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Kalatzis-Sousa NG. Uso da microtomografia computadorizada na andlise da leséo periapical
em animais de pequeno porte: revisdo sistematica da literatura e estudo in vivo [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram: Publicagédo 1 - Realizar uma revisao sisteméatica sobre
0s parametros microtomograficos de aquisi¢céo, reconstrucdo e analise da lesdo periapical
(LP) em ratos e camundongos. Além disso, ilustrar o efeito da variacdo destes parametros
(tamanho do voxel, beam hardening correction, smoothing, gray dataset, plano de orientacao,
regido de interesse - ROI e threshold) em imagens microtomogréficas de hemimandibulas
com LP induzida em molares inferiores de camundongos; e Publicacdo 2 - Avaliar a acuracia
da microtomografia computadorizada (micro-CT) na andlise de LP induzida em dentes de
camundongos empregando como padrdo ouro para comparacdo os valores obtidos por
estereologia aplicada a dados histolégicos. Na Publicacao 1, foram pesquisados artigos que
usaram a micro-CT para avaliar LP em ratos e camundongos de 2000 a janeiro de 2015 no
PubMed. Para a ilustrac&o dos efeitos da variacdo dos parametros de aquisi¢ado, reconstrugcéo
e andlise da LP foram utilizadas mandibulas de camundongos que tiveram LP induzida nos
primeiros molares inferiores. Foram encontrados 21 artigos. Destes, 18 citaram algum
pardmetro usado na aquisicdo, nenhum descreveu os parametros de reconstrucdo e 16
citaram alguns parametros de andlise da LP. Nenhum artigo relatou o protocolo completo para
aquisicdo, reconstrucdo e avaliagdo da LP. Nenhum artigo foi classificado como alta
qualidade, 7 foram como moderada qualidade e 14 de baixa. A ilustragdo da variacdo dos
parametros mostrou que o tamanho do voxel e os parametros de reconstrucédo podem interferir
na nitidez da imagem. A orientacdo inadequada do plano altera o tamanho real da LP. Os
ROls nao personalizados selecionam regides além da LP e o personalizado seleciona apenas
a lesdo. O aumento dos valores do threshold aumenta a lesdo. Concluiu-se que nao ha
protocolo definido para a obtencao das imagens microtomogréficas e andlise da LP em ratos
e camundongos, além dos parametros empregados nao serem adequadamente explicados
comprometendo a reprodutibilidade dos estudos. Na Publicacdo 2, a LP foi induzida nos
primeiros molares inferiores de camundongos. Apos 14 dias, os animais foram eutanasiados
e as hemimandibulas extraidas (n=28) e escaneadas em microtomografo. Para analise
histologica da lesdo periapical, as hemimandibulas foram descalcificadas e submetidas ao
processamento histotécnico. A area da lesdo periapical da raiz distal dos molares foi
mensurada em cortes histolégicos empregando o programa Image J. A partir dos valores
obtidos, foi calculado o volume da lesé@o periapical por meio do principio de Cavalieri e, em
seguida, foi aplicado o fator de corre¢do ao volume obtido. Para calcular o volume de lesé&o
periapical na micro-CT, as imagens microtomogréaficas no plano sagital foram anguladas
seguindo a angulagdo das imagens obtidas nos cortes histologicos. O volume da les&o
periapical foi mensurado empregando o programa CTAn (Skyscan). Todas as medidas foram
realizadas por um avaliador previamente calibrado em dois momentos distintos. Os dados
foram analisados por meio do teste t pareado e do coeficiente de correlacéo intraclasse (ICC)
empregando nivel de significancia de 5%. Os resultados preliminares mostraram que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre o volume da leséo periapical obtido por
ambas as metodologias (p=0,642). O ICC (0,956) indicou alta concordéancia entre o volume
da lesdo periapical obtido histologicamente e por micro-CT. Com base nos resultados
preliminares pode-se concluir que a micro-CT pode ser considerada uma metodologia precisa
para a andlise do volume da leséo periapical em camundongos.

Palavras chave: Periapical periodontite. Microtomografia por raio-X. Endodontia. Ratos.
Camundongos.
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ABSTRACT

The objectives of this study were: Publication 1 - Perform a systematic review of the
microtomographic parameters of acquisition, reconstruction and analysis of periapical lesion
(LP) in rats and mice. In addition, to illustrate the effect of the variation of these parameters
(voxel size, beam hardening correction, smoothing, gray dataset, orientation plane, region of
interest - ROI and threshold) in microtomographic pictures of hemimandibles with LP induced
in lower molars of mouse; and Publication 2 — Evaluate the accuracy of computed
microtomography (micro-CT) in the analysis of LP induced in teeth of mouse employing as the
gold standard for comparing the values obtained by stereology applied to histological data. In
Publication 1, were researched papers that used micro-CT to evaluate LP in rats and mouse
from 2000 to January 2015 in PubMed. To illustrate the effect of variations in acquisition-,
reconstruction-, and analysis parameters on images of LP were used mouse’s jaws that had
LP induced in the lows first molars. 21 articles were found. Of these, 18 cited a parameter used
in the acquisition, none described the reconstruction parameters and 16 cited some of the LP
analysis parameters. No article reported the complete protocol for acquisition, reconstruction
and analysis of LP. No study was classified as high seven were classified as moderate-, and
14 as low quality. The effect of variation in parameters was that voxel size may interfere with
image sharpness and reconstruction may interfere with image sharpness. The inadequate
plane orientation may alter the size of the LP. Nonpersonalized ROIs select the regions beyond
the LP and the personalized selects only the lesion. The increase of the threshold values
increased the lesion. It was concluded that no defined protocol for acquiring and analyzing
micro-CT images of LP in rats and mice, beyond the parameters are not adequately explained,
which may compromise the scientific impact of the studies. In Publication 2, the LP was
induced in the first lows molars of mouse. After 14 days, the animals were euthanized and
hemimandibles was extracted (n = 28) and scanned in microtomography. For histological
analysis of LP, the mandibles were decalcified and submitted to histotechnical processing. The
LP area of the distal root of molars was measured in histological sections using the Image J.
From the values obtained, the volume of LP was calculated by the Cavalieri principle and then
the correction factor was applied to obtained volume. To calculate the volume of LP in micro-
CT, the microtomographic images in the sagittal plane were angled following the angle of the
images obtained in the histological sections. The volume of LP was measured using the CTAn
software (Skyscan). All measurements were performed by a calibrated person in two different
times. The data were analyzed using the paired t test and the intraclass correlation coefficient
(ICC) using a significance level of 5%. The preliminary results showed no statistically
significant difference between the volume of LP obtained by both methods (p = 0.642). The
ICC (0.956) indicated a high correlation between the volume of LP obtained histologically and
by micro-CT. Based on preliminary results it can be concluded that the micro-CT can be
considered an accuracy methodology from the analyze of the volume of LP in mice.

Keywords: Periapical periodontitis. Microtomography X-ray. Endodontics. Rats. Mice.
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1 INTRODUCAO
A leséo periapical é causada pela infec¢do do sistema de canais radiculares

(Ricucci, Siqueira,®* 2010) e representa uma resposta do hospedeiro que envolve o
recrutamento de células inflamatorias, geracdo de citocinas, de enzimas liticas e
ativacdo de osteoclastos, o que leva a destruicdo dos tecidos mineralizados e nao
mineralizados (Stashenko et al.*647, 1994, 1998; Graves et al.*3, 2011). A reabsorcéo
0ssea € um fator importante para avaliar a presenca e a extensdo da lesédo periapical.
Ratos e camundongos tém sido amplamente utilizados em estudos da patogénese da
lesdo periapical experimentalmente induzida (Matsui et al.?’, 2011; Wang et al.%®,
2011; Garlet et al.1t, 2010; Silva et al.*!, 2011; Maciel et al.?4, 2012; Sousa et al.*3,
2014; de Oliveira et al.%, 2015). Nesses modelos animais, a reabsorcdo éssea
periapical pode ser avaliada por meio de radiografias convencionais ou digitais
(Teixeira et al.>?, 2011), cortes histoldgicos (von Stechow et al.®®, 2003 ; Rittling et
al.®8, 2010 ; Teixeira et al.>°, 2011; Sousa et al.*3, 2014; Sun et al.*®, 2014; Hao et al.®,
2015), ou ainda, mais recentemente, por meio de microtomografia computadorizada —
micro CT (von Stechow et al.>8, 2003 ; Rittling et al.*6, 2010 ; McAbee et al.?8, 2012;
Sousa et al.*3, 2014; Sun et al.*®, 2014; de Oliveira et al.°, 2015; Hao et al.'®, 2015).
No entanto, os exames radiograficos, convencional e digital ndo sdo totalmente
adequados para avaliacdo de dentes de ratos e camundongos, devido ao seu
tamanho reduzido e anatomia da mandibula.

A analise da lesdo periapical em cortes histologicos é o método considerado
padrdo ouro (von Stechow et al.%%, 2003). No entanto, este método necessita de longos
periodos para realizacdo, leva a destruicdo da amostra e permite andlise da lesédo
periapical em um Unico plano (Balto et al.2, 2000; von Stechow et al.>¢, 2003).

Nos anos 70 foi introduzida a tomografia computadorizada (Schambach et
al.8, 2010). O uso de tomografia em animais de pequeno porte apresenta limitacdes,
pois a capacidade do aparelho de escanear pecas menores € reduzida, diminuindo
assim a resolucéo das imagens (Ritman et al.3%, 2007). Posteriormente, surgiu a micro
CT, que apresenta alta resolucédo de imagens (Cavanaugh et al.?, 2004). A micro CT
€ considerada uma ferramenta importante para pesquisas endodonticas e também
para o diagnostico e estudo de mecanismos da formacao da lesédo periapical induzida
em pequenos roedores, como ratos e camundongos (von Stechow et al.%®, 2003; Sun
et al.*®, 2014). Embora necessite de aparelho especifico e operador treinado, a micro

CT é um método rapido, reprodutivel e ndo destrutivo (Balto et al.3, 2000), servindo
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assim, como um grande aliado para as pesquisas de animais de pequeno porte
(Schambach et al.®8, 2010).

Além de apresentar uma alta resolucéo de imagens, a micro CT proporciona
a obtencéo de imagens em 2D (bidimensional) e em 3D (tridimensional) e permite a
mensuracdo da area e do volume da lesdo periapical. A lesdo periapical pode ser
avaliada por imagens microtomograficas nos planos coronal, sagital (von Stechow et
al.>¢, 2003) e axial (Sun et al.*®, 2014, Yang et al.b%, 2014).

Estudos empregando a micro CT para avaliar a lesdo periapical em ratos e
camundongos tem sido relatados na literatura (Balto et al.3®, 2000, 2001, 2002; von
Stechow et al.%%, 2003; McAbee et al.?8, 2012; Kang et al.*°, 2013; Wan et al.>’, 2014 ;
Tang et al.*°, 2014; Sun et al.*8, 2014; Yang et al.?1, 2014; Sousa et al.*3, 2014; de
Oliveira et al.?, 2015 Hao, et al.’®, 2015). A maioria dos artigos avaliam apenas a area
(Balto et al.®, 2000, 2001, 2002; von Stechow et al.>6, 2003; McAbee et al.?8, 2012;
Wan et al.>’, 2014; Sousa et al.*3, 2014; de Oliveira et al.%, 2015) e alguns avaliam o
volume da lesdo periapical (von Stechow et al.%®, 2003; Kang et al.1°, 2013; Sun et
al.*8, 2014; Tang et al.*?, 2014; Yang et al.?', 2014; de Oliveira et al.®, 2015; Hao et
al.*>, 2015).

Para a mensuracao da area da lesdo periapical sao utilizados cortes que
passam pela regido central da raiz que mostram simultaneamente a luz do canal
radicular nos tercos coronario, médio e apical da raiz, o forame apical e 0sso alveolar
(Sousa et al.*3, 2014). De acordo com Spin-Neto et al.*> (2011) o ideal é medir o
volume e ndo a area do objeto, pois a mensuracdo da area da parte central do objeto
pode levar a resultados incorretos devido a irregularidade da forma do objeto.

A literatura tem mostrado que o volume da lesédo periapical obtidos por meio
de micro-CT apresenta alta correlacdo com a area da lesdo mensurada em cortes
histolégicos (von stechow et al.>%, 2003; Sun et al.*®, 2014; Yang et al.®!, 2014). No
entanto, nenhum estudo comparou volume da lesdo periapical obtido por meio de
analise histologica (padrdo ouro) com o volume obtido por meio de micro-CT, ou seja,
nao ha evidéncia cientifica que comprove que a micro-CT é um método preciso para
avaliar o volume da leséo periapical em ratos e camundongos.

Os parametros utilizados, durante o processo de aquisicao (tipo e a espessura
do filtro, tamanho do voxel, correntes de voltagem - kV e amperagem - pA, tempo de
exposicao e de escaneamento, passos de rotacao, frame, rotacdo de 180° ou 360° e

tipo de plano - axial, coronal e sagital), reconstrugcdo (smoothing, beam hardening
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correction, ring artifact reduction and grayscale dataset) e analise (plano de
orientacao, tipo de ROI - regido de interesse e valores de threshold) das imagens
microtomograficas, podem ter influéncia direta sobre as caracteristicas finais da
imagem da leséo periapical e sobre o resultado das analises. No entanto, na literatura,
a descricdo desses parametros é escassa, além de ndo haver padronizagdo quando
imagens microtomograficas sédo usadas para a avaliacdo de lesGes periapicais em
ratos e camundongos (Kalatzis-Sousa et al.'’, 2016).

O tamanho do voxel de uma imagem em 3D é equivalente a resolucao de pixel
em imagens 2D (Spin-Neto et al.*4, 2013). O tamanho do voxel determina a resolucéo
da imagem (Scarfe et al.?’, 2006). Quanto menor o tamanho do voxel maior é a
resolucdo e a nitidez das imagens (Ballrick et al.?, 2008). Contudo, nem sempre o
menor tamanho de voxel € o mais utilizado nos estudos. Dependendo da estrutura a
ser analisada, o tamanho do voxel intermediario ou maior pode apresentar uma boa
acuracia no diagnostico (Liedke et al.?%, 2009; Maret et al.?6, 2012; Vizzotto et al.5®,
2013). Liedke et al.?* (2009) avaliaram a deteccdo de reabsorcSes radiculares
externas por tomografia computadorizada cone beam (CBCT) utilizando voxel de 0,2,
0,3 e 0,4mm. Eles observaram que o voxel de 0,3mm associava uma boa precisao de
diagndstico, com uma menor exposicao de radiacdo. Maret et al.?6 (2012) compararam
a precisdo da mensuracado do volume dentario em imagens obtidas com voxel de 300,
200, 76 e 41um. Observaram que os volumes foram semelhantes até os 200um, mas
com o voxel de 300um o volume dentério é subestimado.

Além de interferir na qualidade das imagens, o tamanho de voxel influencia
na dose de radiacdo (Ludlow et al.?®, 2006; Loubele et al.??, 2008); imagens
tomograficas adquiridas em menor tamanho de voxel, exigem maior tempo de
escaneamento (Palomo et al.®, 2008) e maior exposicdo a radiacédo (Ballrick et al.?,
2008; Davies et al.8, 2012). Além disso, o maior tempo de escaneamento exigido
guando se emprega tamanho de voxel pequeno, aumenta o tempo de reconstrucao
das imagens (Kamburoglu et al.*8, 2010), o tempo de realizacdo dos experimentos e
também o tempo em que o animal precisa ser mantido anestesiado. A micro CT tem
sido usada para avaliar a leséo periapical em ratos e camundongos empregando-se
tamanhos de voxel variando de 12 a 37um (Sun et al.*8, 2014; Sousa et al.*3, 2014;
Hao et al.’®, 2015). No entanto, ndo ha estudos avaliando a influéncia do tamanho do

voxel na precisdo da mensuracgéo da lesé@o periapical em ratos e camundongos.
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O KV, amperagem, tipo de filtro (Ludlow et al.?3, 2006, Palomo et al.3%, 2008),
rotacdo (Lennon et al.?, 2011, Cook et al.”, 2015) e passos de rotacdo (Willekens et
al.®%, 2010) também pode influenciar na dose de radiacdo. Em tomografia, quanto
menor é o kV e a amperagem, mais baixa é a dose de radiacdo (Ludlow et al.?3, 2006,
Palomo et al.3!, 2008) aumentando o ruido das imagens (Zarb et al.®?, 2015).

O filtro durante a aquisicdo das imagens esta diretamente relacionado ao kV
e a amperagem. Quanto mais espesso o filtro, maior é o valor do kV e da amperagem,
bem como o tempo de exposicéo e de escaneamento (SkyScan#?, 2011).

A rotacdo da amostra pode ser parcial (180° ou completa (360°). Para
tomografia computadorizada (CBCT), a rotacdo completa leva ao maior tempo de
exposicao, dose de radiacdo, maior resolucdo de imagem e niumero de cortes (Lennon
et al.?%, 2011, Cook et al.”, 2015). A literatura mostra que o uso da rotacédo parcial
(180°) pode levar a reducédo de 50-73% da dose de radiagdo em comparacdo com
uma rotacdo completa - 360° (Cook et al.”, 2015). No entanto, ambas as rotacdes em
CBCT podem produzir precisdo semelhante na deteccdo de lesbes 6sseas artificiais
(Durack et al.1°, 2011, Lennon et al.?°, 2011). Em relag&o ao passo de rotacéo, sabe-
se que é inversamente proporcional a resolucéo de imagem (Abudurexiti et al.?, 2010,
Willekens et al.®°, 2010, Sharir et al.*, 2011). No entanto, isso envolve a mesma
dindmica anteriormente citada (maior tempo de exposicdo, dose de radiacao,
resolucdo de imagem e namero de cortes) (Willekens et al.®%, 2010).

Apos 0 processo de aquisicdo, as imagens necessitam ser reconstruidas.
Mesmo utilizando equipamentos adequados ha producdo de artefatos/ruidos nas
imagens adquiridas (Van Geet et al.53, 2000; Van Geet e Swennen,®? 2001) que sdo a
principal causa de uma baixa qualidade da imagem. Estes artefatos devem ser
corrigidos empregando os filtros ring artifact reduction, beam hardening correction e
smoothing do programa NRecon (SkyScan, Kontich, Bélgica) que apresentam valores
que vao de 1 a 20,de 1al100% e de 1-10, respectivamente. Outro parametro tambéem
utilizado na reconstrucéo das imagens é o gray dataset (histograma). Este parametro,
também chamado de escala de cinza, € utilizado para corrigir o contraste permitindo
a visualizacéo dos diferentes niveis de cinza (Philips®?, 2000) e varia de 0,000000 a
0,100000 no programa NRecon (SkyScan). As informacdes dos valores usados nos
filtros de correcdo de artefatos e no histograma séo importantes, pois estes podem

melhorar ou piorar a visualizagdo das imagens e consequentemente influenciar na sua
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avaliacdo e na mensuracdo de estruturas. Além disso, a ndo informagcdo destes
valores usados na reconstrucao das imagens dificulta a reproducdo da metodologia.

Apoés a reconstrucdo, as imagens microtomograficas devem ser orientadas.
Dependendo da orientacdo criam-se imagens contaminadas (Spin-Neto et al.*®, 2011)
gue podem mostrar a lesédo periapical maior ou menor do que o tamanho real e por
isso ha necessidade de se relatar nos estudos os critérios usados para a orientacdo
das imagens.

Para a mensuracdo do volume da lesdo periapical, deve ser selecionado o
ROI (regido de interesse) e os valores de threshold. Contudo, alguns ROIs como o
retangular, redondo e poligonal podem selecionar regides que nao fazem parte da
leséo periapical, como o ligamento periodontal, polpa radicular ou regido medular o
que ira comprometer o valor real do tamanho da lesdo periapical.

Em relacdo ao threshold para visualizacdo do tecido 0sseo, € importante
definir, em primeiro lugar, qual threshold refere-se a conversdo de uma imagem
microtomografica binaria mostrando apenas o que deve e o que ndo deve ser
interpretado como tecido mineralizado. Estes valores sdo baseados em uma escala
de cinza (Grauer et al.12, 2009) que pode variar de 0 (branco) a 255 (preto) (Philips3?
2000). Os valores de threshold escolhidos pelo operador devem ser capazes de
representar com precisdo o verdadeiro tamanho do objeto (Schlueter et al.3°, 2008)
para evitar valores ndo verdadeiros da lesdo periapical.

Considerando (1) a falta de informacéo na literatura atual sobre os parametros
empregados para analise da lesdo periapical por meio de micro-CT em ratos e
camundongos e a falta de padronizacédo destes parametros e, (2) a falta de evidéncia
cientifica que mostre que a micro-CT é um método preciso para avaliar o volume da
leséo periapical em ratos e camundongos, 0s objetivos do presente trabalho foram:

— Realizar uma revisdo sistematica de literatura sobre os parametros de
aquisicdo, reconstrucdo e analise da lesdo periapical induzida em ratos e
camundongos. Além disso, ilustrar o efeito da variacdo destes parametros
(tamanho do voxel, filtros beam hardening correction, smoothing, gray dataset,
plano de orientacdo, ROI e threshold) em imagens microtomograficas de hemi-
mandibulas com lesdo periapical induzida em primeiros molares inferiores de
camundongos (Publicacéo 1);

— Avaliar a acuracia da micro CT na analise do volume da lesdo periapical

induzida em dentes de camundongos empregando como padrdo ouro para
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comparacao os valores de volume obtidos por estereologia aplicada a dados
histoldgicos (Publicacéo 2).
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5 CONCLUSAO

e Arevisado da literatura (Publicacdo 1) mostrou que ndo ha um protocolo definido
para a aquisicdo, reconstrucdo e analise de imagens microtomograficas da
lesdo periapical em ratos e camundongos. Além disso, os parametros de
aquisicdo, reconstrucado e analise ndo foram relatados adequadamente nos
estudos que avaliaram a lesdo periapical por meio de micro CT, o que pode
comprometer a reproducdo e o impacto cientifico dos estudos.

¢ Na "Publicagao 2” os resultados preliminares mostraram que a micro-CT € uma
metodologia precisa para a analise do volume da lesdo periapical em
camundongos. Em etapa futura as mensuracdes do volume da lesdo periapical

seréo efetuadas por outros dois avaliadores calibrados.
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