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Abstract: A new technique based on three-
dimensional x-ray microtomography has been
investigated in some laborotories in the USA and
Europe for the assessment of trabecular bone quality
and it was used in this study. A scientific exchange
between research institutions from the USA and
Brazil is on going with the aim of sharing knowledge
in this scientific field. As part of the results from this
exchange, this study describes a technique based on
the direct 3D analysis of human calcaneus samples to
measure morphologic indexes. The indexes values
from this study are close to the ones measured by
other investigators.
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Introducao

Um intercambio cientifico"*! iniciado em 1996 entre
laboratérios do Brasil (USP-Sao Carlos/EESC; USP-
Sdo Paulo/FM; UFRJ-COPPE/LIN) e dos EUA
(Marquette University / Biomedical Enginnering
Department; Zablocki Veterans Affairs Medical Center,
Milwaukee, WI) tem como objetivo criar no Brasil uma
infraestrutura para caracterizacdo da qualidade dssea
visando o aprimoramento do diagnéstico de
osteoporose, utilizando microtomografia 3D por raio-x.
A infraestrutura para gerar microtomografia 3D por
raio-x € disponivel no Brasil através do uso de fontes de
raio-X policrométicas (UFRJ/LIN, Laboratério de

Instrumentagdo Nuclear, Rio de Janeiro, RJ) ou
monocromaticas  (Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron-CNPq, Campinas, SP). No Brasil, no

entanto, hd uma caréncia de pesquisadores dedicados ao
desenvolvimento de programas para a quantificacdo da

qualidade 6ssea através de paridmetros morfolégicos
(histomorfometria), topoldégicos (conectividade) e de
anisotropia (direcionalidade) da arquitetura do o0sso
trabecular™*. Uma das conseqiiéncias do intercimbio
mencionado serd a utilizagdo de engenharia reversa de
programas[s] em coédigos de linguagem C para a
quantificagdo da qualidade dssea desenvolvidos nos
EUA (The Cleveland Clinic Foundation, Biomedical
Engineering Department, Cleveland, OH).

O procedimento padrdo para se investigar a estrutura
trabecular é baseado no uso de se¢des 2D extraidas de
biGpsias Gsseas. Indices histomorfométricos 3D sdo
obtidos de imagens 2D (histomorfometria convencional
ou reconstru¢des microtomograficas) através da medida
de indices morfolégicos primarios (BS - superficie
Ossea trabecular; BV - fracdo de volume 0sseo
trabecular; TV — volume da amostra o6ssea). Esses
indices sdo utilizados para o cdlculo de indices
histomorfométricos derivados utilizando-se conceitos de
estereologial®™® e assumindo-se um modelo estrutural
trabecular constante e composto apenas de placas
Osseas. A estrutura trabecular, no entanto, se altera
devido ao envelhecimento e doengas metabdlicas. Os
indices derivados calculados sdo: Tb.Th — espessura
trabecular; Tb.Sp — espessura das cavidades contendo
medula éssea; Tb.N — nimero de trabéculas por unidade
de comprimento.

Reconstrucdes tridimensionais permitem a medida
direta dos mesmos  indices  primdrios e
histomorfométricos. Estas medidas ndo sdo baseadas em
um modelo estrutural trabecular constante™'”' e incluem
a conectividade, o grau de anisotropia e o indice de
modelo estrutural (SMI), que é uma estimativa da
quantidade de placas e bastonetes presentes na estrutura
trabecular.
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A osteoporose € uma doenca do esqueleto
caracterizada por baixa massa dssea e deterioracdo da
arquitetura do tecido com conseqiiente aumento da
fragilidade e susceptibilidade a fratura. A incidéncia de
fraturas causada pela osteoporose € maior nas vértebras
lombares, na extremidade distal do radio/ulna e na
cabeca femural. A casuistica de fraturas nas mulheres é
o dobro da dos homens em muitos paises. A
Organizagdo Mundial de Satde define osteoporose a
partir da medida da densidade mineral éssea (DMO),
denominada de densitometria dssea.

A massa 6ssea explica no mdximo 65% da variagdo
na resisténcia dssea. A forma e distribui¢do do tecido
trabecular no espaco 3D (arquitetura Ossea) é
responsdvel por cerca de 30 a 50% da resisténcia
mecanica do osso. A arquitetura, quando quantificada
através da anisotropia do tecido (fabric), e incorporada
na analise da resisténcia Ossea, eleva o entendimento
daquela variagao'""'?].

O objetivo desse estudo foi o fortalecimento do
intercadmbio cientifico mencionado e a determinagio de
indices morfolégicos da estrutura trabecular de amostras
Osseas extraidas de calcineo humano, utilizando-se
microtomografia 3D por raio-X e algoritimos para a
medida direta desses indices no espaco 3D.

Materiais e Métodos

Amostras de osso trabecular foram extraidas de
calcaneo humano e mantidas em congelador até a
realizacio de microtomografia por raio-X. Foram
utilizadas 15 amostras de osso trabecular sem as
corticais Osseas e 8 amostras com as corticais Osseas
com comprimento entre 1.4 cm e 2.2cm e didmetro de
1.5 cm.

As figuras la e 1b mostram as imagens de duas
amostras extraidas do calcdneo, com e sem as corticais
dsseas, respectivamente.

Fig. 1 — (a) amostra #109; (b) amostra #10

As etapas da caracterizagdo das amostras sseas por
microtomografia 3D por raiox-X compreenderam: (a)
obten¢do das projecdes em microtémografo com fonte
microfoco de raio-x no ‘Zablocki Veterans Affairs
Medical Center, Pulmonary Physiology Group”,
(Milwaukee, WI, EUA). As projecdes da amostra dssea
sdo obtidas girando-se a amostra com incrementos de 1°
e com angulos variando de 1° a 360°. A média de 30

amostra em microcomputador com sistema operacional

Linux na “Marquette University, Department of
Biomedical Engineering” (Milwaukee, WI, EUA)
utilizando-se o algoritimo de Feldkamp'®); (c)

segmentacdo e reconstrucio 3D da amostra em
microcomputador com sistema operacional Windows
com o programa Analyze 5.0 (Mayo Clinic Foundation,
Biomedical Imaging Resource, Rochester, MN, EUA)
(14161, (¢) quantificagdo da estrutura trabecular das
amostras em microcomputador com sistema operacional
Linux utilizando-se algoritimos em linguagem C para a
medida direta dos indices morfoldgicos. Os algoritimos
foram desenvolvidos na “The Cleveland Clinic
Foundation, Lerner Research Institute, Department of
Biomedical Engineering” (Cleveland, OH, EUA).

As figuras 2a e 2b mostram o microtomégrafo por
raio-X. O microtomdgrafo é constituido de tubo de
raio-x com um foco de 3um (Fein-Focus FXE 100.50),
uma mesa com controles de precisdo dos movimentos
X,y,Zz € 6 da amostra, um intensificador de imagem com
uma apertura de 17.8 ou 23 cm (North American Imagin
AI-5830-HP) ¢ uma cimera CCD (Silicon Mountain
Design 1M15). O campo emitido pela fonte de raio-x é
conico.

(@) (b)
Fig. 2 — (a) Microtomégrafo (fonte de raio-X, mesa
controladora e intensificador de imagem; (b) amostra

6ssea na mesa controladora e fonte de raio-X.

A regido volumétrica de interesse (ROI) para a
medida dos indices morfolégicos foi inicialmente
programada para incluir toda a amostra éssea. A regido
utilizada, no entanto, foi cibica pois a medida de
conectividade e superficie dssea sdo enormemente
simplificados se um cubo ¢ utilizado e, assim sendo, os
demais parametros foram medidos utilizando-se a
mesma ROI. Uma outra razdo para o uso de uma regifo
cubica € que a amostra 6ssea é ndo uniforme nas suas
extremidades, comumente apresentando fraturas ou
amassamentos. Consequentemente, ¢ mais aconselhdvel
utilizar-se uma regido menor e nio todo o volume da
amostra. O volume da ROI foi mantido constante (0.72
cm®) para permitir a comparacio dos pardmetros
morfoldgicos. A resolugdo utilizada variou entre 39,23
um e 61,71 pum. Indices morfolégicos medidos no
espaco 3D sdo denotados por um asterisco. Os
seguintes indices foram medidos: (a) BS* (superficie
ossea), foi calculada usando o método de “Marching
Cubes” que triangulariza a superficie do tecido

mineralizado"”'®; (b) BV* (fragcdo de volume Gsseo),

projecdes foi obtida a cada incremento angular; (b) pre- foi calculado usando tetraedros corre[s]glondentes ao
processamento das projecdes e reconstrugdo 2D da volume relativo a superficie triangulada'”'; (c) TV*
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(volume total da amostra). Para comparar amostras com
tamanhos diferentes os indices normalizados BV*/TV*
e BS*/TV* sdo utilizados. A superficie dssea especifica
¢ BS*/BV*.; (c) Tb.Th* - a espessura média das
trabéculas foi determinada utilizando-se esferas cujo
diametro  deve preencher a estrutura trabecular,
conforme esquematizado na figura 3. A espessura média
de todos os voxels da amostra 6ssea é calculada para se
obter Tb.Th; (d) Tb.Sp* — € a espessura média das
cavidades que contem medula 6ssea. Utiliza-se o
mesmo principio da determinag@o de Tb.Th. nos voxels
que contém a medula dssea; (e) Tb.N* - é o inverso da
distancia média entre os eixos médios da estrutura
Ossea.

Fig. 3 — Desenho esquemdtico do principio da
determinacdo de Tb.Th em uma trabécula pelo método
direto.

Resultados
Na figura 3 sdo mostradas as reconstrucdes

tridimensionais de amostras de calcineo humano, com e
sem cortical éssea, respectivamente.

(a)

(b)
Fig. 3 — imagens 3D reconstruidas: (a) amostra
#109; (b) amostra #10.

Os intervalos de valores dos indices morfolégicos e
os coeficientes de correlacdo entre os indices, medidos
nas regides volumétricas de interesse das amostras de
calcineo humano, estdo descritos nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente.

Tabela 1 — Intervalo de Valores

Indice Neste estudo Outro Estudo®
Morfolégico ROI ctibica ROI ctibica

(8.9x89x89mm’) (4x4x4 mm’)

Tb.Th*(cm) 0,0174 - 0,0333 0,0102 - 0,0169

Tb.Sp*(cm) 0,0455 - 0,0968 0,0456 - 0,0982
Tb.N* (cm™) 7,7308 - 14,229 9,98 — 20,90

Tabela 2 — Coeficientes de Correlagdo 9

Indices Valores Valores de
Morfolégicos deste estudo  outro estudo™
Tb.Th* x BV(%)* 0,594 0,359
Tb.Sp* x BV(%)* 0,408 0,368
Tb.N* x BV(%)* 0.113 0,353
BS* x BV(%)* 0,353 -
(BS/BV)* x BV(%)* 0.349 -

Discussao

Os coeficientes de correlacdo (r?) entre os indices
morfolégicos e os valores obtidos dos indices Tb.Th*,
Tb.Sp* e Tb.N* no estudo aqui descrito estdo préximos
dos relatados na literatura®’. Essas medidas sio afetadas
por fatores como preparacdo e conservagdo das
amostras e segmentacio das reconstrugdes’. A
reconstrucdo 3D das ROIs das amostras, e a eventual
presenca de vazios dsseos nessas regides, contribuird
para um melhor entendimento dos valores obtidos.
Medidas de conectividade e anisotropia nas mesmas
ROIs estdio sendo realizadas e permitirdio uma
caracterizacdo mais ampla da qualidade dssea.

O uso de reconstru¢cdes 3D da microestrutura
trabecular em estudos in-vitro?'! e clinicos"*”!
demonstraram o  potencial do uso conjunto da
microtomografia 3D e da modelagem por elementos
finitos para a determinacdo da resisténcia mecanica e
para a investigacdo de novos critérios para a
determinagdo do risco de ocorréncia de fraturas
causadas pela osteoporose.

A simulacdo da propagacido do ultra-som em ROIs
de amostras Osseas com a utilizacdo de programas
comerciais®?! representa uma ferramenta poderosa
para se investigar o potencial da técnica de
ultrasonometria 6ssea em calcineo para o diagnéstico
de osteoporose.

O intercambio cientifico aqui descrito é essencial
para que se criar no Brasil uma infraestrutura capaz de
formar profissionais para o uso de novas técnicas de
caracterizacdo da qualidade dssea.
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