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RESUMO

INTROINI, S. O. Avaliacio do Reparo Tecidual em Defeito Osseo por
Microtomografia Tridimensional por Raio X. 2011. 72f. Dissertacao de Mestrado —
Escola de Engenharia de Sdo Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/
Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, 2011.

A fratura é uma descontinuidade 6ssea que pode ser produzida cirurgicamente ou causada
por um impacto que excede a resisténcia mecanica do osso dando inicio a uma sequéncia de
eventos sistémicos e especificos de resposta do tecido. Exames radiol6gicos sio comumente
realizados na clinica e em experimentos com animais para o monitoramento do reparo 6sseo
dando informagdes sobre o alinhamento dos fragmentos e da evolu¢do de reparo. Outras
técnicas de monitoramento qualitativas e quantitativas podem ser utilizadas em experimento
animal (histologia e ensaios mecanicos) € em experimento animal e clinico (tomografia
computadorizada por raio X, ressonincia magnética, ultra-sonografia). A microtomografia
3D por raio X é uma nova técnica de monitoramento para uso em experimento animal e
com grande potencialidade. A quantificacdo do reparo 6ésseo com novas metodologias tem
larga aplicacdo em investigagdes sobre técnicas invasivas e ndo-invasivas de tratamento de
fraturas utilizando-se experimento animal. O objetivo dessa investigagao foi a utilizacdo da
microtomografia 3D por raio X policromético (uCT) para a avaliagdo do reparo 6sseo em
defeito 6sseo na tibia direita de rato macho da raca Wistar com peso aproximado de 280g. O
defeito foi produzido por uma broca odontoldgica com alta rotagdo. Foram estabelecidos
quatro grupos experimentais caracterizados pela utiliza¢do ou ndo utilizacdo do tratamento
do defeito por ultra-som pulsado de baixa intensidade (LIPUS, 30 mW/cm?) e pela duragio
do experimento. No grupo 1 o tratamento por ultra-som teve a duracdo de 14 dias, 5 sessdes
de tratamento por semana. No grupo 2 ndo houve tratamento por ultra-som e a duracio foi
de 14 dias. No grupo 3 o tratamento por ultra-som teve a duracdo de 21 dias, 5 sessdes de
tratamento por semana. No grupo 4 nao houve tratamento por ultra-som e a duracéo foi de
21 dias. Nos grupos 1 a 4 foram utilizados 10 animais para a avaliagdo por uCT. O defeito
Osseo da tibia direita nos animais dos grupos 1 e 3 foi tratado com ultra-som de baixa
intensidade. A avaliacdo por uCT foi realizada através dos softwares NRecon, Data Viewer
, CT-Analyzer e CT-Vol fornecidos pelo fabricante do microtomégrafo (Skyscan, Bélgica).
N3ao foi observada diferenca estatisticamente significante na quantificagdo do reparo dsseo

dos defeitos dos grupos 1 e 2 e dos grupos 3 e 4.

Palavras-chaves: Microtomografia tridimensional, reparo sseo, calo dsseo.



ABSTRACT

INTROINI, S. O. Evaluation of tissue repair after bone fracture using 3D X-ray
microtomography. 2011. 7f. Dissertacdo de Mestrado — Escola de Engenharia de Sao
Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica de Sao Carlos,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2011.

Fracture is a bone discontinuity that can be surgically produced or caused by an
impact that exceeds the mechanical strength of bone by initiating a series of systemic
events and specific tissue response. Radiological tests are commonly performed in
clinical and animal experiments for monitoring the bone healing by providing
information about the alignment of the fragments and the evolution of repair. Other
techniques for monitoring quality and quantity can be used in experimental animals
(histology and mechanical tests) and in animal experiments and clinical studies
(computed tomography X-ray, MRI, ultrasound). The 3D microtomography by X-ray is
a new monitoring technique for use in animal experiment and with great potential. The
quantification of bone repair with new methods has wide application in research on
invasive and noninvasive treatment of fractures using animal experiment. The goal of
this research was to use the 3D microtomography by non monochromatic X-ray (uCT)
to evaluate the bone healing in bone defect in the tibia of Wistar male rat weighing
approximately 280g. The defect was produced by a dental drill with high speed. It was
established four experimental groups characterized by the use or non use of low
intensity pulsed ultrasound (LIPUS, 30 mW/cm?) for the bone defect treatment as well
as the duration of the experiment. In group 1 the LIPUS treatment last 14 days, 5
treatment sessions per week. In group 2 the LIPUS treatment was not used and the
duration was 14 days. In group 3 the LIPUS treatment last 21 days, 5 treatment sessions
per week. In group 4 the LIPUS treatment was not used and the duration was 21 days.
In groups 1 to 4, 10 animals were used for evaluation by pCT. The evaluation was
conducted by pCT through software NRecon, Data Viewer, CT-Vol and CT-Analyzer
supplied by the microtomography manufacturer (SkyScan, Belgium). No significant
statistical differences were found between the results of groups 1 and 2 as well as the

results of groups 3 and 4.

Keywords: X-ray microtomography, fracture healing, bone callus.
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1. INTRODUCAO

Os ossos formam a estrutura do esqueleto e sdo responsdveis pelo sistema de
alavancas e deslocamento, compondo assim o sistema musculo-esquelético. Estdo
também diretamente ligados ao suporte e protecdo de tecidos moles e 6rgdos vitais,
como coracdo, pulmdes e sistema nervoso central (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1990).

Quando hd uma descontinuidade desse tecido ocorre uma fratura, causada por uma
excessiva carga que ultrapassa a resisténcia mecanica do osso. A palavra fratura tem
origem latina “fractura” que significa quebrar. Os o0ssos estdo expostos a diversos
fatores e cargas capazes de modificar sua estrutura e suas caracteristicas bioldgicas
(VELLOSO, 2005).

A cicatrizacdo de uma fratura € um processo que geralmente ocorre com sucesso,
porém as fraturas causam prejuizo econdmico para a sociedade, tanto em gastos para
cuidados de satide como em perda de produtividade. Por esse motivo atualmente hd um
enorme aumento em estudos que investigam a capacidade de intervencao para acelerar o
processo de cicatrizagdo da fratura (NYMAN et al., 2009).

Esta cientificamente comprovado que a estimulag@o ultra-sonica € capaz de acelerar
a regeneracdo Ossea e tem o beneficio de ser um tratamento ndo-invasivo de fraturas
(DUARTE, 1983; HECKMAN et al. 1994; EINHORN, 1996; KRISTIANSEN et al.,
1997; WARDEN et al., 2000; HANNOUCHE et al., 2001, RUBIN et al., 2001).

A microtomografia computadorizada estd sendo utilizada por um nimero cada vez
maior em laboratérios de investigacdo sobre a osteoporose e outras pesquisas que
envolvem tecido dsseo. A tomografia computadorizada € caracterizada por utilizar
projecoes de imagens de raios X em diversos angulos de um objeto e matematicamente
transformar este conjunto de projecdes em imagens das secdes transversais do objeto
que possibilitam a sua visualizacdo 3D. Estas imagens de projecdo sdo realizadas de
forma incremental ao longo de uma rotagdo de 180° ou 360° (SALMON, 2000). As
projecdes de raios X sao imagens 2D e a rotacdo da amostra em relagdo a fonte de raios
X e a camera permite a localizacdo precisa dos objetos a serem calculados para a
digitalizacdo 3D. Nessa investigagao optou-se por utilizar a técnica de microtomografia
para a quantificacdo do calo dsseo com o objetivo de aprendizado dessa moderna

técnica de caracterizacdo do reparo 9sseo.



Revisao de Literatura | 14

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Esqueleto

O esqueleto ¢ formado por tecido conjuntivo especializado que apresenta uma
grande resisténcia e um peso minimo (KERR, 2000).

O tecido 6sseo proporciona forma e resisténcia aos 0ssos € constitui a maior parte
do esqueleto humano. Além de ser fisicamente rigido, € uma estrutura dinamica e agil,
que constantemente estd exposto a alteracdes locais e metabdlicas no decorrer de sua
formacdo, demonstrando capacidade de alterar a sua forma e estrutura em resposta a
mudangas externas. (VELLOSO, 2005).

O esqueleto possui diversas funcdes de extrema importancia, como protecao
para 6rgdos e sistema nervoso, sustenta¢ao e conformagdo do corpo, armazenando fons
calcio e potdssio, além de ser local para a produgdo de células sanguineas (DANGELO
& FATTINI, 2003). O tecido 6sseo € formado por material extracelular calcificado, a
matriz 6ssea, os ostedcitos, que se encontram em cavidades no interior da matriz, os
osteoblastos, que sintetizam a parte organica da matriz e se situam na sua periferia (fig.

1), e os osteoclastos, células enormes, que se movimentam e sdo multinucleadas
responsaveis pela reabsor¢do do tecido 6sseo, ajudando assim nos processos de

remodelagdo 6ssea. JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

O osso forma-se por 90% de matriz extracelular e 10% de agua, por peso. A
matriz é 60-70% mineral inorganica (fosfato de cdlcio microcristalino, sédio, magnésio
e fluoreto entre outros fons). O coldgeno tipo I (90%) e as proteinas ndo colagenosas

(glicosaminoglicanas e outras) sdo os componentes organicos da matriz (KERR, 2000).

Os ossos sdao formados por células e matriz que possuem suplementacio
neurovascular. A constituicio Ossea abrange a sintese de uma matriz organica inicial
(ndo calcificada ou ndo mineralizada), abundante em coldgeno — ostedide — que se

transforma em osso calcificado ou em osso mineralizado (KERR, 2000).
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O tecido 6sseo tem como origem embriondria células indiferenciadas do
mesénquima, as quais apresentam aptidao de originar os diversos tecidos mesenquimais,
como o conjuntivo, cartilaginoso, adiposo, muscular, mucoso e o hematopoiético

(MOTA, 2008).

Fig. 1 - Fotomicografia de osteoblastos digerindo a matriz dssea
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)

Os ossos sdao formados por células e matriz que possuem suplementacio
neurovascular. A constitui¢do Ossea abrange a sintese de uma matriz organica inicial
(n2o calcificada ou ndo mineralizada), abundante em coldgeno — ostedide — que se
transforma em osso calcificado ou em osso mineralizado, é formado por 90% de matriz
extracelular e 10% de agua, por peso. A matriz é 60-70% mineral inorganico (fosfato de
calcio micro-cristalino, sédio, magnésio e fluoreto entre outros ions). O coldgeno tipo I
(90%) e as proteinas ndo colagenosas (glicosaminoglicanas e outras) sdo os

componentes organicos da matriz (KERR, 2000).

O osteoblasto tem um dominio metabdlico no tecido através da mineralizacao
da matriz assim como do amadurecimento e da atividade e diferenciagcdo osteoclastica,
possuindo assim uma enorme importancia na substituicdo tecidual fisiolégica e na

osteogénese estendida a cicatrizagcdo de fraturas (MOTA, 2008).

A tabela 1, pg. 16, descreve as diferentes células Osseas.



Revisao de Literatura | 16

2.2 Crescimento e Remodelacao Ossea

O tecido 6sseo é um tecido sélido submetido de forma continua a diversos
estresses mecanicos que condicionam sua arquitetura estrutural e o seu crescimento. O
osso se adapta aos estimulos mecanicos por atrofia e hipertrofia, modificando e
determinando a arquitetura do esqueleto. A Lei de Wolff estabelece uma relacio entre o
crescimento 0sseo e os estresses sofridos por este, ou seja, entre o poder do osso de se
adaptar as modificagdes (de tamanho, estrutura e forma) e variacdes dos estresses

mecanicos impostos a esse tecido (DINIZ et al., 2005).

Tabela 1 - Células 6sseas (MOTA, 2008)

Célula Funcao Morfologia Localizacao
Osteoblasto Sintetiza proteinas Nicleos basofilicos € | Superficie da matriz.
para determinacdo da | arredondados (em
estrutura da matriz. atividade).
Achatados (em
repouso).
Osteoclasto Reabsorve a matriz Célula gigante, Superficie da matriz
organica e da pro¢do | formato irregular. extracelular
mineral. mineralizada
Ostedcito Manutengdo e Nicleos basofilos No interior da matriz
captagdo de ions. com forma oval e extracelular
prolongamentos mineralizada.
celulares finos.

O crescimento dsseo é determinado pela formagdo de tecido 6sseo novo e pela
reabsorcdo de tecido pré-existente. Nos ossos longos o tamanho das epifises aumenta
pelo crescimento radial da cartilagem, seguido por ossificacdo endocondral. O tamanho
da diafise cresce em extensdo pela atividade dos discos epifisdrios e em espessura
devido a formacao de tecido dsseo na superficie externa da didfise, com reabsorcao na
superficie interna. Esta reabsorcdo aumenta a dimensdo transversal do canal medular

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

A remodelacdo € caracterizada pela remocao e substitui¢do do tecido dsseo sem
nenhuma modificacdo em sua estrutura geral. A modelacdo representa as alteracdes em
forma por reabsor¢do e aposi¢ao do osso pelo peridsteo e/ou enddsteo (KERR, 2000). A
reabsor¢do éssea acontece quando as enzimas dos lissosomos e fons de hidrogénio

produzidos por osteoclastos sdo levados para um micro ambiente fechado e acido que
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torna mais facil a dissolu¢do de minerais. A matriz é retirada e levada pelo citoplasma
dos osteoclastos e os seus produtos sdo levados aos capilares do sangue (fig 2).

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990)

A formacdo de canais de Havers primdrios € causada pela capacidade do novo
osso em formar cristas e pontes. Ao longo da vida esses canais (fig. 3) sdo parcialmente
trocados por novos canais. Isso acontece por canais de reabsor¢cao que infiltram tdineis
por um osso preexistente com a finalidade de serem preenchidos por osso novo,
formando assim novos canais de Havers ligados entre si por canais vasculares obliquos

chamados de canais de Volkmann (KERR, 2000)

Capilar sanguineo
Osteoclasto —__

Nucleo

Lisossomos
€O, + H,0—=[H"] + HCO;

Prolonga-
mentos
vilosos

Corte da zona
circunferencial clara

Matriz dssea

Microambiente com pH baixo
e enzimas lisossémicas

Fig. 2 - Ilustracao da reabsor¢ao 6ssea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)

Trajeto helicoidal
das fibras— |
colagenas

Lamelas circunferenciai

Lamelas CL lais
" & externas
circunferenciais

internas

Canal de
Volkmann sanguineo

Peridsteo

Endésteo< Canal de Havers

Fig. 3 - Ilustracdo mostrando sistema de Havers e a dire¢ao das fibras colagenas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)
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A remodelagdo € uma atividade dinamica que estd constantemente ativada,
estimulada por impulsos hormonais e bio-funcionais. A remodelagdo ampara a estrutura
e restaura os defeitos no esqueleto adulto, substituindo tecidos velhos por tecidos novos
sem mudar a arquitetura ou o tamanho dos ossos (FRIEDLAENDER & LIEBERMAN,
2005).

Segundo MOTA (2008) “o modelamento é a atividade de deposicdo e
reabsor¢do inicial que desencadeia bioquimicamente uma reacdo continua, ou seja,
ocorre primariamente no desenvolvimento do esqueleto. A ativacdo neste momento
biolégico € independente da formagdo e reabsor¢do prévia. Por outro lado, o
remodelamento é a modificacdo e/ou reestruturacdo de osso jd existente em um

fendmeno combinado possibilitando a renovagdo do osso ja formado™.

2.3 Reparos de Fraturas

As fraturas podem ter como significado e definicdo a perda da continuidade do
tecido Osseo, causada por uma carga exagerada que ultrapassa a capacidade de
resisténcia do osso ou através de um processo de fadiga da estrutura de um 0sso
(VELLOSO, 2005). Ao ocorrer uma fratura inicia-se uma sequéncia de respostas
especificas do tecido que tem como objetivo final no processo de reparo uma completa
restauragdo da competéncia mecanica do osso (KRISTIANSEN et al., 1997).

Quando nao h4 a utilizacdo de uma fixacdo interna rigida, micro movimentos
ocorrem no local da fratura causando um reparo com formagao dssea intramembanosa e
endocondral tendo uma significante participacdo do peridsteo e dos tecidos moles

externos (Fig. 4) (EINHORN, 2005).

No local da fratura ocorre uma hemorragia resultante do rompimento de vasos
sanguineos e da morte de células dsseas, como também da destruicdo da matriz. Os
macréfagos sdo os responsdveis pela retirada dos restos celulares, dos restos da matriz e
do codgulo sanguineo que gera o inicio do processo de reparacdo (JUNQUEIRA &

CARNEIRO, 1990).

Ao redor da fratura se forma um aglomerado (cluster) de células
osteoprogenitoras que se introduzem dentre as extremidades 6sseas com lesdo. Nesse

anel conjuntivo, tanto quanto no conjunto que se localiza entre as extremidades dsseas
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fraturadas, emerge tecido dsseo primdrio ou imaturo, pela ossificagdo endocondral de
pequenos pedacos de cartilagem formados no local, e também por ossificacdo
intramembanosa. Podem-se encontrar no local de reparacio algumas areas de cartilagem
de ossificacdo endocondral. Esse processo evolui de maneira a apresentar, decorrido
algum tempo, um calo dsseo que envolve a extremidade dos ossos com fratura. O calo
dsseo € constituido por tecido 6sseo imaturo que liga transitoriamente as extremidades

do osso fraturado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

_Tecido mole adjacente

Osso cortical ~,_ 4

Fig. 4 - Tecidos envolvidos na cicatrizacdo do defeito 6sseo (EINHORN, 2005).

Existem quatro fases diferentes que sdo tragadas no processo de reparacdo das
fraturas (Fig. 5) A primeira (fase inflamatéria) abrange a estabilizacdo inter-
fragmentdria com a formacdo de um calo periostal e endostal, em consequéncia do
processo de diferenciacdo da fibrocartilagem do foco da fratura, e € conhecido como
fase do calo 6sseo mole. A segunda fase é simbolizada pela fase de restauracdo do foco
de fratura quando acontece uma reorganizagao celular intensa e uma nova formacdo de
outro arcabougo 6sseo, sendo chamada de fase do calo duro. A terceira fase tem como
caracteristica a troca das dreas de necrose por 0sso novo, realizada pelo sistema
haversiano do osso compacto. Na ultima fase acontece a remodelagem do osso com a
reconstru¢do da sua arquitetura e da sua forma com objetivo de conseguir uma
adequacdo funcional das forcas que interferem sobre o tecido ésseo local. O final do
processo equivale a uma unido déssea e significa uma recomposi¢do completa da lesdo

do osso (VELLOSO, 2005).
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A fase inflamatdria ajuda na funcdo de imobilizacdo por apresentar dor e edema
(Fig. 6). Os primeiros 7 a 10 dias envolvem o processo de condrogénese levando ao
desenvolvimento da cartilagem adjacente no local da fratura e da formacao de osso
diretamente de células osteoprogenitoras presentes no peridsteo (Fig. 7). Uma resposta
inflamatdria transporta ao local da fratura uma propagacdo de macréfagos, leucdcitos
polimorfonucleares e linfécitos que secretam citocinas pro-inflamatérias (EINHORN,

2005).

Periosteo Prolifera¢&o do periésteo Osso Osso p io neoformado

\\\\\\\\\\\

Cartilagem hialina

......

Fra reparada (tecido 6sseo secundario)

Fig. 5 - Desenhos ilustrativos da reparacdo da fratura através da formacgdo de tecido
dsseo novo a partir do peridsteo e do enddsteo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)

EL (47
’-m\\'&? 7

A ~— ﬂ\‘ 1?'& -
Fig. 6 - Reparo de uma fratura no 1° dia apds o trauma (EINHORN, 2005)
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Fig. 7 - Condrogénese e formacao de osso a partir do peridsteo no 7° dia apds a fratura
(EINHORN, 2005)

Apds 14 dias ocorre uma maior formagdo de osso sob o peridsteo (Fig. 8) e a

cartilagem comeca a se calcificar.

Fig.8 - Cartilagem calcificada e formacdo de osso a partir do peridsteo no
14° dia ap6s a fratura (EINHORN, 2005)

No 21° dia do reparo 6sseo animal, que corresponde a cerca de 4 ou 5 semanas
em um ser humano, a fratura estd bem unida (Fig. 9). O calo € composto principalmente
de cartilagem calcificada que deve ser removida e substituida por osso. Este tecido se
torna alvo de condroblastos multinucleados que sao células especializadas na reabsor¢ao

dos tecidos calcificados. Os condroblastos degradam a cartilagem calcificada, enviando
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um sinal que permite que vasos sanguineos penetrem no tecido e tragam células-tronco

mesenquimais que se diferenciam em células osteoprogenitoras e em osteoblastos.

A remocido de cartilagem calcificada ndo inclui apenas a reabsor¢cao da matriz

mineralizada, mas também a remocao dos condrdcitos.

Fig. 9 - Calo principalmente formado por cartilagem calcificada no
21° dia ap6s a fratura (EINHORN, 2005)

Condroblastos e osteoblastos, recrutados pela proliferacdo e diferenciacdao
celular, formam cartilagem e diretamente depositam osso por formacdo intra-
membranosa do osso. Em alguma distancia da linha da fratura a formagdo do calo
periostal comeca pela direta aposicdo de novo osso. O desenvolvimento do calo estd
associado com um aumento da estabilidade da fratura. Mais solidificacdo é alcangada
pela conversdo de calo cartilaginoso para esponjosa primdria ou tecido 6sseo por
ossificacdo endocondral juntamente com formagdo dssea intra-membranosa (fig.10). No

estdgio final do reparo indireto, o tecido 6sseo € substituido por osso lamelar,

substituindo assim a forma original do osso (KRISTIANSEN et al., 1997).

Entre 28 e 35 dias (Fig. 11) existe uma combinac¢do de cartilagem calcificada e
formacgdo de tecido 6sseo novo. Neste periodo os osteoclastos preenchem o tecido e
remodelm o calo, transformamdo-o em uma estrutura ¢ssea lamelar capaz de suportar

cargas mecanicas.
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Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
Osteoblasto Ostedcito Matriz 6ssea (ostedide)

1) YA - )

Fig. 10 - Ilustracdo mostrando a ossifica¢do intramenbranosa

1 A B
1 =) A

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)

Fig. 11- Cartilagem calcificada e osso neoformado no 28° a 35° dias ap0s a fratura
(EINHORN, 2005)

As tensOes mecanicas exercidas sobre o osso durante a reparacdo da fratura
causam a remodelacdo do calo dsseo e sua completa substituicio por tecido dsseo
secundério ou lamelar. Ao contrdrio dos outros tecidos conjuntivos, o tecido dsseo,
apesar de ser rigido, possui a capacidade de se reparar sem a formacdo de cicatriz

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).
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2.4 Estimulaciio Ultra-Sonica da Regeneraciio Ossea

Uma sintese do desenvolvimento da tecnologia de tratamento de fratura por
ultra-som de baixa intensidade e dos resultados observados em estudos animais e
clinicos foi publicada em uma revisdo de literatura sobre a acdo de agentes fisicos no
metabolismo do tecido 6sseo e seus potenciais usos clinicos (LIRANI, 2005). Nesta
revisao a autora descreve que Fukada e Yasuda (1957) constataram a piezoeletricidade
do osso e estimularam Duarte (1977, 1983) a preconizar o uso do ultra-som pulsado de
baixa intensidade (LIPUS - low intensity pulsed ultrasound) para acelerar o reparo
6sseo com base na semelhanca do estresse mecanico produzido pelo esqueleto durante a
ambulac¢ado natural. O processo do reparo de fraturas comega quando os restos celulares
e codgulos sanguineos sdo removidos por macréfagos, e hé proliferacdo de enddsteo e
peridsteo proximo ao local da fratura formando um colar conjuntivo que dé origem a um
tecido dsseo imaturo por ossificagdo endocondral e intramembranosa formando entio o
calo dsseo. As cargas corporais determinam a remodelac¢do do calo fazendo com que o
tecido dsseo primdrio seja reabsorvido por osteoclastos e substituido por tecido dsseo
lamelar formado por osteoblastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990). Muitos trabalhos
experimentais (DUARTE, 1977; TAKIKAWA, 2001; YANG 1996) e clinicos
(DUARTE, 1983; HECKMAN et al, 1994; KRISTIANSEN et al. 1997) foram
publicados desde entdo e, atualmente, esta modalidade terapéutica é bem estabelecida,

aprovada pelo FDA americano e amplamente utilizada mundialmente.

Segundo Duarte (1983), o ultra-som pulsado atinge o tecido dsseo por uma
sucessao de impulsos, cada um deles resultando em um sinal elétrico como resposta do
osso. Dai por diante o processo de formagao do osso é regulado pelo campo elétrico
assim formado e o metabolismo 0Osseo é estimulado eletricamente. No entanto, o
mecanismo de interacdo do ultra-som com o tecido 6sseo ainda € alvo de especulacio
cientifica, pois hd autores que acreditam que o ultra-som possa exercer uma forca
mecanica nas células de tecidos moles no local da fratura (TAKIKAWA, 2001), ou que
as ondas de pressdo geradas pelo ultra-som possam mediar a atividade bioldgica
diretamente pela deformacdo mecéinica da membrana celular ou, indiretamente, pelo

efeito elétrico causado por esta deformacao (HECKMAN et al. 1994).
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Existem evidéncias de que campos elétricos varidveis, com freqii€ncia
semelhante aquela do ultra-som utilizado em estimula¢do de formacgdo dssea, produzem
aumento na incorporagdo de célcio i0nico intracelular em culturas de células dsseas,
através da ativacdo de canais de transporte de cdlcio do tipo L (sensiveis a variacdo de
tensdo elétrica) presentes na membrana plasmatica (SILVA; REINBOLD; POLLACK,
1993). Mais tarde, foi determinado que os canais de transporte de célcio do tipo L sdo
mecano-sensiveis, ou seja, respondem a estimulos mecanicos (DUNCAN; HRUSKA,

1994; CHEN et al. 2000).

Através de histomorfometria 6ssea demonstrou-se que a estimulacdo ultra-sdnica
pode acelerar a regeneracao trabecular 6ssea em fémures de ratos in vitro (SUN et al.
1999), em tibias de ratos in vivo com fratura recente (LIRANI, 2005) e em modelo

experimental de ndo-unido de fratura de tibia de ratos (GEBAUER et al. 2002).

Chang et al. (2002) investigaram os efeitos do ultra-som pulsado e de
microondas no reparo de fraturas em coelhos e obtiveram aumento na neoformagdo
dssea e na resisténcia a torsao apenas no grupo tratado com ultra-som, o que os permitiu

afirmar que nao foi o efeito térmico que estimulou a formacao dssea.

Em modelo experimental de pseudartrose de tibia de ratos (TAKIKAWA, 2001)
o ultra-som pulsado de baixa intensidade foi utilizado com sucesso para acelerar o
processo de reparo dsseo. Apds seis semanas de tratamento didrio (20 minutos por dia),
50% das fraturas tratadas foram consolidadas, enquanto nenhuma fratura do grupo
controle obteve cura neste intervalo de tempo. O ultra-som também pode melhorar as

propriedades mecénicas de ossos fraturados de ratos diabéticos, como demonstrado em

um estudo de Gebauer et al. (2002).

Wang et al.(1994), em modelo de fratura de fémur de rato, demonstraram um
aumento da resisténcia mecanica do calo Osseo tratado por ultra-som de baixa
intensidade (30 mW/cm?, 1.5MHz ou 0,5MHz). Yang et al. (1996) observaram que o
reparo 6sseo estimulado pelo ultra-som de baixa intensidade (50 mW/cm® ou
100mW/cm2, 0,5MHz), em modelo de fratura de fémur de rato, é caracterizado pelo
aumento da massa mineral 6ssea, aumento da resisténcia mecanica, diminui¢cdo do
tempo de consolidacdo 6ssea e estimulo da formacdo cartilaginosa precoce, o que
possibilitou o inicio, também precoce, da formagao 6ssea endocondral. Nos estudos de

Wang e Yang o tempo de tratamento com ultra-som foi de 21 dias utilizando-se um
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modelo de osteotomia total do fémur e estabilizacdo com osteosintese (fixacao

intramedular).

Diversos estudos clinicos comprovaram a eficdcia do ultra-som no reparo 6sseo,
como o de Heckman et al. (1994), que verificaram seu efeito na cura de fraturas
diafisarias de tibia de 66 pacientes como um complemento ao tratamento ortopédico
convencional. O tratamento se iniciava 7 dias apds a fratura e consistia em uma
aplicagdo didria de 20 minutos por 20 semanas ou até que o avaliador considerasse a
fratura curada. Ao final do tratamento houve uma diminui¢do estatisticamente
significativa no tempo total de cura clinica e radiolégica no grupo tratado. Cento e vinte
dias ap6s a fratura, 88% das fraturas do grupo tratado estavam cicatrizadas, comparadas

com 44% do grupo placebo.

Um estudo clinico multicéntrico, prospectivo, randomizado e duplo-cego com
controle placebo foi conduzido por Kristiansen et al. (1997) para testar a eficicia do
LIPUS na reducao do tempo de cura radioldgica de fraturas de rddio que foram tratadas
com manipulagdo e gesso. Trinta pacientes receberam o tratamento que se iniciou sete
dias ap6s a fratura e foi realizado por 20 minutos didrios por 10 semanas, e outros trinta
pacientes receberam tratamento placebo. O tempo de reparo foi significantemente

menor no grupo tratado: 61 + 3 dias comparado com 98 + 5 dias no grupo placebo.

Ambos os estudos de Heckman et al.(1994) e Kristiansen et al.(1997) obtiveram
uma redugdo de 38% no tempo de reparo das fraturas com a utiliza¢do da estimulacio

ultra-sonica quando comparados aos grupos nao tratados.

Outras investigacdes clinicas comprovaram o sucesso do uso do LIPUS para
tratar fraturas complexas de tibias (LEUNG et al. 2004) e fraturas de alto impacto de
ossos longos (LERNER; STEIN; SOUNDRY, 2004).

O mecanismo especifico pelo qual o ultra-som pulsado de baixa intensidade
acelera o reparo 6sseo continua assunto de invesgtigacdo cientifica. No entanto, em
termos de mecanismos fisicos, o ultra-som pode exercer uma forca mecanica nas células
de tecidos moles no local da fratura (TAKIKAWA, 2001). Duarte (1983) sugeriu a
investigacdo do efeito piezoelétrico com o objetivo de esclarecer se este efeito em osso
in vivo é apenas devido ao material como transdutor piezoelétrico ou se as células

também se comportam como um transdutor em um fendmeno cooerativo.
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Investigacdes demonstraram que o ultra-som de baixa intensidade ativa
receptores localizados na membrana celular que s3o sensiveis a estimulos mecanicos
(ZHOU et al., 2004; YANG et al., 2005; POUDER et al., 2008). Eles sao encontrados
em diversas células que desempenham um papel importante no reparo 6sseo. Ao
receberem esse estimulo mecanico esses receptors desencadeiam um processo cellular

em cadeia que resulta na sintese de proteinas e fatores de crescimento (fig, 12)

A al

Stimulation EXOGEN’ Ultrasound sends ultrasound
waves through the skin and soft tissue
to reach the fracture

S ———
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A—— mechanareceptors called infegrins,
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b leading to |ati
Activation it b onaid
O C}@ EXOGEN Ultrasound increases
) upregulation of genes and exprassion
Upregulation of proteins and growth factors critical
to bone healing
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Fig. 12 - Sintese de proteinas e fatores de crescimento estimulados pelo
ultra-som de baixa intensidade
(http://global.smith-nephew.com/us/MECHANISM_OF_ACTION.htm)

Estudo comprovaram que o ultra-som acelera os processos de cicatrizagdo dssea
do organismo em todos os estagios de reparo (NARUE et al., 2003; CHENG Y-J et al.,
2003; WANG et al., 2004; SANT ANA et al., 2005).

A estimulagdo ultra-sonica da regeneracdo 6ssea € uma técnica mundialmente
disponivel para o tratamento nado-invasivo de fraturas recentes, com retardo de
consolida¢do ou com ndo-unido sendo citada em revisdes de literatura sobre técnicas de

tratamento de fraturas (EINHORN, 1995; HANNOUCHE; PETIT; SEDEL, 2001;
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LIRANI, 2005). Os seguintes parametros de ultra-som sdo utilizados no tratamento:
modo pulsado com intensidade de 30 mW/cm? gerado por sinal elétrico aplicado ao
transdutor ultra-sdnico com freqiiéncia de 1,5MHz, largura de pulso de 200us e

freqiiéncia de repeticao de 1KHz.

2.5 Microtomografia Tridimensional para Quantificacao do
Reparo Osseo

2.5.1 Introducao

A quantificagdo do reparo 6sseo por WTC de campo paralelo (radiacio
monocromdtica syncrotron,) ou campo cOnico (radiagdo policromdtica) € uma técnica
com grande potencialidade para a quantificacdo do reparo 6sseo, mas sa0 poucos 0s
relatos sobre o seu uso na literatura cientifica. A uWTC por radiacdo syncrotron foi
utilizada para avaliar a estrutura 3D do calo da fratura em experimento animal sobre
regeneracdo Ossea (AUGAT; RYABY, 2001; KINNEY; NICHOLS, 1992). Augat e
Ryaby (2001) descrevem graficos da freqiiéncia de distribuicdo da densidade mineral

Ossea em se¢des transversais do calo dsseo obtidas por microtomografia.

Morgan et al. (2009) afirmam que radiografias sdo inerentemente uma avaliacdo
bidimensional da estrutura tridimensional de calos. A tomografia computadorizada (CT)
proporciona medidas quantitativas e tridimensionais da estrutura e mineralizagdo do
calo 6sseo, e essas medidas podem estar relacionadas a rigidez e resisténcia do calo
Osseo. A andlise quantitativa, baseada em andlises de CT da estrutura e composi¢ao do
calo, pode levar ao desenvolvimento de medidas confidveis, ndo-invasivas da
regeneracdo. A caracterizacdo de mudancas temporais na estrutura e mineralizagao do
calo em diferentes condi¢des fisiolégicas também serdo de grande valor para se
relacionar os processos biologicos de regeneracdo com a resisténcia mecanica
possibilitando entender as relagdes entre biologia e biomecadnica da fratura. A
microtomografia oferece resolu¢@o superior a tomografia computadorizada na avaliagao
do reparo 6sseo em pequenos animais. Varios estudos tem utilizado a uTC para a

caracterizacdo da regeneracdo em fratura e a formacao dssea do alongamento 4sseo.
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Kerchkhoff et al. (2008) relatam o uso de microtomografia por campo cOnico
para a determinacdo do volume 6sseo formado no interior e no exterior de implantes

utilizados como substitutos dsseos fabricados com metal, cerdmica ou polimero.

Beleville et al. (2008) em um estudo com camundongos monitoraram o reparo
do tecido 6sseo em fraturas diafisdrias de fémur tratadas com hormoénio paratiredide
(PTH). Anélises tridimensionais do osso fraturado foram realizadas pelo software CT-
Analyser fornecido pelo fabricante do microtomégrafo. Com o0s recursos
computacionais disponiveis foi possivel separar o calo dsseo do osso pré-existente para

medida do volume e superficie 6ssea do calo formado.

Bakker, Gerrits e Gossn (2008) monitoraram durante 90 dias a taxa de reparo do
osso cortical em um defeito produzido na vértebra da cauda de camundongos utilizando

microtomografia in vivo.

A tomografia computadorizada (TC) pode fornecer caracteristicas estruturais
e densidade mineral Gssea volumétrica (BMD) de um calo. E uma técnica ndo destrutiva
que pode ser usada em modelos pré-clinicos de reparo de fratura e comparada a testes
biomecanicos. Assim, mudangas na resisténcia do calo devido a um tratamento podem
potencialmente ser explicada por mudangas no estrutura do calo e BMD. Resultados
experimentais em fratura de fémur de rato comprovaram uma boa correlagdo entre
parametros microestruturais € BMD com resisténcia mecanica (NYMAN et al. 2009).

A sequéncia de eventos que ocorrem ao longo do processo de mineralizagao
pode ser monitorada por meio da uTC de forma mais efetiva por produzir imagens
tridimensionais, permitindo ainda, por meio de novos algoritimos avaliar indices como
resisténcia 6ssea, volume Osseo, correlagdo drea/volume Osseo e densidade mineral

Ossea (FREEMAN, 2009).

2.5.2 Microtomografia

A microtomografia (u-CT) implica em tomar imagens de proje¢des de um objeto
em diferentes angulos em volta do mesmo e matematicamente converter esse conjunto
de imagens em um conjunto de imagens da suas secdes transversais que possibilitam
obter a sua visualizacdo 3D. Na figura 13 a fonte de raio-x localizada em S e o detetor

de irradiacdo em O tém uma posicao relativa ao objeto escaneado que rotaciona em um
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orbita circular em volta de O, o centro do campo de vis@o. O ponto O € o centro de uma
sistema de coordenadas X,Y,Z. Em diferentes angulos de rotacdo (e) as imagens
projetadas dos pontos O e P (isto é, O’e P'no detector 2D) tem diferentes posi¢des. A
partir dessas mudancas de posi¢des a localizagdo absoluta 3D de O e P sdo calculadas

pelo algoritmo de reconstrucao.

P

Py.z
circular orbit

e
o

X-ray/' Detector

Fig. 13 - Figura esquematica do principio da tomografia (SALMON, 2000)

A figura 14 ilustra os procedimentos microtomograficos ao se escanear as patas

traseiras de um rato.

Fig. 14 - Projecdes e secOes transversais do membro inferior de um rato
(SALMON, 2000)

Exemplos de tecnologias de imagem na histéria da ci€ncia sdo a microscopia de
luz, telescopios, raio x, microscopia eletronica, ressonancia magnética e microscopia de
for¢a atdmica. O precursor da microtomografia foi a histomorfometria que comecou
com métodos histolégicos para a incrustacdo e seccionamento de tecido antes da
decalcificacdo (FROST, 1958). O desenvolvimento dos métodos histologicos foram
acompanhados pelos progressos na anélise microscOpica de imagens como as cameras €
andlise automadtica e os microcomputadores. A histomorfometria fornece informacdes
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sobe a estrutura e metabolismo 6sseo de amostras de tecido animal e da bidpsia de
pacientes.

Em paralelo com esses desenvolvimentos, a estereologia, campo da ciéncia que
investiga formulagdes matemadticas que permitam que medidas feitas em 2D, em um
conjunto de se¢des de um objeto, possam ser convertidas em estimagdes de pardmetros
3D. Desse modo medidas de perimetro sdo convertidas em estimativas de drea
superficial, e medidas de 4drea em estimativas de volume. Essas conversdes envolvem
uma matemdtica complexa e apresentam erros significativos (a conjectura de Poincaré
sobre a derivacdo 3D de informagdes em 2D é um dos mais complexos problemas
matematicos). A maior fonte de erro em derivar parametros estruturais 3D a partir de
informacdes 2D € a necessidade de assumir modelos da arquitetura que estd sendo
estudada. Como exemplo, o modelo de placas assume que o 0sso trabecular € composto
de placas paralelas e o modelo de cilindros assume que este 0sso € um arranjo de
cilindros em paralelo.

A microtomografia trouxe a abilidade de se escanear um objeto de forma ndo
destrutiva e se realizar medidas quantitativas em um modelo 3D (HILDEBRANDT,
RUEGSEGGER, 1977a, 1997b; ULRICH et al., 1999). E correto definir a
microtomografia como uma extensdo da histomorfometria. A uCT ndo substitui a
histomorfometria pois ela fornece somente informacdes estruturais e de arquitetura mas
nao mostra osteblastos, osteoclastos, ostedides e lacunas de reabsor¢do na superficie
Ossea. Assim, ambas as técnicas de complementam.

Apés a andlise microtomografica pode se realizar a andlise histoldgica ou
submeter o objeto a andlises quimicas e/ou bioquimica. A microtomografia in-vivo
também estd disponivel (SASOV; DEWAEKE, 2002 ).

O raio-x € uma irradiacdo eletromagnética como a luz mas com fétons de alta
energia. A radiacdo por raio-x pode ser utilizada para escanear a estrutura interna de um
objeto se parte da radiacdo € absorvida pelo objeto e parte € transmitida. Se todo o
objeto apresentar a mesma absor¢do de raio-x a sua imagem serd representada por uma
grade uniforme de cor cinza em um detetor de radiagdo. Consequentemente, uma
segunda exigéncia para escanear um objeto € ele apresentar absor¢do diferencial nas
suas diferentes partes. Uma imagem de projecdo € obtida quando o raio-x € transmitido
através das diferentes partes ou fases de um objeto Elas representam as informacdes
necessdrias para a reconstru¢do 3D do objeto. A qualidade da reconstru¢do 3D depende
das imagens de projecao (constraste, relagdo sinal/ruido, ...). O ajuste dos parametros de
escaneamento é importante para otimizar a andlise por uCT.

Os trés modos mais importantes de interacao do raio-x com a matéria sao a absor¢ao
fotoelétrica, o espalhamento Compton e a producdo de pares. A ocorréncia dessas
interagdes € determinada pela energia do raio-x e pelo nimero atdmico (Z) do elemento
absorvente, como mostra a figura 15.
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Fig. 15 - Modos de interacdo raio-x com a matéria. Os coeficientes O, T e k representam
as probabilidades de ocorréncia da absorcao fotoelétrica, do espalhamento Compton e
da producao de pares, respectivamente (SALMON, 2000)

A importante caracteristica da absorcao fotoelétrica € que ela predomina para fétons
de baixa energia, especialmente quando o ndmero atomico € alto. O féton incidente de
raio-x perde totalmente a sua energia na interagdo. O espalhamento Compton remove
somente parte da energia do féton e este continua em uma trajetéria diferente do campo
original ao deixar a fonte de raio-x. Se esses fotons espalhados sdo detectados pelo
detetor eles causam artefatos de espalhamento nas imagens. O modo de producgdo de
pares envolve fétons de alta energia sendo convertidos em pares pdsitron-elétron nas
vizinhancas de um 4tomo. Os pésitrons tem vida curta produzindo um par de fétons.
Ocorrem com fétons de energia acima de 1 Mev.

A implicacdo pratica é que o escaneamento por microtomografia de amostras
com maiores nimeros atomicos e com fétons de baixa energia fardo com que o modo de
absor¢do fotoelétrica seja predominante resultando em melhores imagens. Para os
microtomografos de bancada que escaneiam tecido 6sseo a absorcdo fotoelétrica € o
modo predominante e, consequentemente, o osso € um material ideal para uCT. O
decréscimo da tensdo aplicada na fonte de raio-x aumenta as interagdes por absor¢cao
fooelétrica e aumenta o contraste da imagem mas se a tensdo for excessivamente baixa a
transmissdo € pobre (imagem escura) e o sinal gerado no detetor € insuficiente.
Amostras dsseas de roedores e bidpsias clinicas sdo melhor escaneadas com tensdes no
tubo de raio-x no intervalo 40-60 KV, enquanto maiores amostras, como as de grandes
mamiferos ou larga parede cortical, requerem 70-100KV.

O coeficiente de absorcdo fotoelétrica (7) ¢ muito dependente do nimero atdomico
dos elementos presentes na amostra como mostra a equacdo 1, onde Z € o nimero
atomico, n é um valor entre 4 e 5 e E € a energia do féton de energia do raio-x.

n

Z
T = Constante 735 (D)
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O fato que Z € elevado a poténcia entre 4 e 5 significa que a absorcdo fotoelétrica é
muito dependente do nimero atomico e isto é de fundamental importancia para o
escaneamento por raio-x € a base da formagdo de constraste na imagens de uCT. Isto
resulta em um grande contraste entre 0osso € tecido mole em um animal. O osso € menos
que duas vezes mais denso que o tecido mole em termos de peso mas a presenca do Ca
(Z=20) resulta em uma absor¢ao que € muito maior que no tecido mole.

A absor¢do de raio-x € probabilistica, dependendo da probabilidade de raios-x
interagirem com 0s dtomo quando se propagam em um objeto. A absor¢do do raio-x é
dada pela equagcdo 2, sendo I e I, as intensidades do campo antes e depois da
propagacdo a uma distancia x através de s6lido com um coeficiente de absor¢ao p.

1 =IO€_ﬂx (2)

Na preparacdo de amostras 6sseas para andlise microtomogréfica elas devem ser
dissecadas e limpas e mantidas em uma solu¢do tampao de formalina durante um ou
mais dias, seguido de um longo armazenamento em etanol 70% se a intencao do estudo
¢ analizar a morfologia trabecular ou cortical. Se medidas de BMD sao requeridas as

amostras devem ser mantidas em solucdo salina fisioldgica e armazenadas em freezer. E

suficiente embrulhé-las em gaze umedecido em solucao salina.

2.5.2.1 Analise Morfométrica

A andlise morfométrica de ossos trabeculares e corticais inclue os mesmos
parametros derivados da histomorfometria mas a diferencga € a andlise direta em 3D. Os
parametros em comum com a histomorfometria inclue volume ésseo relativo BV/TV,
espessura trabecular (Tb.Th) ou cortical (Ct.Th), separacdo trabecular (Tb.Sp), nimero
trabecular (Tb,N), relacdo superficie e volume (BS/BV) e fator padrdo trabecular
(TB.Pf) (HAHN et al. 1992). Alguns parametros sao exclusivamente medidos em 3D
como o indice de modelo estrutural (SMI), indices de conectividade como o TB.PF, o
nimero de Euler (Eu.N) (ODGAARD; GUNDERSEN, 1993) e o grau de anisotropia
(DA) (HARRIGAN; MANN, 1984; ODGAARD, 1997).

H4 duas etapas necessdrias para se realizar a reconstru¢do das secdes
microtomogréficas para a realizacdo da andlise morfométrica que s@o a binarizacdo e a

selecdo do volume de interesse (VOI). A figura 16 ilustra a binarizacdo. Os niveis de
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cinza produzidos pela reconstru¢ao consistem de voxels que t€m 256 niveis de cinza (se
as imagens sdo 8 bits). A imagem binarizada tem 1 bit sendo, por exemplo, o branco
representando o sélido, ou o 0sso, e o preto representando o espagco. O método mais
comum de binariza¢do € denominado de “thresholding global” que significa estabelecer
um unico nivel de cinza como threshold, tal que todo voxel com igual ou maior valor é
representado com uma cor, e valores menores representam o espaco. Técnicas de andlise
de imagens podem refinar o “thresholding global” utilizando a técnica de despeckle para
remover pontos brancos que aparecem devido a presenca de ruido. Um outro método de
binarizacdo ¢ denominado “thresholding local” que melhora a separacdo de 0sso e nao-

osso em imagens com ruido (WAARSING et al., 2004).

Fig. 16 - Thresholding global de secdes transversais de amostras dsseas
(SALMON, 2000)

2.5.2.2 Calibracao da Analise Morfométrica por Micromotografia

A calibracdao de medidas de espessura € necessdria para confirmar que valores
medidos estdo proximos dos valores reais de espessura. Ela utiliza uma folha de alumi
nio e é necessaria quando se utiliza thersholding global ou local. Ainda que o aluminio
seja mais denso que o 0sso (2.6 g.cm'3 comparado a 1.3 — 1.8 g.cm'3 ), 0 maior nimero
atobmico do Ca (20) comparado ao do aluminio (13) compensa a dependéncia da
absor¢do de raio-x com o nimero atomico. A opacidade do aluminio é muita préxima
do osso e o material é materialmente uniforme. Calibragdes com folhas de aluminio com

diferentes espessuras (20um e 250um) mostram que a medida de espessura € precisa se
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a espessura da estrutura € trés ou maiz vezes maior que o tamanho do pixel. Estruturas
trabeculares com formato cilindrico necessitam de calibragdao com fios de aluminio com

5 a 6 pixels de diametro para serem medidas.

2.5.2.3 Anilise de Densidade Ossea por Microtomografia

Os artefatos que influenciam a medida de densidade éssea sdo o efeito de
volume parcial, o endurecimento de feixe e a espessura do material em volta do objeto
de medida. O efeito de volume parcial influencia a medida de densidade dos voxels. A
figura 17 ilustra essa influéncia: quatro folhas de aluminio (250um, 20um, 50um e
125um foram utilizadas na determinacdo do perfil de absorcdo de raio-x. O perfil
mostra que valores menores significam maior absorcao e maiores densidades, entretanto
a densidade das folhO as de aluminio € a mesma. As folhas de menor espessura

apresentaram menor densidade no perfil.

O endurecimento de feixe resulta da emissdo de fontes de raio-x com micro
foco que apresenta uma mistura de fétons com baixa e alta energia. Uma fonte ideal
deveria ser monocromatica, isto €, emitir f6tons com uma tnica energia mas as fontes
sao policromadticas e quanto os raiox-x se propagam em um objeto sélido os fétons com
baixa energia sdao removidos do campo. O processo € denominado endurecimento
porque duro significa alta energia. A tomografia computadorizada com luz syncrotoron
e a utilizada na clinica utilizam técnicas especiais de geracdo de raio-x. Na
microtomografia a alta densidade das fontes com micro foco determinam o uso de
tungsténio na fonte e este produz uma radiacdo policromédtica de raio-x. O efeito de

endurecimento de feixe € mostrado na figura 18.

O material em volta do objeto a ser escaneado representa um filtro para o raio-x.
Em conseqiiéncia o mesmo objeto escaneado com pequeno ou nenhum material em
volta terd uma densidade maior que quando estiver rodeado por um material mais
espesso. A figura 19 mostra as se¢des transversais de um rato desde a regido distal do
femur (imagem superior) até a regido distal da tibia (imagem inferior). A espessura de

tecido mole em dire¢do a tibia diminui e consequentemente aumenta a densidade dssea.
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Fig. 17 - influencia da espessura na medida da densidade (SALMON, 2000)

Fig. 18 - A corre¢do do endurecimento de feixe por software foi realizada na imagem
superior resultando em melhor contraste da imagem inferior (SALMON, 2000)
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Fig. 19 - Influéncia da espessura do material em volta de um objeto na
qualidade da imagem (SALMON, 2000)

As trés fontes de erro na medida da densidade mineral podem ser minimizadas
através da calibrag¢do usando phantons de materiais com conhecida densidade, como por
exemplo, hidroxiapatita de célcio. O phanton 6sseo e o material equivalente ao tecido
mole em volta do osso (perspex ou dgua) devem ter a mesma espessura do osso e do

tecido mole a ser escaneado.

O interesse de investigar a microestrutura de um objeto resultou no
desenvolvimento de algoritmos matemdticos para se determinar a distribuicio espacial
dos coeficientes de atenuacdo em cada uma das secOes transversais do objeto e
reconstruir a imagem das secdes transversais conhecendo-se um conjunto de projecoes
do objeto em varias dire¢cdes de um feixe de raios X. O algoritmo matematico mais

utilizado para a reconstrucdo das se¢des, quando o feixe de raios-X é conico, isto é,
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produzido por uma fonte pontual, é o de Feldkamp, citado por Rodet (2004). O feixe

conico € utilizado em microtomdgrafos de raios-X disponiveis comercialmente.

A Figura 20 descreve os componentes de um microtomégrafo: a) fonte de raio-x
com um foco de dimensdo micrométrica ¢ um feixe conico. Um filtro metédlico de
aluminio ou cobre de pequena espessura deve ser colocado na frente da fonte para
reduzir o efeito denominado de “endurecimento de feixe”’; b) mesa com movimento de
precisdo rotacional (0) e translacional (direcdes X, Y e Z) onde € fixado o objeto a ser

analisado; c) detector de radia¢ao (camera CCD).

—__

X-Ray CCD
Detector

Microfocus
X-ray tube

Object

Manipulator

Fig. 20 - Componentes de um microtomégrato (MILANETTI, 2010)

A andlise de um objeto por UCT (figura 21) compreende as seguintes etapas
(MILANETTI, 2010):
a) Obtencao de projecdes do objeto em diferentes posicdes através de rotacdes com
um incremento angular 6. Uma média de projecdes € obtida a cada incremento angular.
O incremento angular 6 determina o nimero n de proje¢des (por exemplo, se 6=1°,
n=360). A amostra deve ser fixada firmemente & um suporte colocado sobre a mesa de
modo a impedir qualquer movimento durante a aquisi¢do das proje¢des. Utiliza-se uma
massa de modelar para fixar o objeto no suporte. O tamanho do pixel do detetor e da
magnificacdo das projecdes ird determinar a resolu¢do microtomogréfica. As varidveis
que influem nesta resolucdo sdo a a distancia da fonte ao objeto (D,), a distincia da
fonte ao detetor de radiagdo (D,), H; a altura do objeto (H;) e a altura do objeto

projetado no detetor de radiacdo (Hy). O fator de magnificacdo é M=(D;+D,/D;). Se R é



Revisao de Literatura | 39

a resolucao microtomografica e K é a dimensao do pixel do detetor, entdo a resolugao é

R=K/M.

Controle da
mesa X,Y,Z,0

Microcomputador

Aquisicao e
armazenamento das

projecoes do objeto |

Analise Morfométrica 2D e

Cluster de
microcomputadores > Reconstrucio 2D

l

Reconstrucao 3D

Fig. 21 - Etapas da microtomografia computadorizada por raios-X
(MILANETTI, 2010)

b) Reconstrucdo 2D das secdes transversais do objeto utilizando o algoritimo de
Feldkamp.

c) Escolha do volume de interesse (VOI) para a andlise morfométrica 2D e 3D.

d) Escolha da regidao de interesse (ROI) das secdes transversais para a andlise

morfométrica 2D e 3D.

e) Segmentagdo das imagens das seccdes transversais do objeto através do
procedimento de binarizacdo para se determinar os pixels que representam o tecido
0sseo. Cada pixel da seccdo transversal possui um valor bindrio de 8 bits. O seu valor

bindrio é comparado a um valor de referéncia denominado “threshold: a) se o valor do
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pixel € menor que o do threshold* o seu valor € convertido em 0 (regido da secdo
transversal que ndo contém tecido dsseo); b) se o valor do pixel € igual ou maior do que
o do threshold* o seu valor é convertido em 1 (regido da secdo transversal que contém
tecido 0sseo).

f) Andlise morfométrica 2D e 3D do objeto utilizando-se os softwares fornecidos
pelo fabricante do microtomdgrafo.

g) Reconstrucdo 3D do objeto.
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3. OBJETIVO

O objetivo dessa investigacdo € quantificar e visualizar o reparo 6sseo de um
defeito Osseo, tratado e ndo tratado por ultra-som de baixa intensidade, produzido na
tibia de ratos machos da ragca Wistar por broca odontoldgica de alta rotagdo, utilizando-

se microtomografia 3D por raio-X (uCT) por campo conico.
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4. MATERIAL E METODO

Nessa investigacdo foram utilizados 40 ratos machos da raca Whistar com peso
aproximado de 280g fornecidos pelo Biotério Central da UNESP de Araraquara. Um
defeito 6sseo cirdrgico no ter¢o proximal da tibia direita dos animais foi produzido por
uma broca odontolégica com alta rotagdo. Todos os procedimentos cirdrgicos foram
feitos seguindo os principios éticos da experimentacdo animal (COBEA, 1991) e as
normas para a pratica didatico-cientifica da dissec¢dao de animais (lei 6638/08 de maio
de 1979) sob anestesia geral e com condi¢des de assepsia padrao.

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais caracterizados pela utilizacdo ou
ndo utilizacio do tratamento do defeito por ultra-som pulsado de baixa intensidade (LIPUS,
30 mW/cm?) e pela duracio do experimento (Tabela 2). No grupo 1 o tratamento por ultra-
som teve a duracdo de 14 dias, 5 sessoes de tratamento por semana. No grupo 2 nao houve
tratamento por ultra-som e a duracao foi de 14 dias. No grupo 3 o tratamento por ultra-som
teve a duracdo de 21 dias, 5 sessdes de tratamento por semana. No grupo 4 nido houve
tratamento por ultra-som e a duracdo foi de 21 dias. Nos grupos 1 a 4 foram utilizados 10
animais para a avaliacdo por uCT. O defeito dsseo da tibia direita nos animais dos grupos
1 e 3 foram tratados com ultra-som de baixa intensidade utilizando-se o “estimulador
ultra-sonico de regeneracdo oOssea” construido no laboratério de eletronica do
Programa de Pds-graduacdo Bioengenharia da USP Sao Carlos. A avaliacdo por uCT
foi realizada através dos softwares NRecon, Dataviewer, CT-Analyzer e CT-Vol

fornecidos pelo fabricante do microtomégrafo (SkyScan, Bélgica).

Tabela 2 - Grupos Experimentais

Grupo Tratamento | Nao tratamento | Tratamento | Nao tratamento
Expérimental | por LJPUS por LJPUS por LJPUS por LJPUS
(14 dias) (14 dias) (21 dias) (21 dias)

X - - -

- X - -

- - X -

AN =

- - - X
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4.1 Cirurgia dos Animais

Aos animais foi administrado uma mistura de 0,1ml do anestésico cloridrato de
cetamina (Ketamina ou Ketamin) e 0,1ml do relaxante muscular cloridrato de xilazina
(Rompun) para cada 100g de massa corporal. O local da cirurgia foi submetido a
tricotomia pré-operatéria (Fig. 21) e higieniza¢do com solug@o iodada. Com o auxilio de
um bisturi (Fig. 22) o terco médio da tibia direita, logo abaixo do joelho, foi exposto
sem que causasse lesdes nos musculos e peridsteo (Fig. 23), sendo estes afastados com

os instrumentos cirdrgicos e reaproximados apds o procedimento da osteotomia.

Para a realizacdo dos defeitos dsseos foi utilizado um aparelho da marca Driller K
(modelo BLM600 plus), com caneta de alta rotacdo e fresa de 1 mm de diametro, 690

rpm e uso de irrigacdo com soro fisioldgico para ndo causar queimaduras nos tecidos.

Fig. 23 - Separacdo dos musculos com auxilio do bisturi
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Fig. 24 - Exposicdo do ter¢o médio da tibia

Uma fissura transversal no platd da tibia na direcdo medial de aproximadamente 5
mm de comprimento e Imm de profundidade foi realizada a aproximadamente 8 mm da
regido distal do joelho.

O modelo de defeito 6sseo foi descrito por Lirani (2005) em estudo comparativo dos
efeitos do ultra-som e do laser de baixa intensidade no reparo dsseo de tibia de ratos. O
uso da broca odontolégica acoplada a um motor de alta rotacdo para a producdo do
defeito na tibia direita é mostrado na fig.24. Na fig.25 observa-se o defeito 6sseo

produzido na tibia. A sutura da incisdo na pele serd realizada com fio de seda.

Fig. 25 - Uso da broca odontoldgica para a producao do defeito 6sseo
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Fig. 26 - Fissura transversal no plat6 da tibia
4.2 Tratamento por Ultra-som

O defeito 6sseo na tibia direita dos animais dos grupos 1 e 3 foi tratado com ultra-
som de baixa intensidade (30 mW/cmz, 1,5MHz de freqiiéncia fundamental, 1KHz de
freqliéncia de repeticio e 200us de largura de pulso) em 10 sessdes e 15 sessdes
respectivamente de 20 minutos a partir do terceiro dia pds-cirirgico, 5 vezes por
semana. No equipamento “estimulador ultra-sonico de regeneracdo ossea” (Fig. 26)
foram realizadas dosimetrias regulares nos laboratérios do Programa de Pés-Graduagao
Interunidades Bioengenharia — USP em Sao Carlos utilizando-se uma balanga de
radiacdo acustica Ultrasound Power Meter UPM-DT-1 da Ohmic Instruments (EUA),

figura 27.

Fig. 27 - Estimulador Ultra-Sénico da Regeneracio Ossea
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Fig. 28 - Dosimetro de ultra-som utilizando o principio de
balanca de radiacdo acustica

Durante o tratamento por ultra-som os animais foram imobilizados por um
dispositivo mostrado na figura 28 que apresenta furos para a respiracdo do animal. O
seu uso evita o uso de anestésico durante o tratamento. Os animais dos grupos 2 e 4
(controles) foram submetidos as mesmas cirurgias mas ndo receberam qualquer

tratamento, sendo mantidos no Biotério por 14 e 21 dias respectivamente.
Os animais do grupo 1 e 3 apds receberem o tratamento, e os animais do grupo 2 e
4 ap6s completarem os dias para controle, foram sacrificados por overdose de Ketamin
e Ronpun (0,7 ml de cada). As tibias direita foram retiradas e mantidas em congelador

doméstico até serem utilizados para a avaliagdo do reparo 6sseo.

Fig.29 - Dispositivo de imobilizacdo animal para o tratamento por ultra-som
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4.3 Quantificacao do Reparo Osseo por Microtomografia 3D

A avaliagdo do reparo do defeito 6sseo nas tibias por uCT foi realizada na
Embrapa Instrumentacdo Agropecudria (Sdo Carlos — SP) utilizando-se o
microtomégrafo modelo 1172 (Skyscan, Bélgica) e os softwares NRecon, Dataviewer,
CT-Analyzer e CT-Vol fornecidos pelo fabricante do microtomégrafo. Uma imagem do
microtomdgrafo, modelo 1172 (SkyScan, Bélgica), é mostrada na Figura 29. A

avaliacdo compreendeu as seguintes etapas (MILANETTI, 2010):

Fig. 30 - Microtomégrafo por raio-X de alta resoluc@o (SkyScan 1172, Bélgica)

Etapa 1: Calibracdao da medida da densidade mineral 6éssea em phantons

Phantoms cuja composi¢ao quimica mineral é a mesma do tecido 6sseo foram
escaneados por microtomografia. Esses phantoms sdo comercialmente disponiveis,
foram importados do fabricante do microtomdgrafo, possuem geometria cilindrica
(Figura 30) e as seguintes caracteristicas:
Propriedades Quimicas e Fisicas:
- Concentracgdo: 0,25 g/cm3 ou 0,75 g/cm3
Ca;o(PO4)s(OH),: 97 — 98%
Cay(P207): 2%
Caz(POy4)2: 1%
- Peso molecular: 1,004
- Solubilidade: insoldvel em 4gua, meio neutro ou alcalino. Solivel em meio com pH
<5.5

Geometria: cilindros com didmetro de 2 ou 4 mm.



Material e Método | 48

Fig. 31 - Phantoms de hidroxiapatita com diametro de 4 mm e concentracao
de 0.25g/cm3 (A) e 0.75g/cm3 (B)
Os seguintes procedimentos foram utilizados na calibracio (MILANETTI,

2010):

a) Escaneamento microtomografico dos phantons com os seguintes parametros:
fonte de raio-X operando com 89KV e 112uA, filtro de aluminio de 0,5mm de
espessura, rotagio de 180° com incremento angular de 0,4°, aquisi¢io com cAmara

CCD de 10Mp de 8 projecdes radiogréficas em cada rotacdo e resolucdo de 4,43 um.

b) Reconstrucao microtomogréfica dos phantons pelo software NRecon utilizando-

se o algoritimo de Feldkamp (1984).

c) Visualizacdo da reconstru¢do microtomografica 2D do phantom. A Figura 31
mostra a reconstrucdo do phantom com O.75g/cm3 de hidroxiapatita utilizando-se o
software CT-Analyzer. Na janela superior a esquerda observa-se a imagem de uma das
projecdes do phantom obtida durante o processo de escaneamento. A linha horizontal
vermelha indica a sec¢do transversal do phantom que estd sendo mostrada na janela
inferior. A janela superior a direita lista os arquivos imagens das reconstrugdes 2D das

seccoes transversais do phantom.
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Fig. 32 - Projecdo e secg¢ao transversal do phantom com concentragdo de
0,75 g/em’ de hidroxiapatita
d) Determinacdo do volume de interesse (VOI) do phantom para o célculo do
coeficiente médio de atenuacdo linear. A linha vermelha delimita a sec¢do transversal
inferior (Figura 32) e superior (Figura 33) da VOI. Foram selecionadas 100 sec¢des

transversais.
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Fig. 33 - Determinacdo da sec¢do transversal inferior da VOI (linha vermelha) do
phantom com concentracio 0,75 g/cm’
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Fig. 34 - Determinagdo da secc¢do transversal superior da VOI (linha vermelha) do
phantom com concentracio 0,75 g/cm’
e) Determinacao da regido de interesse (ROI) de cada seccao transversal da VOI do
phantom. Na figura 34 o circulo vermelho com didmetro ligeiramente inferior ao do
phantom foi superposto a sec¢do transversal. A superposicdo das duas imagens aparece

na Figura 35 sendo a ROI a regido compreendida pelo circulo de menor didmetro.

File View Image Projection Region of Interest Help
s> B@E-0E 4@0 W RS $0E Elasa 0@
g *|[@8 Riawimages| @ Fegions o interest
- File name ROI type = (=)
£ phanton_076_16 7um_al ﬁheuecnsas bmp Interpalated 0N
£+ phanton_075_16, 7pm_al filer_rec0844 bmp Interpolated ROI
£} phanton_075_16.7pm_al fiter_rec0643 bmp Interpolated ROI 1l
5 | £ phanton_076_16 Fum_al fter_rec0842 bmp Interpalated FOI [
£} phanton_075_16,7um_al iter_rec0841.bmp Interpalated ROI
£} phanton_075_16,7pm_al fter_rec0640.bmp Interpolated ROI
|5 | @ phanton_075_16 7um_s| fiter, s bmp Found ROI
£ | £F phanton_075_18.7um_al fiter_r 1ec0638 b Interpalated ROI L
a P (IO Y. 1) al
. Falette
© [Drigina -
Ot 261 X361 (mm) Q6% & 207/207
=
- g 18:35
PT o @ [mr
L

Fig. 35 - Escolha da regido de interesse (ROI) na sec¢do transversal do phantom com
concentracdo 0,75 g/cm3
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Fig. 36 - Superposi¢do da regido de interesse (ROI) na sec¢do transversal do phantom
com concentragao 0,75 g/cm3
f) Binarizacdo das imagens da VOI utilizando-se um threshold (Fig. 36) dos tons
de cinza para determinacdo do valor médio dos coeficientes de atenuacao dos voxels da

VOL. Para o phantom de maior concentracdo este valor é 0.02253 cm™.
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Fig. 37 - Binarizacdo dos tons de cinza para célculo do valor médio
do coeficiente de atenuacao

2) Os procedimentos anteriores foram repetidos para o phantom de menor

concentracdo. O valor médio do coeficiente de atenuacdo medido para este phantom foi
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0.01070 cm™. A relacdo linear entre BMD e o coeficiente de atenuacdo resulta na
equacdo de conversdo de valores de coeficiente de atenuagdo para BMD (Equacio 3)
que € determinada utilizando-se as concentra¢Oes de hidroxiapatita (0,25 e 0,75 g/cm3 )
e os respectivos valores médios dos coeficientes de atenuacdo (0.01070 e 0.02253 cm™)

dos phantons.

Coeficiente de Atenuacio —0.004785
0.02366

BMD = (g/em’)  (3)

A BMD de um calo 6sseo € determinada através da equacdo 3 desde que se
conheca o seu coeficiente médio de atenuacdo que € medido utilizando-se as

reconstrugdes microtomograficas das tibias direitas, conforme descrito na etapa 2.

Etapa 2: Utilizacdo da reconstrucdo microtomografrica 2D da tibia direita para a
segmentacdo do calo 6sseo formado no reparo do defeito e medida dos parametros
volume total (TV), volume de osso mineralizado (BV) e densidade mineral (BMD) do

calo dsseo.

Os seguintes procedimentos foram utilizados para a segmentacao do calo dsseo e

medida dos parametros acima descritos:

A avaliacdo do reparo do defeito 6sseo nas tibias por uCT foi realizada na
Embrapa Instrumentacdo Agropecudria (Sao Carlos — SP) utilizando-se o
microtomoégrafo modelo 1172 (Skyscan, Bélgica) e os softwares NRecon, Dataviewer,
CT-Analyzer e CT-Vol fornecidos pelo fabricante do microtomégrafo, compreendendo

as seguintes etapas:

a) Escaneamento microtomografico das tibias excisadas com os seguintes
parametros: fonte de raio-X operando com 89KV e 112uA, filtro de aluminio de 0,5mm
de espessura, rotagdo de 180° com incremento angular de 0,4°, aquisi¢do com ciAmara

CCD de 10Mp, 8 projecoes radiograficas em cada rotacao e resolucao de 4,43um.

b) Reconstrucdo microtomogréfica das tibias pelo software NRecon utilizando-se o

algoritimo de Feldkamp (1984).
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c) Visualizacdo coronal, transversal e sagital de reconstru¢des microtomograficas

das tibias através do software Dataviewer.

d) Sele¢ao de uma VOI nas tibias contendo o calo dsseo utilizando-se o software
CT-Analyzer. Foram selecionadas as secc¢des transversais contendo o defeito Gsseo
(regido entre as areas verdes da figuras 37 a 39) adotando-se o critério de escolha de
uma a cada quatro secgdes transversais contidas nesta regido. Este critério de escolha
teve o objetivo de acelerar todos os procedimentos computacionais realizados pelos
softwares CT-Analyzer e Dataviewer pois utilizaram um nimero menor de seccdes. A
figura 40 mostra a sec¢do central da VOI acima descrita contendo o tecido de reparo do

defeito 6sseo no 14° dia pds-cirdrgico.
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Fig. 38 - Escolha da se¢do transversal proximal da VOI para uma amostra
de 14 dias do grupo controle
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Fig 39 - Escolha da se¢do transversal media da VOI para uma amostra
de 14 dias do grupo controle
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Fig 40 - Escolha da se¢do transversal distal da VOI para uma amostra
de 14 dias do grupo controle
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Fig. 41 - Seccdo transversal contendo o tecido de reparo do defeito dsseo
no 140 dia pds-cirtrgico

e) Escolha de uma ROI com formato irregular em cada sec¢ao transversal da VOI
contendo o tecido 6sseo neoformado. A Figura 41 exemplifica a ROI da secgdo
transversal mostrada na figura 40. O software gera automaticamente uma ROI com as

mesmas caracteristicas da secao descrita em todas as secdes da VOI.
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Fig, 42 - ROI de uma secao transversal da VOI onde ha presenca do calo 6sseo
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f) Separacdo e visualizacdo 2D do tecido de repacro Osseo nas reconstrugoes
microtomograficas de cada tibia através do software CT-Analyzer. utilizando um
algoritimo de processamento de imagem com os seguintes procedimentos: a)
thresholding para binarizagdo das reconstru¢des microtomograficas; b) delimitacdo da
regido de interesse contendo o tecido de reparo e o tecido adjacente; c¢) separacdo do
tecido de reparo do tecido adjacente com operacdes morfolégicas de abertura e
fechamento; d) segmentacio do tecido de reparo na regido de interesse. Os

procedimentos de binariza¢do e segmentacao sao mostrados nas figuras 42 a 44.
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Fig. 44 - Imagem de uma secdo transversal da VOI antes da segmentacdo
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Fig. 45 - Imagem do tecido neoformado (a,d) na secao transversal da VOI (b,c)
mostrada na figura 43 depois da segmentacao

g) Medida dos parametros TV e BV do calo dsseo utilizando-se o plug-in 3D
Analysis do software CT-Analyzer.

h) Medida da BMD do calo 6sseo utilizando-se o plug-in Histogram do software
CT-Analyzer. Esse plug-in calcula o valor médio do coeficiente de atenuacdo do calo

dsseo e utiliza a Equacdo 3 para o calculo da BMD.

1) Visualizacao 3D do calo 6sseo das tibias através do software CT-Vol.
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4.4. Analise Estatistica

A reparacdo Ossea do defeito na tibia tratado por ultra-som de baixa intensidade foi
comparada com a da tibia ndo tratado por ultra-som de baixa intensidade por meio de
andlise estatistica dos parametros volume do calo mineralizado/volume total do calo
osseo (BV/TV) e densidade mineral dssea do calo (BMD) pelo método t-student para

observagdes independentes (2 grupos)., com o seguinte procedimento:

a) Escolha do nivel de significancia desejado (probabilidade para hipétese nula),
() = 0,05
b) Calculo da média de cada grupo experimental pela equagdo (4):
= Z?zlxi
¥ === 4)
c) Calculo da variancia de cada grupo experimental pela equagao (5):
2 _ Z?=1(xi—f)2
§° === (5)
d) Célculo da variancia ponderada pela equacdo (6) seno n; € o nimero de

elementos do grupo 1 e n, o nimero de elementos do grupo 2:

2 _ (n—1)s1%+ (n;—1)s3

o ni+ny,—2 (6)
e) Valor de t pela equagdo (7):
Rp—%q
t = —— (7)
(g

O valor calculado de t foi 0,5657323. Para o= 0,5, 12 graus de liberdade e N=7
o valor tabelado de tip=2,18 e p=0,291 Se t > t,, as médias das amostras ndo sdo iguais
e existe diferenca entre as amostras e se t < ty, as médias das amostras sdo iguais.
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5. RESULTADOS
5.1 Visualizaciio 2D do Reparo Osseo

O software Dataviewer foi utilizado para a visualizacdo das reconstrucdes
microtomogréficas das tibias direita dos ratos através dos planos transversal (A), sagital

(B) e coronal (C).

As figuras 45 a 48 mostram as reconstru¢cdes microtomograficas do reparo 0sseo de
animais de cada grupo experimental. Observa-se o reparo do defeito dsseo nos grupos 1

e 2 e nos grupos 3 e 4 a completa cicatriza¢ao dssea e a auséncia de calo.

Fig. 46 - Reparo 6sseo da tibia de animal do grupo experimental 1 (14 dias em
tratamento), vista transversal (A), sagital (B) e coronal (C)



Resultados | 60

Fig. 47 - Reparo 6sseo da tibia de animal do grupo experimental 2 (14 dias sem
tratamento), vista transversal (A), sagital (B) e coronal (C)

Fig. 48 - Reparo 6sseo da tibia de animal do grupo experimental 3 (21 dias em
tratamento, vista transversal (A), sagital (B) e coronal (C)
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Fig. 49 - Reparo 6sseo da tibia de animal do grupo experimental 3 (21 dias sem
tratamento), vista transversal (A), sagital (B) e coronal (C)

5.2 Visualizaciio 3D do Reparo Osseo

As figuras 49 e 50 exemplificam a visualiza¢do 3D do calo dsseo em uma tibia
do grupo experimental 1 (com tratamento — 14 dias) e 2 (sem tratamento — 14 dias),

respectivamente.

Fig. 50 - Visualizacdo 3D de um calo 6sseo de tibia tratada por ultra-som
durante 14 dias
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Fig. 51 - Visualizacdo 3D de um calo 6sseo de tibia ndo tratada por ultra-som
durante 14 dias

5.3 Quantificacao do calo 6sseo
Através do software CTanalyser foram obtidos os valores dos seguintes parametros:
e  Volume total (TV)
e Volume do calo mineralizado (BV)
e Relagdo entre volume do calo mineralizado e volume total (BV/TV)
¢ Densidade mineral 6ssea (BMD)

Os resultados estdo descritos nas tabelas 3 e 4.As figuras 51 a 56 mostram os valores

de TV, BV, BMD e os resultados da relacao BV/TV dos grupos 1 e 2.
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Tabela 3 - Parametros morfométricos do tecido neoformado
no grupo experimental com tratamento por ultra-som de 14 dias (grupo 1)

Amostras TV (mm3) BV (mm3) BV/TV (%) BMD(g/cm?3)

1 2,79 1,30 46,58 0,22
2 2,16 0,95 44,01 0,22
3 3,80 2,01 53,04 0,29
4 1,62 0,92 56,99 0,25
5 2,29 1,28 55,83 0,27
6 2,19 1,17 53,58 0,27
7 3,20 1,83 57,37 0,27
8 Fratura consolidada
9 Fratura consolidada

Média 2,58 1,35 52,49 0,26

TV= volume do calo 6sseo, BV= volume do calo ésseo mineralizado, BV/TV= volume do calo
mineralizado/volume total do calo 6sseo, BMD= demsidade mineral 6ssea do calo 6sseo, mm3=
milimetros ctibicos,%= por cento, g/cm3= gramas por centimetro cibico

Tabela 4 - Parametros morfométricos do tecido neoformado no grupo experimental sem
tratamento por ultra-som durante 14 dias (grupo 2)

Amostras TV (mm3) BV (mm3) BV/TV (%) BMD(g/cm?3)

1 2,29 1,29 56,62 0,31
2 2,24 1,20 53,45 0,29
3 1,18 0,59 50,52 0,28
4 1,31 0,71 54,13 0,29
5 1,80 0,78 43,36 0,27
6 1,45 0,70 48,64 0,24
7 2,11 1,00 47,73 0,28
8 Fratura consolidada
9 Fratura ndo consolidada

Média 1,77 0,9 50,64 0,28
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Fig. 52 - Percentual de volume 6sseo mineralizado no calo das amostras
do grupo experimental 1
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Fig.53 - Percentual de volume dsseo mineralizado no calo das amostras
do grupo experimental 2
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Fig.54 - Densidade mineral volumétrica do calo das amostras
do grupo experimental 1
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Fig. 55 - Densidade mineral volumétrica do calo das amostras do grupo experimenal 2
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Fig. 56 - Valor médio da relagdo BV/TV dos grupos experimetais 1 e 2
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Fig. 57 - Valor médio da densidade mineral ¢ssea volumétrica dos

grupos experimentais 1 e 2
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6. DISCUSSAO

O uso da tecnologia de microtomografia nessa investigacdo foi muito gratificante.
Os softwares NRecon, CTanalyser, CTvol e Dataviewer fornecidos pelo fabricante do
microtomégrafo (SkyScan, Bélgica) demonstraram ser muito eficientes para o propdsito
a que foram desenvolvidos. O NRecon, instalado nos computadores da EMBRAPA —
Instrumentacdo Agropecudria (Sao Carlos — SP), utilizou o algoritmo de Felkdcamp
para obtencdo das reconstrucdes microtomograficas. O Dataviewer permitiu visualizar
com rapidez as imagens das secOes transversais, sagitais e coronais das amostras dsseas
contendo o defeito 6sseo produzido nas tibias dos animais. O software permite também
a geracao de VOI em qualquer uma dessas orientacdoes anatdmicas. O CTanalyser
realiza com rapidez a visualizagdo das imagens tranversais e a andlise morfométrica de
diversos parametros microestruturais ainda que nessa investigacdo foram quantificados
apenas os parametros BV, TV, BV/TV e BMD. Este software disponibiliza vérios plug-
ins de processamento de imagens (thresholding, despeckle, ROI shrink wrap,
morpholical operations, bitwise operations, 3D model, histograms, save bitmaps) sendo
que a maioria deles foi utilizada nessa investiga¢do ao ser desenvolver o algoritmo de
processamento das imagens com a colaboracdo do cientista de aplicagdes da SkyScan,
Dr. Phil Salmon. O CTvol apresenta varios recursos, incluindo a geracao de arquivos de
videos, para a visualizacdo 3D das amostras em andlise. As potencialidades dessa
técnica de caracterizacdo de materiais sdo enormes e a utilizagdo dos recursos desses
softwares deve ser incentivada, sugerindo que novas investigagdes facam o uso da
mesma com a inten¢do de formar profissionais com essa habilidade para a
caracterizacdo de materiais bioldgicos e de engenharia. A possibilidade de visualiza¢ao
microestrutural através do uCT € extremamente ttil como ferramenta de investigacdo na
area de saude e bioengenharia (tecnologias medicamentosas, invasivas ou ndo invasivas

de reparo dsseo, implantes odontolégicos, ...).

A tecnologia do pCT nasceu nos anos 80 como ferramenta extremamente necessdria
para as investigacOes sobre caracterizacdo da qualidade O6ssea e estd sendo
mundialmente utilizada, particularmente pelos laboratérios lideres nessa drea de
investigacdo com sede nos EUA e na Europa. A disponibilidade desse equipamento em
Sdo Carlos é motivo de grande satisfagdo para os pesquisadores interessados na

caracterizacdo microestrutural de materiais biol6gios ou compdsitos utilizados em

engenharia.
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As imagens das secdes transversais do reparo dsseo na tibia dos animais dos
subgrupos experimentais 1 a 4 utilizando os softwares Dataviewer ou CTanalyser,
mostram a presenca do calo 6sseo nos grupos experimentais 1 e 2 e a consolidacdo do
reparo 6sseo nos grupos experimentais 3 e 4. A consolidacdo Ossea nestes grupos
inviabilizou a quantificacdo morfométrica dos parametros BV, TV, BV/TV e BMD. A
existéncia do calo 6sseo nos grupos 1 e 2 permitiu o uso do software CTAnalyser para a
quantificagcdo morfométrica dos mesmos pardmetros e a visualizagdao 2D e 3D do calo
através do software CTvol. Na quantificacdo do calo foram analisadas as amostras 1 a 7
dos subgrupos experimentais 1 e 2, pois tanto as amostras 8 e 9 do subgrupo 1, e a
amostra 8 do sub grupo 2 apresentaram uma cicatrizagdo completa. A amostra 9 do
subgrupo 2 ndo apresentou reparo Osseo. Os valores médios dos parametros TV, BV,
BV/TV foram maiores nas tibias tratadas por ultra-som durante 14 dias. A média da
BMD foi ligeiramente maior nas tibias ndo tratadas por ultra-som durante dias. Nao
houve diferenca estatistica na comparacdo desses parametros entre esses grupos

experimentais.

Os resultados de experimentos animais e clinicos da tecnologia de tratamento de
fratura por ultra-som de baixa intensidade, nacionais e estrangeiros, relatados na revisao
de literatura, demonstram a eficiéncia dessa técnica ndo-invasiva de tratamento de
fratura mundialmente disponivel na clinica ortopédica e muito promissora para
aplicacdes em odontologia, reparo de tecidos moles e traumatologia ortopédica
veterindria. A metodologia utilizada na produgdo do defeito 6sseo pode ndo ter sido
adequada sugerindo que em futuras investigacdes seja substituida pela descrita por
Bonnarens e Einhorn (1984) que utiliza uma guilhotina para a produgdo de fraturas
transversas em fémur e estabilizacdo do foco de fratura com fio de Kirchner. A técnica
tem grande reprodutibilidade e o calo dsseo € exuberante (MORGAN et al., 2009) . O
baixo nimero amostral ndo parece ter tido influéncia nos resultados da andlise

estatistica, ainda que futuras investigacdes devam utilizar um niimero maior de animais.

As amostras do subgrupo 4 (21 dias sem tratamento por ultra-som) tiveram uma
consolidagdo completa aos 21 dias. Einhorn (2005) relata um periodo de 28 a 35 dias
para a existéncia de cartilagem e tecido dsseo neoformado utilizando-se em ratos o

modelo de fratura com guilhotina e fio de Kirchner.
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A escolha da ROI nessa investigacdo foi diferente da utilizada por Milanetti
(2010) que foi a primeira a utilizar o algoritmo aqui descrito de separagdo do 6sseo
neoformado do tecido adjacente. A ROI utilizada nessa investigagdo demonstrou ser
mais eficiente que a anteriormente descrita em publicacdo da mesma autora
(MILLANETTTI, 2010b) pois uma maior area do tecido cortical pré-existente nas secoes

transversais foi eliminada do processamento computacional.

Uma técnica de validacdo da metodologia de avaliagdo do reparo 6sseo descrita
nesta investigacdo precisa ser desenvolvida. A literatura mais recente sobre o uso de
uCT para a caracterizacdo de reparo nao descreve essa técnica (BAKKER et al., 2008;

BELLEVILLE et al., 2008; FREEMAN et al., 2009; MORGAN et al., 2009) .

Na segmentacdo do tecido de reparo Gsseo relativa ao subgrupo 1 observou-se
uma pequena perda de pixels possivelmente causada pelo procedimento de
thresholding. Esse procedimento é dependente de uma andlise visual pelo usudrio do
software CT-Analyzer para comparar as reconstru¢des microtomogréaficas e o resultado
da binarizagdo ao decidir sobre o intervalo de niveis de cinza que serdo utilizados no
procedimento. O algoritimo de processamento de imagem utilizado nessa investigacao
envolve procedimentos de thresholding, delimitacdo da regido de interesse e
segmentagdo do tecido de reparo do tecido adjacente que antecedem a implementacdo
da andlise morfométrica ou quantificacdo 3D do tecido de reparo. A andlise € realizada
pelo mesmo software apds a binarizacdo das imagens segmentadas para a quantificacio
de parametros como o volume e a densidade mineral volumétrica (andlise
morfométrica). Essa implementagdo € inerente ao processo em andamento no PPGIB-
USP de formacdo de pesquisadores brasileiros no uso da técnica de microtomografia e
de softwares a ela associados para a caracterizacdo do reparo ésseo em fraturas

experimentais. A otimizac¢do do algoritmo para a melhoria da segmentacdo do tecido

neoformado devera ser objetivo de outra investigacao.
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7.  CONCLUSAO

A técnica de micrtotomografia por raio X tem um enorme potencial a ser
utilizado na caracterizacdo de reparo 6sseo utilizando-se técnica invasiva ou nao-

invasivas de tratamento em modelos animais.

Nao foi observado diferencas estatisticas significantes nos parametros volume de
tecido 6sseo (TV), volume de reparo de tecido (BV), relagdo volume de tecido de reparo
e volume de tecido 6sseo (BV/TV) e densidade mineral 6ssea (BMD) medidos por
andlise morfométrica, utilizando-se microtomografia tri-dimensional por raio X no
reparo de defeito 6sseo produzido em tibias de rato por broca odontoldgica tratadas ou

ndo tratadas por ultra-som de baixa intensidade durante 14 ou 21 dias.
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