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Resumo. Este trabalho apresenta uma andlise da estrutura interna de amostras Osseas através da
técnica de microtomografia computadorizada 3D (3D—uTC). A compreensdo da estrutura 6ssea é
particularmente importante quando relacionada ao diagnostico de osteoporose, pois a mesma implica em
uma deterioracdo da arquitetura do tecido ésseo com conseqiente aumento da fragilidade e
susceptibilidade a fratura. Os ensaios foram realizados utilizando amostras dsseas de calcaneo humano e
fémur de rato Wistar, sendo que as microtomografias foram obtidas por meio de um sistema radiogréfico,
em tempo real, com um tubo de raios X microfocus. Com base nos principios da estereologia, foram
avaliados cinco parametros: a razao entre o volume de tecido 6sseo e o volume total da amostra, o
namero de trabéculas existente na amostra, a razdo entre a superficie éssea e o volume do osso, a
espessura das trabéculas e a separacao trabecular. As quantificacbes foram realizadas com o auxilio de
um programa especialmente desenvolvido para este propésito no Laboratério de Instrumentacdo Nuclear
(LIN) da COPPE - UFRJ. Este programa utiliza as reconstru¢cdes 3D como entrada e gera uma tabela de
dados contendo as quantificacdes desejadas. Os resultados das quantificacdes dos parametros avaliados
para a amostra de calcAneo humano sdo apresentados nas tabelas 1 e 2 e a sua visualizacdo
tridimensional esta ilustrada na Figura 5. Para a amostra de fémur de rato Wistar sdo apresentadas a
reconstrucéo 2D e a visualizacdo 3D nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Os resultados obtidos mostram
gue a microtomografica 3D por raios X € uma técnica que pode ser potencialmente utilizada para analise
de microestruturas ésseas.

Palavras chaves: osteoporose, 3D—uTC, 0sso trabecular, quantificagdo 6ssea, visualizacéo 3D.

Abstract. This work shows the analysis of the internal structure of the bones samples through 3D micro
tomography technique (3D—uTC). The comprehension of the bone structure is particularly important when
related to osteoporosis diagnosis because this implies in a deterioration of the trabecular bone
architecture, which increases the fragility and the possibility to have bone fractures. Two bone samples
(human calcaneous and Wistar rat femur) were used, and the method was a radiographic system in real
time with an X Ray microfocus tube. The quantifications parameters are based on stereological principles
and they are five: a bone volume fraction, trabecular number, the ratio between surface and bone volume,
the trabecular thickness and the trabecular separation. The quantifications were done with a program
developed especially for this purpose in Nuclear Instrumentation Laboratory - COPPE/UFRJ. This program
uses as input the 3D reconstructions images and generates a table with the quantifications. The results of
the human calcaneous quantifications are presented in tables 1 and 2, and the 3D reconstructions are
illustrated in Figure 5. The Figure 6 illustrate the 2D reconstructed image and the Figure 7 the 3D
visualization respectively of the Wistar femur sample. The obtained results show that the 3D-4TC is a
powerful technique that can be used to analyze bone microstructures.

Keywords: osteoporosis, 3D—uTC, trabecular bone, bone quantification, 3D visualization.

1. Introducao

Osteoporose é uma doenca do esqueleto

caracterizada por baixa massa Ossea e
deterioracdo da arquitetura do tecido, com
consequente  aumento da fragilidade e

susceptibilidade a fratura (Alves et al., 2000). A
arquitetura trabecular € composta de placas ou
bastdes interconectados (microestrutura ou forma
de distribuicdo do tecido no espaco), sendo um

importante fator na ocorréncia das fraturas devido
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a osteoporose (Kanis, 1994). 'Em idosos, observa-
se uma maior fragmentacdo 6ssea, fazendo com
gue sua resisténcia mecanica também diminua.
Esse decréscimo na resisténcia mecanica do 0sso
€ maior do que aquela esperada pela simples
perda da densidade 6ssea, uma vez que a mesma
€ acompanhada por mudancas estruturais que
também contribuem para a diminuicdo da
resisténcia 0ssea. Em muitos paises, observa-se
gue a incidéncia de fraturas nas mulheres é o
dobro que em relacdo aos homens.
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Os equipamentos de raios X podem ser
classificados de acordo com o didmetro do foco do
tubo de raios X. Em um sistema hospitalar
convencional a largura é da ordem de décimos de
milimetro, enquanto que em um sistema
microfocus é da ordem de poucas dezenas de
milimetro. O principal efeito causado pela extensao
do foco é o surgimento de penumbra, responséavel
pela perda de resolu¢cdo na imagem final. Logo,
para examinar objetos com estruturas muito
pequenas, como 0 0SsoO trabecular, € necessario
que o foco do tubo de raios X seja 0 menor
possivel, como no sistema microfocus (Rodrigues
et al., 1995). Este sistema vem sendo utilizado em
ensaios ndo evasivos, principalmente para
avaliagdo de microestruturas (Lima, 2002). Uma
outra vantagem do sistema microfocus é a
possibilidade de obter magnificagbes maiores que
as dos raios X convencionais, com um ganho
efetivo de resolucéo espacial.

Através da técnica de microtomografia
computadorizada por raios X em tempo real e de
conceitos de estereologia (Feldkamp et al., 1989),
realizou-se uma investigacdo da estrutura éssea
em amostra de calcAneo humano e de fémur de
rato Wistar.

2. Material e métodos

O sistema tomografico utilizado nesse estudo
(Figura 1) é composto por trés partes. A primeira
parte consiste de um tubo de raios X microfocus de
tamanho focal é de 60 um (+5%) cujas
especificacdes sao: janela de berilio com 0,5 mm
de espessura, alvo cilindrico de tungsténio, tensao
de operacdo variando de 40 a 160kV, corrente
elétrica com valores de 0,03 a 1,10 mA. A segunda
€ um sistema de manipulagdo com um
centralizador acoplado a um servo motor (braco
mecanico), que além de indicar a posigcao correta
do corpo de prova, ainda o movimenta vertical,
horizontal e longitudinalmente. A terceira € um
sistema de deteccdo que possui um tubo
intensificador de imagem (Thomson) com tela
fluoroscopica, acoplado a uma camara de video

tipo CCD.

Apés a captura das imagens radiograficas,
ocorrem trés processos: reconstrucéao,
quantificacdo dos pardmetros requeridos e

visualizag&o tridimensional.

onte de Raios X
ficrofocus

de
Imagem

% Suporles\Me canicos Mowveis

Figura 1. Sistema tomografico.
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A quantificacdo dos pardmetros da arquitetura
do osso trabecular pode ser realizada por técnicas
destrutivas, como a histomorfometria convencional,
ou nao-destrutivas, como a ressonancia magnética
e a microtomografia por raios X (Oliveira et al.,
2001).

Na quantificacdo histomorfométrica sao
utilizados cinco parametros para a caracterizagao
das estruturas Gsseas: a razado entre o volume do
tecido 6sseo e o volume total da amostra (BV/TV -
%), 0 numero de trabéculas dsseas por milimetro
de tecido, sendo também um indice que expressa
a densidade trabecular (TbN - 1/mm), a razéo
entre a medida da area superficial do 0sso e o0 seu
volume (BS/BV - %), a espessura trabecular (TbTh
- mm) e a separagdao trabecular (TbSp - mm).

A microtomografia pode ser considerada um
método alternativo capaz de fornecer as
informacdes volumétricas necessarias para a
execucdo dessa quantificacdo, através de um
processo ndo destrutivo da amostra éssea. Depois
do processo de reconstrucao, € possivel realizar a
quantificacdo em todos os tomogramas com o
auxilio de um programa desenvolvido no LIN
especialmente para essa finalidade. A Figura 2
mostra os passos utilizados pelo programa de
quantificacdo e a Figura 3 a interface do mesmao.

Tomogramas
Reconstruidos

Y

Processamento da Imagem
(Binarizagéo)

Y

Parametros
Computacionais

Figura 2.
guantificagdo.

Esquema representativo do processo de
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Figura 3. Interface do programa de quantificagdo juntamente
com um exemplo de reconstrucdo de uma amostra de fémur de
rato Wistar.



Para diferenciar o osso do restante do tecido,
deve-se binarizar a imagem. Esse processo,
mencionado na Figura 2, consiste na escolha de
um valor limiar para os pixels (“threshold”), que
sera aplicado a imagem. Todos os pixels cujos
valores forem maiores ou iguais aos do limiar
serdo convertidos em um valor denominado
saturado. Em uma imagem digital com resolucéo
de 8 bits, este valor saturado vale 255. De forma
analoga, todos os pixels com valores inferiores
aos do limiar serdo convertidos em 0. O resultado
€ uma imagem em preto e branco, onde a fase
branca corresponde ao tecido 6sseo e a fase preta
ao restante do tecido (ndo quantificado). Os
parédmetros obtidos dependem muito dos valores
de "threshold" utilizados nas imagens binarizadas
(Figura 4).

Figura 4. Exemplo de uma imagem binarizada.

2.1. Quantificacédo 2D

E possivel realizar quantificagdes 2D e/ou 3D.
A bidimensional realiza as quantificacdes
tomograma a tomograma, formando um conjunto
de planos paralelos entre si através da tomografia
3D, com a utilizag&o de feixe conico.

Com os tomogramas binarizados faz-se uma
relacdo com os pardmetros histomorfométricos,
onde séo utilizadas informac¢des sobre pontos
brancos e pretos da imagem, tal como esta
apresentado nas equacdes (1) e (2):

BV/TV=Pp 1)
TbN=PI 2)
Onde:

Pp é a fracdo de pontos que se encontram dentro
do 0sso0;

Pl é o numero de interse¢Bes de linhas de teste
com a interface entre tecido "mole" e osso, dividido
pelo comprimento total de linhas de teste.

Nesse tipo de quantificacdo, a partir dos
pardmetros primarios Pp e Pl, os demais
pardmetros podem ser obtidos seguindo-se as
equacbes (1), (2), (3), (4) e (5) (Parfit et al., 1987).
Portanto, ndo ha informagao individual de BV, BS e
TV.

TbTh = 2 / (BS/BV) 3)

TN = (BV/TV) / ThTh (4)
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TbSp = (1/TbN) — ThTh (5)

2.2. Quantificacdo 3D

A segunda forma de célculo (3D) é realizada
através da representagdo do volume da
microestrutura por voxels (ou pixels
tridimensionais). O uso de modelos pré-
configurados de voxels facilita o calculo das areas
e dos volumes (Oliveira et al, 2003). Os
parédmetros primarios na quantificacdo 3D sdo BS,
BV e TV. A superficie e o volume totais séo
contabilizados diretamente da microestrutura,
somando-se as areas e os volumes de cada
modelo encontrado no volume de dados. A partir
do valor da superficie total (BS), do volume total da
fase de interesse (BV), e do volume total da
amostra (TV - total de voxels do volume de dados)
podem-se calcular os demais pardmetros seguindo
as relacbes apresentadas nas equacgbes
anteriores.

Para a andlise das estruturas Osseas foram
feitas tomografias nas seguintes condicdes: a
disténcia utilizada entre a fonte de raios X e a
amostra foi de 147mm e de 978mm entre a
amostra e o intensificador de imagem, o que
corresponde a um fator de magnificagéo de 7,7. O
valor de "threshold" utilizado foi de 92 (toda a
escala é 255). Foram adquiridas 360 projecdes
obtidas a cada 2° de rotacdo da amostra. A
reconstrucdo digital bidimensional das sec¢des
transversais do corpo de prova baseado no
algoritmo criado por (Feldkamp et al.,, 1997). A
primeira amostra foi retirada de calcdneo humano
limpo e desidratado proveniente de um cadaver
com idade desconhecida. A empresa OrthoLogic
Corporation, apds o uso em outros estudos (Alves,
1996), doou e aprovou a sua utilizacdo em ensaios
posteriores. A segunda foi doada pelo Instituto de
Nutricdo da UFRJ, e a utlizacdo do fémur de
animal foi aprovada pela comissdo de ética da
referida Universidade.

3. Resultados e discusséo

Para a amostra de calcdneo humano, os
resultados das quantificagBes sdo os apresentados
nas Tabelas 1 e 2 e a visualizag&o tridimensional
na Figura 5.

Os resultados das quantificagcbes através das
técnicas 2D e 3D nédo apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa, quando aplicado o
teste t com o=0,05 e possuem uma alta
correlagdo r=0,9885. O método de quantificacao
2D é baseado na contagem dos pixels brancos
contidos na microestrutura e nas suas bordas,
sendo aplicado a todas as sec¢bes. A segunda
forma de calculo, o método 3D, é realizada através
da representagéo do volume da microestrutura por
voxels. As andlises baseadas na técnica 2D
dependem muito das imagens escolhidas para a
extracdo dos parametros, tornando o método
problemético. Se a amostra possui uma
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microestrutura que ndo seja homogénea ao longo
das secdes, os resultados podem conduzir a uma
falsa conclusdo. Quando a histomorfometria é
aplicada a uma amostra biolégica real (nado
simulada ou pré-fabricada), observa-se uma
grande variagdo dos valores dos parametros
quantificados ao longo das secdes. Basear-se
numa média dos valores pode ndo ser a melhor
solucdo. A tomografia tridimensional fornece toda a
informacdo espacial necessaria para que o0s
pardmetros espaciais BV/TV e BS/BV sejam
calculados diretamente do volume de dados,
fazendo com que seus valores se ajustem melhor
a morfologia da amostra. Este método difere do
primeiro ao se ajustar melhor a morfologia da fase
de interesse, representando melhor os contornos
da superficie e, por conseguinte, do volume.

A gualidade da visualizacdo estéd diretamente
ligada ao processo de aquisi¢do, pois a separagao
dos diversos objetos dentro da reconstrucao
depende da qualidade da radiacéo e da resolucéo
do sistema.

Tabela 1: Resultados das quantificagbes 2D obtidos para a
amostra de calcaneo humano.

Parametros Unidades 2D
BV/TV (%) 9,0
BS/BV (mm*mm’®) 41,7
Tb.Th (mm) 0,048
Th.N (mm™) 1,9
Th.Sp (mm) 0,5

Tabela 2: Resultados das quantificacbes 3D obtidos para a
amostra de calcdneo humano.

Parametros Unidades 3D
TV (mm?) 2,26
BV (mm®) 16,5
BS (mm?) 335,1
BVITV (%) 7.3
BS/BV (mm’mm’) 20,3
Tb.Th (mm) 0,098
Tb.N (mm™) 0,7
Th.Sp (mm) 1,3

Figura 5. Visualizacéo tridimensional da amostra de calcaneo
humano.

2009 © Associac¢do Brasileira de Fisica Médica

Como pode ser visualizada nas Figuras 6 e 7,
a estrutura 6ssea da cabeca do fémur de rato
Wistar é extremamente complexa e irregular em
seu formato, sendo necessario um estudo
cuidadoso da regido a ser quantificada. Com isso,
ndo houve uma quantificacédo eficaz. A escolha da
regido a ser quantificada se torna dificil, uma vez
gue hd uma grande area com pontos pretos (ndo
pertencentes a imagem), fornecendo uma falsa
guantificacdo. Esse problema esta sendo estudado
e o0 programa de quantificacdo implementado para
que seja possivel a solucdo dessa questdo. A
reconstrucdo 2D e a visualizag&o tridimensional
dessa amostra mostram o poder de resolu¢do da
microtomografia computadorizada 3D para tal
estrutura.

Figura 6. Visualizagdo bidimensional da amostra de fémur
(cabeca) de rato Wistar, (a) regido trabecular, (b) regido da
cortical, (c) cartilagem.

Figura 7. Visualizag&o tridimensional da amostra de fémur de
rato Wistar. Regido em destaque representa a cabeca femoral.

4, Concluséao

A histomorfometria digital apresentada é capaz
de produzir os resultados desejados assim que a
imagem tomografica é introduzida no programa de
guantificacdo. Esse ultimo processo depende do
nivel de "threshold" utilizado pelo operador, o que
sugere um estudo para verificar seu valor 6timo.

A 3D-uCT mostrou ser uma técnica muito
eficaz para o estudo de estruturas complexas,
como a avaliagdo dos 0ssos porosos (calcaneo
humano e fémur de rato Wistar). Isso é
particularmente importante, pois esse tipo de
analise é muito complicado uma vez que o
didmetro trabecular em ratos (< 100pum) é menor
do que em humanos (=120 um). As visualiza¢cBes
3D auxiliam no entendimento da morfologia das
amostras  analisadas, ajudando a  obter



informacdes sobre as conexdes internas e a forma
de ligacdo das trabéculas. Com isso € possivel
fazer o levantamento de toda a estrutura
inspecionada e verificar caracteristicas basicas,
tais como espessura e volume trabecular dsseos, o
gue é especialmente relevante quando o interesse
esta voltado para o estudo de doencas que
envolvem arquitetura 6ssea, tal como a
osteoporose.
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