A remodelacdo 0ssea ou remanejamento 0sse0 € um processo ativo que ocorre
em todo o esqueleto, ao longo da vida, para a manutencdo da homeostasia mineral. A
estrutura dssea é continuamente destruida e reconstruida, garantindo que a mesma seja
sempre renovada. O processo de remodelagdo ocorre por meio de dois ciclos
intimamente acoplados (reabsorcdo e formacédo), determinados pela sequéncia
conhecida como ARF: ativacdo - reabsorcdo - formacdo. Apds a ativacdo, 0S
osteoclastos formam a lacuna de reabsorcdo. Uma vez terminada essa fase, os pré-
osteoblastos migram para a cavidade, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a
formacdo da matriz 6ssea. A mineralizacdo da matriz somente ocorre varios dias apos
sua sintese e, durante esse processo, alguns osteoblastos serdo enclausurados,
transformando-se em ostedcitos. A esse conjunto de células Gsseas e 0 0SSO NOVO
formado da-se o nome de unidade metabdlica 6ssea (do inglés, BMU- Bone Mineral
Density), (BARON, 1996).

Um desequilibrio da remodelacdo Ossea, que pode ser reversivel ou ndo,
ocasiona mudancas na massa Ossea. Este desequilibrio pode ocorrer, por exemplo,
devido a alteracbes metabolicas oriundas do recebimento de dose de determinados
quimioterapicos. Quando o numero de BMU's aumenta, as novas cavidades de
reabsorcdo surgem antes que a formacdo no interior delas se complete, causando
diminuicdo da massa 0ssea, tanto em 0sso cortical (aumento da porosidade) quanto em
trabecular (afilamento, perfuracdo e perda da conectividade das trabéculas). Esse
processo pode ser reversivel quando cessarem as causas que O provocaram. A
persisténcia do mesmo pode alterar a micro-arquitetura éssea e comprometer, de

maneira irreversivel, a funcdo mecénica do esqueleto.

2.4 Segmentacdo e Quantificacdo dos Dados Tomogréaficos

A analise de imagens digitais utiliza diversas ferramentas e a segmentacdo é
aplicada quando se faz necessario definir objetos de interesse na imagem. Este processo
de segmentacdo subdivide uma imagem em suas partes ou objetos constituintes. O nivel
ate o qual esta subdivisdo deve ser efetuada, bem como a técnica utilizada, depende do

problema que esté sendo colocado em questdo (PRATT, 2001).
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A diferenciacdo de dois ou mais objetos é realiza através dos algoritmos de
segmentacdo, que permitem distinguir particulas entre si e da imagem de fundo. Esta
distingdo permitira ao programa interpretar pixels contiguos e agrupa-los em regides. Os
algoritmos de segmentacao para imagens monocromaticas sao geralmente baseados em
uma das seguintes propriedades basicas de valores de niveis de cinza: descontinuidade e
similaridade. Na descontinuidade, as principais areas de interesse sdo a deteccdo de
pontos isolados, detecgéo de linha e bordas na imagem. Desta forma, o particionamento
da imagem esta baseado nas mudancas bruscas dos niveis de cinza. Ja na similaridade,
0s métodos principais se baseiam na limiarizacdo (thresholding) e no crescimento de

regides.

A limiarizacéo analisa a similaridade dos niveis de cinza da imagem extraindo os
objetos de interesse através da selecdo de um limiar T que separa 0s agrupamentos de
niveis de cinza. Esta segmentacdo é efetuada varrendo a imagem pixel a pixel, e
rotulando cada pixel como sendo pertencente ao objeto ou ao fundo, dependendo do
nivel de cinza do pixel analisado ser maior ou menor que T. Uma imagem limiarizada

(binarizada) g(x,y)é definida como:

g(x,y)=1se f(x,y)>T ou g(x,y)=0se f(x,y)<T (2.25)

em que f(x,y)corresponde ao nivel de cinza do ponto e T € um valor de tom de cinza

predefinido denominado limiar. Os pixels rotulados com o valor 1 correspondem aos
objetos de interesse e os rotulados com O correspondem ao fundo de imagem, isto é,
tudo que ndo € o objeto de interesse. Este processo pode ser aplicado as imagens
tomograficas no processamento dos voxels. A selecdo do limiar de tom de cinza T pode
ser obtida através de um histograma que é um grafico de distribuicdo do namero de
pixels na imagem para cada nivel de cinza. No histograma (Figura 2.9) é possivel
observar a distribuicdo dos valores dos pixels na imagem e um valor de limiar que
venha distinguir a distribuicdo correspondente a fase de interesse em relacdo ao fundo
(background) restante (GONZALES & WOODS, 1992, PRATT, 2001, JAHNE, 2001).
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Figura 2.9: Histograma de uma imagem tomogréfica 2D de 8-bit (NOGUEIRA, 2011).

Para quantificar a morfologia Ossea por UTC, utilizando os parametros
morfométricos, é necessario inicialmente selecionar uma regido de interesse (VOI) e
binariza-la. O processo de segmentacdo, como dito anteriormente, consiste na escolha
de um valor limiar, que sera aplicado a imagem, em que todos os pixels cujo valor for
maior ou igual ao do limiar sdo convertidos em um valor denominado de saturado. Em
uma imagem digital, com resolucédo de 8 bits, por exemplo, este valor saturado vale 255
(branco). De forma anéloga, todos os pixels que possuirem valor inferior ao do limiar,
sdo convertidos em zero (preto). O procedimento cria uma imagem binaria, que realiza a
segmentacdo do tecido 6sseo, em que a fase branca corresponde ao tecido 6sseo e a fase

preta é o restante do tecido ndo quantificado, como mostra a figura 2.10.
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Figura 2.10: Imagem binaria da diafise do fémur do rato.

A escolha de um valor de limiar € critico neste método (DING et al., 1999;
MULLER et al., 1998; ITO et al., 1998), pois sua escolha possui uma grande influéncia
sobre os indices histomorfométricos. Desta forma, na escolha do limiar, o histograma da
imagem ¢é utilizado, para possibilitar a observacao da distribuicdo dos valores dos pixels
da imagem e para buscar um valor que separe “razoavelmente bem™ a distribuicdo
correspondente da fase de interesse do restante (Figura 2.10). A caracteristica energética
do feixe interfere na qualidade do histograma. Quando o feixe € monoenergético e 0s
coeficientes de atenuacdo das fases componentes da microestrutura ndo sdo muito
préximas, as distribuicbes de cada fase ficam bem destacadas umas das outras, 0 que
facilita a escolha do limiar (OLIVEIRA & LOPES, 2004). Se o feixe for policromaético,
pequenas variacfes nos niveis do “threshold” podem gerar grandes variacdes nos
indices histomorfométricos. Uma variacdo em torno de 0.5% no valor do limiar resulta
numa diferenca de 5% no parametro BV/TV. Para a espessura trabecular Th.Th esta
variacdo resulta numa diferenca menor que 3%, enquanto que para o nimero trabecular
Th.N o efeito é negligenciavel (HARA et al., 2002). NOGUEIRA et al., (2012)
mostraram que pequenas variacbes dos niveis do limiar, podem afetar os indices
histomorfométricos, utilizando um feixe monoenergético, no 0sso trabecular. Para isso,
selecionaram um valor do limiar (valor otimizado) e a partir deste selecionaram dois

valores de limiar acima do limiar otimizado, assim como dois valores de limiar abaixo
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deste, correspondendo a 0,39% por ponto. Os resultados mostraram que os indices
histomorfométricos apresentaram pequenas variagdes para todos os indices, onde a
maior variagdo ocorreu para a espessura trabecular (Th.Th) (de —2.84% para 2.99%),
enguanto que a menor variagdo ocorreu para o numero trabecular (Th.N) (de —0.26%
para 0.35).

Resumidamente, apos a selecdo de uma regido de interesse (VOI), é realizada a
escolha do limiar. Em seguida, a imagem é binarizada e posteriormente € realizada a

quantificacdo através do calculo dos parametros morfométricos.

2.4.1 Calculo dos Parametros referentes a regido Trabecular

Neste programa (software BoneJ), o parametro BV/TV, que representa a razao
do volume dsseo sobre volume total da amostra, € calculado pelo nimero de voxels
correspondentes ao 0sso (foreground), dividido pelo nimero total de voxels da imagem.
O parametro espessura trabecular Th.Th foi computado baseado no célculo do volume
da espessura local “local thickness volume” (HILDEBRAND & RUEGSEGGER,
1997a). A espessura local z(n) é definida, em qualquer ponto n € Q R®, como o diametro
da maior esfera contida no ponto n e que esta completamente contida no interior da

estrutura Q, ie;

7(n) =2max{r/n eesf (x,r)cQ, xeQ} (2.27)

Esta definicdo foi dada no contexto do espaco continuo utilizando a distancia
Euclidiana. A separacdo trabecular Th.Sp foi calculada através do mesmo processo que
Th.Th, entretanto é aplicada ao complemento da estrutura de 0sso trabecular na imagem

binarizada. O numero trabecular Th.N é determinado por;

ThN = 55 (2.28)
2TV
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sendo BS, a superficie do osso trabecular. A superficie 6ssea &€ computada atraves do
um algoritmo marching cubes, em que a area da superficie dssea é a soma das areas dos
tridangulos que compdem a malha (LORENSEN & CLINE, 1987).

O Marching Cubes € um algoritmo que cria um modelo triangular sobre as
superficies de densidade constante a partir de dados microtomograficos, para o calculo
do parametro BS. Para a construcdo do problema da superficie existem duas etapas
primarias. Inicialmente é necessario localizar a superficie correspondente a um valor
especificado pelo usuério e criar os triangulos. Entdo, para garantir uma imagem de
qualidade da superficie é calculado as normais a superficie em cada vértice, de cada
triangulo. Este algoritmo utiliza uma aproximacdo “divide-and-conquer” para localizar
a superficie de um cubo légico criado a partir de oito pixels, sendo quatro pixels
provenientes de dois slices adjacentes, como exibe a Figura 2.11.

SIicak+1/ / / /

/a/n k1 41,41 441
Y i.j. k+1) i+? 1)
D4 Vit

S.ice./ﬁw/ i

S L AN S

k \° pixel

Figura 2.11: Marching Cube (LORENSEN & CLINE, 1987).

O algoritmo determina como a superficie intersecta este cubo, e entdo se move
(ou marcha) para o préximo cubo. Para encontrar a interseccdo da superficie em um
cubo, o algoritmo atribui o indice 1 a um vértice do cubo, se este pixel possuir um valor
maior ou igual ao valor da superficie que esta sendo construida, sendo estes vértices
localizados dentro (ou sobre) a superficie. Os vértices do cubo que possuirem valores
abaixo do valor da superficie, o algoritmo atribui o indice zero e estes sdo considerados
fora da superficie. Com este pressuposto, determina-se a topologia da superficie dentro

de um cubo e o local da interseccdo é encontrado posteriormente.

32



Em um cubo existem 8 vértices, assim como dois estados (dentro e fora), desta
forma existem 2°=256 maneiras da superficie interceptar o cubo. A realizagdo da
triangulacdo de 256 casos é possivel, porém é um processo tedioso e propenso a erros.
Assim, utilizando duas simetrias diferentes do cubo reduz-se o problema de 256 casos
até 14 padrdes. A topologia da superficie triangular mantém-se inalterada, se a relagédo
dos valores de superficie para os cubos é invertida, ja os casos complementares séo
equivalentes. Desta forma, somente 0s casos que possuirem zero para quatro vértices
com valores maiores que o valor de superficie, podem ser considerados, reduzindo
assim o namero de casos para 128. E utilizando a simetria rotacional, é possivel reduzir

0 problema para 14 padrdes. A Figura 2.12 exibe a triangulacdo de 14 padroes.

Figura 2.12: Triangulag&o de 14 padrdes (LORENSEN & CLINE, 1987).

O padrdo mais simples (0) ocorre se todos os valores de vértices estdo acima (ou
abaixo) do valor selecionado, desta forma ndo produz nenhum tridngulo. O padréo
seguinte (1) ocorre se a superficie se separa sobre o vertice a partir dos outros sete,
resultando em um tridngulo definido pelos trés cruzamentos de arestas. Outros padrbes

produzem multiplos tridngulos. E com a permutacdo destes 14 padrdes basicos,
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utilizando a simetria de rotacdo, € possivel complementar e produzir as 256 maneiras

das superficies interceptarem o cubo.

Desta forma, é criado um indice para cada caso, baseado sobre o estado do
vértice e a numeragdo, como mostra a Figura 2.13, em que existe um bit para cada
vertice. Este indice é utilizado como um indicador para uma tabela que define a
topologia triangular de 256 casos diferentes, que fornece todas as intersec¢des da aresta
para uma determinada configuragdo do cubo. Empregando o indice para dizer qual
aresta da superficie € interceptada, é possivel interpolar a interseccdo da superficie ao
longo da aresta. Comumente, opta-se por realizar uma interpolacdo linear, mas

interpolacdes de graus mais elevados também podem ser utilizadas.
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Figura 2.13: Numeracéo do cubo (LORENSEN & CLINE, 1987).

O ultimo passo deste algoritmo é calcular o vetor normal para cada vértice do
triangulo. Uma superficie de densidade constante possui a componente nula do
gradiente ao longo da direcdo tangencial da superficie; e consequentemente, a direcdo

do vetor gradiente, g, € normal a superficie. Este fato pode ser utilizado para

determinar o vetor normal a superficie, fi, se a magnitude do gradiente ndo for zero. Ja

se a superficie de interesse entre dois tipos de tecidos de diferentes densidades possui 0

vetor gradiente diferente de zero, o vetor gradiente, g, € a derivada da funcédo

densidade;

(% Y,2)=Vf (x,y,2) (2.29)
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Para realizar o célculo do vetor gradiente na superficie de interesse, inicialmente
calcula-se os vetores gradiente nos vértices do cubo e em seguida é realizada a
interpolacdo linear do gradiente no ponto de interseccdo. O gradiente, no vértice do

cubo (i, j,k), é calculado ao longo dos trés eixos de coordenadas;

:D(i+1, 1,k)-D(i-1, j,k)

G, (i, j,k) ~ (2.30)
GALLkr:DGJ+1kl§D(Lj—LM (2.31)
6. (i, jky= 2Bk +D =D jk -1 (2.32)

Az

em que D(i,j,k)é a densidade no pixel (i,j) no slice k e Ax,Ay,Az sd0 0s
comprimentos das arestas do cubo. Dividindo o gradiente pelo seu comprimento,
produz-se o vetor normal no vértice, o qual é necessario para a renderizacao.
Posteriormente é realizada a interpolacdo linear deste vetor normal calculado no ponto
de interseccéo. Para o célculo do gradiente em todos os vértices do cubo, é necessario
manter quatro slices na memaria do computador por vez. Desta forma, realizando todo
este processo descrito, o algoritmo marching cubes cria uma superficie a partir de um

conjunto tridimensional de dados.

O parametro SMI, que representa o indice modelo de estrutura “Structure Model
index” caracteriza a estrutura 6ssea em forma de chapa “plate” ou de haste “rod”. Este
parametro € calculado através de uma analise diferencial da superficie triangular da

estrutura e é definido como;

5 dBS
Y[ p—
BS (2.33)
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em que dBS/dr representa a derivada da area de superficie com respeito a medida linear
de r relativo a meia espessura. Para uma estrutura em forma ideal de chapa “plate”, 0
parametro SMI possui o valor igual a 0, j& para uma estrutura em forma ideal de haste
“rod” o valor designado para este indice € de 3, como mostra a Figura 2.14
(HILDEBRAND & RUEGSEGGER, 1997b).

Figura 2.14: a) Estrutura em forma de placa b) Estrutura em forma de haste (DING et al., 2000).

2.4.2 Célculo dos Parametros referentes a regido Cortical

O Parametro Por.Ct , que representa a porosidade no 0sso cortical, reflete a razdo
do volume de poros (Por.V) sobre volume total da amostra. O valor da porosidade é
justamente o complemento do valor de BV/TV para 0 0sso cortical, e é analogo ao valor
de Ma.V/TV, que € a razdo entre volume da medula sobre o volume total da amostra,
referente a parte trabecular (COOPER et al., 2003). Desta forma, este parametro Por.Ct
é calculado pelo niumero de voxels correspondentes ao ndo-0sso (background), dividido

pelo nimero total de voxels da imagem.

O célculo dos parametros Por.Th (espessura média dos poros) e Por.Sp
(separacdo média dos poros) é baseado no calculo do volume da espessura local “local
thickness volume” (HILDEBRAND & RUEGSEGGER, 1997a), assim como é feito
para os parametros trabeculares Th.Th e Th.Sp. A espessura local dos poros z(n) é
computada, em qualquer ponto n € Q R3 como o diametro da maior esfera contida no
ponto n e que esta completamente contida no interior da estrutura Q, e o parametro
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Por.Sp é calculado da mesma maneira, entretanto é aplicada ao complemento da
estrutura de osso cortical (imagem binarizada), equacdo 2.27. Um aspecto interessante
destes parametros corticais € que eles podem ser calculados com o mesmo software
desenvolvido para os célculos dos parametros referente a parte trabecular do 0sso
(COOPER et al., 2003). O parametro Por.N, representa o numero de poros dividido pelo
volume total da amostra, ou seja, pelo nimero total de voxels da imagem, sendo este

determinado por;

nuamerode poros
vV (2.34)

Por.N =

2.5 Tratamento Estatistico

A inferéncia estatistica tem como objetivo a construcdo e desenvolvimento de
métodos que permitem estimar pardmetros de uma populacdo a partir de evidéncias
fornecidas por uma amostra e testar hip6teses com respeito aos parametros estimados,
ou a natureza da distribuicdo da populacéo. Os testes de hipoteses sdo classificados em:
paramétricos (a distribuicdo dos dados € conhecida) e ndo paramétricos (a distribuicao
dos dados é desconhecida) (MONTGOMERY & RUNGER, 2012).

2.5.1 Testes de Hipoteses

Muitos problemas em pesquisas quantitativas requerem a decisdo entre aceitar
ou rejeitar uma afirmacdo sobre algum parametro, sendo necessaria a formulacdo de
hipo6teses acerca de uma dada amostra, que serdo submetidas a testes especificos. Uma
hipotese estatistica € uma afirmacdo sobre os parametros de uma ou mais populacdes
(MONTGOMERY & RUNGER, 2012).

Existem duas suposicdes contraditorias que sdo consideradas em testes de
hipdteses com o objetivo de decidir quais das hipoOteses estdo corretas, a partir das
informacdes da amostra. Inicialmente, uma das hipoteses € favorecida de modo que esta

ndo sera rejeitada em favor da hipotese alternativa, a menos que a evidéncia da amostra
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contradiga e forneca forte apoio a afirmacdo alternativa (MONTGOMERY &
RUNGER, 2012).

2.5.2 Hipotese nula e Hipotese alternativa

A hipotese nula H, é a alegagdo inicial que é assumida como verdadeira para a
construcdo do teste. A hipotese alternativa H, € a afirmagdo que é considerada caso a

hipdtese nula Hy ndo tenha evidéncia estatistica que a defenda. Portanto, a hipdtese nula
sera rejeitada em favor da hipotese alternativa somente se a evidéncia da amostra

sugerir que H, seja falsa. Caso a amostra ndo contradiga fortemente H,, continua-se a
acreditar na verdade da hipotese nula. Assim, num testes de hipbteses, apenas duas

decisdes podem ser tomadas: rejeitar H, ou n&o rejeitar H, (MEYER, 1983).

2.5.3 Errosdotipolell

O erro tipo | ocorre quando uma hipotese é rejeitada quando deveria ser aceita.
Por outro lado, o erro tipo Il ocorre quando uma hipétese que deveria ser rejeitada é
aceita (MONTGOMERY & RUNGER, 2012).

2.5.4 Nivel de significancia e p-valor

O nivel de significancia de um teste de hipo6teses é a probabilidade maxima de
aceitar o erro tipo | e pode ser estipulada de acordo com o pesquisador. Em geral, o
nivel de significancia é representado por a, sendo escolhidos os niveis « = 0,01 ou 0,05,
isto €, se escolhido o indice de 0,01, entdo existe 1 chance em 100, da hipoGtese ser
rejeitada. Ou seja, podemos dizer que existe uma confianca de 99% de que se tome a
deciséo correta. O valor da probabilidade de se obter o efeito observado, dado que a
hipbtese nula é verdadeira, é chamado de p-valor. Se o valor do p-valor for menor que o
nivel de significancia estipulado, assume-se o erro tipo | e rejeita-se a hipétese nula. Ao
contrario, se o p-valor for maior, ndo é assumido o erro tipo | e se aceita a hipdtese nula
(MAGALHAES & DE LIMA, 2001).
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2.5.5 Testes de Normalidade

Os testes paramétricos necessitam de alguns pressupostos, a distribuicdo de
frequéncias dos erros amostrais é normal, as variancias sdo homogéneas e os efeitos dos
fatores de variacdo sdo aditivos e os erros independentes. Os testes de normalidade séo
utilizados para verificar se a distribuicdo de probabilidade associada a um conjunto de
dados pode ser aproximada pela distribuigdo normal. Para isso, se utilizam alguns testes
de normalidade, dentre eles destaca-se o Kolmogorov-Smirnov.

2.5.5.1 Kolmogorov-Smirnov

O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para uma amostra € um teste de
aderéncia e verifica 0 grau de concordancia entre a distribuicdo de um conjunto de
valores e alguma distribuicdo teodrica. O teste de Kolmogorov-Smirnov pode ser
utilizado para avaliar as hipoteses:

Ho: Os dados seguem uma distribui¢do normal.

H;: Os dados ndo seguem uma distribuicdo normal.

Seja Fo(X) uma funcao especificada de distribuicdo teorica sob Hy. Entdo, para
qualquer valor de X, o valor de Fo(X) corresponde a proporcdo de casos esperados com
escores menores ou iguais a X. Por outro lado, seja Sy a distribuicdo observada de
frequéncias relativas acumuladas de uma amostra aleatdria de N observacdes. Para X;
igual a um escore qualquer possivel, Sy (Xi) = Fi/N, onde F; corresponde ao nimero de
observacGes menores ou iguais a X;. Assim, Fo(Xj) é a proporcdo esperada de
observagdes menores ou iguais a X;.

Quando Hy é verdadeira, espera-se que as diferencas entre Sy (Xi) e Fo(X) sejam
pequenas e que estejam dentro do limite dos erros aleatorios. Portanto, a estatistica
utilizada para o teste € D= max| Fo(X;) - Sn (Xj) |. Entdo, se D é maior que o valor
critico, rejeitamos a hipo6tese de normalidade dos dados com (1-a)100% de confianca.
Caso contrario, ndo rejeitamos a hipdtese de normalidade (BUSSAB & MORETTIN,
1987).

2.5.6 Testes Paramétricos
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Os testes paramétricos visam analisar a variabilidade dos resultados da variavel
dependente, em fungdo da manipulacéo das varidveis independentes, de forma a que se
possa rejeitar ou aceitar a hipdtese nula. Para a utilizacdo dos testes paramétricos, 0s
resultados experimentais devem ser mensurados em escalas intervalares, devem seguir a

curva normal, e deve haver homogeneidade da variancia.

2.5.6.1 Teste t de Student para duas amostras independentes

Quando existem duas condicdes e € necessario saber se as diferencas entre as
médias das amostras sd@o grandes o suficiente de modo que se possa concluir que essas
diferencas ocorrem somente por causa da influéncia da varidvel independente, utiliza-se
o teste t de Student. Esse teste avalia as diferencas significativas entre as médias p e Hz.

As hipoteses seguem a seguinte estrutura:

Ho: 1 = M2, Ndo existe diferenca entre as médias das populagoes.

Hi: W1 # uo, existe diferenca entre as médias das populagdes.

Portanto, se o resultado do teste for, em valor absoluto, maior ou igual ao valor
critico ao nivel de significancia estipulado, rejeita-se Ho.

O teste t de Student possui grande aplicacdo em situacBes onde o tamanho da
amostra é pequeno e as variancias da populagio sdo desconhecidas (MAGALHAES &
DE LIMA, 2001).

2.5.6.2 Anélise de Variancia (ANOVA)

A anélise de variancia é uma ferramenta Gtil quando a comparacao entre varias
médias se torna necessario. Distribuicdo normal entre os dados e homogeneidade das
variancias sdo algumas condi¢cbes para aplicacdo do teste (BUSSAB & MORETTIN,
1987).

A ANOVA verifica se existem diferencas entre as médias dos grupos por meio
da determinacdo da média geral, verificando o qudo diferente cada média individual é
da média geral. Considerando A=numero de popula¢des ou tratamentos que serdo
comparados e Wi, U2, U3, Ha,..., Mn @S Médias populacionais ou médias dos tratamentos,
as hipdteses de interesse séo:

Ho: M1= M2= H3= Hu= ...=Hn
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H;: Pelo menos duas médias diferentes.

2.6 Producdo de Luz Sincroton

A radiacdo ou luz sincrotron € produzida por aceleradores anulares nos quais
circula uma corrente pulsada de elétrons de alta energia (E >> m,c®) com velocidade
praticamente igual a velocidade da luz. A radiag&o sincrotron é emitida pelo movimento
circular destes elétrons em velocidades relativisticas nas tangentes as curvaturas de sua

trajetoria.

O processo de producdo é iniciado por um canhdo de elétrons de um acelerador
linear. Os aceleradores lineares ou LINAC sdo aceleradores de particulas carregadas,
como elétrons, protons ou ions pesados. As particulas carregadas entram em um tubo
onde existem campos elétricos alternados. Estas particulas sdo aceleradas primeiramente
por um campo elétrico ¢ entram em um tubo de corrente ou “drift tube” onde sdo
protegidas do campo elétrico e o atravessam com velocidade constante até a proxima
abertura. Neste ponto as particulas sdo novamente aceleradas e a cada abertura entre 0s
tubos “drifts” as particulas recebem mais e mais energia. Esse processo ¢ capaz de

acelerar as particulas carregadas com energias muito grandes.

O feixe de elétrons produzido pelo LINAC ¢ injetado diretamente nos anéis de
armazenamento atraveés do sincrotron injetor ou em um dispositivo chamado “Booster”
que é um dispositivo intermediario utilizado para acelerar as particulas fornecidas pelo
acelerador linear a uma energia de cerca de milhdes de elétron-volt (MeV) para energias

da ordem de bilhdes de elétron-volt GeV.

Este anel de armazenamento é o elemento mais importante (Figura 2.15), pois é
constituido por uma sofisticada estrutura magnética, onde circulam os elétrons em uma
oOrbita fechada, produzindo radiacdo sincroton. Existem trés dispositivos basicos neste
anel: os dipolos magnéticos, quadrupolos ou sextupolos magnéticos e a cavidade de

radiofrequiéncia.
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LINAC de armazenamento

Figura 2.15: Producéo de Luz Sincrotron (NOGUEIRA, 2011).

Os dipolos magnéticos (imés dipolares) produzem um campo magnético
homogéneo no sentido vertical, sendo este responsavel pela deflexdo do feixe de
elétrons e consequentemente a producdo de radiagdo sincrotron. Os quadrupolos ou
sextupolos, localizados nos trechos retos do anel, focalizam os elétrons e reduzem as
aberracBes cromaticas. Ja a cavidade de radiofreqiiéncia, localizadas em um ou mais dos
trechos retos do anel, é responsavel por acelerar os elétrons injetados a baixa energia até
a energia final e por fornecer aos elétrons, em cada passagem pelo interior da mesma, a
energia perdida em cada volta devido a radiacdo produzida nas partes curvas de suas
trajetdrias para aumentar o tempo de vida do feixe (MARGARITONDO et al., 1995).

As aplicacdes da radiacdo sincrotron sdo inimeras, destacando-se seu uso na
biologia, catélise em quimica, fisica de superficies, fisica do estado solido, geofisica
para os estudos da composicao e estruturados materiais presentes na crosta terrestre e
nas industrias com o desenvolvimento de novos materiais. As caracteristicas mais
importantes desta radiacdo esta no fato, de que seu espectro € continuo, cobrindo uma
regido do infravermelho até raios X duros (féton de energia de 20.000 eV ou mais),
sendo este altamente colimado, originando um feixe de elétrons com brilho excepcional,
extremamente intenso e possuindo também um elevado grau de coeréncia espacial
(TESEI et al., 2005).

Além disso, com a utilizacdo de monocromadores, € possivel obter feixes
praticamente monocromaticos com energias selecionaveis, dentro de um amplo espectro

de energia. A natureza do feixe é laminar, com altura de alguns milimetros e com
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largura de algumas dezenas de centimetros no plano do objeto, o que torna este feixe

ideal para sistemas de imagens (ARFELLI et al., 2000).

2.7 Céancer de Mama (CM)

Céancer € uma palavra designada para denominar um conjunto de mais de 100
doencas, que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que
invadem tecidos e 6rgaos, que podem espalhar-se (metéasteses) para outras regides do
corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores (acimulo de células cancerosas). E
os diferentes tipos de cancer, correspondem aos varios tipos de células do organismo e
possuem fatores variados (MINISTERIO DA SAUDE-INCA, 2014).

Os sintomas clinicos visiveis que indicam a presenca do CM podem surgir como
alteracdes na pele que recobre a mama, abaulamentos ou retracGes, inclusive no mamilo
e secrecOes. O sintoma palpavel pode surgir a partir da deteccdo de um nddulo (carogo)
no seio, acompanhado ou ndo de dor maméria e até mesmo na axila (MINISTERIO DA
SAUDE-INCA, 2014).

O desenvolvimento do CM, assim como outras formas de cénceres, ndo é
proveniente de um Unico fator. Segundo o Instituto Nacional do Céancer, os fatores de
risco podem ser caracterizados como: ndo modificaveis e modificaveis. Dentre os
fatores de risco ndo modificaveis tem-se: o historico familiar, 0 aumento da idade, a
menarca precoce (primeira menstrua¢do antes dos 11 anos de idade), a menopausa
tardia (Gltima menstruacdo apds os 55 anos), a mulher nunca ter engravidado ou ter tido
o primeiro filho depois dos 30 anos. Os fatores de risco modificiveis correspondem ao
estilo de vida, como 0 excesso de peso, 0 uso do tabaco e a ingestdo regular (mesmo que
moderada) de alcool. Além desses fatores, a exposicao a radiacao ionizante, mesmo em
baixas doses também pode ser considerada um fator de risco, particularmente durante a
puberdade (MUNOZ-TORRES et al., 2009).

A intervencéo cirargica é a estratégia mais utilizada para o tratamento de CM.
De acordo com o estadiamento do tumor, esta pode ser realizada concomitantemente

com a quimioterapia, hormonioterapia ou radioterapia. Em geral, aplicam-se duas ou

43



mais destas estratégias associadas, para obter um melhor resultado no tratamento, sendo
as modalidades cirargicas e a radioterdpicas destinadas ao tratamento loco-regional e a
hormonioterapia e a quimioterapia destinada ao tratamento sisttmico (MURAD, 2000;
BOUGHEY et al., 2008).

2.7.1 Tratamento cirdrgico para o CM

O estadiamento clinico e o tipo histolégico do CM indicam o tipo de cirurgia a
qual a paciente sera submetida. Historicamente, a abordagem cirargica padrédo tem sido
a mastectomia radical ou mastectomia radical modificada. Antes dos anos 80, o
tratamento cirurgico padréo envolvia somente a mastectomia radical, ou seja, a retirada
completa da mama. Durante a década de 80, ocorreu uma transicdo gradual do
tratamento baseado na mastectomia para o tratamento funcional conservador da mama.
Dois estudos randomizados realizados na Italia e nos Estados Unidos demonstraram que
a remocédo apenas do cancer, e irradiacdo do restante da mama, chamado de cirurgia
conservadora da mama, resultou em sobrevivéncia equivalente a mastectomia radical.
Desta forma, a transicdo para o tratamento conservador da mama passou a ser utilizado,
consistindo na excisdo do tumor primario e do tecido normal adjacente a mama, com ou
sem disseccdo dos linfonodos axilares, seguido de radioterapia. Estudos randomizados
sugeriram também a melhoria da qualidade de vida e satisfacdo para mulheres tratadas
desta forma (VERONESI et al., 1981, FISHER et al., 1985). Ensaios prospectivos
randomizados avaliaram a mastectomia parcial ou quadrantectomia isolada versus a
mesma cirurgia mais radiacdo. Todos demonstraram uma significante reducdo na
incidéncia de recorréncia na mama com o acréscimo de radiacdo da mama (WHELAN
etal., 2004, TIEZZI et al., 2007, ADAMOWICZ et al., 2009).

2.7.2 Hormonioterapia

A terapia hormonal adjuvante é frequentemente utilizada, associada a terapia
local, para diminuir os riscos de recorréncia e metastases a distancia. Normalmente, séo

produzidos no organismo humano, varios tipos de hormonios responsaveis, por
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exemplo, pelo crescimento dos mais diversos tipos de células. O estrogénio é um desses
hormonios, responsavel pelo desenvolvimento feminino, possuindo uma multiplicagdo
celular sistematica e organizada. Entretanto, se esta proliferacdo celular, estimulada por
diversos fatores, inclusive hormonais, ocorre de forma descontrolada, pode acarretar no
aparecimento de cancer, em especial do CM. Assim, uma das formas de inibir o
crescimento das células mamarias neoplasicas € eliminar a produgdo de hormonios
femininos, principalmente o estrogénio. A terapia hormonal s6 é empregada para CM,
em pacientes que possuem células que apresentam positividade para receptores
hormonais. A ligacdo entre estrogenos e o crescimento do CM serviu como incentivo
para 0 desenvolvimento de tratamentos antiestrogénicos, levando a um importante
avanco terapéutico. O tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio, é
administrado as pacientes que apresentam tumores com receptores hormonais positivos.
Estudos mostram que este tipo de terapia aumenta significativamente a sobrevida média
em 10 anos destas mulheres, além de diminuir a incidéncia de CM contralateral
(EARLY et al., 2001, ARNAL et al., 2012).

2.7.3 Radioterapia

A cirurgia é capaz de remover tumores locais detectados, ou ainda linfonodos
comprometidos, entretanto células cancerigenas podem permanecer no local da cirurgia
(no tecido mamario remanescente, na cicatriz, nos linfonodos regionais, na parede
toracica), ou ainda em locais mais afastados e, se ndo forem eliminadas podem
constituir um novo tumor. No mundo, aproximadamente 50% das pacientes para CM
recebem radioterapia (RT) para tratamento de CM, totalizando mais de 500.000
pacientes que recebem RT por ano. O objetivo desta modalidade é destruir as células
remanescentes ap0s a cirurgia ou reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia
(LANGLANDS et al., 2013).

Para a eliminagcdo das celulas neoplésicas, a RT utiliza a radiacdo ionizante,
principalmente através de feixes de fétons ou elétrons. As células neoplasicas sao mais
sensiveis a radiacdo ionizante por apresentarem alta taxa de divisdo, sendo a molécula
de DNA é o alvo critico para o dano induzido pela radiacdo ionizante, em que de forma

direta ou indireta, acarreta diferentes tipos de danos genéticos, como quebras simples ou
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duplas na molécula de DNA, alteracbes de bases e ligacgdes DNA-DNA e DNA-
proteinas (WARD et al., 1990, SHURYAK et al., 2009, JAHAN et al., 2013).

A teleterapia é a estratégia de RT mais utilizada, sendo a fonte de radiagdo
externa ao paciente, a uma distancia em media de 80-100 cm. Usualmente, o tratamento
dura em média 5-6 semanas, totalizando 45-50 Gy em doses diarias fracionadas de 1.8-
2.0 Gy, sendo ele iniciado seis semanas ap0s a cirurgia. Entretanto em caso de tumores
em estadios mais avancados, a RT pode ser utilizada para reduzir o tumor antes de
cirurgia, ou ainda de forma paliativa para melhorar a qualidade de vida de pacientes
terminais. As técnicas de RT tem se tornado cada vez mais eficazes, sempre visando o
aumento da dose no tumor, e diminuindo as doses nos tecidos sadios vizinhos (DAYES
etal., 2012, TSANG et al., 2012, NG et al., 2012).

A RT reduz o risco de recorréncia local em 50 a 70%, quando aplicada adjuvante
a cirurgia conservadora, sendo a RT indicada a todas as pacientes com cirurgia
conservadora, € a pacientes submetidas a mastectomia com tumor maior que 5 cm, ou
que invade pele ou masculo; ou mais que trés linfonodos positivos; ou linfonodos com

extravasamento extracapsular (COSAR et al., 2011).

2.7.4 Quimioterapia

Os primeiros registros de tratamento quimioterdpico datam o final do século
XIX, com a descoberta da solucdo de Fowler (Arsenito de Potassio) por Lissauer em
1885 e da toxina de Coley (combinacdo de produtos bacterianos, em 1890. Entretanto,
existem evidéncias da utilizacdo destes agentes desde o século | d.C, quando
Dioscorides utilizou a colchicina para o tratamento de tumores iniciais. Durante a
Segunda Guerra Mundial, foram identificadas substancias citotdxicas, como 0 gas de
mostarda, utilizados em pacientes com linfoma de Hodking e leucemia cronica, obtendo
regressdo de curta duracdo. Desta forma, muitos compostos tém sido utilizados no
tratamento do cancer e atualmente, sdo empregadas cerca de 50 agentes quimioterapicos
para o tratamento oncoldgico. E ainda hoje, existem pesquisas avangadas direcionadas a
descobrir novos compostos assim como solucionar esquemas mais eficientes, que
possuam menor grau de toxidade dos compostos ja& conhecidos no mercado
(ALMEIDA, 2004, BONASSA, 2005).
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A quimioterapia antineoplésica € umas das principais modalidades de tratamento
para 0 CM, e consiste na utilizacdo de agentes quimicos, de forma isolada ou em
combinagdo, com o objetivo de tratar tumores malignos. Essa forma de tratamento tem
sido a mais indicada para o tratamento das neoplasias que sdo diagnosticadas em
estadios avancados, apresentando ou ndo metastases in situ ou a distancia (MINISERIO
AS SAUDE-INCA, 2011). A QT pode ser empregada com a finalidade curativa ou
paliativa. Desta forma, o tratamento quimioterapico é classificado em: neo-adjuvante,
adjuvante e paliativo, de acordo com o objetivo do tratamento. A quimioterapia neo-
adjuvante é indicada para a reducédo de tumores loco-regionais, em estados avancados,
antes da realizag&o da cirurgia, com a finalidade de tornar os tumores ressecaveis ou de
melhorar o progndstico do paciente. A QT adjuvante é indicada ap6s o tratamento
cirdrgico curativo, em que os pacientes candidatos a este tipo de tratamento sdo
considerados de alto risco, face a capacidade de disseminacdo de seus tumores, com
finalidade de aumentar o intervalo livre de doenca e a sobrevida dos pacientes. E por
fim, a QT paliativa, a qual é indicada unicamente para a paliacdo de sinais e sintomas
que comprometem a capacidade funcional do paciente. Possui duracdo limitada, tendo
em vista a incurabilidade do tumor (MINISERIO AS SAUDE-INCA, 2011).

Os antibidticos antitumorais representam um grupo de compostos
antimicrobianos produzidos pelo Streptomyces em cultura. A citotoxidade desses
agentes, que limita sua utilidade antimicrobiana, mostrou-se de grande valor no
tratamento de uma ampla variedade de neoplasias. O principal antibidtico antraciclico
antineoplasico € a doxorrubicina. Este farmaco atua no ciclo celular, interferindo na
sintese dos acidos nucléicos por meio de um processo denominado intercalacdo, que

impede a duplicacdo e a separacdo das cadeias de DNA (GILMAN, 2004).

Os taxanos, placitaxel e docetaxel, sdo derivados da casca do teixo. Estes
estabilizam os microtibulos formados, impedindo sua despolimerizagdo, necessaria a
replicacdo celular, bloqueando, assim, o processo de divisdo celular. Para que ocorra o
processo de divisdo celular, é extremamente necesséria a presenca dos microtibulos,
pois sdo utilizados pelas células para formar uma estrutura chamada de citoesqueleto, o
qual da forma a célula e determina a posi¢do das organelas. Os microtibulos possuem
propriedades dinamicas, que sdo utilizadas para transmitir sinais celulares, reorganizar
organelas, proporcionar mobilidade as células, intervir no processo de secrecdo celular e

na comunicacdo neuronal, o que explica sua abundancia nos neurbnios. E sdo
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considerados importantes alvos sucelulares para a atuacdo de agentes quimioterapicos,
devido a sua versatilidade, uso e importancia no crescimento celular. Em presenca do
docetaxel, ocorre uma estabilizagdo das tubulinas, principal componente dos
microtUbulos, pela intercalacdo destes farmacos a estrutura do microtdbulo impedindo a
sua despolimerizacdo (VAISHAMPAYAN et al., 1999).

Os agentes alquilantes, descritos primeiramente por Arnold e Bourseaux, em
1958, sdo outra classe de quimioterapicos, comumente utilizados em associagdo com 0s
taxanos, no tratamento do CM, como por exemplo a ciclofosfamida. Estes agentes,
doadores de radicais alquila, sdo farmacos que ap0Os sua ativacdo, formam ligacédo
covalente cruzada com as moléculas de DNA. O aomo de Nitrogénio 7 da guanina é
particularmente susceptivel a formacdo de ligacdo covalente com os agentes alquilantes,
sendo portanto o principal alvo. Outros dtomos nas bases purinicas e pirimidinicas,
como os nitrogénios 1 e 3 da adenina, o 3 da citosina, e 0 oxigénio 6 da guanina,
também podem ser alquilados, mas em menor grau. Esta alquilacdo danifica seriamente
a molécula de DNA e deve ser reparada, e caso isso ndo seja possivel, a célula entra em

apoptose.

As células sadias também sdo afetadas pela acdo da ciclofosfamida, entretanto
apresentam um efeito menor sobre estas células, uma vez que elas dividem-se mais
lentamente, e sdo mais capazes de reparar quebras de DNA quando comparadas com as
células neoplésicas. A ciclofosfamida é incluida em aproximadamente 90% dos casos na
QT adjuvante para CM, sendo muito eficaz no tratamento do tumor, mas ndo na
prevencdo da recorréncia, por isso é necessario associa-la sempre a outros farmacos,
como o docetaxel ou a doxorrubicina (KONDO et al., 2010, MUNZONE et al., 2012,
CHIBBER et al., 2013).

2.7.5 Menopausa, diminuicdo do hormonio estrogénio e seu efeito no 0sso

A menopausa estid associada a perda 6ssea devido a diminuicdo da fungdo
ovariana nas mulheres, que leva a diminuicdo da secrecdo de estrogénio. Durante a
menopausa o nivel de B-estradiol plasmatico diminui em 85-90% do nivel médio

presente na pré-menopausa. A reabsorcdo 6ssea aumenta em aproximadamente 90%
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apos a menopausa, enquanto que a formacdo Ossea aumenta em torno de 45%. A
diferencga entre reabsorcdo e formagdo Ossea favorece a reabsor¢do, o que leva a uma
perda Ossea acelerada durante os primeiros 8-10 anos ap6s menopausa. O aumento da
reabsorcdo Ossea leva ao efluxo de calcio dos ossos para o sangue (CLARKEI &
KHOSLA, 2010). Desta forma, a menopausa também esta estritamente correlacionada
com o remodelamento 6sseo. HERMANN et al., (2008) mostrou em seu artigo, que
durante a transicdo para a menopausa, inicialmente ocorrem alteragbes no
remodelamento 6sseo levando a diminuicdo da formacdo Ossea que posteriormente é

responsavel por um aumento na reabsorcao 0ssea.

O declinio da funcdo ovariana na menopausa resulta em diminuicdo da producao
de estrogénio e um aumento paralelo do Hormonio Foliculo Estimulante (FSH). O
estrogénio diminui a reabsorcdo 6ssea e aumenta a formacdo Gssea em mulheres da
puberdade & menopausa, sendo este responsavel pelo aumento da DMO (FALONI,
2007). O efeito combinado da privacdo de estrogénio e da elevacdo de FSH causa uma
estimulagdo da reabsorcdo Ossea, acarretando uma perda éssea, responsavel pelo
desenvolvimento de osteoporose na pos-menopausa. Nesta fase inicial da perda 6ssea
ocorre a perda de osso cortical, devido ao incompleto preenchimento das cavidades
reabsorvidas, em razdo da diminuicdo da atividade dos osteoblastos, em que o aumento
da quantidade de osteoclastos € o mecanismo chave pelo qual a perda 0ssea ocorre
(PACIFICI, 2012).

A deficiéncia estrogénica ocasiona a perda Ossea em decorréncia do
desequilibrio da remodelacdo Ossea, que determina maior absorcdo em relacdo a
neoformacdo 6ssea (MANOLAGAS, 2000). Esta deficiéncia também é responsavel pelo
aumento da ativacdo do receptor de RANKL que leva ao aumento do recrutamento e
ativacdo de osteoclastos e diminuicdo de apoptose dos mesmos. A presenca de
estrogénio modula a producéo de outras citocinas que por sua vez controlam a atividade
dos osteoclastos de forma parécrina. O estrogénio suprime a producdo de citocinas de
reabsorcdo Ossea como interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), fator estimulador de col6nias de macrofagos (M-CSF) e
prostaglandinas. O estrogénio também aumenta a producédo de fator transformante de
crescimento beta (TGF-B) que induz apoptose de osteoclastos, estimula diretamente a
apoptose de precursores de osteoclastos e algumas evidéncias sugerem que 0 aumento

do FSH sérico cause perda Ossea independente dos niveis de estradiol séricos
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(CLARKEI & KHOSLA, 2010). O estrogénio também impede a degradacéo da matriz
0ssea, devido sua atuacdo sobre a catepsina K e a MMP-9 (metaloproteinase-9), que sao
proteases produzidas por osteoclastos (PARIKKA et al., 2001).

O hormdnio estrogénio assim como a vitamina D estimula a absor¢do de célcio
intestinal e a privacdo de estrogénio reduz a absorcdo intestinal de calcio, e se a
quantidade suficiente de calcio ndo é suprida na dieta, isso resultard em um balanco
negativo de célcio. Consequentemente isso acarretara hiperparatireoidismo secundario,
aumento do remodelamento 6sseo, diminuicdo da DMO e aumento do risco de fraturas.
Como a absorcéo intestinal é dependente de vitamina D, esta também devera ser suprida
(BOUXSEINS, 2003).
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CAPITULO 3 - MATERIAS E METODOS

3.1 Animais utilizados e preparacdo das amostras

Neste trabalho foram utilizados ratas da espécie Rattus novergicus albinus da
linhagem Wistar, clinicamente sadias, do laboratério LCR. Os animais foram
acondicionados em grupos de cinco animais por gaiolas, cada gaiola medindo 50 x 32 x
17 cm3 e mantidos em condi¢fes ambientais de temperatura (25°C) e luminosidade
(ciclo 12 horas dia/12 horas noite), alimentados com ragdo comercial sélida sob a forma
de pelotas (Nuvilab® CR1) e com &gua ad libitum. Os animais foram manuseados de
acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UERJ, através
do processo de numero CEA/010/2012.

O grupo tratado (G1) recebeu doses do poliquimioterdpico docetaxel +
ciclofosfamida - TC, administrado pela via intraperitoneal, sendo o0s animais
previamente anestesiados com Ketamina/Xilazina (1 mL/g), enquanto que o0 grupo
tratado (G2) recebeu doses do poliquimioterapico doxorrubicina + ciclofosfamida - AC,
administrado na mesma via que o G1. Estas doses foram administradas em 4 ciclos,
com intervalos de 7 dias entre estes, para que fosse equivalente ao tratamento aplicado
as mulheres, em que o intervalo entre os ciclos sdo em média de 21 dias. Este intervalo
entre os ciclos considera a recuperacdo dos tecidos normais, apreciando o tempo para
que ndo ocorra a retomada do crescimento tumoral. Desta forma, ao iniciar o proximo
ciclo de quimioterapia, a medula deve estar praticamente recuperada, com producéo
normal, ou proxima do normal, de leucdcitos e niveis de glébulos brancos no sangue
periférico (REAGAN-SHAW et al., 2008)

Cada animal do grupo G1 recebeu 12,5 mg/kg de docetaxel e 50 mg/kg de
ciclofosfamida, enquanto que no outro grupo tratado G2, cada animal recebeu 2,5
mg/kg de doxorrubixina e 50 mg/kg de ciclofosfamida. A dose administrada para cada
uma das drogas, em cada ciclo, foi calculada adequadamente para que fosse equivalente
a dose por ciclo de quimioterapia em humanos (FDA, 2012). A0 mesmo passo, 0S
animais do grupo controle (GO) receberam um volume da solugdo NaCl 0,9%
equivalente a média dos dois volumes dos poliquimioterapicos aplicados aos outros
grupos, o qual, também foram administrados em 4 ciclos espacados por 7 dias. Apos 1
més de tratamento, 0s animais retornaram as caixas de origem e permaneceram sob

observacao constante até a data da eutanasia (5 meses ap0s o tratamento). Aos 9 meses
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de idade foram sacrificados através de uma injecdo de KCI diretamente no coracéo,
sendo previamente anestesiados. Os fémures foram retirados, limpos e expostos ao ar
por pelo menos 72 horas para secar.

A caracterizacdo final do processo osteoporotico € verificada a partir de 10
meses apds o0 tratamento das ratas, entretanto neste trabalho a analise foi realizada 5
meses apds o tratamento para que fosse possivel observar os efeitos colaterais tardios
dos regimes TC e AC nos 0ssos das ratas, e por analogia evitar que mulheres tratadas
por estes farmacos, atinjam um quadro de osteoporose no futuro.

As regides investigadas no osso do fémur, através da microtomografia
computadorizada, foram a cabeca do fémur, da qual foram calculados os parametros
morfométricos referente a regido trabecular do 0sso, comparando o grupo controle com
0 grupo tratado G1 (Figura 3.1), e a diafise do fémur, em que foram calculados os
parametros morfométricos referente a regido cortical do 0sso, comparando 0s grupos
controle, G1 e G2 (Figura 3.2). N&o foram obtidos as medidas da cabega do fémur do

grupo G2, pois esta regido ja tinha sido retirada para medidas de microfluorescéncia.

Figura 3.1: Cabeca do fémur - regido investigada referente a regido trabecular (ALESSIO et al., 2014).
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Figura 3.2: Diéfise do fémur - regido investigada referente a regido cortical.

3.2 Microtomografia computadorizada

3.2.1 SYRMEP

As medidas de microtomografia foram realizadas na linha SYRMEP
(SYnchrotron Radiation for MEdical Physics) do laboratorio de luz sincrotron
ELETTRA, localizado na provincia de Trieste na Italia, sendo esta linha umas das 26
linhas do ELETTRA. A faixa de energia util é de 8,5 — 35 keV (AA/A= 10®). O fluxo
tipico medido na posicdo da amostra a 17 keV é de aproximadamente 1,6x10°
fotons/mm?®s com uma corrente de elétron de 300 mA quando o ELETTRA esta
operando a 2,0 GeV e 5,9 x10® fétons/mm?®.s com 140 mA a 2,4 GeV (ABRAMI et al.,
2005). Todas as medidas foram realizadas com 0 ELETTRA operando a 2,0 GeV.

3.2.1.1 Sistema de Detec¢do com Feixe Policromatico

Na linha de luz SYRMEP, os elétrons que circulam o anel, emitem a radiacéo,
quando sua trajetoria é curvada pelo campo magnético do magneto curvante. E esta
radiacdo emitida é policromética. Desta forma, para realizar as medidas
microtomograficas, referente a parte trabecular da cabeca do fémur, foram utilizados
filtros de Paladio (0,047 mm) e Silicio (1,5 mm) para cortar 0s componentes de baixa
energia de raios X, obtendo uma energia média de 24 keV. Este feixe de raio X fornece
uma secc¢do laminar quase paralela a superficie com maxima secdo de area de 100 mm
(horizontal) x 6 mm (vertical), a uma distancia de cerca de 15 m da fonte,

correspondendo ao setup 1 exibido na Figura 3.3.
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Uma camera CCD air-cooled de 16 bit, com 2048 x 2048 pixels2 foi utilizada
para o sistema de deteccdo e para cada amostra, foram adquiridas 1800 projecdes. O
intervalo angular foi de 0 a 360°, em passos angulares de 0,2°, a uma distancia amostra-
detector de 9 cm. A resolucdo alcancada para o sistema foi de 2um. A escolha do
intervalo angular de 360° foi necessaria para garantir que a amostra estivesse totalmente

no campo de visdo da camera.

Elettra Magneto
Curvante 6.1 Fendas do Sctup 1 Setup 2
' ! vacuip 4

Fendas do ar .’

4'.\ y o em .
‘Movimento da

; :

. Monocromador 7 A finigied ada

Duplo-Cristal Si(111)

Camara de -~
lonizagéo

Figura 3.3: Esquema funcional da linha de luz SYRMEP.

3.2.1.2 Sistema de Detec¢do com Feixe Monocromatico

Para as medidas da regido da diafise do fémur, foi utilizada uma cémera

Photonic Science water cooled X-Ray Hystar 2048 de 16-bits, com 2048 x 2048 pixelsz.
Para cada amostra foram adquiridas 1200 projecGes, em um intervalo angular de 0 a
180°, em passos angulares de 0,15° sendo a distancia amostra-detector de 6 cm. A
resolucdo do sistema foi de 9 um. Neste caso, ndo foi necessaria a escolha de um
intervalo angular de 360° pois a amostra coube totalmente no campo de visdo da
camera. Estas caracteristicas correspondem ao setup 2 da Figura 3.3

Para este setup, a linha prové, a uma distancia de 23 m da fonte, um feixe de
raios X monocromatico com éarea de se¢do maxima de 140 x 4 mm? a 20 keV. A
divergéncia horizontal do feixe é de 7 mrad.

Como dito anteriormente, a radiacdo emitida pela linha é policromatica. Desta
forma é necesséria a selecdo da componente de energia desejada, que é realizada atraves
da difracdo sobre a superficie de um cristal de silicio, ao que chamamos de
monocromador. Um monocromador de dupla reflexdo e escolhido para manter

constante a direcdo de propagacdo dessa luz. O monocromador € baseado em um
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sistema de duplo cristal de Si (111) funcionando na configuracdo de Bragg. O conjunto
de cristais é equipado com controladores de movimentos de alta precisdo para realizar
alinhamentos angulares precisos do segundo cristal em relagdo ao primeiro. O feixe de
saida é paralelo ao incidente com um deslocamento vertical de 20 mm. Para que seja
possivel definir as dimensdes do feixe, é utilizado um sistema de fendas automatico. A

Figura 3.4 ilustra o aparato experimental do setup para feixe monocromatico.

< R3S

‘. 5
Camara de lonizago Camera CCD

Suporte
Rotaciona

monocromatico.

Em todas as medidas (policromatico e monocromaético) o feixe é fixo e a
aquisicdo das imagens € possivel pelo movimento do objeto em frente ao feixe laminar.
Neste sistema de posicionamento da amostra, um suporte rotacional com resolucdo de
(10%)° permite a realizacdo das tomografias. A camara de ionizacdo (Figura 3.4) é
empregada para medir a intensidade da radiacdo incidente sobre a amostra, sendo assim
é colocada antes da mesa posicionadora de amostra, possibilitando uma estimativa da
dose depositada na amostra e o controle do feixe incidente. A mesa posicionadora
possui dois motores para realizar movimentos micrométricos de translacdo vertical e
horizontal que permitem o posicionamento da amostra em relagéo ao feixe estacionario
(TZAPHLIDOU et al., 2005).
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3.3 Aquisicéo das Tomografias

O programa Image Pro Plus v.5.1. realiza todo o controle dos pardmetros da
camera CCD para aquisicdo das imagens e a sincronizagdo com os motores Newport da
linha. A &rea de captura da imagem, o tempo de exposi¢cdo para cada aquisicdo e
binning (Figura 3.5a e Figura 3.5b) sdo os parametros da camera a serem definidos.
Através do submenu Image (Figura 3.6a) pode-se selecionar o nimero de imagens que
se deseja obter: apenas uma imagem para o alinhamento da amostra e do detector ou

uma serie de imagens para a realizacdo das medidas tomograficas.
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Figura 3.5: Interface do programa Image Pro Plus: (a) Submenu para sele¢do da area de captura da
imagem. (b) Submenu para sele¢do do tempo de aquisicéo e binning da imagem.
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Figura 3.6: (a) Submenu para sele¢do do nimero de imagens a serem adquiridas. (b) Submenu para
selecéo do passo angular e destinagdo dos arquivos gerados.
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Uma macro permite fazer girar a amostra de um dado passo angular depois de
cada aquisicdo (Figura 3.6b), sendo o arquivo salvo na destinagdo definida. O tempo de
aquisicdo foi otimizado para cada amostra em funcdo do decaimento do fluxo do feixe,
mantendo-se fixa a intensidade medida no centro da amostra.

ApOls a aquisicdo, todas as imagens adquiridas sdo normalizadas a partir da

relacéo:

| =1
__ " Amostra Dark
I Normalizag — I | (31)

Flat ~— ! Dark

sendo | ,,.«ra @ iIMagem da amostra capturada pela cdmera CCD apds definidos todos o0s
parametros experimentais; 1., imagem capturada pela camera CCD sem feixe e com o

shutter fechado e 1., a imagem capturada pela camera CCD com o shutter aberto e

sem a amostra na frente do feixe.
A Figura 3.7 mostra um exemplo de cada uma dessas imagens obtidas para uma
amostra da parte da diafise do osso de fémur do rato. As imagens I, € lq, Sdo0

médias calculadas a partir de um conjunto de 5 imagens obtidas antes e depois da

aquisicao de todas as projecoes.
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Figura 3.7: (a) Imagem da amostra. (b) Imagem flat. (c) Imagem dark (d) imagem normalizada.

3.4 Reconstrucdo das Imagens Tomograéficas

O procedimento de reconstrucdo das imagens foi realizado em um ambiente
computacional completo para andlise interativa e visualizacdo de dados, o qual
desenvolvido pelo grupo SYRMEP no IDL (Interactive Data Language). Este programa
reine uma linguagem com numerosas técnicas de analise matematica e visualizacao
gréfica.

O projeto IDL SYRMEP_TOMO_PROJECT, disponivel na linha de luz, elabora
as projecdes através de um procedimento de reconstrucdo utilizando retroprojecéo
filtrada (MONTANARI, 2003). O procedimento consiste inicialmente em exibir uma
Unica projecdo normalizada e para cada projecdo um mapa de intensidades é gravado no

plano xy do detector. Em seguida, seleciona-se interativamente um slice do qual se
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deseja construir o sinograma (Figura 3.8a), a0 mesmo passo é escolhido um filtro ao
qual os slices serdo submetidos (ramlak, shepp_logan, kernel width, rem ring, rem
zinger). O filtro Shepp-Logan foi usado para todas as imagens. ApOs estes
procedimentos, define-se a largura do slice a ser reconstruido na imagem do sinograma,
sendo definido os limites esquerdo e direito (Crop Left Right) no sinograma, para
delimitar a regido que realmente contenha os dados. (Figura 3.8b). E necessario também
otimizar o valor do centro de rotacdo, para que seja possivel um sinograma mais
centrado em relacdo ao centro de rotacdo, reduzindo assim o aparecimento de artefatos
nas imagens. Finalmente, depois de otimizados os parametros tomograficos, todos os

sinogramas podem ser criados e os slices podem ser reconstruidos, sendo estes

utilizados para a reconstru¢do 3D onde os slices 2D séo visualizados como uma pilha
(stack).

(b)

Figura 3.8: (a) Janela do programa de reconstru¢cdo mostrando um exemplo de projecao e a escolha do
slice na imagem. (b) Sinograma do slice escolhido definindo os limites esquerdo e direito e o filtro usado.
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3.5 Quantificacdo das Amostras de Osso

Para a obtencdo dos pardmetros histomorfométricos referentes a regido
trabecular da cabegca do fémur foi selecionado um conjunto de imagens de cada
microtomografia contendo um total de 500 slices, selecionados exatamente a 200 slices
abaixo do topo da cabeca do fémur. Cada stack (conjunto de slices) foi recortado em
dimensées de 200 x 158 pixels?, 0 que garantiu que todas as amostras contivessem
somente 0 0sso trabecular e que todas as amostras contivessem um volume de 200 x 158
x 500 pixels® (Figura 3.9).

Figura 3.9: Regido selecionada na imagem para quantificacdo da regido trabecular da cabeca do fémur.

Para a obtencdo dos parametros morfométricos referentes a regido cortical da
diafise do fémur, foi selecionado um conjunto de imagens de cada microtomografia
contendo um total de 350 slices. Foram selecionadas 4 regides (Figura 3.10), contendo
cada uma, um stack de dimensdes de 18 x 17 x 350 pixels®, sendo o calculo de cada
parametro cortical realizado nestas quatro regibes em cada amostra. Uma média foi

calculada para este caso.
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Figura 3.10: Regifes selecionadas na imagem binarizada para quantifica¢édo da regido cortical da
diafise do fémur.

Estes volumes (trabecular e cortical) sdo salvos num arquivo no formato .raw
contendo todos os slices daquela amostra, gerando desta forma, um volume com as
dimensGes bem definidas. A partir destas imagens, fez-se um tratamento, para
normalizar o contraste entre todos os slices utilizando o programa ImageJ®
(SCHNEIDER et al., 2012) . Apds esta etapa, realizou-se a segmentacdo das imagens
por binarizacao.

A segmentacdo pode ser realizada antes ou depois da selecdo do ROI, e para
realizar a binarizacdo deve-se escolher um valor de limiar (threshold), acima do qual,
todos os pixels serdo considerados 0sso, e abaixo do qual, todos os pixels serdo
considerados ndo-osso. Desta forma, apds a binarizacdo da imagem, sdo fornecidas
somente duas informac@es: 0 que é 0SS0 e 0 que ndo é 0sso, ou Seja, 0s pixels brancos
representam o 0sso, € 0S pixels pretos representam o que ndo € 0sso. O valor do
threshold foi escolhido a partir da segmentacdo automatica do software ImageJ®
baseada no algoritmo Isodata iterativo, garantindo uma segmentacao mais fidedigna das
imagens, sem interferéncia humana (RIDDLER et al., 1978).

Apos tratamento das imagens, foi realizada a quantificacdo 3D, tanto dos
parametros trabeculares quanto dos parametros corticais, utilizando o software BoneJ
(DOUBE et al., 2010), que € um plugin do ImageJ®. Este plugin € especifico para a
analise de imagens dsseas, que sdo obtidas através da tomografia e da microtomografia

computadorizada. Ele é um programa gratuito e que fornece ferramentas de cédigo para
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o célculo de parametros morfomeétricos, referentes a geometria trabecular, assim como
uma analise do 0sso como um todo.

Os parametros morfométricos avaliados para a regido trabecular da cabeca do
fémur foram: razdo entre volume dsseo e volume total da amostra (BV/TV); a separacédo
média entre as trabéculas (Th.Sp, mm); a densidade de trabéculas (Tb.N, mm™), a
espessura média das trabéculas (Th.Th, mm) e o indice modelo de estrutura “Structure
Model Index” (SMI). Os parametros analisados para a regido cortical da diafise do
fémur foram: razdo do volume de poros (canais) sobre volume total désseo (Por.Ct),
espessura media dos poros (Por.Th, um), separacdo media dos poros (Por.Sp, pum) e

densidade de poros da amostra (Por.N, um™).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados deste trabalho referem-se a andlise estrutural e o célculo dos
pardmetros histomorfométricos por uTC da cabeca do fémur (trabecular) das ratas
submetidas ao tratamento quimioterdpico com docetaxel e ciclofosfamida em
comparacdo ao grupo de ratas controle. Ainda neste capitulo serdo apresentados
resultados referentes a analise estrutural e o calculo dos parametros morfométricos por
UTC da diafise do fémur (cortical) das ratas submetidas ao tratamento quimioterapico
com docetaxel e ciclofosfamida, doxorrubixina e ciclofosfamida, em comparagdo ao

grupo controle.

4.1 Grupo Tratado G1 (docetaxel+ciclofosfamida - TC) x Controle - Regido:
Cabeca do Fémur

4.1.1- Imagens

As imagens tomograficas, obtidas com o uso da radiacdo sincrotron, possuem
uma notavel qualidade. A resolucdo e a quantidade de detalhes presentes nas imagens
permitem analises de detalhes da ordem de dezenas de micrometros e consequentemente
uma quantificacdo precisa. As Figuras 4.1 e 4.2 mostram os slices 600, 800 e 1000,
exibindo diferentes profundidades de uma amostra do grupo controle e uma amostra do
grupo G1, de ratas tratadas com poliquimioterapico (docetaxel + ciclofosfamida - TC),
respectivamente. Estas imagens bidimensionais exibem algumas fatias da regido da

cabeca do fémur.
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Slice 600

Slice 800

Slice 1000

Figura 4.1: Slices de diferentes profundidades da regiéo da cabe¢a do fémur do grupo controle (GO).
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Slice 600

ice 1000

Figura 4.2: Slices de diferentes profundidades da regido da cabeca do fémur do grupo G1, tratado com
poliquimioterapico (docetaxel + ciclofosfamida).
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Através da analise das imagens, é possivel observar uma diferenca qualitativa na
estrutura 6ssea do grupo tratado em relacdo ao grupo controle. E notavel o desgate
ocorrido na parte trabecular do 0sso, a perda de massa 0ssea, onde as trabéculas estéo
mais espacadas, e ainda a diminuicdo das interconecdes. A Figura 4.3 ilustra a secdo
horizontal da cabeca do fémur de uma amostra do grupo controle e do grupo G1 (regido
central da amostra), onde é possivel observar também a deteriorizagdo da parte

trabecular do 0sso do grupo G1 em comparacédo ao grupo GO.

Figura 4.3: Imagem 2D (se¢do horizontal) da cabeca do fémur a) grupo controle (G0) e b) grupo
tratado (G1).
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As imagens 3D apresentadas em diferentes angulos permitem visualizar detalhes
de diversas regides da amostra. As imagens tridimensionais apresentadas representam a
regido onde exatamente foi realizada a quantificagdo histomorfométrica, para uma das

amostras do grupo GO (Figura 4.4) e G1 (Figura 4.5), com um volume de 200 x 158 x

500 pixels® cada.

Figura 4.4: Imagens 3D em varios angulos da regido utilizada na quantificacao histomorfométrica de
uma amostra do grupo controle.

Figura 4.5: Imagens 3D em véarios angulos da regido utilizada na quantificacéo histomorfométrica de
uma amostra do grupo tratado.

4.1.2- Quantificacdo Histomorfométrica (Osso Trabecular)

A quantificacdo histomorfométrica a partir das imagens 3D por microtomografia
computadorizada foi realizada em todas as amostras de controle (n = 5) e em todas as
amostras tratadas com os quimioterapicos docetaxel + ciclofosfamida (n = 5), na regido
da cabeca do fémur. A fim de analisar somente a parte trabecular da cabeca do fémur, as
imagens 3D utilizadas na quantificagdo continham 500 slices cada, com um volume
total de 200 x 158 x 500 pixels®, como ja apresentado anteriormente. Os resultados da

quantificacdo histomorfométrica desta primeira parte sdo apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: indices histomorfométricos para a cabeca do fémur.
Grupos  BV/TV (%) Th.Th(mm) Tb.Sp(mm) Tb.N(mm™) SMI

GO(n=5) 494+19 0,028+0,001 0,076+0,008 8,454+0,391 0,724 +0,217
Gl(n=5) 339+18 0,030+0,002 0,103+£0,009 7,379+0,412 1,840+0,270
p-valor p=0,006"" p=0,460 p=0,063 p = 0,095 p=0,02"

a Diferenca significativa em relacdo a GO, a*** (p < 0,0001), a** (p < 0,01) e a*(p < 0,05)

A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student (GraphPad Prism
5.03; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A partir da analise dos graficos a seguir
torna-se mais facil notar as diferencas de cada pardmetro entre grupos de controle e o
tratado com docetaxel + ciclofosfamida. Os gréficos das Figuras 4.6 a 4.10 representam
os dados da Tabela 4.1.

O erro padréo das amostras e expresso em forma de barras verticais. A analise da
Figura 4.6, em conjunto com o teste t de Student, constatou que o indice BV/TV obteve
uma diminuicéo significativa em seu valor, na comparacdo dos dois grupos em guestao.
A razdo entre o volume 6sseo e 0 volume total da amostra diminuiu 31% (p = 0,006) no
grupo G1 em relacdo ao grupo GO, indicando que houve uma diminuigdo da massa
0ssea, tornando assim 0 0sso mais fragil, com uma menor resisténcia mecanica (CHEN
& KUBO, 2014).

[a]
50 | *%

s

[a] # controle

40

30

BV/TV (%)

10 H

GO Gl

Figura 4.6: Gréfico dos valores de BV/TV referente a cabeca do fémur. Diferenca significativa em
relacdo a GO, a** (p < 0,01).
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De acordo com a andlise dos dados e do grafico da Figura 4.7, o parametro
(Th.Th) espessura trabecular ndo apresentou diferenca significativa entre os valores
obtidos para o grupo tratado G1 e o grupo controle GO, apresentou um aumento de 7%,
assim como o espagamento trabecular média (Tbh.Sp) aumentou 36% (p = 0,063), em
relacdo ao grupo controle (Figura 4.8). Ja o (Th.N) nimero de trabéculas por milimetro
diminuiu 13% no grupo G1 em comparagéo ao grupo GO (p = 0,095), como mostrado na
Figura 4.9.

0,030

O

0,025 —

0,020 —

0,015
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Figura 4.7: Gréfico dos valores de Th.Th referente a cabeca do fémur.
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Figura 4.8: Grafico dos valores de Th.Sp referente a cabeca do fémur.
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Figura 4.9: Gréfico dos valores de Th.N referente a cabeca do fémur.

O parametro SMI é uma caracteristica importante na descricdo da arquitetura
trabecular, sendo este uma ferramenta que determina a resisténcia e a rigidez do 0sso.
Quanto maior o nimero de trabéculas com a forma de haste existir no 0sso, menor é a
resisténcia e a rigidez deste. A deterioragdo da estrutura do 0sso esponjoso, devido ao

envelhecimento e as doencas, tais como a osteoporose, é caracterizada por este
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parametro como uma conversdao de trabéculas em forma de placa “plate-like” para
trabéculas em forma de haste “rod-like”. Os termos "plate-like" e "rod-like" sdo
frequentemente utilizados para uma classificagcéo subjetiva de 0sso esponjoso (DING et
al., 2000). Em um estudo realizado por AKHTER et al. (2007), utilizando bidpsias
humanas na pds-menopausa, 0 parametro SMI aumentou, implicando na conversao de
estruturas do formato de placa para forma de haste, durante o periodo de
transmenopausa. Resumidamente, SMI é um pardmetro importante para analisar as
mudangas ocorridas no o0sso trabecular, em funcdo de algumas doencas relacionadas
com a idade, como a osteoporose ou a artrose, pois 0 0sso trabecular em forma de haste
€ uma caracteristica de pacientes com osteoporose (DING et al., 2000; LAIB et al.,
2000; HOMMINGA et al., 2004; TANK et al., 2009).

O grupo tratado G1 apresentou SMI médio de 1,840, indicando que as estruturas
estdo mais proximas da forma de haste, enquanto o grupo controle apresentou SMI de
0,724, ou seja, mais estruturas em forma de placa, o que reflete uma maior resisténcia
mecanica do 0sso. Este parametro obteve um aumento significativo de 154% no grupo
tratado G1 comparado com o grupo GO (p < 0,05), como exibido no gréfico da Figura
4.10. Desta forma, é possivel notar que no grupo tratado G1, o nimero de trabéculas
que se assemelham com a forma de haste € maior do que o nimero de trabéculas que se
assemelham com a forma de placa, revelando assim uma diminuigdo na rigidez e na
resisténcia mecéanica do 0sso do grupo tratado. Estes resultados ja estdo publicados em
ALESSIO et al. (2014).
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Figura 4.10: Grafico dos valores de SMI referente a cabeca do fémur. Diferenca significativa em relacéo
a G0, a*(p < 0,05).

A ovariectomizacdo, assim como o0 tratamento quimioterapico, ocasiona nas
ratas a diminuicdo da producdo de estrogénio, pois um dos efeitos destes farmacos
utilizados em tratamentos quimioterapicos para 0 CM € a inducdo da amenorreia (CIA)
em mulheres na pré-menopausa. Uma consequéncia importante da CIA, ou seja, do
comprometimento da fertilidade, é a perda da densidade mineral 6ssea (DMO). A
insuficiéncia ovariana, induzida pela quimioterapia, pode acarretar além da perda 6ssea
rapida, alteracdes na microestrutura éssea tanto na parte trabecular do 0sso quanto a
cortical, sendo estas alteracGes semelhantes as que sdo apresentadas em caso de
pacientes com osteoporose (PEYMAN et al., 2009; HADJI et al., 2012). Os resultados
encontrados neste trabalho estdo de acordo com os resultados obtidos por TROMP et
al., 2006, o qual analisou os efeitos no osso trabecular da metéfise da cabeca do fémur
de ratas ovariectomizadas (OVX), ocasionados pela diminuicdo da produgdo do
hormdnio estrogénio. No estudo de TROMP et al., 2006, a analise histomorfométrica,
realizada através da microtomografia, também apresentou diminuigdo significativa do
parametro histomorfométrico BV/TV para as ratas que sofreram a operagdo, enquanto
que os parametros Th.Sp e o SMI (Structure Model Index) tiveram um aumento
significativo no grupo OV X em comparacgdo ao grupo controle, assim como o parametro
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Th.Th que também apresentou um aumento do grupo OVX em relacdo ao grupo

controle.

4.2 Grupo Tratado (docetaxel+ciclofosfamida - TC) x Grupo Tratado
(doxorrubicina+ciclofosfamida - AC) x Controle - Regido: Diafise do Fémur

4.2.1- Imagens

As imagens tomograficas referentes a regido cortical da diafise do fémur, obtidas
com o uso da radiacdo sincrotron com feixe monocromatico, possuem uma notével
qualidade. Através destas imagens tridimensionais, é possivel observar o volume como
um todo de uma amostra de cada grupo, assim como o sistema de canais internos.
Através das figuras 4.11, 4.12 e 4.13 ¢ possivel observar uma diferenca qualitativa na
estrutura 6ssea dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle. O desgate ocorrido na
regido cortical do 0sso é evidente, assim como a perda de massa 6ssea, tanto no grupo

G1, quanto no grupo G2, em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 4.11: a) Imagens 3D do volume b) Imagens 3D do sistema de canais de uma amostra do grupo
controle.
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Figura 4.12: a) Imagens 3D do volume b) Imagens 3D do sistema de canais de uma amostra do grupo
tratado G1.

Figura 4.13: a) Imagens 3D do volume b) Imagens 3D do sistema de canais uma amostra do grupo
tratado G2
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As imagens 3D exibidas na Figura 4.14 permitem visualizar trés angulos
diferentes de uma regido quantificada (sistema de canais) do osso cortical na diafise do
fémur de uma amostra de cada grupo. As imagens tridimensionais possuem um volume
de 18 x 17 x 350 pixels®>. Uma analise minuciosa através destas imagens permite
observar qualitativamente que tanto o grupo G1 e o grupo G2 possuem uma porosidade
e uma densidade de poros maior que o grupo controle, assim como as espessuras dos
canais do grupo tratado com o regime AC sdo maiores que do grupo controle e também

do que tratado com o regime TC.

Figura 4.14: Imagens 3D de trés diferentes angulos do sistema de canais (poros) da regido utilizada na
quantificacdo da diafise do fémur de uma amostra dos trés grupos: a) grupo controle; b) grupo G1 (TC)
e ¢) grupo G2 (AC).
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4.2.2- Quantificacdo dos Pardmetros Morfomeétricos (Osso Cortical)

A quantificacdo dos parametros morfométricos a partir das imagens 3D por
microtomografia computadorizada foi realizada em todas as amostras de controle (n =
5), em todas as amostras tratadas com docetaxel + ciclofosfamida - TC (n = 5) e em
todas as amostras tratadas com doxorrubicina + ciclofosfamida - AC (n = 5), na regido
da diafise do fémur. A fim de analisar somente a parte cortical da diafise do fémur, as
imagens 3D utilizadas na quantificacdo continham 350 slices cada, e calculo de cada
parametro foi realizado em quatro regibes em cada amostra e posteriormente foi
realizada a média destes resultados. Cada regido continha um volume de 18 x 17 x 350
pixels®. Os resultados da quantificagdo referente & regido cortical da diafise do fémur

sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Parametros morfométricos para a diafise do fémur.
Grupos Por.Ct (%) Por.Th (um)  Por.Sp (um) Por.N (um™)

GO (n=5)  0,78+0,04 18,2+0,1 239+ 6 1,45 10°+ 0,08 10
Gl(n=5) 1,16+0,06"" 18,6+02""  204+4"" 1,76 10°+0,0510°"
G2 (n=5) 123+0,06"" 19,1+£0,2" 214+ 5" 1,67 10°+0,0510°*

a Diferenca significativa em relagdo a GO, a*** (p < 0,0001), a** (p <0,01) e a*(p < 0,05)
b Diferenca significativa entre G1 e G2, b*** (p < 0,0001), b** (p < 0,01) e b*(p < 0,05)

A analise estatistica foi realizada através do teste “one-way analysis of variance”
(ANOVA) e 0 Tukey’s post-hoc (GraphPad Prism 5.03; GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). Na Tabela 4.2, todos os resultados séo representados como a média + erro
padrdo da média e os valores que possuem p < 0,05 séo considerados significantes. Os
gréaficos a seguir permitem a observacdo dos dados da Tabela 4.2., de forma mais clara,

onde o erro padrao dos parametros é expresso em forma de barras verticais.

O gréafico (Figura 4.15) que representa a porosidade do osso cortical (Por.Ct),
com auxilio do pos teste de Tukey’s post-hoc, mostra que o indice Por.Ct obteve um
aumento significativo em seu valor, na comparacao dos grupos GO e G1, assim como na
comparacdo dos grupos GO e G2. N&o houve um aumento significativo deste parametro,

guando comparados os dois grupos tratados G1 e G2.
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Figura 4.15: Gréfico dos valores de Por.Ct referente a diéfise do fémur. Diferenca significativa em
relacdo a GO, a*** (p < 0,0001).

A razéo entre o volume de poros e o volume total (Por.Ct) da amostra aumentou
48,71% (p < 0,0001) no grupo G1 em relagdo ao grupo GO, enquanto que o grupo G2
obteve um aumento de 57,69% (p < 0,0001) em relacdo ao grupo controle GO. Estas
alteracbes microestruturais tém um impacto significativo sobre as propriedades
mecanicas do osso cortical (YENI & NORMAN, 2000; McCALDEN et al., 1993), ja
que o aumento da porosidade cortical no osso do fémur esta associado com maior risco
de fratura (BELL et al., 1999). O estudo desenvolvido por CHEN & KUBO (2014)
também constatou-se que o aumento da porosidade cortical com o avanco da idade, é

estritamente relacionado ao desenvolvimento da osteoporose.

De acordo com a analise dos resultados e do grafico da Figura 4.16, o parametro
Por.Th apresentou um aumento significativo de 4,94% (p < 0,0001) do grupo tratado G2
em relacgdo ao grupo GO, assim como um aumento significativo de 2,69% (p < 0,05) do
grupo G2 em relacdo ao grupo G1. O grupo G1 apresentou um aumento de 2,19%, na
espessura dos poros, entretanto ndo foi significativo em relagéo ao grupo controle. Desta
maneira, 0 grupo G2 apresentou um valor significativamente maior da espessura dos
poros em comparacdo aos outros dois grupos. Conclui-se novamente, através do
parametro Por.Th, que o regime AC afetou 0 0sso de forma mais negativa que o regime

TC em relagdo ao grupo controle, pois 0 aumento da espessura dos poros afeta
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diretamente o gradiente da pressdo do fluido sanguineo (WANG et al., 1999). Como o
parametro Por.Th estd diretamente correlacionado com a porosidade, pois esta €
definida como a razéo do volume de poros sobre volume cortical total, o aumento desta
espessura acarreta uma maior fragilidade no osso. E possivel observar que este
parametro Por.Th apresenta um valor menor nas espécies que apresentam um menor
valor da porosidade (grupo G1), assim como um valor significativamente maior para as

espécies que apresentam um maior valor de porosidade (grupo G2).
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Figura 4.16: Gréfico dos valores de Por.Th referente a diafise do fémur. Diferenca significativa em
relacdo a GO, a*** (p < 0,0001), e diferenca significativa entre G1 e G2, b*(p < 0,05).

A andlise estatistica juntamente com a analise do gréfico exibido na Figura 4.17
permite observar que o grupo G1 apresentou um aumento significativo de 21,37% (p <
0,05) em relacdo ao grupo controle, enquanto que o grupo G2 apresentou um aumento
significativo de 15,17% (p < 0,05) em relagdo a GO, para o pardmetro Por.N. O
parametro Por.Sp, separacdo média entre os poros (Figura 4.18), exibiu uma diminuigéo
significativa de 14,64% (p < 0,0001) do grupo G1 em relacdo ao GO assim como uma
diminuicdo significativa de 10,46% (p < 0,0001) do grupo G2 em relagdo ao grupo GO.

O grupo G1 apresentou o valor deste indice menor em relacédo ao grupo G2, indicando
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gue o0 espacamento médio entre 0s poros, nas ratas tratadas com regime TC, foi menor
que do grupo tratado com regime AC, entretanto ndo foi um valor significativo.

O indice Por.N (densidade de poros) esta correlacionado diretamente com o
parametro Por.Sp (separacdo média entre 0s poros), pois quanto maior o nimero de
poros por volume, menor sera 0 espacamento entre 0s poros. Desta forma, como G1
apresentou o indice Por.N maior em relacéo ao grupo GO do que o grupo G2 em relagédo
ao GO, o indice Por.Sp, para este grupo G1 foi menor, em compara¢do com 0S outros
dois grupos (Figuras 4.17 e 4.18).
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Figura 4.17: Gréfico dos valores de Por.N referente a diafise do fémur. Diferenca significativa em
relacdo a GO, a*** (p < 0,0001).
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Figura 4.18: Gréfico dos valores de Por.Sp referente a diafise do fémur. Diferenga significativa em
relacdo a GO, a*** (p < 0,0001).

Os resultados deste trabalho referente a regido cortical da diafise do fémur estdo
de acordo com LARRIERA et al. (2010), que analisou os efeitos ocasionados no 0Sso
cortical da tibia de ratas ovariectomizadas (OVX), utilizando um microtomografo
portatil. Em seu trabalho, LARRIERA et al calcularam a porosidade cortical, ou seja,
razao entre o volume de poros e o volume total da amostra, e também a espessura média
dos poros e verificaram que a porosidade cortical aumentou 32% no osso da tibia, 6

semanas ap6s a OVX , assim como didmetro do canal aumentou nesta mesma regiao.

A UTC vem se mostrando uma técnica eficiente para realizar a quantificacdo 3D,
da regido trabecular e do sistema de canais, do 0sso cortical de ratos. Estudos recentes
afirmaram que apesar da DMO ser o parametro padrdo para determinar a osteoporose,
as alteracdes microestruturais do 0sso, fornecidas pelos parametros morfométricos, séo
determinantes essenciais para caracterizar a fragilidade 6ssea, independentemente da
DMO (AUDRAN et al., 2001; HORDON et al., 2000; REEKER, 1993; LEGRAND et
al., 2000). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitacbes, por ndo fornecer
informacdes sobre a dinamica do osso. Ndo é possivel distinguir entre reabsorcao,
formagdo Ossea, assim como ndo é possivel visualizar a orientacdo das fibras de
colageno e as lamelas concéntricas (MULLER et al., 1998; UCHIYAMA et al., 1997).
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A resolugdo de 9 pm utilizada no sistema de deteccdo apresentou algumas
limitacdes para este trabalho, pois 0s poros ou canais que possuissem um didmetro
menor que a largura do pixel da camera, ndo foram captados. Contudo, como 0s
didmetros dos canais aumentam no 0sso, devido ao tratamento quimioterapico,
resolucdes ndo tdo altas do sistema foram suficientes para adquirir dados confiaveis. E
como o objetivo deste trabalho ndo foi estabelecer valores de referéncia para estes
parametros corticais, mas sim comparar os valores obtidos destes pardmetros entre 0s
trés grupos analisados, este trabalho foi realizado com intento, pois foi possivel realizar
uma analise qualitativa minuciosa através das imagens adquiridas e uma analise
quantitativa confiavel através destes quatro pardmetros morfométricos referentes a

regido cortical do 0sso. Estes resultados foram publicados em (ALESSIO et al., 2015).
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO

A andlise da microarquitetura 6ssea € um elemento importante para avaliar as
alteracdes 6sseas promovidas pelo déficit do hormonio estrogénio no organismo. Este
conhecimento € importante para a avaliacdo do risco de fraturas, assim como analisar a
acdo promovida pela droga no 0sso. A microtomografia computadorizada é uma técnica
capaz de permitir investigacdes ndo destrutivas desta microarquitetura, quando realizada
através da utilizacdo da luz sincrotron, a qual permite a selecdo de um feixe
monocromatico, fornece imagens tridimensionais de estruturas muito pequenas, da
ordem de dezenas de micrdmetros, permitindo uma andlise minuciosa qualitativa e
quantitativa das amostras, através da andlise estatistica dos parametros morfométricos
entre os grupos. O feixe sincrotron fornece uma maior precisdo aos parametros
morfomeétricos, pois oferece imagens com uma maior definicdo e menos artefatos em
relacdo as imagens obtidas por microtomdgrafos portateis, gracas a alta coeréncia

espacial.

Os resultados mostraram a capacidade da técnica de quantificagdo através dos
pardmetros morfométricos por uTC de revelar alteragdes nas microestruturas 6sseas do
grupo tratado G1 em relacdo ao grupo controle, da regido trabecular da cabeca do
fémur, assim como dos grupos GO, Gle G2 com respeito a regido cortical da diafise do
fémur, da ordem de poucos micrémetros com bastante precisdo, permitindo com poucas
amostras um erro padrdo aceitavel. As imagens 2D e 3D obtidas através da técnica de
uTC associada a luz sincrotron também permitiram uma andlise qualitativa coerente

com os resultados obtidos através da quantificacdo morfométrica.

Estas alteracGes encontradas na microestrutura 6ssea das duas regies analisadas
neste trabalho sugerem que o mesmo processo de osteoporose causada pelo avanco da
idade e pela diminuicdo da producéo de estrogénio pode ocorrer com mulheres jovens
tratadas com doxorrubicina e ciclofosfamida assim como mulheres tratadas com
docetaxel e ciclofosfamida. A analise dos parametros referentes a regido trabecular da
cabeca do fémur entre o grupo controle e o grupo tratado G1 exibiu diferencas
significativas. A mudanca mais notavel entre estes dois grupos ocorreu para os indices
BV/TV e o SMI. O indice BV/TV obteve uma diminuicao significativa para o grupo
tratado G1, indicando que houve uma diminuicdo da massa 0ssea no grupo tratado com
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o0 regime TC, tornando assim o0 0sso mais fragil e com uma menor resisténcia mecanica.
O parametro SMI também obteve um aumento significativo no grupo tratado G1,
revelando assim uma diminui¢do na rigidez e na resisténcia mecénica do 0sso para este
grupo. Apesar dos parametros Th.Th, Th.Sp e Th.N ndo terem apresentados diferencas
significativas entre os dois grupos analisados (GO e G1), o0 mesmo comportamento foi
percebido por TROMP et al., (2006) em relacéo aos indices morfométricos analisados
em ratas que sofreram OVX, ou seja, que também sofreram alteracfes devido ao déficit

de estrogeénio.

A andlise dos parametros morfometricos referentes as regides corticais, em que
foram investigados os sistemas de canais (poros) da regido cortical da diafise do fémur
entre o grupo controle e os grupos tratados G1 (regime TC) e G2 (regime AC), exibiu
diferencas significativas com respeito a todos os parametros corticais em questdo. O
grupo tratado com regime AC apresentou um aumento da porosidade no 0sso cortical
em relacdo ao grupo controle, ou seja, um desgaste maior na massa 6ssea, do que 0
grupo tratado com o regime TC em relacdo ao GO. Desta forma, os resultados obtidos
indicam que o regime AC ocasiona um dano maior ao 0sso do fémur do que o TC, para
0 mesmo tempo de tratamento. Estas alteracGes microestruturais tém um impacto
significativo sobre as propriedades mecénicas do osso cortical (YENI & NORMAN,
2000; McCALDEN et al., 1993), ja que o aumento da porosidade cortical no osso do
fémur esta associado diretamente com maior risco de fratura (BELL et al., 1999), além
de que o aumento da porosidade cortical com o avanco da idade, € estritamente

relacionado ao desenvolvimento da osteoporose (CHEN & KUBO, 2014).

O parametro Por.Th apresentou também um aumento significativo do grupo G2
em relacdo ao grupo GO. Assim como um aumento significativo do grupo G2 em
relacdo ao grupo G1, enquanto que o aumento da espessura média dos poros para 0
grupo G1, tratado com o regime TC ndo foi significativo perante o grupo controle.
Desta forma, conclui-se novamente, através deste parametro, que o regime AC afetou o
0sso de forma mais negativa que o ciclo TC em relagdo ao grupo controle, pois o
aumento da espessura dos poros afeta diretamente o gradiente da pressdo do fluido
sanguineo, ou seja, a vazao sanguinea continuou a mesma, entretanto como a area da
superficie dos canais aumentaram apds o tratamento houve uma diminuicdo da
velocidade sanguinea através dos poros (canais), o que prejudicou a circulacdo do
sangue (WANG et al., 1999).
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O grupo G1 apresentou um aumento significativo do parametro Por.N em
relagdo ao grupo controle, quando comparado ao aumento que o grupo G2 obteve para
este parametro em relacdo ao grupo GO. Como a densidade de poros esta diretamente
correlacionada com o espacamento médio entre eles, o grupo G1 apresentou um valor
menor do parametro Por.Sp em relacdo ao grupo GO, do que o grupo G2. Entretanto,
mesmo que 0 grupo tratado com o regime TC tenha apresentado uma densidade de
poros maior que 0s outros grupos, é possivel analisar através do parametro Por.Ct que
no grupo tratado com o regime AC existiu uma perda maior de massa 6ssea em relacao
aos outros grupos, pois este parametro representa a razdo do volume de poros sobre o
volume total presente nas amostras. Desta maneira é possivel salientar que realmente o

regime AC ocasionou um maior dano ao sistema de canais do que o regime TC.

A anélise e a compreensdo dos efeitos colaterais imediatos nas microestruturas
Osseas induzidos por estes tratamentos sdo fundamentais para um planejamento mais
eficaz do tratamento do céncer, para que seja possivel reduzir os riscos de fraturas
decorrentes do tratamento, evitando assim que as pacientes alcancem um quadro
osteopordtico. Desta forma a WTC mostrou-se uma técnica eficiente para realizar a
quantificacdo 3D, da regido trabecular e do sistema de canais do 0sso cortical do rato,
que os parametros morfométricos, calculados através desta técnica sdo determinantes
essenciais para caracterizar a fragilidade O&ssea, independentemente da DMO
(AUDRAN et al., 2001; HORDON et al., 2000; REEKER, 1993; LEGRAND et al.,
2000). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitagdes, por ndo fornecer
informacBes sobre a dindmica do 0sso, e por iSO Sd0 necessarios outros estudos que

incluem biomarcadores de remodelacdo 6ssea para confirmar esta hipétese.

Desta forma, este trabalho sugere que o regime AC ocasionou alteraces dsseas
de forma mais negativa do que as alteracdes 6sseas apresentadas pelo grupo tratado com
0 regime TC, apresentando um impacto significativo sobre as propriedades mecéanicas
do osso, associado com maior risco de fratura assim como esta estritamente relacionado

ao desenvolvimento da osteoporose.

5.1 Trabalhos Futuros
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A osteoporose € uma doenca caracterizada pela reducdo da massa Ossea e
deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, 0 que aumenta a fragilidade Ossea e,
portanto, a suscetibilidade a fraturas. A osteoporose é um importante problema de saude
publica, que leva a um maior risco de fraturas espontaneas e traumaticas. Atualmente,
muitas terapias estdo disponiveis para o tratamento da osteoporose, mas as existentes
apresentam alguns problemas relacionados a eficacia e seguranca a longo prazo. Dentre
elas pode-se destacar o tratamento a base de célcio e vitamina D, a base de
bisfosfonatos, calcitonina (agente antirreabsortivo), a utilizacdo de moduladores
seletivos dos receptores de estrogénio (SERMSs), a terapia de reposicéo de estrogénio, a
utilizacdo de tibolona (horménio esterdide sintético com propriedades estrogénicas),
paratormonio (agente anabolizante).

O conhecimento dos efeitos adversos de medicamentos tem fundamental
importancia na escolha das drogas a serem empregadas também para a prevencdo da
osteoporose. Entretanto, nem sempre se tem o conhecimento total dos possiveis efeitos
indesejaveis dos farmacos indicados para a prevencdo de determinadas doencas. E
evidente também a necessidade de melhorar as terapias existentes e de desenvolver
novos agentes que sejam Uteis tanto na prevengdo quanto no tratamento da osteoporose

no futuro.

Os bifosfonatos sdo potentes agentes de antireabsorcdo. Eles inibem a
reabsorcdo dssea pelos osteoclastos, preservando o tecido 6sseo, aumentando a massa
6ssea e reduzindo o risco de fraturas (BOUXSEINS et al., 2003, BJARNASON et al.,
2008). No entanto, mais recentemente a Sindrome de Bronjs (necrose de mandibula)
tem sido referida por varias pesquisas europeias como a mais grave complicacdo do uso
dos bisfosfonatos, incluindo os mais potentes (acido zolendrbnico, palmidronato de
sodio, risedronatos, ibandronato), sendo que a ocorréncia dessa sindrome nao guarda
relagdo com o tempo de uso. O aumento da incidéncia de necrose de mandibula esta
associado ao uso venoso, ou seja, ao acido zolendrénico. A osteonecrose de mandibula
(ONM) é uma reagdo adversa rara observada na administragdo de altas doses de
bisfosfonato endovenoso (SAMBROOK & EBELING, 2008). Entretanto, a relacéo
existente ao uso de bifosfonatos em baixas doses e a necrose de mandibula continua
sem provas na literatura cientifica. Devido aos riscos da terapia estrogénica e da
auséncia de provas, os bifosfonatos orais continuam como primeira escolha para o

tratamento de osteoporose pos-menopausa.
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Desta forma, é de extrema importancia o conhecimento dos efeitos adversos dos
bifosfonatos no 0sso em um tratamento concomitante para o CM. Assim, como sugestéo
de trabalho futuro destaca-se a anélise através da quantificacdo morfométrica nos 0ssos
de ratas, tratadas com os mesmos regimes AC e TC, concomitantemente com diferentes
doses de bifosfonatos, utilizando a técnica de uTC. Esta analise na regido trabecular e
cortical é necesséria tanto nos 0ssos longos como fémur ou tibia, como na mandibula,
para que seja possivel analisar beneficio ou danos, relacionado a diferentes doses deste
agente no osso do fémur e da mandibula, em comparacéo a outro grupo de ratas também
tratadas com 0S mesmos regimes quimioterapicos em conjunto com a reposicao
hormonal, para que seja possivel observar o melhor tratamento aplicado na prevencédo

da osteoporose.
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