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Sabino LE. Avaliagdo da influéncia de diferentes parametros na analise por
microtomografia computadorizada (Micro CT) na doenca periodontal induzida em
ratos [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2017.

RESUMO

Trabalhos in vivo tém utilizado a microtomografia computadorizada para avaliar a
gualidade e quantidade de tecido 6sseo presente durante o desenvolvimento de
doenca periodontal induzida. No entanto, ainda ndo foram estudados quais 0s
melhores e mais confiaveis padrbes estabelecidos para o adequado uso da técnica
de Micro CT. O objetivo deste estudo foi avaliar a geracédo de artefatos e ruidos
durante o escaneamento de biopsias 60sseas bem como, analisar a influéncia de
diferentes parametros estabelecidos durante a mensuracdo de area e volume
0sseo, em modelo experimental de doenca periodontal induzida em ratos. Para
analise dos diferentes parametros de escaneamento com o Micro CT foram
utilizados 05 animais aleatoriamente selecionados e submetidos a insercdo de
ligaduras na regido subgengival dos segundos molares superiores. Apos o periodo
de 7 dias os animais foram eutanasiados e as bidpsias O0sseas escaneadas
utilizando resolucdes de 9 um e 18 um, com diferentes filtros: aluminio (0,2 mm, 0,5
mm e 1 mm) e cobre+aluminio (Cu 0,04 mm + Al 0,5 mm). Posteriormente foram
definidas duas regides de interesse (ROI's) ao redor dos segundos molares, de
modo que foi somente analisado o tecido 6sseo. ApOs determinacdo da &rea de
interesse, a quantidade de tecido 6sseo foi avaliada e quantificada por meio do
software CTAN, a partir de 5 valores de thresholds: 255-75, 255-80, 255-85, 255-70,
255-65. Quando diferentes tresholds foram analisados dentro de um mesmo filtro,
somente o filtro de Al 0,2 mm apresentou diferenca estatistica para todas

comparacdes (9 um e 18 um). Ja quando diferentes filtros foram comparados com o



mesmo treshold, apenas a comparacdo Al 0,2 mm x Cu + Al apresentou diferencas
estatisticas para todas as comparacgfes, com excecao para comparacdes entre Al
0,2 mm x Al 0,2 mm (treshold 255-65 com resolucdo de 18 um). Diante dos
resultados apresentados, conclui-se que, avancos e padronizacdes utilizadas em
analises microtomogréaficas para a avaliacdo de perda 6ssea em doenca periodontal
induzida devem ser realizadas com objetivo de maior fidelizagdo dos dados,
podendo serem assim, compativeis com outras andlises com avaliacdes

histomorfométricas.

Palavras-chave: Microtomografia por Raios-X. Doencas periodontais.

Osteogénese. Reabsorcao 0ssea.



Sabino LE. Evaluation of different parameters of the computerized
microtomography analysis in experimental periodontitis in rats [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017

ABSTRACT

In vivo studies have used a computerized microtomography (Micro CT) to
assess a quality and amount of tissue present in the development of induced
periodontal disease. However, have not yet studied which are the most
reliable standards established for the proper use of the Micro CT technique.
The objective of this study was to evaluate the generation of artifacts during
biopsy scanning, as well as the analysis of different parameters defined in an
area and bone volume measurement in an experimental model of periodontal
disease induced in rats. To analyze the different detection parameters of
microcomputers with selected animals and submitted to insertion of ligatures in
the subgingival region of the upper second molars. After the 7-day period the
animals were used as bone biopsies scanned using resolutions of 9 ym and
18 um, with different filters: aluminum (0.2 mm, 0.5 mm and 1 mm) and copper
+ aluminum (Cu 0 04 mm + 0.5 mm). Subsequently, two regions of interest
(ROI's) were defined around the second molars, in the way the bone tissue
was analyzed. After determining the area of interest, the amount of bone
tissue was evaluated and quantified using the CTAn software, from 5
threshold values: 255-75, 255-80, 255-85, 255-70, 255-65. When different
thresholds were analyzed within the same filter, only the 0.2 mm Al filter
presented statistical difference for all comparisons (9 ym and 18 um). Already
when the different filters with the same threshold were compared, it is only one

comparison Al 0.2 mm x Cu + Al presented statistical difference for all



comparisons, except for comparisons between Al 0.1 mm x 0.2 mm (threshold
255 - 65 with resolution of 18 pm). It was concluded that advances and
standardization in microtomographic analysis to evaluate bone loss in induced
periodontal disease should be performed with the objective of greater fidelity
of the data, thus being compatible with other analyzes with histomorphometric

evaluation.

Keywords: X-Ray Microtomography. Periodontal diseases. Osteogenesis,

Bone reabsorption.
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1 INTRODUCAO

O osso é um tecido conjuntivo altamente especializado que possui a
capacidade de se remodelar em diversas condi¢des, sejam elas patoldgicas,
funcionais ou regenerativas. Informacdes sobre as altera¢cées microestruturais
0sseas sdo de grande importancia no campo das pesquisas odontoldgicas e
biomédicas. (Kido et al.'#,2014).

A mensuracdo da quantidade e qualidade do tecido 6sseo pode ser
realizada por meio de diferentes técnicas, incluindo procedimentos
radiograficos, analises histolégicas, morfométricas e reacdes imuno-
histoquimicas (Pavone et al. 22 ,2014; Perussi 2! ,2012; Nociti & ,2002). No
entanto, além de permitir apenas uma avali¢do linear ou bidimensional (2D),
estas técnicas apresentam desvantagens como a destruicdo das amostras
teciduais, dificuldade na padronizagcao de inclusdo das amostras em parafina,
presenca de artefatos e dificuldade para estabelecer um padrdo radiografico
entre as imagens. (Basillais et al.! ,2007).

Para melhorar e complementar os resultados obtidos com os métodos
convencionais, a microtomografia computadorizada (Micro-CT) tem sido
utilizada para avaliacdo tridimensional (3D) dos tecidos duros (Hanson'!
,2004; Ritman?3,2011). Trata-se de uma técnica ndo destrutiva que permite a
reconstrucdo em 3D das imagens, possibilitando maior reprodutibilidade e
acuracia durante a avaliacdo de estruturas anisotropicas, como o0 tecido
0sseo. Associado a isso, com a andlise de Micro CT €& possivel obter

informagcdes sobre a geometria, porosidade, densidade mineral, area e
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volume dos ossos trabeculares e corticais (Basillais et al.! ,2007; Bouxsein 2
,2010; Davis ®,1996).

Inimeros estudos in vivo tém utilizado a microtomografia
computadorizada para mensurar a perda 0ssea alveolar durante o processo
de periodontite experimental em ratos (Park et al.?® ,2007; Liu'® ,2010;
Coimbra 4 ,2011). Em 2005, Wilensky et al.?” analisaram o volume de perda
0ssea alveolar em ratos submetidos a inducdo de doenca periodontal. Os
dados foram analisados pelos métodos histomorfométricos convencionais e
por Micro CT (uCT 40, Scanco Medical AG, Bassersdorf, Suica). Segundo os
autores, diferencas significantes entre os grupos controle (sem doenca) e
doenca experimental (injecdo de P. gingivalis) foram detectadas somente por
meio da andlise de Micro CT. O grupo de pesquisadores atribuiu a diferenca
entre os resultados a grande acuracia e sensibilidade da analise com o Micro
CT e as limitacbes da técnica histologica/histométrica. Outra vantagem
também relatada pelos autores neste estudo foi a necessidade de um menor
namero de animais para cada grupo experimental.

Trabalhos como os realizados por Uchiyama et al.?®> ,1997 e Miiller et
al.t” ,1997, também compararam a andalise histomorfométrica com o Micro CT
(Nittetsu Elex, Osaka, Japédo e pCT 40, Scanco Medical AG, Bassersdorf,
Suica, respectivamente). Em ambos os estudos houve alta correlacdo entre
as técnicas, no entanto, os autores relataram que a avaliacdo em 3D das
imagens mostrou maior precisdo e novas possibilidades de mensuracoes e
conhecimento das estruturas dos tecidos dsseos (Yeom 28,2008).

A técnica de Micro CT pode ainda ser utilizada para quantificar a

neoformagéo 0ssea em defeitos criticos confeccionados na regido de calota,
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Song 2* ,2014, avaliou a formacdo 6ssea ao redor de implantes durante os
estagios de osseointegracdo (Li °,2014; Finelle ® ,2015) e lesdes periapicais
(Kalatzis'®,2017). Devido ao uso crescente do Micro (Efeoglu® ,2017; Efeoglu
et al.’, 2009) hoje hd no mercado diferentes marcas e modelos de
microtomografos, o que resultou em diferentes softwares para escaneamento,
reconstrucdo e aquisicdo das imagens, bem como para sua andlise e
interpretagéo dos resultados obtidos. Deste modo, o grande desafio no uso da
Micro CT tem sido estabelecer os corretos padrbes para escaneamento e
tratamento das imagens, o que impossibilita que se obtenha o méaximo
desempenho do equipamento e dificulta a comparacdo dos achados entre
diferentes estudos.

Embora seja uma técnica promissora com inumeras aplicacdes,
diversos fatores podem influenciar a analise por Micro CT, e entre os mais
importantes estdo: resolucdo, distancia entre o objeto e a fonte de radiacao,
presenca de artefatos, uso de diferentes tipos de filtros e resolu¢cdes durante o
escaneamento da amostra, definicdo da regido de interesse (ROIl) e
adequado ajuste do threshold (Ding ¢ ,1999; Palacio 1°,2014).

Um dos poucos trabalhos desenvolvidos com o objetivo de avaliar a
influéncia de um desses parametros foi realizado por Chang et al.® ,2013.
Neste estudo in vivo, 0os autores avaliaram qual seria o método de definicdo
de tons de cinza (threshold) mais confidvel e compativel com a analise
histomorfométrica durante a avaliacdo da perda Ossea periodontal. Apds
analise dos resultados, os autores concluiram que diferentes thresholds

podem influenciar a correta quantificacdo de tecido 0sseo presente e que a
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maior correlagdo entre o Micro CT e analise histométrica foi obtida por meio
de um threshold definido pelos autores (local algorithm) (Chang et al.3 ,2013).

Com a aquisicdo do microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker
MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) por meio do projeto Multiusuario da
FAPESP (Processo 2009/54080-0), estudos com analise tridimensional de
amostras de calota de ratos estdo sendo desenvolvidos na Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP e os resultados preliminares obtidos
mostraram que mudancas nos parametros de uso do Micro CT interferem
diretamente nas avaliagBes de area, volume e densidade mineral de tecido
0sseo neorformado em diferentes regibes. Mesmo diante de tantos estudos
publicados utilizando analise por microtomografia, ndo existe na literatura
trabalhos que descrevam quais os melhores e mais confidveis padrdes
desenvolvidos para a técnica de Micro CT, desde o escaneamento até o uso
dos softwares disponiveis para quantificar e analisar o tecido 6sseo presente

em determinada regiéo.
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2 PROPOSICAO

2.1 Hipotese

2.1.1 Hipotese nula
A utilizag&o de diferentes parametros (thresholds, filtros e resolugdes) durante

0 escaneamento, ndo alteram a analise do volume 6sseo.

2.1.2 Hipotese alternativa
Quando diferentes parametros sao utilizados durante o escaneamento, a

analise do volume 6sseo pode ser influenciada.

2.2 Objetivo geral
Ao se utlizar Micro CT, a definicho de diferentes parametros de
escaneamento e andlise podem influenciar as mensuracfes de area e volume de

tecido 6sseo presente em regifes com doenca periodontal induzida.

2.2.1 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de diferentes parametros durante o escaneamento em
modelo experimental de doenca periodontal induzida em ratos de acordo com: a)
resolucdo utilizada, b) os diferentes tipos de filtros aplicados; c) variacbes de

thresholds.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Faculdade de Odontologia de Araraguara — UNESP (CEUA
29/2014), estando de acordo com regulamentos exigidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA) (Anexo).

Para este estudo, foram utilizados 05 ratos (Rattus Norvegicus),
variacdo albinus, Holtzman, adultos, pesando em média 300 gramas,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP onde foram alimentados com racédo soélida e com acesso a agua ad
libitum, antes e durante todo o periodo experimental, mantidos em ambiente

com luz e temperatura controladas.

3.1 Inducédo da doenca periodontal

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Cloridrato de
Quetamina e Cloridrato de Xilazina nas seguintes propor¢des: 0,08 mi/100 g e 0,04
ml/100 g de massa corporal, respectivamente. Em seguida os animais foram
colocados em uma mesa operatoria para possibilitar a retracdo da boca e livre
acesso a regiao maxilar. Aleatoriamente, um dos segundos molares superiores
(direito ou esquerdo) foi selecionado para insergcéo subgengival de ligaduras (fios de
algodao, n° 24), com o auxilio de duas pingas hemostaticas e sondas clinicas no
tamanho infantil. Apés o periodo de permanéncia das ligaduras de 7 dias os
animais foram eutanasiados com sobredose anestésica. As hemimaxilas foram

removidas e submersas em paraformaldeido tamponado 4%, durante 48 horas.
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Apos este periodo, as amostras foram lavadas em agua corrente por 24 horas e

armazenadas em &lcool 70% para a realizacdo do escaneamento.

3.2 Andlise por microtomografia computadorizada (Micro CT)

A analise de Micro CT foi feita por meio do microtomégrafo Skyscan
1176, Aatselaar, Bélgica, 2003 (Processo 2009/54080-0 FAPESP - Programa
Equipamentos Multiusuérios 3) no laboratério de Microtomografia in vivo da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

As hemimaxilas de cada animal foram posicionadas no equipamento e
as imagens tomogréficas foram obtidas com diferentes configuragfes. As
amostras foram escaneadas com os diferentes filtros de aluminio (Al 0,2 mm;
Al 1 mm; Al 0,5 mm) e cobre+aluminio (Cu 0,04 mm+Al 0,5 mm) disponiveis
no aparelho de microtomografia. Todas as amostras foram escaneadas com
cortes de 9 um e 18 um de espessura, com passo de rotacdo de 0.5 mm e
frame averanging 3.

ApOs obtenc@o das imagens com diferentes pardmetros de uso do
Micro CT, as imagens foram reconstruidas utilizando o software NRecon
(SkyScan, 2011; Versédo 1.6.6.0), orientadas e padronizadas de acordo com
trés planos (transversal, longitudinal e sagital) por meio do software Data
Viewer (SkyScan, Verséo 1.4.4 64-bit). Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAnN (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0)
foram determinadas duas regides de interesse (ROIs) utilizando as imagens

2D no sentido transaxial.
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Os ROIs foram definidos:

ROI-1 — area que abrangeu o tecido ésseo e raizes dos segundos
molares compreendida entre o tecido 0sseo vestibular/palatino e as raizes do
primeiro/terceiro molares (Figura 1 A).

ROI-2 — &rea correspondente as raizes dos segundos molares (Figura
1B)

A extensdo dos 2 ROIS no sentido corono/apical compreendeu 50
cortes a partir do teto da furca.

Apés a delimitacao da regido de interesse em imagens de 2D, a andlise
do volume 6sseo foi realizada nas imagens em 3D (Figura 2), pela soma
coletiva de todos os ROIs de um conjunto contiguo de fatias de imagens
coronais, onde foi obtido o porcentual de volume do tecido 4sseo presente
nas areas de interesse previamente delimitadas (ROIs). A partir da obtencéo
dos ROI's, 5 escalas de cinza pré-definidas (thresholds) de acordo com a
similaridade com tecido 60sseo (255-75, 255-80, 255-85, 255-70, 255-65)
foram propostos para obtencdo dos volumes ésseos. Diante da obtencéo de
valores numéricos, uma férmula foi utilizada para obtencdo de valores de
tecido 6sseo do redor das raizes:

(ROI-1) - (ROI-2) = volume tecido 6sseo ao redor raizes
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Figura 1 - Determinagdo dos ROI's no software CTAnalyser — CTAn (2003-
11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0). Imagem A- ROI referente a
quantificacdo total (tecido 6sseo e raizes); Imagem B- ROI referente a quantificagdo

de raizes.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 2 - llustracdo do modelo 3D de uma hemimaxila

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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3.3 Andlise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Graphpad 5.0
(Graphpad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla
California USA). Os dados foram avaliados estatisticamente através do teste
de normalidade de DAgostino & Pearson. E os dados paramétricos foram
avaliados pelo teste ANOVA complementado por Tukey. Em todas as anélises

foi aplicado o nivel de significancia de 95%.
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4 RESULTADOS

Os dados foram distribuidos para andlises dentro de um mesmo filtro:
Aluminio (Al 0,5 mm; Al 0,1 mm; Al 0,2 mm) e Cobre + Aluminio (Cu 0,04mm
+ Al 0,5mm) e resolugcées (9 um e 18 ym), comparados com diferentes
thresholds (255-65; 255-70; 255-75; 255-80; 255-85). Os dados foram
também comparados com o mesmo threshold e para os diferentes filtros e
resolucoes.

Em uma comparagéo com filtro de Al 0,5mm e resolugédo de 9 ym com
diferentes thresholds os dados se apresentaram com diferencas estatisticas
entre si, com excegao para uma comparacao entre 255-65 x 255-85, 255-70 x
255-85, 255-75 x 255-85, e 255-80 x 255-85 (Tabela 1). Diferentemente,
guando usado o mesmo filtro, porém com uma resolucao de 18 um, os dados
também se mostraram diferentes, porém com uma maior auséncia de
diferenga estatistica (255-65 x 255-85; 255-70 x 255-75; 255-70 x 255-85;
255-75 x 255-85; 255-80 x 255-85), como demonstrado na Tabela 1. O

Gréfico 1 mostra a distribuicao dos dados.
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Tabela 1 - Valores de p dos resultados de thresholds comparados aos cortes de 9 um e
18 um e filtro Al 0,5mm.

Al 0,5 mm
9 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0003*** 0,0005*** 0,0006*** 0,0779
255-70 0,0007*** 0,0007***  0,2094
255-75 0,0008**  0,5988
255-80 0,9974
255-85
18 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0001*** 0,0066** 0,0004*** 0,0598
255-70 0,0817 0,0012**  0,1690
255-75 0,0188*  0,4823
255-80 >0,9999
255-85

*** p<0,001; ** p<0,005; * p<0,05
Fonte: Elaboracgé&o prépria

Gréafico 1 - Filtro de Al 0,5 mm, com diferentes resolucdes em 9 ym e 18 ym nos

diferentes thresholds utilizados. Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica.

Al 0,5 mm
50-
% b pd 3 255-65
a 3
404 - b T € ab,c,d = 255-70
T d a,b,cd l T B 255-75
30- T J_
= (|L{[ l 3 255-80
20- J_ mm 255 -85
10
0
9 micrometers 18 micrometers

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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Na analise com filtro de Al 1 mm e resolucdo de 9 um, os dados apresentam - se
diferentes estatisticamente, quando os thresholds foram comparados entre si
(Tabela 2). Diferentemente, quando utilizado um resolucdo de 18 um, algumas
comparagdes ndo apresentam diferenca estatistica (255-65 x 255-75; 255-70 x 255-
75; 255-75 x 255-80; 255-75 x 255-85; 255-80 x 255-85) (Tabela 2). Os dados

também podem ser observados na Gréfico 2.

Tabela 2 - Valores de p dos resultados de thresholds comparados aos cortes de 9 um e 18

pum e filtro Al Tmm.

Al 1 mm
9 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0001*+* 0,0001*** 0,0002*** 0,0003***
255-70 0,0002*** 0,0003*** 0,0004***
255-75 0,0005*** 0,0007***
255-80 0,0012**
255-85
18 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0003***  0,1444  0,0060** 0,0010***
255-70 0,3710 0,0179* 0,0017**
255-75 0,9924 0,8513
255-80 0,8996
255-85

*k n<0,001; ** p<0,005; * p<0,05

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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Gréfico 2 - Filtro de Al 1 mm, com diferentes resolu¢ées em 9 um e 18 um. nos diferentes

thresholds utilizados. Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica

Al 1 mm
40-
—— a b
a,b,c,d 3 255-65
30- 1 T T ee e mE@ 255-70
LI E T | 1 B 255-75
i J_ 3 255-80
52 20- J_ Bl 255-85
10-
0
9 micrometers 18 micrometers

Fonte: Elaboracéo prépria

Na andlise com filtro de Al 0,2 mm e resolucdo de 9 um, os dados
apresentam se diferentes estatisticamente, quando os thresholds foram
comparados entre si (Tabela 3). Semelhantemente quando utilizado uma resolugéo
de 18 ym, os dados também se apresentaram diferentes estatisticamente (Tabela

3). Os dados também podem ser observados no Grafico 3.
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Tabela 3 - Valores de p dos resultados obtidos quando diferentes thresholds foram

comparados nos cortes de 9 um e 18 um e filtro Al 0,2mm nos diferentes thresholds

utilizados.
Al 0,2 mm
9 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0003*** 0,0003*** 0,0003*** 0,0003***
255-70 0,0003***  0,0003*** 0,0003***
255-75 0,00004***  0,0004***
255-80 0,0004**
255-85
18 ym
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0005*** 0,0006*** 0,0012** 0,0006***
255-70 0,0006***  0,0021**  0,0006***
255-75 0,0089**  0,007***
255-80 0,0020**
255-85

*x n<0,001; ** p<0,005; * p<0,05

Fonte: Elaboracgé&o prépria

Gréfico 3 - Valores obtidos com filtro de Al 0.2 mm, com diferentes resolucées em 9 ym e

18 pm. nos diferentes thresholds utilizados. Letras iguais ndo apresentam diferenca

estatistica
Al 0,2 mm

50-
-|— _|_ 1 255-65
40- 3 255-70
1 il J— J_ T mEm 255-75

sod L i 1 J_

< AL 03 255 - 80
20- mEm 255-85

104

0

9 micrometers 18 micrometers

Fonte: Elaboracao prépria
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Na andlise com filtro de Cu 0,04 mm +Al 0,5 mm e resolu¢do de 9 um, os
dados apresentam se diferentes estatisticamente, quando os thresholds foram
comparados entre si (Tabela 4). Semelhantemente quando utilizado um resolugao
de 18 ym, os dados também se apresentaram diferentes estatisticamente, com
excecao quando o threshold 255-80 foi comparado ao 255-80 (Tabela 4). Os dados

também estdo distribuidos e podem ser observados no Gréfico 4.

Tabela 4 - Valores de p dos resultados obtidos quando diferentes thresholds foram

comparados nos cortes de 9 um e 18 um e filtro Cu+Al nos diferentes thresholds utilizados.

Cu + Al
9 um
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0027**  0,0029** 0,0026** 0,0019**
255-70 0,0031* 0,0027** 0,0019**
255-75 0,0024**  0,0016**
255-80 0,0011**
255-85
18 ym
thresholds  255-65 255-70 255-75 255-80 255-85
255-65 0,0451*  0,0472* 0,0475* 0,0473*
255-70 0,0492*  0,0487* 0,0484*
255-75 0,0488*  0,0493*
255-80 0,0512
255-85

** n<0,01; * p<0,05

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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Grafico 4 - Valores obtidos com filtro de Al 0.2 mm, com diferentes resolugées em 9 um

e 18 um. nos diferentes thresholds utilizados. Letras iguais ndo apresentam diferenca

estatistica
Cu 0,04 mm + Al 0,5 mm
40-
1 255-65
s0d T =3 255-70
T I T T Em 255-75
2 20- — l J_ T 3 255 -80
T mm 255-85
104
0

9 micrometers 18 micrometers

Fonte: Elaboragé&o prépria

Uma comparacdo dentro de um mesmo threshold foi realizado com a
resolucado de 9 um e diferentes filtros (255 x 65; 255-70; 255-75; 255 x 80), onde
ndo apresentaram diferenca estatistica para todas as comparacdes, com excecao
para a comparagcdao do filtro Al 0,2 mm x Cu 0,04 mm +Al 0,5 mm.
Semelhantemente, na andlise entre os threshold 255-85 houve diferencas
estatisticas, quando foi realizado uma comparacdo Al 1mm x Al 0,2 mm, e Al 0,2
mm x Cu 0,04 mm +Al 0,5 mm. Esses resultados podem ser observados na Tabela

5.
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Tabela 5 — Thresholds iguais e diferentes filtros foram comparados no corte de 9 um,
demonstrando presenca (*, **) ou auséncia de diferencas estatisticas (ns), e seus

respectivos valores de p.

Comparacdes de 9 um Summary  Adjusted P Value
AL_01_9 255 65vs. AL_02_09 255 65 ns 0,2858
AL_01_9 255 65vs. AL_05_09 255 65 ns >0,9999
AL_01_9 255 65vs. Cu + Al_09 255 65 ns 0,4827
AL_02_09_255 65vs. AL_05_09 255 65 ns 0,6517
AL_02_09 255 65vs. Cu + Al_09 255 65 * 0,0172
AL_05 09 255 65vs. Cu + Al 09 255 65 ns 0,7766
AL_01 9 255 70vs.AL_02_09 255 70 ns 0,2196
AL_01 9 255 70vs. AL_05_09 255 70 ns 0,9972
AL_01 9 255 70vs.Cu + Al_09 255 70 ns 0,3643
AL_02_09_255 70vs. AL_05_09 255 70 ns 0,5187
AL_02_09 255 70vs.Cu + Al_09 255 70 * 0,0150
AL_05 09 255 70vs.Cu + Al_09 255 70 ns 0,8125
AL_01 9 255 75vs. AL_02_09 255 75 ns 0,1578
AL_01_9 255 75vs. AL_05_09 255 75 ns 0,9870
AL_01 9 255 75vs. Cu + Al_09 255 75 ns 0,2679
AL_02_09_255 75vs. AL_05_09 255 75 ns 0,3984
AL_02_09 255 75vs. Cu + Al_09 255 75 * 0,0132
AL_05 09 255 75vs. Cu + Al_09 255 75 ns 0,8150
AL_01_9 255 80vs.AL_02_09 255 80 ns 0,0936
AL_01_9 255 80vs.AL_05_09 255 80 ns 0,9722
AL_01 9 255 80vs.Cu+ Al 09 255 80 ns 0,1937
AL_02_09_255 80vs. AL_05_09 255 80 ns 0,3013
AL_02_09 255 80vs.Cu + Al_09 255 80 * 0,0110
AL_05_09_255 80vs. Cu + Al_09 255 80 ns 0,7818
AL_01_9 255 85vs. AL_02_09 255 85 * 0,0421
AL_01_9 255 85vs. AL_05 09 255 85 ns >0,9999
AL_01 9 255 85vs. Cu+ Al_09 255 85 ns 0,1514
AL_02_09 255 85vs. AL_05 09 255 85 ns 0,3543
AL_02_09 255 85vs. Cu + Al_09 255 85 o 0,0081
AL_05 09 255 85vs.Cu + Al 09 255 85 ns 0,4875

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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Quando essas comparacbes foram realizadas, dentro de um mesmo
threshold, porém com resolucéo de 18 um, e diferentes filtros (255-70; 255-75; 255
x 80; 255 x 85) apresentaram uma ndo diferenca estatistica para todas as
comparacdes, com excecdo para as comparacdes do filtro Al 0,2 mm x Cu 0,04
mm+Al 0,5 mm e Al 1 mm x Al 0,2 mm. Semelhantemente, na andlise entre os
threshold 255-65 houve apenas uma diferenca estatistica, quando foi realizado uma
comparacdo Al 1 mm x Al 0,2 mm. Esses resultados podem ser observados na

Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados obtidos quando mesmos thresholds e diferentes filtros foram
comparados no corte de 18 ym, demonstrando presenca (*, **) ou auséncia de diferencas

estatisticas (ns), e seus respectivos valores de p.

Comparagdes 18 um Summary  Adjusted P Value

AL_01_18 255 65vs. AL_02 18 255 65 ok 0,0010
AL_01_18 255 65vs. AL_05 18 255 65 ns 0,2467
AL_01_18 255 65vs. Cu + Al_18 255 65 ns 0,5084
AL_02_18 255 65vs. AL_05_18 255 65 ns 0,7534
AL_02_18 255 65vs. Cu + Al_18 255 65 ns 0,0661
AL_05 18 255 65 vs. Cu + Al_18 255 65 ns 0,3045
AL_01_18 255 70vs.AL_02 18 255 70 ok 0,0011
AL_01_18 255 70vs. AL_05 18 255 70 ns 0,2967
AL_01_18 255 70vs. Cu + Al_18 255 70 ns 0,3955
AL_02_18 255 70vs. AL_05_18 255 70 ns 0,6843
AL_02_18 255 70vs. Cu + Al_18 255 70 * 0,0448
AL_05 18 255 70 vs. Cu + Al_18 255 70 ns 0,2729
AL_01_18 255 75vs. AL_02_18 255 75 * 0,0147
AL_01 18 255 75vs. AL_05 18 255 75 ns 0,0950
AL_01 18 255 75vs. Cu + Al_18 255 75 ns 0,4761
AL_02 18 255 75vs. AL_05 18 255 75 ns 0,7099
AL_02 18 255 75vs. Cu + Al_18 255 75 * 0,0270
AL_05 18 255 75vs. Cu + Al_18 255 75 ns 0,2455
AL_01 18 255 80vs. AL 05 18 255 80 ns 0,4210
AL_01 18 255 80 vs. Cu + Al_18 255 80 ns 0,1904
AL_02 18 255 80 vs. AL_05 18 255 80 ns 0,5474
AL_02 18 255 80 vs. Cu + Al_18 255 80 * 0,0142
AL_05_18 255 80 vs. Cu + Al_18_ 255 80 ns 0,2028
AL_01 18 255 80vs. AL 05 18 255 80 ns 0,4210
AL_01 18 255 85vs. AL_02_18 255 85 ok 0,0005
AL_01 18 255 85vs. AL _05 18 255 85 ns 0,1689
AL_01 18 255 85vs. Cu + Al_18 255 85 ns 0,0606
AL_02_18 255 85vs. AL_05 18 255 85 ns 0,4786
AL_02 18 255 85vs. Cu + Al_18 255 85 *x 0,0071
AL_05_ 18 255 85vs. Cu + Al_18 255 85 ns 0,0569

Fonte: Elaboracao prépria
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5 DISCUSSAO

Diante do uso da microtomografia computadorizada (Micro CT) para diversas
avaliacGes de perda ou formacgdo Ossea, a definicdo de diferentes parametros de
analise de imagens, bem como mudan¢cas no processo de escaneamento de
amostras poderiam influenciar diretamente as mensuragfes da area e volume de
tecido 6sseo presente em areas com doenca periodontal induzida. Sendo assim, o
intuito deste trabalho foi avaliar a geracdo de artefatos e ruidos durante o
escaneamento em modelo experimental de doenca periodontal induzida em ratos
de acordo com: a) resolucéo utilizada, b) os diferentes tipos de filtros aplicados; c)
bem como analisar a influéncia da variacédo de thresholds.

Quando analisamos e comparamos os diferentes valores de threshold no
filtro Al 0,5 mm e resolucdo de 9 um, observamos diferencas estatisticas entre a
maioria das comparacdes, com excecdo para 255-65 x 255-85, 255-70 x 255-85,
255-75 x 255-85, e 255-80 x 255-85. Esses dados podem demonstrar a auséncia de
fidelidade quando o threshold é alterado.

Tem sido descrito que a variacdo dos diferentes thresholds e tamanho de
voxel podem ser aplicados para diferentes utilidades, como anéalise segmentada de
osso cortical e medular de ossos longos de ratos (Freeman et al.!°, 2009) e por
promover alteracées na mensuracao do osso trabecular do fémur de camundongos
(Verdelis et al.?®, 2011). Essas alteracdes de fato podem causar interferéncias nas
mensuracdes, entretanto pode-se notar que esses estudos sempre estao
acompanhados da analise histolégica, o que demonstra que apesar da vantagens

da microtomografia em promover um exame que ndo destréi as pecas anatomicas,
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que permite a visualizacdo 3D do tecido ésseo e que permite a avaliacdo
longitudinal dos animais, a analise histolégica ndo devera ser excluida.

Em uma analise comparativa, quando os diferentes valores de threshold com
filtro Al 0,5 mm e resolugdo de 18 um foram analisados, diferencas estatisticas
foram observadas, com excecdo para as comparagdes 255-65 x 255-85, 255-70 x
255-75 255-70 x 255-85, 255-75 x 255-85, e 255-80 x 255-85. Semelhantemente o
filtro de Al 1 mm, mostrou uma parte das comparacdes com diferenca estatistica
(255-65 x 255-70, 255-65x 255-80, 255-65x 255-85, 255-70x 255-80, 255-70x 255-
85), enquanto outras nao (255-65x 255-75, 255-70x 255-75, 255-75x 255-80, 255-
75x 255-85, 255-80x 255-85). Essas comparagbes que nao apresentaram
diferencas estatisticas sugerem uma menor presenca falsos positivos ou negativos,
guando os filtros Al 0,5 mm e Al 1 mm sao aplicados com resolucédo de 18 pm.
Diferentemente, os filtros de Al 0,2 mm e Cu 0,04 mm + Al 0,5 mm com resolucao
de 18 um apresentaram diferencas estatisticas, com uma Unica excecao para o filtro
Cu 0,04 mm+ Al 0,5 mm (255-80x 255-85).

Além destas comparacdes, podemos constatar que quanto maior o threshold
aplicado, menor sera o valor obtido em porcentagem. Isso pode ser observado nos
graficos com diferentes thresholds (Graficos 1, 2, 3 e 4), que poderiam acarretar
erros volumétricos absolutos e consequente incompatibilidade quando comparado a
outras analises. Vale lembrar que em determinadas situa¢cdes como mudanca de
densidade Ossea de um grupo para outro (ex.: administracdo medicamentosa,
inducdo de doencas e/ou diferentes periodos analisados) o threshold deveria ser
diferente, impossibilitando a comparacdo entre grupos. No entanto, ndo sé o
threshold pode afetar os resultados, mas também outros parametros do micro CT,

dentre eles o uso de diferentes filtros 12.
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Os filtros séo aplicados para amenizacéo de artefatos gerados pelo feixe de
raios-x, e de acordo com o tipo de amostra podem representar uma maior fidelidade
com relacdo a amostra real. Na resolucdo de 9 um com thresholds iguais, porém
com diferentes filtros apresentou uma maior incompatibilidade de resultados com
significantes diferencas estatisticas foram observados quando os filtros de

Al 0,2 mm e Cu 0,04 mm + Al 0,5 mm foram comparados. Esses resultados
sugerem uma extrema diferenca entre filtros, onde um (Al 0,2 mm) esta mais
indicado a amostras delicadas e de menor densidade e outro (Cu 0,04 mm+ Al 0,5
mm) para amostras maiores e de maior densidade. Notavelmente, quando filtros
sdo indicados incorretamente, os resultados podem ser expressos de forma
inconsistente 2. Em virtude de tais possibilidades, existem algumas indicacdes de
filtros para determinados tipos de amostras, como demonstrado pelo manual do

usuario Sky Scan 1176 e pode ser visto ho Quadro 1 abaixo.

Quadro 1 - Filtro e Tipo de amostra

FILTRO TIPOS DE AMOSTRA

Baixa densidade (ex. vivo), amostra biolégica ndo

Sem filtro ) 4
mineralizada
Al 0.2 mm Partes mineralizadas de tecidos biol6gicos moles,
’ 0sSs0s pequenos de camundongos/ratos
Al 0,5 mm Camundongos e ratos in vivo e ex Vvivo.
Al 1 mm Ratos in vivos e amostras 6sseas ex Vvivo

Cu 0,04 mm + Al 0,5 mm Ratos in vivo e amostras com maior densidade

Cu 0,1 mm Materiais metalicos

Fonte: Adaptacdo do manual de instru¢cdes Sky Scan 1176 (in vivo X-ray microtomograph)
2010.

Dentre outros parametros que devem ser considerados esta a resolucéo, que

representa o tamanho das fatias obtidas e consequentemente o nivel de
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detalhamento. Quando os resultados das comparacdes entre diferentes thresholds
com o mesmo filtro e diferentes resolugdes (9 um e 18 pm) foram comparadas,
pode-se verificar maiores presencas de diferencas estatisticas quando a resolucéo
de 9 um foi usada, com excecéo para o grupo do filtro de Al 0,2 mm. Esses dados
sugerem que quando se utiliza uma maior resolucdo (constante numeérica), menor
serd o nivel de detalhamento, e consequentemente menor precisdo dos dados,
havendo menores possibilidades de diferencas estatisticas. No entanto, o filtro de Al
0,2 mm para essas amostras representa uma maior fidelidade dos dados quando
valores de 9 um e 18 upm foram comparados, sendo assim quando utilizado a
resolucao de 18 um no filtro de Al 0,2 mm para esse tipo de amostra os resultados
seriam muito semelhantes aos de 9 um. Os resultados estdo de acordo com a
indicacdo proposta pelo manual do usuéario Sky Scan 1176 '2, onde menores
resolucdes sado indicadas para menores amostras com maior nivel de detalhamento.
Abaixo no Quadro 2, podemos verificar as indicacgoes.

Quadro 2 - Resolucao e tipos de amostras

RESOLUCAO TIPOS DE AMOSTRA

Ratos, camundongos, amostras com biomaterial,

9um o
peguenas amostras bioldgicas.
18 um Cranio e corpo de rato, amostras 6sseas de coelho
(in vivo).
35 um Varredura corpOrea de rato para tecido moles,

amostras grandes e densas (ex vivo)

Fonte: Adaptacdo do manual de instru¢gdes Sky Scan 1176 (in vivo X-ray microtomograph).
2010

Devido as limitacdes deste estudo, como a analise volumétrica das mesmas

regides em avaliacOes histomorfométricas versus microtomograficas, e a auséncia
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de grupo controle impossibilitaram uma analise de qual melhor parametro deveria
ser indicado para este estudo.

Diante das inUmeras variaveis deste trabalho, pode-se notar que a andlise
de microtomografia representa uma forma atual e indicada para analise quantitativa
e ou qualitativa de diferentes espécimes e que diferentes parametros podem gerar
resultados diversos. Vale salientar que cada amostra pode indicar diferentes
parametros para obtencdo de resultados mais fieéis. Como ideal, novas analises
(estudos prévios) com diferentes amostras para novos estudos devem ocorrer, a
fim de desvendar quais seriam os melhores pardmetros. Sendo assim, maiores
estudos devem ser realizados com o intuito de padronizar amostras e consequente

fidelizar resultados.
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6 CONCLUSAO
As variacfes analisadas (thresholds, filtros e resolucfes) interferem nos
valores da mensuracao de volume 6sseo no modelo de doenca periodontal induzida

em ratos.
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ANEXO

Campus de Araraquara

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA S
u nesp 40LIO DE MESQUITA FILHO” %

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Proc. CEUA n° 29/2014

Araraquara, 25 de fevereiro de 2015.

Senhores Pesquisadores:

A Comissdo de Etica no Uso de Animal - CEUA desta Faculdade,
ap6s a avaliagio do projeto de sua responsabilidade intitulado “AVALIACAO
DA INFLUENCIA DE DIFERENTES PARAMETROS NA ANALISE POR
MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (MICRO CT) DE TECIDO
OSSEO EM IMPLANTES OSSEOINTEGRADOS E NA DOENCA
PERIODONTAL INDUZIDA EM RATOS” (Proc. CEUA n° 29/2014)
AUTORIZA a realizagdo da pesquisa, ficando a apresentacdo do RELATORIO

FINAL para OUTUBRO/2015.
Atenciosamente.
Prof Dr. PAULO SER 0 CERRI
Coordenador da CEUA
A

Profa. Dra. ROSEMARY ADRIANA CHIERICI MARCANTONIO
DD. Pesquisadora Responsavel
Departamento de Diagnoéstico e Cirurgia

Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaita n° 1.680 — Centro — CEP 14801-903 — Caixa Postal n°331 - ARARAQUARA - SP
5° andar — fone (16) 3301-6459 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: ceua@foar.unesp.br - home page: http://www.foar.unesp.br



