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O Câncer é o crescimento desordenado de células, que invadem os tecidos e 

órgãos. Para o controle e tratamento do câncer, uma das técnicas mais utilizadas é a 

quimioterapia, e é inevitável que durante o tratamento, os tecidos saudáveis sejam 

afetados. Um dos efeitos da quimioterapia é a indução da amenorréia, com uma 

consequente diminuição de estrogênio, que pode ocasionar alterações ósseas, 

semelhantes às apresentadas em pacientes com osteoporose. O objetivo deste trabalho 

foi realizar a quantificação morfométrica, através da microtomografia computadorizada 

utilizando a luz síncrotron, de índices referentes à região trabecular (cabeça do fêmur) e 

a região cortical (diáfise do fêmur), de ratas tratadas com diferentes 

poliquimioterápicos, utilizados no tratamento de câncer de mama, para a análise de 

possíveis alterações ósseas devido a estes tratamentos. Todas as imagens foram obtidas 

na linha SYRMEP no laboratório de luz síncrotron ELETTRA, na Itália. Os índices 

morfométricos analisados para a parte trabecular foram: BV/TV (razão volume ósseo 

volume total), Tb.Th (espessura trabecular média), Tb.Sp (espaçamento trabecular 

médio), Tb.N (densidade trabecular) e SMI (índice modelo de estrutura). Para a parte 

cortical foram calculados os índices Por.Ct (razão volume de poros-volume total), 

Por.Th (espessura média dos poros), Por.Sp (separação média dos poros) e Por.N 

(densidade de poros). Os resultados revelaram alterações ósseas significativas de 

BV/TV e SMI para a região trabecular da cabeça assim como para todos os parâmetros 

morfométricos referentes a região cortical da diáfise do fêmur. 
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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), Tb.Sp (average 

trabecular spacing), Tb.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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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

 

O câncer é considerado um problema de saúde pública mundial. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estima para ano 2030, 27 milhões de casos incidentes de 

câncer, 17 milhões de mortes por câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, 

com câncer (SIEGEL et al., 2013; PARKIN & FERNÁNDEZ, 2006). No Brasil, as 

estimativas do INCA para o ano de 2014/2015 apontam a ocorrência de 

aproximadamente 576 mil novos casos de câncer, sendo o câncer de mama (CM) em 

mulheres, o mais incidente deles, com uma estimativa de aproximadamente 75 mil 

novos casos (MINISTÉRIO DA SAÚDE-INCA, 2014). 

As principais modalidades terapêuticas disponíveis, para o tratamento do câncer 

de mama, são a cirurgia e a radioterapia para o tratamento loco-regional e a 

hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento sistêmico, 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, é utilizada em tratamento 

sistêmico, ou seja, que atua em todo corpo, à base de fármacos que na maior parte da 

vezes impedem a reprodução celular e, consequentemente, levam as células malignas à 

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 o CM, e sempre se 

aplicam concomitantemente dois ou mais agentes quimioterápicos (poliquimioterapia). 

Esta associação de fármacos aumenta o efeito antitumoral sem elevar o grau de toxidade 

no paciente, proporcionando uma maior eficácia do tratamento, já que estas células 

neoplásicas sofrem constantes mutações, e podem apresentar uma maior resistência em 

relação aos fármacos. Esta associação atua, na maior parte das vezes de forma a impedir 

a divisão celular através da intervenção em uma determinada etapa do ciclo celular 

(SALATA, 2013). Embora seja um tratamento eficaz para muitos tipos de câncer, a 

quimioterapia pode ocasionar inúmeros efeitos colaterais, por não distinguir células 

normais em crescimento ativo (tal como as células do sangue, boca, intestinos e osso) e 

as células cancerosas (VERA-BADILLO et al., 2013). GUISE, 2006; PFEILSCHIFTER 

et al., 2000).  
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Os agentes quimioterápicos mais utilizados na atualidade para o tratamento do 

câncer de mama são os agentes alquilantes, principalmente a ciclofosfamida; os 

antimetabólicos, como o 5- fluorouracil e o metotrexato; os antracíclicos, como a 

epirrubicina e doxorrubixina e, os taxanos, como o paclitaxel e docetaxel, sendo o 

docetaxel um fármaco introduzido recentemente na prática clínica (ROCHÉ et al., 

2006). Os principais regimes de quimioterapia antineoplásica utilizados nos casos de 

CM são: CMF (ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil), AC (doxorrubicina e 

ciclofosfamida) e TC (docetaxel e ciclofosfamida). O regime de CMF é utilizado em 

pacientes com intolerância à doxorrubicina ou pacientes muito debilitados e idosos, com 

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

Os antracíclicos AC, apesar de sua grande eficácia no controle do câncer e de 

proporcionar um aumento na expectativa de vida dos pacientes, estão associados a 

vários efeitos colaterais agudos e crônicos, como a infertilidade e a cardiotoxidade 

(ROTI ROTI & SALIH, 2012). Alguns estudos sugerem que os esquemas contendo o 

regime AC possam ser substituídos por esquemas TC, sendo tão efetivos quanto os 

regimes tradicionais. Sugere-se utilizar quatro ciclos de docetaxel, um taxano, associado 

à ciclofosfamida, conhecido como esquema TC. Em um estudo feito pela US Oncology, 

1016 pacientes foram selecionados randomicamente para receber doses de 

doxorrubicina (60mg/m
3
) e ciclofosfamida (600mg/m

3
) (AC), ou docetaxel (75mg/m

3
) 

com ciclofostafamida (600mg/m
3
) (TC). Sete anos após o fim do tratamento, o tempo 

livre da doença 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 prática clínica no início de 1990, primeiro 

para câncer de mama metastático, e depois no tratamento adjuvante. Ainda hoje são 

considerados fármacos novos, e não existem muitos estudos retrospectivos que mostrem 

seus efeitos colaterais em longo prazo. Os dois mais conhecidos taxanos utilizados hoje 

são o paclitaxel e o docetaxel. Seus mecanismos de ação são idênticos, a principal 

diferença entre os dois é que o docetaxel é, 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 são discordantes 

(ZHOU et al., 2010, SALATA, 2013). 
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Em um estudo realizado por MINISINI et al (2009), as pacientes que foram 

tratadas pelo regime TC, tiveram um aumento de indução da amenorréia pela 

quimioterapia (CIA), entretanto o índice de pacientes que se recuperaram da amenorréia 

foi maior do que o índice de pacientes que foram tratadas com o regime AC. Apesar 

destes resultados, não ficou claro se a utilização do regime TC aumentou a taxa de CIA 

em comparação com o uso do regime AC (PÉREZ-FIDALGO et al., 2010). Foi 

levantada a hipótese de que, regimes quimioterápicos, que incluem a ciclofosfamida 

podem agravar a incidência da CIA, e estudos relataram que quanto maior as doses de 

ciclofosfamida, mais elevadas são as taxas de CIA (REYNO et al., 1982; BRINCKER 

et al., 1987). Apesar do docetaxel não estar associado a taxas elevadas de CIA, a 

ciclofosfamida parece contribuir diretamente para elevar esta taxa (ZHOU et al., 2010).  

Uma conseqüência importante da CIA, ou seja, do comprometimento da 

fertilidade, em mulheres tratadas para o CM, é a perda da densidade mineral óssea 

(DMO). Sabe-se que a insuficiência ovariana, induzida pela quimioterapia, em mulheres 

na pré-menopausa, pode acarretar uma perda óssea rápida (PEYMAN et al., 2009), onde 

o estrogênio desempenha um papel central na manutenção da massa óssea, pois está 

diretamente associado à remodelação óssea, acarretando assim a perda óssea 

(SHAPIRO et al., 2010). 

A perda da DMO pode ser induzida pela quimioterapia através de mecanismos 

indiretos, quando as drogas causam danos no ovário, reduzindo os níveis de estrogênio; 

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 clínico da osteoporose (DAVIES et al., 2002, HADJI 

et al., 2012). 

A osteoporose é definida como uma doença esquelética sistêmica, caracterizada 

pela diminuição de massa óssea (perda da DMO), deterioração da micro-arquitetura e 

por mudanças que ocorrem no tecido ósseo, resultando em um aumento da fragilidade 

óssea e susceptibilidade ao risco de fratura (FENG, 2011). Os efeitos da osteoporose, ou 

seja, da perda da DMO são maiores nos ossos longos, como o fêmur, ou nos ossos da 

coluna. Apesar disso, alguns estudos demonstram que ocorre perda óssea sistêmica 

devido à deficiência estrogênica (FALONI & CERRI, 2007). Para analisar as mudanças 

ocorridas na micro-arquitetura óssea devido à diminuição da massa óssea corporal, 
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utiliza-se comumente o rato, já que este é um animal modelo na investigação pré-clínica 

da osteoporose.  

O estudo através deste mamífero oferece diversas vantagens, em função da 

capacidade destes animais de espelhar mudanças que acontecem de forma natural no 

osso humano. Dentre as inúmeras vantagens, é possível destacar algumas como o fato 

de que o estudo pode ser realizado sob condições padronizadas; que a investigação pode 

ser realizada com um baixo custo; que os ratos possuem a remodelação do osso 

trabecular muito semelhante à remodelação observada em ossos trabeculares humano; 

que é possível realizar facilmente testes biomecânicos em ossos de ratos sob condições 

padronizadas, e por fim, não menos importante, o fato de que a anatomia do esqueleto 

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

A imagem da estrutura óssea do rato requer uma alta resolução espacial, visto 

que esta estrutura é muito menor que a dos ossos humanos. Desta forma, para um estudo 

detalhado destas microestruturas ósseas, a microtomografia computadorizada (µTC) 

oferece uma análise minuciosa da arquitetura óssea, da ordem de micrômetros, de forma 

qualitativa e quantitativa, em duas e três dimensões. Desta forma, para que seja possível 

alcançar uma resolução nesta ordem de grandeza, é necessário 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 combinação da técnica μTC com a radiação síncrotron é essencial para a obtenção de 

imagens com uma alta resolução, já que os síncrotrons são capazes de gerar um feixe de 

raios X extremamente intenso, fornecendo assim uma quantificação mais precisa através 

do cálculo dos parâmetros morfométricos. 

Os síncrotrons além de gerar um feixe de raios X extremamente intenso, 

fornecem vantagens notáveis, como por exemplo, feixes de raios X altamente colimado 

e com um alto grau de coerência espacial (MARGARITONDO et al., 1995). Além 

disso, oferecem também um espectro com uma ampla faixa de energia, e com a 

utilização de cristais monocromadores é possível obter feixes praticamente 

monocromáticos com energia selecionável. Estas características são perfeitas para 

obtenção das imagens microtomográficas e consequentemente para o cálculo dos 

parâmetros morfométricos. 
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Alterações morfométricas nos ossos são tradicionalmente estudadas através de 

medidas feitas em duas dimensões, onde os parâmetros estruturais são inspecionados 

visualmente ou medidos de secções transversais das amostras. O método convencional 

de histomorfometria (estereologia) envolve uma cuidadosa preparação da amostra, 

seguido de secções das amostras em lâminas bem finas. Apesar de o método apresentar 

alta resolução espacial e alto contraste, é um método tedioso, consome muito tempo e 

necessita de um técnico treinado para preparação e quantificação, além de danificar a 

amostra (MÜLLER et al., 1998). Desta forma, muitos estudos com morfologia dos 

ossos têm sido feitos com o auxílio da microtomografia computadorizada (μTC), pois 

permite investigações não destrutivas. 

Em 1989, FELDKAMP et al. desenvolveram uma técnica para a análise de 

estruturas trabeculares através da µTC, em que é possível avaliar quantitativamente as 

estruturas através da histomorfometria óssea, a qual foi fundamental na estereologia. Os 

parâmetros quantificados foram a razão entre volume ósseo e volume total da amostra 

(BV/TV); a razão entre a superfície óssea e seu volume (BS/BV); a separação média 

entre as trabéculas (Tb.Sp); a densidade de trabéculas (Tb.N) e a espessura média das 

trabéculas (Tb.Th). 

MULLER et al. (1998) fizeram um estudo comparativo entre a quantificação 

histomorfométrica pela µTC e a histomorfometria convencional. Para isto, foram 

avaliadas biopsias de osso humano. Os resultados exibiram uma correlação linear 

altamente significativa (p < 0,0001) entre a histologia convencional e a µTC para 

BV/TV (r = 0,93), BS/TV (r = 0,91), Tb.Th (r = 0,84) e Tb.Sp (r = 0,91). Os autores 

verificaram também que a µTC é uma técnica não-destrutiva, rápida e muito precisa que 

permite a medição do osso esponjoso e compacto em biópsias ou em pequenos ossos, 

bem como a determinação automática tridimensional dos índices morfométricos. 

TROMP et al. (2006) calcularam os efeitos ocasionados no osso trabecular da 

cabeça do fêmur de ratas ovariectomizadas (OVX), ou seja, efeitos de deterioração no 

osso devido a diminuição da produção de estrogênio. Realizaram uma análise 

histomorfométrica da microtomografia, através de um microtomógrafo portátil, com 

uma resolução de 26 µm, utilizando feixe policromático. A deficiência de estrogênio 

resultou em uma significativa diminuição do parâmetro histomorfométrico BV/TV para 

as ratas que sofreram a operação, enquanto que os parâmetros Tb.Sp, DA (grau de 



6 

 

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

grupo OVX. A espessura trabecular Tb.Th aumentou, porém não significativamente. 

LARRIERA et al. (2010) através da µTC, calculou a porosidade cortical, ou 

seja, razão entre o volume de poros e o volume total da amostra, calculou também a 

média do diâmetro dos poros, na metáfise da tíbia de ratas, as quais foram previamente 

ovariectomizadas. Este trabalho verificou que a porosidade cortical aumentou 32% no 

osso da tíbia, 6 semanas após a OVX , assim como um aumento no diâmetro do canal 

vascular nesta mesma região. As alterações microestruturais que ocorrem nos poros 

(canais) têm um impacto significativo sobre as propriedades mecânicas do osso cortical 

(YENI & NORMAN, 2000; McCALDEN et al., 1993), pois afetam o gradiente da 

pressão do fluído sanguíneo (WANG et al., 1999), e o aumento da porosidade cortical 

no osso do fêmur, assim como o aumento do diâmetro dos poros está associado com 

maior risco de fratura (BELL et al., 1999).  

 

1.1 Objetivos  

 

O objetivo principal desta tese foi avaliar as alterações nas microestruturas 

ósseas do fêmur de ratas submetidas a procedimentos de quimioterapia para o câncer de 

mama, através da microtomografia computadorizada utilizando a luz sincrotron. 

Para alcançar o objetivo principal, destacam-se alguns objetivos específicos: 

 Avaliar a viabilidade do uso da técnica de microtomografia por luz 

sincrotron para a quantificação de parâmetros morfométricos do osso do 

fêmur de ratas, cabeça do fêmur e diáfise, tratadas por 

poliquimioterápicos, utilizados no tratamento de CM; 

 Avaliar, através dos parâmetros morfométricos, calculados para a cabeça 

do fêmur (parte trabecular) e para a diáfise do fêmur (parte cortical), os 

efeitos tardios ocasionados pelos diferentes poliquimioterápicos 

utilizados, comumente, no tratamento de CM; 

 Comparar os resultados entre os grupos tratados e o grupo controle; 
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 Comparar os resultados entre os grupos tratados, para averiguar qual dos 

tratamentos afetam mais negativamente o osso. 

 Avaliar os efeitos no osso causados pelo tratamento do 

poliquimioterápico TC (docetaxel e ciclofosfamida), já que o docetaxel é 

um quimioterápico recente no mercado e quase não existem estudos 

retrospectivos referentes a efeitos adversos do mesmo. 

 

1.2 Motivação 

 

Mulheres com CM tratadas com quimioterapia têm um risco aumentado de 

desenvolver osteoporose e fraturas. Considerando o surgimento anual de novos casos de 

câncer de mama e a submissão da maioria das pacientes ao tratamento de quimioterapia, 

torna-se de grande importância, a compreensão dos efeitos colaterais tardios no tecido 

ósseo sadio, induzidos por estes tratamentos. A análise das microestruturas ósseas é 

fundamental para um planejamento mais eficaz do tratamento do câncer, para que seja 

possível reduzir os riscos de fraturas decorrentes do tratamento, evitando assim que as 

pacientes alcancem um quadro osteoporótico. 
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CAPÍTULO 2 - FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

2.1 A Tomografia Computadorizada 

 

A tomografia computadorizada (TC) desenvolvida por Godfrey N. Hounsfield 

em 1972 (HOUNSFIELD, 1973), é uma técnica de ensaio não-destrutivo que 

revolucionou a radiologia médica, permitindo a obtenção de imagens de uma seção de 

um corpo de prova, através de um conjunto de projeções do plano e com o auxílio de 

um computador com um programa de reconstrução de imagens. 

A tomografia de raios X foi originalmente desenvolvida para uso médico, sendo 

o primeiro teste realizado numa amostra de cérebro humano preservado. O primeiro 

protótipo não utilizava um tubo de raios X, mas sim uma fonte de Amerício 241, e o 

processo de reconstrução da imagem demorou cerca de nove dias. Eventualmente, 

perceberam as ilimitadas aplicações da TC no campo das indústrias, geologia, 

odontologia, biologia, entre outros, já que as amostras podem ser analisadas através 

desta técnica sem que estas sejam destruídas ou danificadas. O desenvolvimento da TC 

proporcionou a Hounsfield o prêmio Nobel de medicina em 1979. 

A importância da tomografia computadorizada está na capacidade de distinguir 

quantitativamente pequenas diferenças na atenuação da radiação no corpo examinado, 

de modo que esta diferença pode ser relacionada às diferenças de densidades físicas no 

corpo. Em uma radiografia simples, o que se consegue visualizar é uma imagem planar, 

onde os objetos em diferentes profundidades aparecem num único plano. No entanto, 

através de uma única radiografia, a determinação do coeficiente de atenuação se torna 

inviável, já que ele varia ponto a ponto. A técnica de tomografia visa justamente superar 

esta dificuldade utilizando, ao invés de uma única, diversas radiografias distribuídas em 

intervalos regulares em torno do corpo de prova. Na técnica de TC, podem-se obter 

fatias deste objeto possibilitando a visualização de pontos em qualquer que seja sua 

profundidade. 

O princípio de aquisição de uma tomografia é basicamente composto por um ou 

vários 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 seção 

de um corpo de prova – comumente chamado de tomograma – é necessário que se 
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obtenham várias projeções, em passos angulares constantes. A microtomografia 

Computadorizada possui o mesmo embasamento da tomografia, sendo esta 

desenvolvida especialmente para a inspeção de microestruturas. O diferencial desta 

técnica esta relacionado ao tamanho reduzido do foco assim como os elementos de pixel 

do detector, fornecendo uma maior resolução a imagem obtida. O princípio da formação 

da imagem microtomográfica é exibido na figura 2.1. 

 

Figura 2.1 Princípio da formação da imagem microtomográfica (ANDREUCCI, 2006). 

 

 

2.2 A Reconstrução de Imagens Tomográficas 

 

O princípio da reconstrução tomográfica foi apresentado em 1917, por Johann 

Radon, um matemático austríaco, que demonstrou que um objeto poderia ser 

reconstruído a partir de múltiplas projeções obtidas segundo ângulos diferentes. A 

descoberta de Radon só pôde ser implementada no final da década de 60, com a 

melhoria das capacidades de cálculo dos computadores da época. A aplicação à 

imagiologia só ocorreu na década de 70, quando Hounsfield e Cormack 

(HOUNSFIELD, 1973), apresentaram o primeiro tomógrafo e somente através da 

elaboração e aplicação desta ferramenta matemática, é que foi possível o 

desenvolvimento desta técnica na medicina. 
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A palavra tomografia vem do grego “tomo” (seção) + “graphein” (grafia). 

Tomografia, portanto, remete a uma imagem da seção transversal de um objeto, a partir 

de dados coletados deste objeto iluminado em diversas direções. O impacto desta 

técnica na medicina foi revolucionário, uma vez que permitiu aos médicos visualizar 

órgãos internos (ensaio não-destrutivo) com precisão e segurança nunca vista para o 

paciente. Existem numerosas aplicações de imagens por tomografia computadorizada, 

como por exemplo, nas indústrias e nas diversas áreas de pesquisa cientifica. 

Fundamentalmente, a tomografia reconstrói imagens a partir de suas projeções. No 

sentido estrito da palavra, uma projeção em um determinado ângulo é a integral da 

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

Para dar início ao estudo através dos fundamentos matemáticos, será 

considerado, inicialmente, um feixe com uma intensidade inicial I , produzido por uma 

fonte de radiação X monocromática, o qual incide sobre uma lâmina de material 

heterogêneo e de espessura x . O feixe emerge da lâmina com intensidade II  , 

sendo I  a variação que ocorre com o feixe devido à interação da radiação com a 

lâmina, e para realizar a reconstrução de uma seção transversal, a tomografia de raios X 

utiliza, como informação externa, a atenuação que um feixe de raios X sofre ao 

atravessar um objeto.  

Matematicamente a expressão, para a variação da intensidade do feixe por 

unidade de comprimento, representa o coeficiente de atenuação devido ao efeito 

fotoelétrico, ao espalhamento Compton, a produção de pares e também ao espalhamento 

Rayleigh. Neste caso, negligenciaremos o efeito de produção de pares devido a altas 

energias e o espalhamento Rayleigh devido a baixas energias, sendo adotado )(x  e 

)(x  como os coeficientes de atenuação para o efeito fotoelétrico e para espalhamento 

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

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

 

)()(
1

xx
xI

I
 





      (2.1) 
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A soma destes efeitos é dada pelo coeficiente de atenuação )(x , que representa 

a atenuação média dos dois efeitos por comprimento. Este parâmetro varia com o tipo 

de material absorvedor e com a energia do feixe (EISBERG & RESNICK, 1994). 

Considerando este parâmetro e aplicando o limite a esta variação infinitesimal, a 

equação (2.1) torna-se: 

 

dxx
I

dI
)(      (2.2) 

 

Argumentando que a lâmina possua um comprimento x , e que o feixe incidente 

possua uma intensidade 0I , e que este deixa a lâmina com uma intensidade I . É 

possível integrar ambos os lados da expressão, da seguinte forma; 

 

 

xI

I

dxx
I

dI

0

)(

0

      (2.3) 

 

o que procede em; 

 


x

dxx
I

I

00

)(ln       (2.4) 

 

ou 

 

))(exp(
0

0 

x

dxxII      (2.5) 

 

Esta equação exibe a relação exponencial entre a atenuação da intensidade do 

feixe incidente sobre a amostra e os efeitos de interação da radiação com a matéria, 
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ligados ao tipo de material sobre o qual o feixe incide. Como em um objeto real o 

coeficiente de atenuação varia de um ponto para outro, a atenuação sofrida por um fóton 

de raio X ao longo de um caminho A não será necessariamente igual à atenuação sofrida 

ao longo de um caminho B. Em outras palavras, o número de fótons I que emergem de 

uma trajetória A não será necessariamente igual ao número de fótons provindo de uma 

trajetória B. Desta forma, faz-se necessário a introdução do conceito de projeção, 

apresentado a seguir. 

 

2.2.1 Projeções  

 

Se o objeto for homogêneo, o coeficiente de atenuação 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 heterogêneo, o produto x  é substituído por uma integral de linha e a 

intensidade de saída do feixe torna-se uma função da posição, obtendo assim; 

 

))(exp(0 
linha

dsxII      (2.6) 

 

sendo ds o elemento diferencial na direção fonte-detector. 

O termo entre parênteses na equação acima, a menos de um sinal, corresponde à 

soma de todos os coeficientes de atenuação ao longo de todo o trajeto da radiação, desde 

a fonte até o detector, por isso é denominado como raio soma. Se uma série de linhas 

paralelas é medida, um perfil de intensidade é obtido, o qual é chamado de projeção 

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

 

olinha
I

I
dsx ln)(       (2.7) 
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onde o valor do raio soma pode ser determinado experimentalmente, através da 

intensidade da radiação na fonte e a intensidade medida no detector, após a passagem da 

radiação pela amostra. 

De fato, na prática, almeja-se determinar os coeficientes de atenuação do corpo 

de prova, em sua natureza bidimensional, de um corpo heterogêneo (Figura 2.2). Assim, 

para dar continuidade ao estudo o parâmetro   será em função da coordenada x e 

também da coordenada y . 

 

I

I
dsyx

raio

0ln),(       (2.8) 

 

Desta maneira, inicialmente assumiremos uma função bidimensional ),( yxf , 

onde as linhas que a cortam (em qualquer direção) são denominadas de raios e a integral 

de linha, ao longo destes raios, são os raios-soma. 

 

 

Figura 2.2: Representação dos coeficientes de atenuação em uma seção transversal. 

 

Através de um conjunto de raios-soma, paralelo ou divergente, obtêm-se a 

formação de uma projeção. A forma mais comum de representar o conjunto de 

projeções chama-se sinograma, que constituiu uma figura bidimensional, na qual 
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representa-se no eixo horizontal o local de detecção dos fótons (pixel) e na vertical a 

posição angular da amostra com relação ao centro de coordenadas. As projeções 

coletadas são organizadas ordenadamente em um sinograma, na qual cada linha 

corresponde à projeção adquirida em um ângulo . O sinograma representa a 

transformada de Radon da imagem original. No caso de raios paralelos, uma projeção 

pode ser descrita por: 

 


AB

dsyxfrP ),()(      (2.9) 

 

sendo AB  a linha ao longo do qual a integral será calculada, r a posição do raio-soma 

dentro da projeção, ds  é o passo infinitesimal ao longo do raio e   é a inclinação da 

linha AB  em relação ao sistema de coordenadas XY , a partir do eixo y . O raio AB  pode 

ser expresso matematicamente pela equação (2.10) e uma representação esquemática é 

exibida através da figura 2.3. 

 

 senyxr  cos      (2.10) 

 

 

Figura 2.3: Representação esquemática do raio soma (KAK,1987). 
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A amplitude da curva para um determinado valor r é em função dos coeficientes 

de atenuação ao longo do caminho AB. A curva P(r) é denominada projeção e constitui 

a informação necessária para a reconstrução de uma seção transversal (slice). Isto 

significa que, para um dado ângulo  , somente as coordenadas x e y, que satisfizerem à 

expressão (2.10) é que estarão sobre a linha AB  e desta forma somente os pontos ),( yxf  

com tais coordenadas irão contribuir com a integral de linha )(rP , ou seja, não entrará 

no cálculo da integral para a posição r  na projeção, todo o restante da função ),( yxf  

que estiver fora da linha. Assim, utilizando a função delta de Dirac, é possível 

reescrever a equação 2.9, como:  

 

 








 dxdyrysenxyxfdsyxfrP
AB

)cos(),(),()(    (2.11) 

 

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

distribuição ),( yx , representada pela função ),( yxf , onde o problema da reconstrução 

é inverter a Transformada de Radon para encontrar ),( yx  a partir de um conjunto de 

projeções )(rP . 

Na tomografia computadorizada, ao detectar a radiação que passa pelo corpo de 

prova, utiliza-se um algoritmo de reconstrução, para a obtenção dos dados do 

coeficiente de atenuação da amostra e, no final, é alcançada uma imagem em níveis de 

cinza, que corresponde aos níveis do coeficiente de atenuação. No caso, os dados 

obtidos, são as projeções tomadas da amostra, em todas as direções possíveis. A Figura 

2.4 mostra um exemplo de projeção paralela, sendo esta definida pelo parâmetro r como 

uma variável e pelo parâmetro , que é constante.  
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Figura 2.4: Projeção Paralela. 

 

A seguir será mostrado o Teorema da Projeção de Fourier, onde estas projeções 

paralelas serão utilizadas para calcular os coeficientes de atenuação do corpo de prova, 

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

 

2.2.2 Teorema da Projeção de Fourier 

 

O Teorema da Projeção, também conhecido como o Teorema da Faixa Central, 

relaciona as projeções unidimensionais (paralelas) de um objeto com sua transformada 

de Fourier bidimensional. Este teorema é de grande importância e constitui uma 

ferramenta fundamental para o método de reconstrução por retroprojeção filtrada. 

Para dar início ao teorema, será apresentada a transformada de Fourier da função 

bidimensional ),( yxf  e da função unidimensional )(rP , como segue: 

 

dxdyeyxfvuF vyuxi )(2),(),( 









      (2.12) 

 

P(r1) 
P(r) 

r r1 
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 drerPS ri 
  2)()(     (2.13) 

 

Igualando-se a variável v  da transformada ),( vuF  a zero, notar-se-á que a 

expressão final se resume na transformada da projeção inicial )0(   como segue; 

 

dxdyeyxfuF uxi 2),()0,( 









   

 

dxedyyxf uxi 2]),([ 









     (2.14) 

 

)()( 0

2

0  SdrerP uri  





  

 

As variáveis (u,v) e (ω,θ) estão relacionadas entre si através das funções 

trigonométricas; 

 













cos

cos

v

u
     (2.15) 

 

Assim, representar a transformada de ),( yxf  por ),( vuF  ou por ),( F  tem o 

mesmo efeito, e mais )()0,()0,( 0  SFuF  . A partir de agora será mostrado que o 

resultado anterior é válido também para quando o 0 . Desta forma, as variáveis x e y 

serão substituídas por duas outras ),( sr , que são coordenadas de um sistema cartesiano 

girado de um ângulo  , o qual coincide com o sistema de coordenadas das projeções. 

Através da figura 2.4, a qual representa uma projeção paralela, é possível observar que a 

coordenada s  coincide com a direção do raio soma e que a coordenada r  corresponde 
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ao eixo perpendicular aos mesmos raios-soma e que é paralela a direção da projeção. 

Desta maneira, observa-se que a matriz de rotação abaixo realiza a ligação entre ),( sr  e 

),( yx : 

 





























y

x

sen

sen

s

r
.

cos

cos




    (2.16) 

 

Ou seja, qualquer ponto ),( yx de f  possui coordenadas ),( sr  calculadas por meio da 

matriz de rotação (2.16), representando a equação de raio-soma em função das novas 

variáveis r  e s . Desta maneira, temos que; 

 






 dssrfrP ),()(      (2.17) 

 

E a transformada de Fourier da projeção é dada por; 

 

 














 dredssrfdrerPS riuri 
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0 ),()()(   (2.18) 

 

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

 senyx cos , vem que; 

 

 








 dxdyeyxfS ysenxi )cos(2),()( 
   

 senvuparavuF  ;cos    ),(  

),( F       (2.19) 
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Dominando as informações de cada projeção )(rP , pode-se calcular sua 

transformada )(s  que, como deduzido acima, equivale à transformada ),( F . Como 

),( F  e ),( vuF  são equivalentes, a função ),( yxf  original é calculada através de uma 

simples transformada inversa: 

 

 








 dudvevuFyxf vyuxi )(2),(),( 
   (2.20) 

 

Segundo o Teorema da Projeção de Fourier, a transformada de Fourier de uma 

projeção que forma um ângulo θ com o eixo x fornece os valores da transformada 

bidimensional do objeto ao longo de uma linha radial formando o mesmo ângulo com o 

eixo u. Desta forma, como mostra a Figura 2.5, calculando a transformada de Fourier de 

inúmeras projeções, que formam vários ângulos com o eixo x, obtém-se os valores da 

transformada bidimensional do objeto ao longo de várias linhas radiais: 

 

 

Figura 2.5: Pontos, da transformada bidimensional, obtidos a partir da transformada de várias 

projeções. 

 

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

retroprojeção filtrada. Como será visto a seguir, este método, que tem como fundamento 
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o Teorema da Projeção, faz uso de uma mudança de coordenadas dos argumentos da 

transformada bidimensional inversa de Fourier. 

 

2.2.3 Reconstrução Por Retroprojeção 2D 

 

Reconstruindo a função ),( yxf , e examinando simultaneamente as projeções de 

um ângulo   e o180 , é possível observar que estas projeções possuem os mesmos 

valores, entretanto em ordem inversa, já que os raios-soma de cada projeção são 

paralelos. Desta maneira, não é necessário utilizar todas as projeções ao longo dos 

o360 em torno do corpo de prova e sim, somente a metade delas, o que pode ser 

verificado nas expressões abaixo: 

 

 





 

2

0 0

)cos(2),(),( ddeFyxf ysenxi
 

 





 

0 0

)cos(2),( ddeF ysenxi
 

 





 

0 0

))()cos((2),( ddeF ysenxi
 (2.21) 

 

A transformada de Fourier em coordenadas polares obedece à propriedade 

apresentada na equação; 

 

),(),(   FF     (2.22) 

 

A substituição desta propriedade na equação (2.21) resulta na equação; 
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0

)cos(2 ]),([),( ddeFyxf ysenxi
   (2.23) 

 

Aplicando o Teorema da Projeção ),()()( 2  
 FdrerPS ri  





 , temos 

que; 

 

 









 
0

)cos(2 ])([),( ddeSyxf ysenxi
   (2.24) 

 

Note que o filtro   surgiu devido a mudanças de coordenadas (de coordenadas 

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

possui um comportamento que enfatiza as altas freqüências presentes nas projeções 

obtidas no sistema tomográfico. O gráfico do filtro  , conhecido como filtro rampa, 

está apresentado na Figura 2.6. Este filtro também é conhecido como filtro de 

Ramachandran-Lakshminarayanan, ou simplesmente filtro Ram-Lak, ω(ξ) é uma 

função janela de limitação de banda que é escolhida para dar uma resposta em alta 

frequência, mais moderada, para alcançar o melhor compromisso entre a largura de 

banda do filtro e a supressão de ruído. Nesta função podem ser acoplados outros filtros 

dentro das equações de retroprojeção, onde se encontrava somente o filtro rampa |ω|, de 

forma a minimizar o efeito de enfatização das altas frequências. Existem quatro filtros 

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

Tabela 2.1: Filtros de Reconstrução. 

Filtro Resposta em Frequência 

Ram-Lak 

 

 drect   

 

Shepp-Logan    drectd  sin  

 

Co-seno Passa Baixa 

 

Generalizado de Hamming  

 

   drectd  cos  

 

    drectd  2cos1  

 

 

É possível observar que existe um termo nos filtros de suavização apresentados 

que é justamente o filtro Ram-Lak, definido pela equação 2.23, e da composição deles 

tem-se uma redução ou enfatização dos defeitos e detalhes do objeto a ser reconstruído. 

   drect        (2.23) 

 

Os gráficos de resposta em frequência e resposta impulsiva dos filtros descritos 

acima são mostrados na Figura 2.7. 
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Figura 2.7: Filtros utilizados na reconstrução (OLIVEIRA, 2002). 

 

O filtro rampa possui pesos proporcionais às freqüências que compõe a imagem. 

A multiplicação das projeções com o filtro rampa gera imagens com melhor resolução, 

pois amplifica os valores das freqüências mais altas. Cada projeção é filtrada e no 

processo, poderá receber valores negativos. O borramento é reduzido na retroprojeção, 

pois esses valores cancelar-se-ão com valores positivos nas vizinhanças das bordas das 

imagens. 



24 

 

A equação 2.24 é a principal do método da retroprojeção filtrada. Este nome 

surge da interpretação desta equação ao ser dividida em duas integrais: 

 






  
 ysenxrdeSrQ ri cos,)()( 2

 (2.25) 

 

 



 
0

)cos(),( dysenxQyxf    (2.26) 

 

A Equação 2.25 é a transformada inversa de Fourier do produto  )(S . Esta 

multiplicação representa a filtragem da projeção )(rP , cuja transformada é )(S  pela 

função  , sendo )(rQ denominada projeção filtrada. A equação 2.26 representa a 

operação de retroprojeção das projeções filtradas )(rQ , em que o valor de um 

determinado ponto de coordenadas ),( yx da imagem, é fornecido pelo somatório ou 

integral, dos diversos valores )cos(  senyxQ  . 

Simplesmente retroprojetar os valores das contagens das projeções não 

reconstituirá a função original f(x,y) e sim uma f(x,y) borrada. A primeira solução para 

eliminar o borramento é submeter o conjunto de projeções ao processo de filtragem. 

Neste processo, a imagem decomposta em um grande número de componentes de 

freqüências será multiplicada por um filtro, que definirá o peso concedido a cada uma 

dessas componentes. Um filtro é uma operação matemática efetuada em uma imagem 

capaz de atenuar ou enfatizar diferentes freqüências, destacando diferentes 

características na imagem. Podem ser aplicados tanto no domínio espacial, através da 

convolução da função matemática que descreve o filtro com a da imagem, ou no 

domínio de Fourier, através da multiplicação das transformadas de Fourier do filtro e da 

imagem e realizando a transformada inversa de Fourier do resultado. 

Computacionalmente, a filtragem no domínio da freqüência é muito mais rápida do que 

a convolução no domínio espacial. 
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2.3 Tecido Ósseo 

 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo rígido, formado por células (osteócitos, 

osteoblastos, osteoclastos) e pela matriz óssea. Os osteócitos são encontrados em 

cavidades da matriz óssea, e dentro dessas lacunas formam-se canalículos que se 

dirigem para outras lacunas, o que torna possível a difusão de nutrientes e 

conseqüentemente a comunicação entre os osteócitos. A presença deste tipo de célula é 

fundamental na manutenção da integridade da matriz óssea. Já os osteoblastos são 

responsáveis pela produção de colágeno, enzimas e outras substâncias protéicas, que 

constituem a porção orgânica da matriz óssea. Possuem um sistema de comunicação 

intercelular semelhante aos osteócitos e estes, inclusive, originam-se dos osteoblastos, 

quando são envolvidos completamente por matriz óssea. Localizam-se na superfície 

óssea. Os osteoclastos são células multinucleadas, extensamente ramificadas, derivados 

de monócitos que atravessam os capilares sanguíneos. Participam dos processos de 

absorção e remodelação óssea e secretam vários ácidos e enzimas, que atacam a matriz 

e liberam o cálcio. 

As principais funções do tecido ósseo são sustentar o corpo, permitir a realização 

de movimentos, proteger certos órgãos e realizar a produção de elementos celulares do 

sangue. A distribuição e organização do osso são distinguidas em dois tipos de tecido 

ósseo: cortical e trabecular. Esta divisão é evidenciada na figura 2.8. 

 

Figura 2.8: Composição do osso (Adaptado de Netter, 2004). 

 

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

80% da massa óssea total, sendo encontrado na superfície exterior de todos os ossos. A 
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sua principal função é a de conferir rigidez ao osso, dependendo da sua proporção 

relativa, da função e solicitação mecânica do respectivo osso. Caracteriza-se por um 

valor de fração volumétrica (razão volume de massa óssea/volume total) próximo da 

unidade, o que justifica a denominação, também utilizada, de osso compacto. O tecido 

ósseo compacto praticamente não apresenta espaços medulares. 

2. Osso Esponjoso (ou trabecular): O osso trabecular corresponde aos restantes 20-

30% da massa óssea, estando localizado na porção interior do osso. Ele consiste numa 

estrutura reticular porosa, com densidade variável e relativamente baixa, que confere 

flexibilidade e resiliência à estrutura óssea global. Estas propriedades advêm da sua 

capacidade de absorção de energia proveniente de impactos. Caracteriza-se, ainda, por 

apresentar um valor relativamente baixo de fração volumétrica, compensando com uma 

área de superfície, aproximadamente, duas vezes superior à do osso compacto. Este 

tecido apresenta espaços medulares mais amplos, sendo formado por várias trabéculas 

que oferecem um aspecto poroso ao tecido. 

Como dito anteriormente, o tecido ósseo esponjoso (osso trabecular) apresenta 

espaços medulares mais amplos, formado por várias trabéculas, que oferecem o aspecto 

poroso ao tecido. O tecido ósseo compacto (osso cortical) praticamente não apresenta 

espaços medulares, existindo, no entanto, além dos canalículos, um conjunto de canais 

que são percorridos por nervos e vasos sanguíneos, denominados por canais de 

Volkmann e canais de Havers. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os ossos 

apresentam grande sensibilidade e capacidade de regeneração. Os canais de Volkmann 

partem da superfície do osso (interna ou externa), possuindo uma trajetória 

perpendicular em relação ao eixo maior do osso. Estes canais se comunicam com os 

canais de Havers, os quais percorrem o osso longitudinalmente podendo comunicar-se 

por projeções laterais. É possível observar várias lamelas concêntricas de substância 

intercelular e de células ósseas, em torno de cada canal de Havers. Cada conjunto deste, 

formado pelo canal central de Havers e por lamelas concêntricas é denominado sistema 

de Havers ou sistema haversiano. Os canais de Volkmann não apresentam lamelas 

concêntricas (AVIOLI et al., 1990). 
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2.3.1 Processo de Remodelação Óssea 

 

A remodelação óssea ou remanejamento ósseo é um processo ativo que ocorre 

em todo o esqueleto, ao longo da vida, para a manutenção da homeostasia mineral. A 

estrutura óssea é continuamente destruída e reconstruída, garantindo que a mesma seja 

sempre renovada. O processo de remodelação ocorre por meio de dois ciclos 

intimamente acoplados (reabsorção e formação), determinados pela sequência 

conhecida como ARF: ativação - reabsorção - formação. Após a ativação, os 

osteoclastos formam a lacuna de reabsorção. Uma vez terminada essa fase, os pré-

osteoblastos migram para a cavidade, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a 

formação da matriz óssea. A mineralização da matriz somente ocorre vários dias após 

sua síntese e, durante esse processo, alguns osteoblastos serão enclausurados, 

transformando-se em osteócitos. A esse conjunto de células ósseas e o osso novo 

formado dá-se o nome de unidade metabólica óssea (do inglês, BMU- Bone Mineral 

Density), (BARON, 1996). 

Um desequilíbrio da remodelação óssea, que pode ser reversível ou não, 

ocasiona mudanças na massa óssea. Este desequilíbrio pode ocorrer, por exemplo, 

devido a alterações metabólicas oriundas do recebimento de dose de determinados 

quimioterápicos. Quando o número de BMU's aumenta, as novas cavidades de 

reabsorção surgem antes que a formação no interior delas se complete, causando 

diminuição da massa óssea, tanto em osso cortical (aumento da porosidade) quanto em 

trabecular (afilamento, perfuração e perda da conectividade das trabéculas). Esse 

processo pode ser reversível quando cessarem as causas que o provocaram. A 

persistência do mesmo pode alterar a micro-arquitetura óssea e comprometer, de 

maneira irreversível, a função mecânica do esqueleto. 

 

2.4 Segmentação e Quantificação dos Dados Tomográficos 

 

A análise de imagens digitais utiliza diversas ferramentas e a segmentação é 

aplicada quando se faz necessário definir objetos de interesse na imagem. Este processo 

de segmentação subdivide uma imagem em suas partes ou objetos constituintes. O nível 

ate o qual esta subdivisão deve ser efetuada, bem como a técnica utilizada, depende do 

problema que está sendo colocado em questão (PRATT, 2001). 
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A diferenciação de dois ou mais objetos é realiza através dos algoritmos de 

segmentação, que permitem distinguir partículas entre si e da imagem de fundo. Esta 

distinção permitirá ao programa interpretar pixels contíguos e agrupá-los em regiões. Os 

algoritmos de segmentação para imagens monocromáticas são geralmente baseados em 

uma das seguintes propriedades básicas de valores de níveis de cinza: descontinuidade e 

similaridade. Na descontinuidade, as principais áreas de interesse são a detecção de 

pontos isolados, detecção de linha e bordas na imagem. Desta forma, o particionamento 

da imagem está baseado nas mudanças bruscas dos níveis de cinza. Já na similaridade, 

os métodos principais se baseiam na limiarização (thresholding) e no crescimento de 

regiões. 

A limiarização analisa a similaridade dos níveis de cinza da imagem extraindo os 

objetos de interesse através da seleção de um limiar T que separa os agrupamentos de 

níveis de cinza. Esta segmentação é efetuada varrendo a imagem pixel a pixel, e 

rotulando cada pixel como sendo pertencente ao objeto ou ao fundo, dependendo do 

nível de cinza do pixel analisado ser maior ou menor que T. Uma imagem limiarizada 

(binarizada) ),( yxg é definida como: 

 

1),( yxg  se Tyxf ),(  ou 0),( yxg  se Tyxf ),(   (2.25) 

 

em que ),( yxf corresponde ao nível de cinza do ponto e T é 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 0 correspondem ao fundo de imagem, isto é, 

tudo que não é o objeto de interesse. Este processo pode ser aplicado às imagens 

tomográficas no processamento dos voxels. A seleção do limiar de tom de cinza T pode 

ser obtida através de um histograma que é um gráfico de distribuição do número de 

pixels na imagem para cada nível de cinza. No histograma (Figura 2.9) é possível 

observar a distribuição dos valores dos pixels na imagem e um valor de limiar que 

venha distinguir a distribuição correspondente à fase de interesse em relação ao fundo 

(background) restante (GONZALES & WOODS, 1992, PRATT, 2001, JAHNE, 2001). 
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Figura 2.9: Histograma de uma imagem tomográfica 2D de 8-bit (NOGUEIRA, 2011). 

 

Para quantificar a morfologia óssea por µTC, utilizando os parâmetros 

morfométricos, é necessário inicialmente selecionar uma região de interesse (VOI) e 

binarizá-la. O processo de segmentação, como dito anteriormente, consiste na escolha 

de um valor limiar, que será aplicado à imagem, em que todos os pixels cujo valor for 

maior ou igual ao do limiar são convertidos em um valor denominado de saturado. Em 

uma imagem digital, com resolução de 8 bits, por exemplo, este valor saturado vale 255 

(branco). De forma análoga, todos os pixels que possuírem valor inferior ao do limiar, 

são convertidos em zero (preto). O procedimento cria uma imagem binária, que realiza a 

segmentação do tecido ósseo, em que a fase branca corresponde ao tecido ósseo e a fase 

preta é o restante do tecido não quantificado, como mostra a figura 2.10. 
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Figura 2.10: Imagem binária da diáfise do fêmur do rato. 

 

A escolha de um valor de limiar é crítico neste método (DING et al., 1999; 

MÜLLER et al., 1998; ITO et al., 1998), pois sua escolha possui uma grande influência 

sobre os índices histomorfométricos. Desta forma, na escolha do limiar, o histograma da 

imagem é utilizado, para possibilitar a observação da distribuição dos valores dos pixels 

da imagem e para buscar um valor que separe "razoavelmente bem" a distribuição 

correspondente da fase de interesse do restante (Figura 2.10). A característica energética 

do feixe interfere na qualidade do histograma. Quando o feixe é monoenergético e os 

coeficientes de atenuação das fases componentes da microestrutura não são muito 

próximas, as distribuições de cada fase ficam bem destacadas umas das outras, o que 

facilita a escolha do limiar (OLIVEIRA & LOPES, 2004). Se o feixe for policromático, 

pequenas variações nos níveis do “threshold” podem gerar grandes variações nos 

índices histomorfométricos. Uma variação em torno de 0.5% no valor do limiar resulta 

numa diferença de 5% no parâmetro BV/TV. Para a espessura trabecular Tb.Th esta 

variação resulta numa diferença menor que 3%, enquanto que para o número trabecular 

Tb.N o efeito é negligenciável (HARA et al., 2002). NOGUEIRA et al., (2012) 

mostraram que pequenas variações dos níveis do limiar, podem afetar os índices 

histomorfométricos, utilizando um feixe monoenergético, no osso 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 índices 

histomorfométricos apresentaram pequenas variações para todos os índices, onde a 

maior variação ocorreu para a espessura trabecular (Tb.Th) (de −2.84% para 2.99%), 

enquanto que a menor variação ocorreu para o número trabecular (Tb.N) (de −0.26% 

para 0.35). 

Resumidamente, após a seleção de uma região de interesse (VOI), é realizada a 

escolha do limiar. Em seguida, a imagem é binarizada e posteriormente é realizada a 

quantificação através do cálculo dos parâmetros morfométricos.  

 

2.4.1 Cálculo dos Parâmetros referentes à região Trabecular 

 

Neste programa (software BoneJ), o parâmetro BV/TV, que representa a razão 

do volume ósseo sobre volume total da amostra, é calculado pelo número de voxels 

correspondentes ao osso (foreground), dividido pelo número total de voxels da imagem. 

O parâmetro espessura trabecular Tb.Th foi computado baseado no cálculo do volume 

da espessura local “local thickness volume” (HILDEBRAND & RUEGSEGGER, 

1997a). A espessura local τ(n) é definida, em qualquer ponto n ϵ Ω R
3
, como o diâmetro 

da maior esfera contida no ponto n e que esta completamente contida no interior da 

estrutura Ω, ie; 

 

},),(/max{2)(  xrxesfnrn   (2.27) 

 

Esta definição foi dada no contexto do espaço contínuo utilizando a distância 

Euclidiana. A separação trabecular Tb.Sp foi calculada através do mesmo processo que 

Tb.Th, entretanto é aplicada ao complemento da estrutura de osso trabecular na imagem 

binarizada. O número trabecular Tb.N é determinado por; 

 

TV

BS
NTb

2
.       (2.28) 
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sendo BS, a superfície do osso trabecular. A superfície óssea é computada através do 

um algoritmo marching cubes, em que a área da superfície óssea é a soma das áreas dos 

triângulos que compõem a malha (LORENSEN & CLINE, 1987). 

O Marching Cubes é um algoritmo que cria um modelo triangular sobre as 

superfícies de densidade constante a partir de dados microtomográficos, para o cálculo 

do parâmetro BS. Para a construção do problema da superfície existem duas etapas 

primárias. Inicialmente é necessário localizar a superfície correspondente a um valor 

especificado pelo usuário e criar os triângulos. Então, para garantir uma imagem de 

qualidade da superfície é calculado as normais à superfície em cada vértice, de cada 

triângulo. Este algoritmo utiliza uma aproximação “divide-and-conquer” para localizar 

a superfície de um cubo lógico criado a partir de oito pixels, sendo quatro pixels 

provenientes de dois slices adjacentes, como exibe a Figura 2.11.  

 

 

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

 

O algoritmo determina como a superfície intersecta este cubo, e então se move 

(ou marcha) para o próximo cubo. Para encontrar a intersecção da superfície em um 

cubo, o algoritmo atribui o índice 1 a um vértice do cubo, se este pixel possuir um valor 

maior ou igual ao valor da superfície que esta sendo construída, sendo estes vértices 

localizados dentro (ou sobre) a superfície. Os vértices do cubo que possuírem valores 

abaixo do valor da superfície, o algoritmo atribui o índice zero e estes são considerados 

fora da superfície. Com este pressuposto, determina-se a topologia da superfície dentro 

de um cubo e o local da intersecção é encontrado posteriormente.  
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Em um cubo existem 8 vértices, assim como dois estados (dentro e fora), desta 

forma existem 2
8
=256 maneiras da superfície interceptar o cubo. A realização da 

triangulação de 256 casos é possível, 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 padrões. A topologia da superfície triangular mantém-se inalterada, se a relação 

dos valores de superfície para os cubos é invertida, já os casos complementares são 

equivalentes. Desta forma, somente os casos que possuírem zero para quatro vértices 

com valores maiores que o valor de superfície, podem ser considerados, reduzindo 

assim o número de casos para 128. E utilizando a simetria rotacional, é possível reduzir 

o problema para 14 padrões. A Figura 2.12 exibe a triangulação de 14 padrões.  

 

 

Figura 2.12: Triangulação de 14 padrões (LORENSEN & CLINE, 1987). 

 

O padrão mais simples (0) ocorre se todos os valores de vértices estão acima (ou 

abaixo) do valor selecionado, desta forma não produz nenhum triângulo. O padrão 

seguinte (1) ocorre se a superfície se separa sobre o vértice a partir dos outros sete, 

resultando em um triângulo definido pelos três cruzamentos de arestas. Outros padrões 

produzem múltiplos triângulos. E com a permutação destes 14 padrões básicos, 
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utilizando a simetria de rotação, é possível complementar e produzir as 256 maneiras 

das superfícies interceptarem o cubo. 

Desta forma, é criado um índice para cada caso, baseado sobre o estado do 

vértice e a numeração, como mostra a Figura 2.13, em que existe um bit para cada 

vértice. Este índice é utilizado como um indicador para uma tabela que define a 

topologia triangular de 256 casos diferentes, que fornece todas as intersecções da aresta 

para uma determinada configuração do cubo. Empregando o índice para dizer qual 

aresta da superfície é interceptada, é possível interpolar a intersecção da superfície ao 

longo da aresta. Comumente, opta-se por realizar uma interpolação linear, mas 

interpolações de graus mais elevados também podem ser utilizadas.  

 

Figura 2.13: Numeração do cubo (LORENSEN & CLINE, 1987). 

 

O último passo deste algoritmo é calcular o vetor normal para cada vértice do 

triângulo. Uma superfície de densidade constante possui a componente nula do 

gradiente ao longo da direção tangencial da superfície; e consequentemente, a direção 

do vetor gradiente, g


, é normal à superfície. Este fato pode ser utilizado para 

determinar o vetor normal à superfície, n


, se a magnitude do gradiente não for zero. Já 

se a superfície de interesse entre dois tipos de tecidos de diferentes densidades possui o 

vetor gradiente diferente de zero, o vetor gradiente, g


, é a derivada da função 

densidade; 

 

),,(),,( zyxfzyxg


      (2.29) 
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Para realizar o cálculo do vetor gradiente na superfície de interesse, inicialmente 

calcula-se os vetores gradiente nos vértices do cubo e em seguida é realizada a 

interpolação linear do gradiente no ponto de intersecção. O gradiente, no vértice do 

cubo ),,( kji , é calculado ao longo dos três eixos de coordenadas; 
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em que ),,( kjiD é a densidade no pixel ),( ji  no slice k  e zyx  ,,  são os 

comprimentos das arestas do cubo. Dividindo o gradiente pelo seu comprimento, 

produz-se o vetor normal no vértice, o qual é necessário para a renderização. 

Posteriormente é realizada a interpolação linear deste vetor normal calculado no ponto 

de intersecção. Para o cálculo do gradiente em todos os vértices do cubo, é necessário 

manter quatro slices na memória do computador por vez. Desta forma, realizando todo 

este processo descrito, o algoritmo marching cubes cria uma superfície a partir de um 

conjunto tridimensional de dados. 

O parâmetro SMI, que representa o índice modelo de estrutura “Structure Model 

índex” caracteriza a estrutura óssea em forma de chapa “plate” ou de haste “rod”. Este 

parâmetro é calculado através de uma análise diferencial da superfície triangular da 

estrutura e é definido como; 

 

2
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dBS
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     (2.33) 
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em que dBS/dr  representa a derivada da área de superfície com respeito a medida linear 

de r relativo a meia espessura. Para uma estrutura em forma ideal de chapa “plate”, o 

parâmetro SMI possui o valor igual a 0, já para uma estrutura em forma ideal de haste 

“rod” o valor designado para este índice é de 3, como mostra a Figura 2.14 

(HILDEBRAND & RUEGSEGGER, 1997b). 

a) b)  

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

 

2.4.2 Cálculo dos Parâmetros referentes à região Cortical 

 

O Parâmetro Por.Ct , que representa a porosidade no osso cortical, reflete a razão 

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 o osso cortical, e é análogo ao valor 

de Ma.V/TV, que é a razão entre volume da medula sobre o volume total da amostra, 

referente à parte trabecular (COOPER et al., 2003). Desta forma, este parâmetro Por.Ct 

é calculado pelo número de voxels correspondentes ao não-osso (background), dividido 

pelo número total de voxels da imagem. 

O cálculo dos parâmetros Por.Th (espessura média dos poros) e Por.Sp 

(separação média dos poros) é baseado no cálculo do volume da espessura local “local 

thickness volume” (HILDEBRAND & RUEGSEGGER, 1997a), assim como é feito 

para os parâmetros trabeculares Tb.Th e Tb.Sp. A espessura local dos poros τ(n) é 

computada, em qualquer ponto n ϵ Ω R
3
, como o diâmetro da maior esfera contida no 

ponto n e que esta completamente contida no interior da estrutura Ω, e o parâmetro 
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Por.Sp é calculado da mesma maneira, entretanto é aplicada ao complemento da 

estrutura de osso cortical (imagem binarizada), equação 2.27. Um aspecto interessante 

destes parâmetros corticais é que eles podem ser calculados com o mesmo software 

desenvolvido para os cálculos dos parâmetros referente à parte trabecular do osso 

(COOPER et al., 2003). O parâmetro Por.N, representa o número de poros dividido pelo 

volume total da amostra, ou seja, pelo número total de voxels da imagem, sendo este 

determinado por; 

 

TV

porosdenúmero
NPor .

  (2.34)
 

 

2.5 Tratamento Estatístico 

 

A inferência estatística tem como objetivo a construção e desenvolvimento de 

métodos que permitem estimar parâmetros de uma população a partir de evidências 

fornecidas por uma amostra e testar hipóteses com respeito aos parâmetros estimados, 

ou a natureza da distribuição da população. Os testes de hipóteses são classificados em: 

paramétricos (a distribuição dos dados é conhecida) e não paramétricos (a distribuição 

dos dados é desconhecida) (MONTGOMERY & RUNGER, 2012). 

 

2.5.1 Testes de Hipóteses 

 

Muitos problemas em pesquisas quantitativas requerem a decisão entre aceitar 

ou rejeitar uma afirmação sobre algum parâmetro, sendo necessária a formulação de 

hipóteses acerca de uma dada amostra, que serão submetidas a testes específicos. Uma 

hipótese estatística é uma afirmação sobre os parâmetros de uma ou mais populações 

(MONTGOMERY & RUNGER, 2012). 

Existem duas suposições contraditórias que são consideradas em testes de 

hipóteses com o objetivo de decidir quais das hipóteses estão corretas, a partir das 

informações da amostra. Inicialmente, uma das hipóteses é favorecida de modo que esta 

não será rejeitada em favor da hipótese alternativa, a menos que a evidência da amostra 
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contradiga e forneça forte apoio a afirmação alternativa (MONTGOMERY & 

RUNGER, 2012). 

 

2.5.2 Hipótese nula e Hipótese alternativa  

 

A hipótese nula 0H  é a alegação inicial que é assumida como verdadeira para a 

construção do teste. A hipótese alternativa 1H  é a afirmação que é considerada caso a 

hipótese nula H0 não tenha evidência estatística que a defenda. Portanto, a hipótese nula 

será rejeitada em favor da hipótese alternativa somente se a evidência da amostra 

sugerir que 0H  seja falsa. Caso a amostra não contradiga fortemente 0H , continua-se a 

acreditar na verdade da hipótese nula. Assim, num testes de hipóteses, apenas duas 

decisões podem ser tomadas: rejeitar 0H  ou não rejeitar 0H  (MEYER, 1983).  

 

2.5.3 Erros do tipo I e II 

 

O erro tipo I ocorre quando uma hipótese é rejeitada quando deveria ser aceita. 

Por outro lado, o erro tipo II ocorre quando uma hipótese que deveria ser rejeitada é 

aceita (MONTGOMERY & RUNGER, 2012).  

 

2.5.4 Nível de significância e p-valor 

 

O nível de significância de um teste de hipóteses é a probabilidade máxima de 

aceitar o erro tipo I e pode ser estipulada de acordo com o pesquisador. Em geral, o 

nível de significância é representado por α, sendo escolhidos os níveis  = 0,01 ou 0,05, 

isto é, se escolhido o índice de 0,01, então existe 1 chance em 100, da hipótese ser 

rejeitada. Ou seja, podemos dizer que existe uma confiança de 99% de que se tome a 

decisão correta. O valor da probabilidade de se obter o efeito observado, dado que a 

hipótese nula é verdadeira, é chamado de p-valor. Se o valor do p-valor for menor que o 

nível de significância estipulado, assume-se o erro tipo I e rejeita-se a hipótese nula. Ao 

contrário, se o p-valor for maior, não é assumido o erro tipo I e se aceita a hipótese nula 

(MAGALHÃES & DE LIMA, 2001). 
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2.5.5 Testes de Normalidade 

 

Os testes paramétricos necessitam de alguns pressupostos, a distribuição de 

frequências dos erros amostrais é normal, as variâncias são homogêneas e os efeitos dos 

fatores de variação são aditivos e os erros independentes. Os testes de normalidade são 

utilizados para verificar se a distribuição de probabilidade associada a um conjunto de 

dados pode ser aproximada pela distribuição 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 é um teste de 

aderência e verifica o grau de concordância entre a distribuição de um conjunto de 

valores e alguma distribuição teórica. O teste de Kolmogorov-Smirnov pode ser 

utilizado para avaliar as hipóteses: 

H0: Os dados seguem uma distribuição normal. 

H1: Os dados não seguem uma distribuição normal. 

Seja F0(X) uma função especificada de distribuição teórica sob H0. Então, para 

qualquer valor de X, o valor de F0(X) corresponde à proporção de casos esperados com 

escores menores ou iguais a X. Por outro lado, seja SN a distribuição observada de 

frequências relativas acumuladas de uma amostra aleatória de N observações. Para Xi 

igual a um escore qualquer possível, SN (Xi) = Fi/N, onde Fi corresponde ao número de 

observações menores ou iguais a Xi. Assim, F0(Xi) é a proporção esperada de 

observações menores ou iguais a Xi.  

Quando H0 é verdadeira, espera-se que as diferenças entre SN (Xi) e F0(Xi) sejam 

pequenas e que estejam dentro do limite dos erros aleatórios. Portanto, a estatística 

utilizada para o teste é D= max| F0(Xi) - SN (Xi) |. Então, se D é maior que o valor 

crítico, rejeitamos a hipótese de normalidade dos dados com (1-α)100% de confiança. 

Caso contrário, não rejeitamos a hipótese de normalidade (BUSSAB & MORETTIN, 

1987). 

 

2.5.6 Testes Paramétricos 
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Os testes paramétricos visam analisar a variabilidade dos resultados da variável 

dependente, em função da manipulação das variáveis independentes, de forma a que se 

possa rejeitar ou aceitar a hipótese nula. Para a utilização dos testes paramétricos, os 

resultados experimentais devem ser mensurados em escalas intervalares, devem seguir a 

curva normal, e deve haver homogeneidade da variância. 

 

2.5.6.1 Teste t de Student para duas amostras independentes 

 

Quando existem duas condições e é necessário saber se as diferenças entre as 

médias das amostras são grandes o suficiente de modo que se possa concluir que essas 

diferenças ocorrem somente por causa da influência da variável independente, utiliza-se 

o teste t de Student. Esse teste avalia as diferenças significativas entre as médias µ1 e µ2.  

As hipóteses seguem a seguinte estrutura: 

H0: µ1 = µ2, não existe diferença entre as médias das populações. 

H1: µ1 ≠ µ2, existe diferença entre as médias das populações. 

Portanto, se o resultado do teste for, em valor absoluto, maior ou igual ao valor 

crítico ao nível de significância estipulado, rejeita-se H0. 

O teste t de Student possui grande aplicação em situações onde o tamanho da 

amostra é pequeno e as variâncias da população são desconhecidas (MAGALHÃES & 

DE LIMA, 2001). 

 

2.5.6.2 Análise de Variância (ANOVA) 

 

A análise de variância é uma ferramenta útil quando a comparação entre várias 

médias se torna necessário. Distribuição normal entre os dados e homogeneidade das 

variâncias são algumas condições para aplicação do teste (BUSSAB & MORETTIN, 

1987). 

A ANOVA verifica se existem diferenças entre as médias dos grupos por meio 

da determinação da média geral, verificando o quão diferente cada média individual é 

da média geral. Considerando A=número de populações ou tratamentos que serão 

comparados e µ1, µ2, µ3, µ4,..., µn as médias populacionais ou médias dos tratamentos, 

as hipóteses de interesse são: 

H0: µ1= µ2= µ3= µ4= ...=µn 
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H1: Pelo menos duas médias diferentes. 

 

2.6 Produção de Luz Síncroton 

 

A radiação ou luz síncrotron é produzida por aceleradores anulares nos quais 

circula uma corrente pulsada de elétrons de alta energia (E >> moc
2
) com velocidade 

praticamente igual à velocidade da luz. A radiação síncrotron é emitida pelo movimento 

circular destes elétrons em velocidades relativísticas nas tangentes às curvaturas de sua 

trajetória. 

O processo de produção é iniciado por um canhão de elétrons de um acelerador 

linear. Os aceleradores lineares ou LINAC são aceleradores de partículas carregadas, 

como elétrons, prótons ou íons pesados. As partículas carregadas entram em um tubo 

onde existem campos elétricos alternados. Estas partículas são aceleradas primeiramente 

por um campo elétrico e entram em um tubo de corrente ou “drift tube” onde são 

protegidas do campo elétrico e o atravessam com velocidade constante até a próxima 

abertura. Neste ponto as partículas são novamente aceleradas e a cada abertura entre os 

tubos “drifts” as partículas recebem mais e mais energia. Esse processo é capaz de 

acelerar as partículas carregadas com energias muito grandes. 

O feixe de elétrons produzido pelo LINAC é injetado diretamente nos anéis de 

armazenamento através do síncrotron injetor ou em um dispositivo chamado “Booster” 

que é um dispositivo intermediário utilizado para acelerar as partículas fornecidas pelo 

acelerador linear a uma energia de cerca de milhões de elétron-volt (MeV) para energias 

da ordem de bilhões de elétron-volt GeV. 

Este anel de armazenamento é o elemento mais importante (Figura 2.15), pois é 

constituído por uma sofisticada estrutura magnética, onde circulam os elétrons em uma 

órbita fechada, produzindo radiação síncroton. Existem três dispositivos básicos neste 

anel: os dipolos magnéticos, quadrupolos ou sextupolos magnéticos e a cavidade de 

radiofreqüência. 
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Figura 2.15: Produção de Luz Síncrotron (NOGUEIRA, 2011). 

 

Os dipolos magnéticos (ímãs dipolares) produzem um campo magnético 

homogêneo no sentido vertical, sendo este responsável pela deflexão do feixe de 

elétrons e consequentemente a produção de radiação síncrotron. Os quadrupolos ou 

sextupolos, localizados nos trechos retos do anel, focalizam os elétrons e reduzem as 

aberrações cromáticas. Já a cavidade de radiofreqüência, localizadas em um ou mais dos 

trechos retos do anel, é responsável 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 à radiação produzida nas partes curvas de suas 

trajetórias para aumentar o tempo de vida do feixe (MARGARITONDO et al., 1995). 

As aplicações da radiação síncrotron são inúmeras, destacando-se seu uso na 

biologia, catálise em química, física de superfícies, física do estado sólido, geofísica 

para os estudos da composição e estruturados materiais presentes na crosta terrestre e 

nas indústrias com o desenvolvimento de novos materiais. As características mais 

importantes desta radiação esta no fato, de que seu espectro é contínuo, cobrindo uma 

região do infravermelho até raios X duros (fóton 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 coerência espacial 

(TESEI et al., 2005). 

Além disso, com a utilização de monocromadores, é possível obter feixes 

praticamente monocromáticos com energias selecionáveis, dentro de um amplo espectro 

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

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

 

2.7 Câncer de Mama (CM)  

 

Câncer é uma palavra designada para denominar um conjunto de mais de 100 

doenças, que têm em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que 

invadem tecidos e órgãos, que podem espalhar-se (metásteses) para outras regiões do 

corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem ser muito agressivas e 

incontroláveis, determinando a formação de tumores (acúmulo de células cancerosas). E 

os diferentes tipos de câncer, correspondem aos vários tipos de células do organismo e 

possuem fatores variados (MINISTÉRIO DA SAÚDE-INCA, 2014). 

Os sintomas clínicos visíveis que indicam a presença do CM podem surgir como 

alterações na pele que recobre a mama, abaulamentos ou retrações, inclusive no mamilo 

e secreções. O sintoma palpável pode surgir a partir da detecção de um nódulo (caroço) 

no seio, acompanhado ou não de dor mamária e até mesmo na axila (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE-INCA, 2014). 

O desenvolvimento do CM, assim como outras formas de cânceres, não é 

proveniente de um único fator. Segundo o Instituto Nacional do Câncer, os fatores de 

risco podem ser caracterizados como: não modificáveis e modificáveis. Dentre os 

fatores de risco não modificáveis tem-se: o histórico familiar, o aumento da idade, a 

menarca precoce (primeira menstruação antes dos 11 anos de idade), a menopausa 

tardia (última menstruação após os 55 anos), a mulher nunca ter engravidado ou ter tido 

o primeiro filho depois dos 30 anos. Os fatores de risco modificáveis correspondem ao 

estilo de vida, como o excesso de peso, o uso do tabaco e a ingestão regular (mesmo que 

moderada) de álcool. Além desses fatores, a exposição à radiação ionizante, mesmo em 

baixas doses também pode ser considerada um fator de risco, particularmente durante a 

puberdade (MUÑOZ-TORRES et al., 2009). 

A intervenção cirúrgica 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 
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mais destas estratégias associadas, para obter um melhor resultado no tratamento, sendo 

as modalidades cirúrgicas e a radioterápicas destinadas ao tratamento loco-regional e a 

hormonioterapia e a quimioterapia destinada ao tratamento sistêmico (MURAD, 2000; 

BOUGHEY et al., 2008). 

 

2.7.1 Tratamento cirúrgico para o CM 

 

O estadiamento clínico e o tipo histológico do CM indicam o tipo de cirurgia a 

qual a paciente será submetida. Historicamente, a abordagem cirúrgica padrão tem sido 

a mastectomia radical ou mastectomia radical modificada. Antes dos anos 80, o 

tratamento cirúrgico padrão envolvia somente a mastectomia radical, ou seja, a retirada 

completa da mama. Durante a década de 80, ocorreu uma transição gradual do 

tratamento baseado na mastectomia para o tratamento funcional conservador da mama. 

Dois estudos randomizados realizados na Itália e nos Estados Unidos demonstraram que 

a remoção apenas do câncer, e irradiação do restante da mama, chamado de cirurgia 

conservadora da mama, resultou em sobrevivência equivalente à mastectomia radical. 

Desta forma, a transição para o tratamento conservador da mama passou a ser utilizado, 

consistindo na excisão do tumor primário e do tecido normal adjacente à mama, com ou 

sem dissecção dos linfonodos axilares, seguido de radioterapia. Estudos randomizados 

sugeriram também a melhoria da qualidade de vida e satisfação 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 radiação. Todos demonstraram uma significante redução na 

incidência de recorrência na mama com o acréscimo de radiação da mama (WHELAN 

et al., 2004, TIEZZI et al., 2007, ADAMOWICZ et al., 2009). 

 

2.7.2 Hormonioterapia 

 

A terapia hormonal adjuvante é frequentemente utilizada, associada à terapia 

local, para diminuir os riscos de recorrência e metástases a distancia. Normalmente, são 

produzidos no organismo humano, vários tipos de hormônios responsáveis, por 
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exemplo, pelo crescimento dos mais diversos tipos de células. O estrogênio é um desses 

hormônios, responsável pelo desenvolvimento feminino, possuindo uma multiplicação 

celular sistemática e organizada. Entretanto, se esta proliferação celular, estimulada por 

diversos fatores, inclusive hormonais, ocorre de forma descontrolada, pode acarretar no 

aparecimento de câncer, em especial do CM. Assim, uma das formas de inibir o 

crescimento das células mamárias neoplásicas é eliminar a produção de hormônios 

femininos, principalmente o estrogênio. A terapia hormonal só é empregada para CM, 

em pacientes que possuem células que apresentam positividade para receptores 

hormonais. A ligação entre estrógenos e o crescimento do CM serviu como incentivo 

para o desenvolvimento de tratamentos antiestrogênicos, levando a um importante 

avanço terapêutico. O tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogênio, é 

administrado às 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 incidência 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 cancerígenas podem permanecer no local da cirurgia 

(no tecido mamário remanescente, na cicatriz, nos linfonodos regionais, na parede 

torácica), ou ainda em locais mais afastados e, se não 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 após a cirurgia ou reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia 

(LANGLANDS et al., 2013). 

Para a eliminação das células neoplásicas, a RT utiliza a radiação ionizante, 

principalmente através de feixes de fótons ou elétrons. As células neoplásicas são mais 

sensíveis à radiação ionizante por apresentarem alta taxa de divisão, sendo a molécula 

de DNA é o alvo crítico para o dano induzido pela radiação 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, alterações de bases e ligações DNA-DNA e DNA-

proteínas (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 radiação 

externa ao paciente, a uma distância em média de 80-100 cm. Usualmente, o tratamento 

dura em média 5-6 semanas, totalizando 45-50 Gy em doses diárias fracionadas de 1.8-

2.0 Gy, sendo ele iniciado seis semanas após a cirurgia. Entretanto em caso de tumores 

em estádios mais avançados, 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 

et al., 2012, TSANG et al., 2012, NG et al., 2012). 

A RT reduz o risco de recorrência local em 50 a 70%, quando aplicada adjuvante 

à cirurgia conservadora, sendo a RT indicada a todas as pacientes com cirurgia 

conservadora, e a pacientes submetidas à mastectomia com tumor maior que 5 cm, ou 

que invade pele ou músculo; ou mais que três linfonodos positivos; ou linfonodos com 

extravasamento extracapsular (COSAR et al., 2011). 

 

2.7.4 Quimioterapia 

 

Os primeiros registros de tratamento quimioterápico datam o final do século 

XIX, com a descoberta da solução de Fowler (Arsenito de Potássio) por Lissauer em 

1885 e da toxina de Coley (combinação de produtos bacterianos, em 1890. Entretanto, 

existem evidências da utilização destes agentes desde o século I d.C, quando 

Dioscorides utilizou a colchicina para o tratamento de tumores iniciais. Durante a 

Segunda Guerra Mundial, foram identificadas substâncias citotóxicas, como o gás de 

mostarda, utilizados em pacientes com linfoma de Hodking e leucemia crônica, obtendo 

regressão de curta duração. Desta forma, muitos compostos têm sido utilizados no 

tratamento do câncer e atualmente, são empregadas cerca de 50 agentes quimioterápicos 

para o tratamento oncológico. E ainda hoje, existem pesquisas avançadas direcionadas a 

descobrir novos compostos assim como solucionar esquemas mais eficientes, que 

possuam menor grau de toxidade dos compostos já conhecidos no mercado 

(ALMEIDA, 2004, BONASSA, 2005). 
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A quimioterapia antineoplásica é umas das principais modalidades de tratamento 

para o CM, e consiste na utilização de agentes químicos, de forma isolada ou em 

combinação, com o objetivo de tratar tumores malignos. Essa forma de tratamento tem 

sido a mais indicada para o tratamento das neoplasias que são diagnosticadas em 

estádios avançados, apresentando ou não metástases in situ ou à distância (MINISÉRIO 

AS SAÚDE-INCA, 2011). A QT pode ser empregada com a finalidade curativa ou 

paliativa. Desta forma, o tratamento quimioterápico é classificado em: neo-adjuvante, 

adjuvante e paliativo, de acordo com o objetivo do tratamento. A quimioterapia neo-

adjuvante é indicada para a redução de tumores loco-regionais, em estados avançados, 

antes da realização da cirurgia, com a finalidade de tornar os tumores ressecáveis ou de 

melhorar o prognóstico do paciente. A QT adjuvante é indicada após o tratamento 

cirúrgico curativo, em que os pacientes candidatos a este tipo de tratamento são 

considerados de alto risco, face à capacidade de disseminação de seus tumores, com 

finalidade de aumentar o intervalo livre de doença e a sobrevida dos pacientes. E por 

fim, a QT paliativa, a qual é indicada unicamente para a paliação de sinais e sintomas 

que comprometem a capacidade funcional do paciente. Possui duração limitada, tendo 

em vista a incurabilidade do tumor (MINISÉRIO AS SAÚDE-INCA, 2011).  

Os antibióticos 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 antibiótico antracíclico 

antineoplásico é a doxorrubicina. Este fármaco atua no ciclo celular, interferindo na 

síntese dos ácidos nucléicos por meio de um processo denominado intercalação, que 

impede a duplicação e a separação das cadeias de DNA (GILMAN, 2004). 

Os taxanos, placitaxel e docetaxel, são derivados da casca do teixo. Estes 

estabilizam os microtúbulos formados, impedindo sua despolimerização, necessária à 

replicação celular, bloqueando, assim, o processo de divisão celular. Para que ocorra o 

processo de divisão celular, é extremamente necessária a presença dos microtúbulos, 

pois são utilizados pelas células para formar uma estrutura chamada de citoesqueleto, o 

qual dá forma à célula e determina a posição das organelas. Os microtúbulos possuem 

propriedades dinâmicas, que são utilizadas para transmitir sinais celulares, reorganizar 

organelas, proporcionar mobilidade às células, intervir no processo de secreção celular e 

na comunicação neuronal, o que explica sua abundância nos neurônios. E são 
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considerados importantes alvos sucelulares para a atuação de agentes quimioterápicos, 

devido à sua versatilidade, uso e importância no crescimento celular. Em presença do 

docetaxel, ocorre uma estabilização das tubulinas, principal componente dos 

microtúbulos, pela intercalação destes fármacos à estrutura do microtúbulo impedindo a 

sua despolimerização (VAISHAMPAYAN et al., 1999). 

Os agentes alquilantes, descritos primeiramente por Arnold e Bourseaux, em 

1958, são outra classe de quimioterápicos, comumente utilizados em associação com os 

taxanos, no tratamento do CM, como por exemplo a ciclofosfamida. Estes agentes, 

doadores de radicais alquila, são fármacos que após sua ativação, formam ligação 

covalente cruzada com as moléculas de DNA. O átomo de Nitrogênio 7 da guanina é 

particularmente susceptível à formação de ligação covalente com os agentes alquilantes, 

sendo portanto o principal alvo. Outros átomos nas bases purínicas e pirimidínicas, 

como os nitrogênios 1 e 3 da adenina, o 3 da citosina, e o oxigênio 6 da guanina, 

também podem ser alquilados, mas em menor grau. Esta alquilação danifica seriamente 

a molécula de DNA e deve ser reparada, e caso isso não seja possível, a célula entra em 

apoptose. 

As células sadias também são afetadas pela ação da ciclofosfamida, entretanto 

apresentam um efeito menor sobre estas células, uma vez que elas dividem-se mais 

lentamente, e são mais capazes de reparar quebras de DNA quando comparadas com as 

células neoplásicas. A ciclofosfamida é incluída em aproximadamente 90% dos casos na 

QT adjuvante para CM, sendo muito eficaz no tratamento do tumor, mas não na 

prevenção da recorrência, por isso é necessário associá-la sempre a outros fármacos, 

como o docetaxel ou a doxorrubicina (KONDO et al., 2010, MUNZONE et al., 2012, 

CHIBBER et al., 2013). 

 

2.7.5 Menopausa, diminuição do hormônio estrogênio e seu efeito no osso 

 

A menopausa está associada a perda óssea devido à diminuição da função 

ovariana nas mulheres, que leva à diminuição da secreção de estrogênio. Durante a 

menopausa o nível de β-estradiol plasmático diminui em 85-90% do nível médio 

presente na pré-menopausa. A reabsorção óssea aumenta em aproximadamente 90% 
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após a menopausa, enquanto que a formação óssea aumenta em torno de 45%. A 

diferença entre reabsorção e formação óssea favorece a reabsorção, o que leva a uma 

perda óssea acelerada durante os primeiros 8-10 anos após menopausa. O aumento da 

reabsorção óssea leva ao efluxo de cálcio dos ossos para o sangue (CLARKEl & 

KHOSLA, 2010). Desta forma, a menopausa também está estritamente correlacionada 

com o remodelamento ósseo. HERMANN et al., (2008) mostrou  em seu artigo, que 

durante a transição para a menopausa, inicialmente ocorrem alterações no 

remodelamento ósseo levando a diminuição da formação óssea que posteriormente é 

responsável por um aumento na reabsorção óssea.  

O declínio da função ovariana na menopausa resulta em diminuição da produção 

de estrogênio e um aumento paralelo do Hormônio Folículo Estimulante (FSH). O 

estrogênio diminui a reabsorção óssea e aumenta a formação óssea em mulheres da 

puberdade à menopausa, sendo este responsável pelo aumento da DMO (FALONI, 

2007). O efeito combinado da privação de estrogênio e da elevação de FSH causa uma 

estimulação da reabsorção óssea, acarretando uma perda óssea, responsável pelo 

desenvolvimento de osteoporose na pós-menopausa. Nesta fase inicial da perda óssea 

ocorre a perda de osso cortical, devido ao incompleto preenchimento das cavidades 

reabsorvidas, em razão da diminuição da atividade dos osteoblastos, em que o aumento 

da quantidade de osteoclastos é o mecanismo chave pelo qual a perda óssea ocorre 

(PACIFICI, 2012). 

A deficiência estrogênica ocasiona a perda óssea em decorrência do 

desequilíbrio da remodelação óssea, que determina maior absorção em relação à 

neoformação óssea (MANOLAGAS, 2000). Esta deficiência também é responsável pelo 

aumento da ativação do receptor de RANKL que leva ao aumento do recrutamento e 

ativação de osteoclastos e diminuição de apoptose dos mesmos. A presença de 

estrogênio modula a produção de outras citocinas que por sua vez controlam a atividade 

dos osteoclastos de forma parácrina. O estrogênio suprime a produção de citocinas de 

reabsorção óssea como interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6), fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α), fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) e 

prostaglandinas. O estrogênio também aumenta a produção de fator transformante de 

crescimento beta (TGF-β) que induz apoptose de osteoclastos, estimula diretamente a 

apoptose de precursores de osteoclastos e algumas evidências sugerem que o aumento 

do FSH sérico cause perda óssea independente dos níveis de estradiol séricos 
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(CLARKEl & KHOSLA, 2010). O estrogênio também impede a degradação da matriz 

óssea, devido sua atuação sobre a catepsina K e a MMP-9 (metaloproteinase-9), que são 

proteases produzidas por osteoclastos (PARIKKA et al., 2001). 

O hormônio estrogênio assim como a vitamina D estimula a absorção de cálcio 

intestinal e a privação de estrogênio reduz a absorção intestinal de cálcio, e se a 

quantidade suficiente de cálcio não é suprida na dieta, isso resultará em um balanço 

negativo de cálcio. Consequentemente isso acarretará hiperparatireoidismo secundário, 

aumento do remodelamento ósseo, diminuição da DMO e aumento do risco de fraturas. 

Como a absorção intestinal é dependente de vitamina D, está também deverá ser suprida 

(BOUXSEINS, 2003). 
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CAPÍTULO 3 - MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais utilizados e preparação das amostras 

 

Neste trabalho foram utilizados ratas da espécie Rattus novergicus albinus da 

linhagem Wistar, clinicamente sadias, do laboratório LCR. Os animais foram 

acondicionados em grupos de cinco animais por gaiolas, cada gaiola medindo 50 x 32 x 

17 cm³ e mantidos em condições ambientais de temperatura (25ºC) e luminosidade 

(ciclo 12 horas dia/12 horas noite), alimentados com ração comercial sólida sob a forma 

de pelotas (Nuvilab
®

 CR1) e com água ad libitum. Os animais foram manuseados de 

acordo com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais da UERJ, através 

do processo de número CEA/010/2012.  

O grupo tratado (G1) recebeu doses do poliquimioterápico docetaxel + 

ciclofosfamida - TC, administrado pela via intraperitoneal, sendo os animais 

previamente anestesiados com Ketamina/Xilazina (1 mL/g), enquanto que o grupo 

tratado (G2) recebeu doses do poliquimioterápico 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 

às mulheres, em que o intervalo entre os ciclos são em média de 21 dias. Este intervalo 

entre os ciclos considera a recuperação dos tecidos normais, apreciando o tempo para 

que não ocorra a retomada do crescimento tumoral. Desta forma, ao iniciar o próximo 

ciclo de quimioterapia, a medula deve estar praticamente recuperada, com produção 

normal, ou próxima do normal, de leucócitos e níveis de glóbulos 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 

à dose por ciclo de quimioterapia em humanos (FDA, 2012). Ao mesmo passo, os 

animais do grupo controle (G0) receberam um volume da solução NaCl 0,9% 

equivalente a média dos dois volumes dos poliquimioterápicos aplicados aos outros 

grupos, o qual, também foram administrados em 4 ciclos espaçados por 7 dias. Após 1 

mês de tratamento, os animais retornaram às caixas de origem e permaneceram sob 

observação constante até a data da eutanásia (5 meses após o tratamento). Aos 9 meses 
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de idade foram sacrificados através de uma injeção de KCl diretamente no coração, 

sendo previamente anestesiados. Os fêmures foram retirados, limpos e expostos ao ar 

por pelo menos 72 horas para secar. 

A caracterização final do processo osteoporótico é verificada a partir de 10 

meses após o tratamento das ratas, entretanto neste trabalho a analise foi realizada 5 

meses após o tratamento para que fosse possível observar os efeitos colaterais tardios 

dos regimes TC e AC nos ossos das ratas, e por analogia evitar que mulheres tratadas 

por estes fármacos, atinjam um quadro de osteoporose no futuro.  

As regiões investigadas no osso do fêmur, através da microtomografia 

computadorizada, foram a cabeça do fêmur, da qual foram calculados os parâmetros 

morfométricos referente à região trabecular do osso, comparando o grupo controle com 

o grupo tratado G1 (Figura 3.1), e a diáfise do fêmur, em que foram calculados os 

parâmetros morfométricos referente à região cortical do osso, comparando os grupos 

controle, G1 e G2 (Figura 3.2). Não foram obtidos as medidas da cabeça do fêmur do 

grupo G2, pois esta região já tinha sido retirada para medidas de microfluorescência. 

 

 

Figura 3.1: Cabeça do fêmur - região investigada referente à região trabecular (ALESSIO et al., 2014). 
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Figura 3.2: Diáfise do fêmur - região investigada referente à região cortical. 

 

3.2 Microtomografia computadorizada 

3.2.1 SYRMEP 

 

As medidas de microtomografia foram realizadas na linha SYRMEP 

(SYnchrotron Radiation for MEdical Physics) do laboratório de luz síncrotron 

ELETTRA, localizado na província de Trieste na Itália, sendo esta linha umas das 26 

linhas do ELETTRA. A faixa de energia útil é de 8,5 – 35 keV (/ 10
-3

). O fluxo 

típico medido na posição da amostra a 17 keV é de aproximadamente 1,6x10
8
 

fótons/mm
2
.s com uma corrente de elétron de 300 mA quando o ELETTRA está 

operando a 2,0 GeV e 5,9 x10
8
 fótons/mm

2
.s com 140 mA a 2,4 GeV (ABRAMI et al., 

2005). Todas as medidas foram realizadas com o ELETTRA operando a 2,0 GeV. 

 

3.2.1.1 Sistema de Detecção com Feixe Policromático 

 

Na linha de luz SYRMEP, os elétrons que circulam o anel, emitem a radiação, 

quando sua trajetória é curvada pelo campo magnético do magneto curvante. E esta 

radiação emitida é policromática. Desta forma, para realizar as medidas 

microtomográficas, referente à parte trabecular da cabeça do fêmur, foram utilizados 

filtros de Paládio (0,047 mm) e Silício (1,5 mm) para cortar os componentes de baixa 

energia de raios X, obtendo uma energia média de 24 keV. Este feixe de raio X fornece 

uma secção laminar quase paralela a superfície com máxima seção de área de 100 mm 

(horizontal) x 6 mm (vertical), a uma distância de cerca de 15 m da fonte, 

correspondendo ao setup 1 exibido na Figura 3.3.  
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Uma câmera CCD air-cooled de 16 bit, com 2048 x 2048 pixels
2

 foi utilizada 

para o sistema de detecção e para cada amostra, foram adquiridas 1800 projeções. O 

intervalo angular foi de 0 a 360
o
, em passos angulares de 0,2º, a uma distância amostra-

detector de 9 cm. A resolução alcançada para o sistema foi de 2µm. A escolha do 

intervalo angular de 360º foi necessária para garantir que a amostra estivesse totalmente 

no campo de visão da câmera. 

 

 

Figura 3.3: Esquema funcional da linha de luz SYRMEP. 

 

3.2.1.2 Sistema de Detecção com Feixe Monocromático 

 

Para as medidas da região da diáfise do fêmur, foi utilizada uma câmera 

Photonic Science water cooled X-Ray Hystar 2048 de 16-bits, com 2048 x 2048 pixels
2

. 

Para cada amostra foram adquiridas 1200 projeções, em um intervalo angular de 0 a 

180
o
, em passos angulares de 0,15º, sendo a distância amostra-detector de 6 cm. A 

resolução do sistema foi de 9 µm. Neste caso, não foi necessária a escolha de um 

intervalo angular de 360º, pois a amostra coube totalmente no campo de visão da 

câmera. Estas características correspondem ao setup 2 da Figura 3.3 

Para este setup, a linha provê, a uma distância de 23 m da fonte, um feixe de 

raios X monocromático com área de seção máxima de 140 x 4 mm
2
 a 20 keV. A 

divergência horizontal do feixe é de 7 mrad.  

Como dito anteriormente, a radiação emitida pela linha é policromática. Desta 

forma é necessária a seleção da componente de energia desejada, que é realizada através 

da difração sobre a superfície de um cristal de silício, ao que chamamos de 

monocromador. Um monocromador de dupla reflexão é escolhido para manter 

constante a direção de propagação dessa luz. O monocromador é baseado em um 

Setup 2 Setup 1 
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sistema de duplo cristal de Si (111) funcionando na configuração de Bragg. O conjunto 

de cristais é equipado com controladores de movimentos de alta precisão para realizar 

alinhamentos angulares precisos do segundo cristal em relação ao primeiro. O feixe de 

saída é paralelo ao incidente com um deslocamento vertical de 20 mm. Para que seja 

possível definir as dimensões do feixe, é utilizado um sistema de fendas automático. A 

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

 

 

Figura 3.4: Aparato experimental da linha SYRMEP do laboratório ELETTRA, para o feixe 

monocromático. 

 

Em todas as medidas (policromático e monocromático) o feixe é fixo e a 

aquisição das imagens é possível pelo movimento do objeto em frente ao feixe laminar. 

Neste sistema de posicionamento da amostra, um suporte rotacional com resolução de 

(10
-3

)º permite a realização das tomografias. A câmara de ionização (Figura 3.4) é 

empregada para medir a intensidade da radiação 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 translação vertical e 

horizontal que permitem o posicionamento da amostra em relação ao feixe estacionário 

(TZAPHLIDOU et al., 2005).  

 

 

Câmara de Ionização 

Suporte 

Rotacional 

Câmera CCD 

Mesa 

posicionadora 



56 

 

3.3 Aquisição das Tomografias 

 

O programa Image Pro Plus v.5.1. realiza todo o controle dos parâmetros da 

câmera CCD para aquisição das imagens e a sincronização com os motores Newport da 

linha. A área de captura da imagem, o tempo de exposição para cada aquisição e 

binning (Figura 3.5a e Figura 3.5b) são os parâmetros da câmera a serem definidos. 

Através do submenu Image (Figura 3.6a) pode-se selecionar o número de imagens que 

se deseja obter: apenas uma imagem para o alinhamento da amostra e do detector ou 

uma série de imagens para a realização das medidas tomográficas. 

 

 (a)  (b)  

 

Figura 3.5: Interface do programa Image Pro Plus: (a) Submenu para seleção da área de captura da 

imagem. (b) Submenu para seleção do tempo de aquisição e binning da imagem. 

 

 

 

 (a)  (b) 

Figura 3.6: (a) Submenu para seleção do número de imagens a serem adquiridas. (b) Submenu para 

seleção do passo angular e destinação dos arquivos gerados. 

 



57 

 

Uma macro permite fazer girar a amostra de um dado passo angular depois de 

cada aquisição (Figura 3.6b), sendo o arquivo salvo na destinação definida. O tempo de 

aquisição foi otimizado para cada amostra em função do decaimento do fluxo do feixe, 

mantendo-se fixa a intensidade medida no centro da amostra. 

Após a aquisição, todas as imagens adquiridas são normalizadas a partir da 

relação: 

 

DarkFlat

DarkAmostra
aNormalizad

II

II
I




     (3.1) 

 

sendo AmostraI  a imagem da amostra capturada pela câmera CCD após definidos todos os 

parâmetros experimentais; DarkI  imagem capturada pela câmera CCD sem feixe e com o 

shutter fechado e FlatI  a imagem capturada pela câmera 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 diáfise do osso de fêmur do rato. As imagens DarkI  e FlatI  são 

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

aquisição de todas as projeções. 
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(a) 

 (b) 

 (c) 

 (d) 

Figura 3.7: (a) Imagem da amostra. (b) Imagem flat. (c) Imagem dark (d) imagem normalizada. 

 

 

3.4 Reconstrução das Imagens Tomográficas 

 

O procedimento de reconstrução das imagens foi realizado em um ambiente 

computacional completo para análise interativa e visualização de dados, o qual 

desenvolvido pelo grupo SYRMEP no IDL (Interactive Data Language). Este programa 

reúne uma linguagem com numerosas técnicas de análise matemática e visualização 

gráfica.  

O projeto IDL SYRMEP_TOMO_PROJECT, disponível na linha de luz, elabora 

as projeções através de um procedimento de reconstrução utilizando retroprojeção 

filtrada (MONTANARI, 2003). O procedimento consiste inicialmente em exibir uma 

única projeção normalizada e para cada projeção 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), ao mesmo passo é escolhido um filtro ao 

qual os slices serão submetidos (ramlak, shepp_logan, kernel width, rem ring, rem 

zinger). O filtro Shepp-Logan foi usado para todas as imagens. Após estes 

procedimentos, define-se  a largura do slice a ser reconstruído na imagem do sinograma, 

sendo definido os limites esquerdo e direito (Crop Left Right) no sinograma, para 

delimitar a região que realmente contenha os dados. (Figura 3.8b). É necessário também 

otimizar o valor do centro de rotação, para que seja possível um sinograma mais 

centrado em relação ao centro de rotação, reduzindo assim o aparecimento de artefatos 

nas imagens. Finalmente, depois de otimizados os parâmetros tomográficos, todos os 

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

utilizados para a reconstrução 3D onde os slices 2D são visualizados como uma pilha 

(stack). 

 

(a) 

 

 (b) 

Figura 3.8: (a) Janela do programa de reconstrução mostrando um exemplo de projeção e a escolha do 

slice na imagem. (b) Sinograma do slice escolhido definindo os limites esquerdo e direito e o filtro usado.  

 

 

Slice número 200 
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3.5 Quantificação das Amostras de Osso 

 

Para a obtenção dos parâmetros histomorfométricos referentes à região 

trabecular da cabeça do fêmur foi selecionado um conjunto de imagens de cada 

microtomografia contendo um total de 500 slices, selecionados exatamente a 200 slices 

abaixo do topo da cabeça do fêmur. Cada stack (conjunto de slices) foi recortado em 

dimensões de 200 x 158 pixels
2
, o que garantiu que todas as amostras contivessem 

somente o osso trabecular e que todas as amostras contivessem um volume de 200 x 158 

x 500 pixels
3
 (Figura 3.9).  

 

    

Figura 3.9: Região selecionada na imagem para quantificação da região trabecular da cabeça do fêmur.  

 

Para a obtenção dos parâmetros morfométricos referentes à região cortical da 

diáfise do fêmur, foi selecionado um conjunto de imagens de cada microtomografia 

contendo um total de 350 slices. Foram selecionadas 4 regiões (Figura 3.10), contendo 

cada uma, um stack de dimensões de 18 x 17 x 350 pixels
3
, sendo o cálculo de cada 

parâmetro cortical realizado nestas quatro regiões em cada amostra. Uma média foi 

calculada para este caso. 
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Figura 3.10: Regiões selecionadas na imagem binarizada para quantificação da região cortical da 

diáfise do fêmur.  

 

Estes volumes (trabecular e cortical) são salvos num arquivo no formato .raw 

contendo todos os slices daquela amostra, gerando desta forma, um volume com as 

dimensões 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)
 
. Após esta etapa, realizou-se a segmentação das imagens 

por binarização.  

A segmentação pode ser realizada antes ou depois da seleção do ROI, e para 

realizar a binarização deve-se escolher um valor de limiar (threshold), acima do qual, 

todos os pixels serão considerados osso, e abaixo do qual, todos os pixels serão 

considerados não-osso. Desta forma, após a binarização da imagem, são fornecidas 

somente duas informações: o que é osso e o que não é osso, ou seja, os pixels brancos 

representam o osso, e os pixels pretos representam o que não é osso. O valor do 

threshold foi escolhido a partir da segmentação automática do software ImageJ® 

baseada no algoritmo Isodata iterativo, garantindo uma segmentação mais fidedigna das 

imagens, sem interferência humana (RIDDLER et al., 1978). 

Após tratamento das imagens, foi realizada a quantificação 3D, tanto dos 

parâmetros trabeculares quanto dos parâmetros corticais, utilizando o software BoneJ 

(DOUBE et al., 2010), que é um plugin do ImageJ®. Este plugin é específico para a 

análise de imagens ósseas, que são obtidas através da tomografia e da microtomografia 

computadorizada. Ele é um programa gratuito e que fornece ferramentas de código para 
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o cálculo de parâmetros morfométricos, referentes à geometria trabecular, assim como 

uma análise do osso como um todo. 

Os parâmetros morfométricos avaliados para a região trabecular da cabeça do 

fêmur foram: razão entre volume ósseo e volume total da amostra (BV/TV); a separação 

média entre as trabéculas (Tb.Sp, mm); a densidade de trabéculas (Tb.N, mm
-1

), a 

espessura média das trabéculas (Tb.Th, mm) e o índice modelo de estrutura “Structure 

Model Index” (SMI). Os parâmetros analisados para a região cortical da diáfise do 

fêmur foram: razão do volume de poros (canais) sobre volume total ósseo (Por.Ct), 

espessura média dos poros (Por.Th, µm), separação média dos poros (Por.Sp, µm) e 

densidade de poros da amostra (Por.N, µm
-3

). 
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CAPÍTULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

Os resultados deste trabalho referem-se à análise estrutural e o cálculo dos 

parâmetros histomorfométricos por µTC da cabeça do fêmur (trabecular) das ratas 

submetidas ao tratamento quimioterápico com docetaxel e ciclofosfamida em 

comparação ao grupo de ratas controle. Ainda neste capítulo serão apresentados 

resultados referentes à análise estrutural e o cálculo dos parâmetros morfométricos por 

µTC da diáfise do fêmur (cortical) das ratas submetidas ao tratamento quimioterápico 

com docetaxel e ciclofosfamida, doxorrubixina e ciclofosfamida, em comparação ao 

grupo controle. 

 

4.1 Grupo Tratado G1 (docetaxel+ciclofosfamida - TC) x Controle - Região: 

Cabeça do Fêmur 

 

4.1.1- Imagens 

 

As imagens tomográficas, obtidas com o uso da radiação síncrotron, possuem 

uma notável qualidade. A resolução e a quantidade de detalhes presentes nas imagens 

permitem análises de detalhes da ordem de dezenas de micrometros e consequentemente 

uma quantificação 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 poliquimioterápico (docetaxel + ciclofosfamida - TC), 

respectivamente. Estas imagens bidimensionais exibem algumas fatias da região da 

cabeça do fêmur. 
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Figura 4.1: Slices de diferentes profundidades da região da cabeça do fêmur do grupo controle (G0). 
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Figura 4.2: Slices de diferentes profundidades da região da cabeça do fêmur do grupo G1, tratado com 

poliquimioterápico (docetaxel + ciclofosfamida). 
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Através da análise das imagens, é possível observar uma diferença qualitativa na 

estrutura óssea do grupo tratado em relação ao grupo controle. É notável o desgate 

ocorrido na parte trabecular do osso, a perda de massa óssea, onde as trabéculas estão 

mais espaçadas, e ainda a diminuição das interconeções. A Figura 4.3 ilustra a seção 

horizontal da cabeça do fêmur de uma amostra do grupo controle e do grupo G1 (região 

central da amostra), onde é possível observar também a deteriorização da parte 

trabecular do osso do grupo G1 em comparação ao grupo G0. 

 

 

Figura 4.3: Imagem 2D (seção horizontal) da cabeça do fêmur a) grupo controle (G0) e  b) grupo 

tratado (G1). 
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As imagens 3D apresentadas em diferentes ângulos permitem visualizar detalhes 

de diversas regiões da amostra. As imagens tridimensionais apresentadas representam a 

região onde exatamente foi realizada a quantificação histomorfométrica, para uma das 

amostras do grupo G0 (Figura 4.4) e G1 (Figura 4.5), com um volume de 200 x 158 x 

500 pixels
3
 cada.  

 

Figura 4.4: Imagens 3D em vários ângulos da região utilizada na quantificação histomorfométrica de 

uma amostra do grupo controle. 

 

 

Figura 4.5: Imagens 3D em vários ângulos da região utilizada na quantificação histomorfométrica de 

uma amostra do grupo tratado. 

 

4.1.2- Quantificação Histomorfométrica (Osso Trabecular) 

 

A quantificação 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 quimioterápicos docetaxel + ciclofosfamida (n = 5), na região 

da cabeça do fêmur. A fim de analisar somente a parte trabecular da cabeça do fêmur, as 

imagens 3D utilizadas na quantificação continham 500 slices cada, com um volume 

total de 200 x 158 x 500 pixels
3
, como já apresentado anteriormente. Os resultados da 

quantificação histomorfométrica desta primeira parte são apresentados na Tabela 4.1. 
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Tabela 4.1: Índices histomorfométricos para a cabeça do fêmur. 

Grupos BV/TV (%) Tb.Th (mm) Tb.Sp (mm) Tb.N (mm
-1

) SMI 

G0 (n = 5) 49,4 ± 1,9 0,028 ± 0,001 0,076 ± 0,008 8,454 ± 0,391 0,724 ± 0,217 

G1 (n = 5) 33,9 ± 1,8 0,030 ± 0,002 0,103 ± 0,009 7,379 ± 0,412 1,840 ± 0,270 

p-valor p = 0,006
a**

 p = 0,460 p = 0,063 p = 0,095 p = 0,02
a*

 

a 
Diferença significativa em relação a G0, a*** (p < 0,0001), a** (p < 0,01) e a*(p < 0,05) 

 

A análise estatística foi realizada através do teste t de Student (GraphPad Prism 

5.03; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A partir da análise dos gráficos a seguir 

torna-se mais fácil notar as diferenças de cada parâmetro entre grupos de controle e o 

tratado com docetaxel + ciclofosfamida. Os gráficos das Figuras 4.6 a 4.10 representam 

os dados da Tabela 4.1. 

O erro padrão das amostras é expresso em forma de barras verticais. A análise da 

Figura 4.6, em conjunto com o teste t de Student, constatou que o índice BV/TV obteve 

uma diminuição significativa em seu valor, na comparação dos dois grupos em questão. 

A razão entre o volume ósseo e o volume total da amostra diminuiu 31% (p = 0,006) no 

grupo G1 em relação ao grupo G0, indicando que houve uma diminuição da massa 

óssea, tornando assim o osso mais frágil, com uma menor resistência mecânica (CHEN 

& KUBO, 2014).  

 
Figura 4.6: Gráfico dos valores de BV/TV referente à cabeça do fêmur. Diferença significativa em 

relação a G0, a** (p < 0,01). 
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De acordo com a análise dos dados e do gráfico da Figura 4.7, o parâmetro 

(Tb.Th) espessura trabecular não apresentou diferença significativa entre os valores 

obtidos para o grupo tratado G1 e o grupo controle G0, apresentou um aumento de 7%, 

assim como o espaçamento trabecular média (Tb.Sp) aumentou 36% (p = 0,063), em 

relação ao grupo controle (Figura 4.8). Já o (Tb.N) número de trabéculas por milímetro 

diminuiu 13% no grupo G1 em comparação ao grupo G0 (p = 0,095), como mostrado na 

Figura 4.9. 

 
Figura 4.7: Gráfico dos valores de Tb.Th referente à cabeça do fêmur. 
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Figura 4.8: Gráfico dos valores de Tb.Sp referente à cabeça do fêmur. 

 

 
Figura 4.9: Gráfico dos valores de Tb.N referente à cabeça do fêmur. 

 

O parâmetro SMI é uma característica importante na descrição da arquitetura 

trabecular, sendo este uma ferramenta que determina a resistência e a rigidez do osso. 

Quanto maior o número de trabéculas com a forma de haste existir no osso, menor é a 

resistência e a rigidez deste. A deterioração da estrutura do osso esponjoso, devido ao 

envelhecimento e as doenças, tais como a osteoporose, é caracterizada por este 
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parâmetro como uma conversão de trabéculas em forma de placa “plate-like” para 

trabéculas em forma de haste “rod-like”. Os termos "plate-like" e "rod-like" são 

frequentemente utilizados para uma classificação subjetiva de osso esponjoso (DING et 

al., 2000). Em um estudo realizado por AKHTER et al. (2007), utilizando biópsias 

humanas na pós-menopausa, o parâmetro SMI aumentou, implicando na conversão de 

estruturas do formato de placa para forma de haste, durante o período de 

transmenopausa. Resumidamente, SMI é um parâmetro importante para analisar as 

mudanças ocorridas no osso trabecular, em função de algumas doenças relacionadas 

com a idade, como a osteoporose ou a artrose, pois o osso trabecular em forma de haste 

é uma característica 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 

estão mais próximas 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 resistência 

mecânica do osso. Este parâmetro obteve um aumento significativo de 154% no grupo 

tratado G1 comparado com o grupo G0 (p < 0,05), como exibido no gráfico da Figura 

4.10. Desta forma, é possível notar que no grupo tratado G1, o número de trabéculas 

que se assemelham com a forma de haste é maior do que o número de trabéculas que se 

assemelham com a forma de placa, revelando assim uma diminuição na rigidez e na 

resistência mecânica do osso do grupo tratado. Estes resultados já estão publicados em 

ALESSIO et al. (2014). 
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Figura 4.10: Gráfico dos valores de SMI referente à cabeça do fêmur. Diferença significativa em relação 

a G0, a*(p < 0,05). 

 

A ovariectomização, assim como o tratamento quimioterápico, ocasiona nas 

ratas a diminuição da produção de estrogênio, pois um dos efeitos destes fármacos 

utilizados em tratamentos quimioterápicos para o CM é a indução da amenorreia (CIA) 

em mulheres na pré-menopausa. Uma consequência importante da CIA, ou seja, do 

comprometimento da fertilidade, é a perda da densidade mineral óssea (DMO). A 

insuficiência ovariana, induzida pela quimioterapia, pode acarretar além da perda óssea 

rápida, alterações na microestrutura óssea tanto na parte trabecular do osso quanto a 

cortical, sendo estas alterações semelhantes às que são apresentadas em caso de 

pacientes com osteoporose (PEYMAN et al., 2009; HADJI et al., 2012). Os resultados 

encontrados neste trabalho estão de acordo com os resultados obtidos por TROMP et 

al., 2006, o qual analisou os efeitos no osso trabecular da metáfise da cabeça do fêmur 

de ratas ovariectomizadas (OVX), ocasionados pela diminuição da produção do 

hormônio estrogênio. No estudo de TROMP et al., 2006, a análise histomorfométrica, 

realizada através da microtomografia, também apresentou diminuição significativa do 

parâmetro histomorfométrico BV/TV para as ratas que sofreram a operação, enquanto 

que os parâmetros Tb.Sp e o SMI (Structure Model Index) tiveram um aumento 

significativo no grupo OVX em comparação ao grupo controle, assim como o parâmetro 



73 

 

Tb.Th que também apresentou um aumento do grupo OVX em relação ao grupo 

controle. 

 

4.2 Grupo Tratado (docetaxel+ciclofosfamida - TC) x Grupo Tratado 

(doxorrubicina+ciclofosfamida - AC) x Controle - Região: Diáfise do Fêmur 

4.2.1- Imagens 

 

As imagens tomográficas referentes à região cortical da diáfise do fêmur, obtidas 

com o uso da radiação síncrotron com feixe monocromático, possuem uma notável 

qualidade. Através destas imagens tridimensionais, é possível 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 é possível observar uma diferença qualitativa na 

estrutura óssea dos grupos tratados em relação ao grupo controle. O desgate ocorrido na 

região cortical do osso é evidente, assim como a perda de massa óssea, tanto no grupo 

G1, quanto no grupo G2, em comparação 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 três ângulos 

diferentes de uma região quantificada (sistema de canais) do osso cortical na diáfise do 

fêmur de uma amostra de cada grupo. As imagens tridimensionais possuem um volume 

de 18 x 17 x 350 pixels
3
. Uma análise 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 são maiores que do grupo controle e também 

do que tratado com o regime TC. 

 

   

 

Figura 4.14: Imagens 3D de três diferentes ângulos do sistema de canais (poros) da região utilizada na 

quantificação da diáfise do fêmur de uma amostra dos três grupos: a) grupo controle; b) grupo G1 (TC) 

e c) grupo G2 (AC).  
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4.2.2- Quantificação dos Parâmetros Morfométricos (Osso Cortical) 

 

A quantificação dos parâmetros 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 região 

da diáfise do fêmur. A fim de analisar somente a parte cortical da diáfise do fêmur, as 

imagens 3D utilizadas na quantificação continham 350 slices cada, e cálculo de cada 

parâmetro foi realizado em quatro regiões em cada amostra e posteriormente foi 

realizada a média destes resultados. Cada região continha um volume de 18 x 17 x 350 

pixels
3
. Os resultados da quantificação referente à região cortical da diáfise do fêmur 

são apresentados na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2: Parâmetros morfométricos para a diáfise do fêmur. 

Grupos Por.Ct (%) Por.Th (µm) Por.Sp (µm) Por.N (µm
-3

) 

G0 (n = 5) 0,78 ± 0,04 18,2 ± 0,1 239 ± 6 1,45 10
-6

 ± 0,08 10
-6

 

G1 (n = 5) 1,16 ± 0,06
a***

 18,6 ± 0,2
a***

 204 ± 4
a***

 1,76 10
-6 

± 0,05 10
-6 a*

 

G2 (n = 5) 1,23 ± 0,06
a***

 19,1 ± 0,2
b*

 214 ± 5
a***

 1,67 10
-6 

± 0,05 10
-6 a*

 

a 
Diferença significativa em relação a G0, a*** (p  < 0,0001), a** (p < 0,01) e a*(p  < 0,05) 

b 
Diferença significativa entre G1 e G2, b*** (p < 0,0001), b** (p < 0,01) e b*(p  < 0,05) 

 

A análise estatística foi realizada através do teste “one-way analysis of variance” 

(ANOVA) e o Tukey’s post-hoc (GraphPad Prism 5.03; GraphPad Software, La Jolla, 

CA, USA). Na Tabela 4.2, todos os resultados são representados como a média ± erro 

padrão da média e os valores que possuem p < 0,05 são considerados significantes. Os 

gráficos a seguir permitem a observação dos dados da Tabela 4.2., de forma mais clara, 

onde o erro padrão dos parâmetros é expresso em forma de barras verticais. 

O gráfico (Figura 4.15) que representa a porosidade do osso cortical (Por.Ct), 

com auxílio do pós teste de Tukey’s post-hoc, mostra que o índice Por.Ct obteve um 

aumento significativo em seu valor, na comparação dos grupos G0 e G1, assim como na 

comparação dos grupos G0 e G2. Não houve um aumento significativo deste parâmetro, 

quando comparados os dois grupos tratados G1 e G2. 
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Figura 4.15: Gráfico dos valores de Por.Ct referente a diáfise do fêmur. Diferença significativa em 

relação a G0, a*** (p < 0,0001). 

 

A razão entre o volume de poros e o volume total (Por.Ct) da amostra aumentou 

48,71% (p < 0,0001) no grupo G1 em relação ao grupo G0, enquanto que o grupo G2 

obteve um aumento de 57,69% (p < 0,0001) em relação ao grupo controle G0. Estas 

alterações microestruturais têm um impacto significativo sobre as propriedades 

mecânicas do osso cortical (YENI & NORMAN, 2000; McCALDEN et al., 1993), já 

que o aumento da porosidade cortical no osso do fêmur está 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 avanço da idade, é 

estritamente relacionado ao desenvolvimento da osteoporose. 

De acordo com a análise dos resultados e do gráfico da Figura 4.16, o parâmetro 

Por.Th apresentou um aumento significativo de 4,94% (p < 0,0001) do grupo tratado G2 

em relação ao grupo G0, assim como um aumento significativo de 2,69% (p < 0,05) do 

grupo G2 em relação ao grupo G1. O grupo G1 apresentou um aumento de 2,19%, na 

espessura dos poros, entretanto não foi significativo em relação ao grupo controle. Desta 

maneira, o grupo G2 apresentou um valor significativamente maior da espessura dos 

poros em comparação aos outros dois grupos. Conclui-se novamente, através do 

parâmetro Por.Th, que o regime AC afetou o osso de forma mais negativa que o regime 

TC em relação ao grupo controle, pois o aumento da espessura dos poros afeta 
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diretamente o gradiente da pressão do fluído sanguíneo (WANG et al., 1999). Como o 

parâmetro Por.Th está diretamente correlacionado com a porosidade, pois esta é 

definida como a razão do volume de poros sobre volume cortical total, o aumento desta 

espessura acarreta uma maior fragilidade no osso. É possível observar que este 

parâmetro 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). 

 

 
Figura 4.16: Gráfico dos valores de Por.Th referente a diáfise do fêmur. Diferença significativa em 

relação a G0, a*** (p < 0,0001), e diferença significativa entre G1 e G2, b*(p < 0,05). 

 

A análise estatística juntamente com a análise do gráfico exibido na Figura 4.17 

permite observar que o grupo G1 apresentou um aumento significativo de 21,37% (p < 

0,05) em relação ao grupo controle, enquanto que o grupo G2 apresentou um aumento 

significativo de 15,17% (p < 0,05) em relação a G0, para o parâmetro Por.N. O 

parâmetro Por.Sp, separação média entre os poros (Figura 4.18), exibiu uma diminuição 

significativa de 14,64% (p < 0,0001) do grupo G1 em relação ao G0 assim como uma 

diminuição significativa de 10,46% (p < 0,0001) do grupo G2 em relação ao grupo G0. 

O grupo G1 apresentou o valor deste índice menor em relação ao grupo G2, indicando 
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que o espaçamento médio entre os poros, nas ratas tratadas com regime TC, foi menor 

que do grupo tratado com regime AC, entretanto não foi um valor significativo.  

O índice Por.N (densidade de poros) está correlacionado diretamente com o 

parâmetro Por.Sp (separação média entre os poros), pois quanto maior o número de 

poros por volume, menor será o espaçamento entre os poros. Desta forma, como G1 

apresentou o índice Por.N maior em relação ao grupo G0 do que o grupo G2 em relação 

ao G0, o índice Por.Sp, para este grupo G1 foi menor, em comparação com os outros 

dois grupos (Figuras 4.17 e 4.18). 

 

 

Figura 4.17: Gráfico dos valores de Por.N referente a diáfise do fêmur. Diferença significativa em 

relação a G0, a*** (p < 0,0001). 
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Figura 4.18: Gráfico dos valores de Por.Sp referente a diáfise do fêmur. Diferença significativa em 

relação a G0, a*** (p < 0,0001). 

 

Os resultados deste trabalho referente à região cortical da diáfise do fêmur estão 

de acordo com LARRIERA et al. (2010), que analisou os efeitos ocasionados no osso 

cortical da tíbia de ratas ovariectomizadas (OVX), utilizando um microtomógrafo 

portátil. Em seu trabalho, LARRIERA et al calcularam a porosidade cortical, ou seja, 

razão 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 tíbia, 6 

semanas após a OVX , assim como diâmetro do canal aumentou nesta mesma região.  

A µTC vem se mostrando uma técnica eficiente para realizar a quantificação 3D, 

da região trabecular e do sistema de canais, do osso cortical de ratos. Estudos recentes 

afirmaram que apesar da DMO ser o parâmetro padrão para determinar a osteoporose, 

as alterações microestruturais do osso, fornecidas pelos parâmetros morfométricos, são 

determinantes essenciais para caracterizar a fragilidade óssea, independentemente da 

DMO (AUDRAN et al., 2001; HORDON et al., 2000; REEKER, 1993; LEGRAND et 

al., 2000). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitações, por não fornecer 

informações sobre a dinâmica do osso. Não é possível distinguir entre reabsorção, 

formação óssea, assim como não é possível visualizar a orientação das fibras de 

colágeno e as lamelas concêntricas (MULLER et al., 1998; UCHIYAMA et al., 1997). 
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A resolução de 9 µm utilizada no sistema de detecção apresentou algumas 

limitações para este trabalho, pois os poros ou canais que possuíssem um diâmetro 

menor que a largura do pixel da câmera, não foram captados. Contudo, como os 

diâmetros dos canais aumentam no osso, devido ao tratamento quimioterápico, 

resoluções não tão altas do sistema foram suficientes para adquirir dados confiáveis. E 

como o objetivo deste trabalho não foi estabelecer valores de referência para estes 

parâmetros corticais, mas sim comparar os valores obtidos destes parâmetros entre os 

três grupos analisados, este trabalho foi realizado com intento, pois foi possível realizar 

uma análise qualitativa minuciosa através das imagens adquiridas e uma análise 

quantitativa confiável através destes quatro parâmetros morfométricos referentes à 

região cortical do osso. Estes resultados foram publicados em (ALESSIO et al., 2015). 
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CAPÍTULO 5 - CONCLUSÃO 

 

A análise da microarquitetura óssea é um elemento importante para avaliar as 

alterações ósseas promovidas pelo déficit do hormônio estrogênio no organismo. Este 

conhecimento é importante para a avaliação do risco de fraturas, assim como analisar a 

ação promovida pela droga no osso. A microtomografia computadorizada é uma técnica 

capaz de permitir investigações não destrutivas desta microarquitetura, quando realizada 

através da utilização da luz síncrotron, a qual permite a seleção de um feixe 

monocromático, fornece imagens tridimensionais de estruturas muito pequenas, da 

ordem de dezenas de micrômetros, permitindo uma análise minuciosa qualitativa e 

quantitativa das amostras, através da análise estatística dos parâmetros morfométricos 

entre os grupos. O feixe síncrotron fornece uma maior precisão aos parâmetros 

morfométricos, pois oferece imagens com uma maior definição e menos artefatos em 

relação às imagens obtidas por microtomógrafos portáteis, graças à alta coerência 

espacial. 

Os resultados mostraram a capacidade da técnica de quantificação através dos 

parâmetros morfométricos por μTC de revelar alterações nas microestruturas ósseas do 

grupo tratado G1 em relação ao grupo controle, da região trabecular da cabeça do 

fêmur, assim como dos grupos G0, G1e G2 com respeito à região cortical da diáfise do 

fêmur, da ordem de poucos micrômetros com bastante precisão, permitindo com poucas 

amostras um erro padrão aceitável. As imagens 2D e 3D obtidas através da técnica de 

μTC associada a luz síncrotron também permitiram uma análise qualitativa coerente 

com os resultados obtidos através da quantificação morfométrica. 

Estas alterações encontradas na microestrutura óssea das duas regiões analisadas 

neste trabalho sugerem que o mesmo processo de osteoporose causada pelo avanço da 

idade e pela diminuição da produção de estrogênio pode ocorrer com mulheres jovens 

tratadas com doxorrubicina e ciclofosfamida assim como mulheres tratadas com 

docetaxel e ciclofosfamida. A análise dos parâmetros referentes à região trabecular da 

cabeça do fêmur entre o grupo controle e o grupo tratado G1 exibiu diferenças 

significativas. A mudança mais notável entre estes dois grupos ocorreu para os índices 

BV/TV e o SMI. O índice BV/TV obteve uma diminuição significativa para o grupo 

tratado G1, indicando que houve uma diminuição da massa óssea no grupo tratado com 
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o regime TC, tornando assim o osso mais frágil e com uma menor resistência mecânica. 

O parâmetro SMI também obteve um aumento significativo no grupo tratado G1, 

revelando assim uma diminuição na rigidez e na resistência mecânica do osso para este 

grupo. Apesar dos parâmetros Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N não terem apresentados diferenças 

significativas entre os dois grupos analisados (G0 e G1), o mesmo comportamento foi 

percebido por TROMP et al., (2006) em relação aos índices morfométricos analisados 

em ratas que sofreram OVX, ou seja, que também sofreram alterações devido ao déficit 

de estrogênio. 

A análise dos parâmetros morfométricos referentes às regiões corticais, em que 

foram investigados os sistemas de canais (poros) da região cortical da diáfise do fêmur 

entre o grupo controle e os grupos tratados G1 (regime TC) e G2 (regime AC), exibiu 

diferenças significativas com respeito a todos os parâmetros corticais em questão. O 

grupo tratado com regime AC apresentou um aumento da porosidade no osso cortical 

em relação ao grupo controle, ou seja, um desgaste maior na massa óssea, do que o 

grupo tratado com o regime TC em relação ao G0. Desta forma, os resultados obtidos 

indicam que o regime AC ocasiona um dano maior ao osso do fêmur do que o TC, para 

o mesmo tempo de tratamento. Estas alterações microestruturais têm um impacto 

significativo sobre as propriedades mecânicas do osso cortical (YENI & NORMAN, 

2000; McCALDEN et al., 1993), já que o aumento da porosidade cortical no osso do 

fêmur está associado diretamente com maior risco de fratura (BELL et al., 1999), além 

de que o aumento da porosidade cortical com o avanço da idade, é estritamente 

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

O parâmetro Por.Th apresentou também um aumento significativo do grupo G2 

em relação ao grupo G0. Assim como um aumento significativo do grupo G2 em 

relação ao grupo G1, enquanto que o aumento da espessura média dos poros para o 

grupo G1, tratado com o regime TC não foi significativo perante o grupo controle. 

Desta forma, conclui-se novamente, através deste parâmetro, que o regime AC afetou o 

osso de forma mais negativa que o ciclo TC em relação ao grupo controle, pois o 

aumento da espessura dos poros afeta diretamente o gradiente da pressão do fluído 

sanguíneo, ou seja, a vazão sanguínea continuou a mesma, entretanto como a área da 

superfície dos canais aumentaram após o tratamento houve uma diminuição da 

velocidade sanguínea através dos poros (canais), o que prejudicou a circulação do 

sangue (WANG et al., 1999).  
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O grupo G1 apresentou um aumento significativo do parâmetro Por.N em 

relação ao grupo controle, quando comparado ao aumento que o grupo G2 obteve para 

este parâmetro em relação ao grupo G0. Como a densidade de poros está diretamente 

correlacionada com o espaçamento médio entre eles, o grupo G1 apresentou um valor 

menor do parâmetro Por.Sp em relação ao grupo G0, do que o grupo G2. Entretanto, 

mesmo que o grupo tratado com o regime TC tenha apresentado uma densidade de 

poros maior que os outros grupos, é possível analisar através do parâmetro Por.Ct que 

no grupo tratado com o regime AC existiu uma perda maior de massa óssea em relação 

aos outros grupos, pois este parâmetro representa a razão do volume de poros sobre o 

volume total presente nas amostras. Desta maneira é possível salientar que realmente o 

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

A análise e a compreensão dos efeitos colaterais imediatos nas microestruturas 

ósseas induzidos por estes tratamentos são fundamentais para um planejamento mais 

eficaz do tratamento do câncer, para que seja possível reduzir os riscos de fraturas 

decorrentes do tratamento, evitando assim que as pacientes alcancem um quadro 

osteoporótico. Desta forma a µTC mostrou-se uma técnica eficiente para realizar a 

quantificação 3D, da região trabecular e do sistema de canais do osso cortical do rato, 

que os parâmetros morfométricos, calculados através desta técnica são determinantes 

essenciais para caracterizar a fragilidade óssea, independentemente da DMO 

(AUDRAN et al., 2001; HORDON et al., 2000; REEKER, 1993; LEGRAND et al., 

2000). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitações, por não fornecer 

informações sobre a dinâmica do osso, e por isso são necessários outros estudos que 

incluem biomarcadores de remodelação óssea para confirmar esta hipótese. 

Desta forma, este trabalho sugere que o regime AC ocasionou alterações ósseas 

de forma mais negativa do que as alterações ósseas apresentadas pelo grupo tratado com 

o regime TC, apresentando um impacto significativo sobre as propriedades mecânicas 

do osso, associado com maior risco de fratura assim como está estritamente relacionado 

ao desenvolvimento da osteoporose. 

 

5.1 Trabalhos Futuros 
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A osteoporose é uma doença caracterizada pela redução da massa óssea e 

deterioração da microarquitetura do tecido ósseo, o que aumenta a fragilidade óssea e, 

portanto, a suscetibilidade a fraturas. A osteoporose é um importante problema de saúde 

pública, que leva a um maior risco de fraturas espontâneas e traumáticas. Atualmente, 

muitas terapias estão disponíveis para o tratamento da osteoporose, mas as existentes 

apresentam alguns problemas relacionados a eficácia e segurança a longo prazo. Dentre 

elas pode-se destacar o tratamento a base de cálcio e vitamina D, a base de 

bisfosfonatos, calcitonina (agente antirreabsortivo), a utilização de moduladores 

seletivos dos receptores de estrogênio (SERMs), a terapia de reposição de estrogênio, a 

utilização de tibolona (hormônio esteróide sintético com propriedades estrogênicas), 

paratormônio (agente anabolizante).  

O conhecimento dos efeitos adversos de medicamentos tem fundamental 

importância na escolha das drogas a serem empregadas também para a prevenção da 

osteoporose. Entretanto, nem sempre se tem o conhecimento total dos possíveis efeitos 

indesejáveis dos fármacos indicados para a prevenção de determinadas doenças. É 

evidente também a necessidade de melhorar as terapias existentes e de desenvolver 

novos agentes que sejam úteis tanto na prevenção quanto no tratamento da osteoporose 

no futuro. 

Os bifosfonatos são potentes agentes de antireabsorção. Eles inibem a 

reabsorção óssea pelos osteoclastos, preservando o tecido ósseo, aumentando a massa 

óssea e reduzindo o risco de fraturas (BOUXSEINS et al., 2003, BJARNASON et al., 

2008). No entanto, mais recentemente a Síndrome de Bronjs (necrose de mandíbula) 

tem sido referida por várias pesquisas europeias como a mais grave complicação do uso 

dos bisfosfonatos, incluindo os mais potentes (ácido zolendrônico, palmidronato de 

sódio, risedronatos, ibandronato), sendo que a ocorrência dessa síndrome não guarda 

relação com o tempo de uso. O aumento da incidência de necrose de mandíbula esta 

associado ao uso venoso, ou seja, ao ácido zolendrônico. A osteonecrose de mandibula 

(ONM) é uma reação adversa rara observada na administração de altas doses de 

bisfosfonato endovenoso (SAMBROOK & EBELING, 2008). Entretanto, a relação 

existente ao uso de bifosfonatos em baixas doses e a necrose de mandíbula continua 

sem provas na literatura científica. Devido aos riscos da terapia estrogênica e da 

ausência de provas, os bifosfonatos orais continuam como primeira escolha para o 

tratamento de osteoporose pós-menopausa.  
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Desta forma, é de extrema importância o conhecimento dos efeitos adversos dos 

bifosfonatos no osso em um tratamento concomitante para o CM. Assim, como sugestão 

de trabalho futuro destaca-se a análise através da quantificação morfométrica nos ossos 

de ratas, tratadas com os mesmos regimes AC e TC, concomitantemente com diferentes 

doses de bifosfonatos, utilizando a técnica de µTC. Esta analise na região trabecular e 

cortical é necessária tanto nos ossos longos como fêmur ou tíbia, como na mandíbula, 

para que seja possível analisar benefício ou danos, relacionado a diferentes doses deste 

agente no osso do fêmur e da mandíbula, em comparação a outro grupo de ratas também 

tratadas com os mesmos regimes quimioterápicos em conjunto com a reposição 

hormonal, para que seja possível observar o melhor tratamento aplicado na prevenção 

da osteoporose.  
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