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Resumo

Introducao: o desafio no uso do Micro-Ct tem sido estabelecer e padronizar padrdes adequados para escaneamento
e tratamento das imagens, para que se obtenha o maximo desempenho do equipamento, e permitir a comparacio
dos achados entre diferentes estudos. Objetivo: o presente estudo tem como objetivo comparar a porcentagem de
volume 6sseo em regides com perda 6ssea periodontal utilizando diferentes metodologias para defini¢do da area a
ser analisada (ROI). Material e método: dez ratos foram submetidos a indugio de doenca periodontal, e, ap6s a
eutandsia, as mandibulas foram escaneadas com cortes de 9 | e 18 um de espessura, com passo de rotagdo de
0.3mm. As imagens foram reconstituidas utilizando o software NRecon, e em seguida, utilizando o software
CTAnalyser - CTAn, foram definidas as areas de interesse (ROI) ao redor dos segundos molares. A primeira area de
interesse (ROI1) foi definida em um padrao retangular que se restringiu as regides interproximais e furca, onde a
area total de tecido dsseo foi obtida somando os resultados dos 3 ROIs. A segunda area (ROI2) foi definida no sentido
corono/apical ao redor do segundo molar até suas limitagbes proximais com os dentes vizinhos, onde a
porcentagem de tecido 6sseo pertencente as raizes foram excluidas das avaliacdes. As andlises foram realizadas com
cinco diferentes valores de thresholds (130-50, 130-60, 130-70, 130-80, 130-90 e 130-100). Resultado: a analise
entre os diferentes ROIs demonstrou que em ambas as andlises foi observada a tendéncia a menor porcentagem de
tecido dsseo quanto maior o contraste de tons de cinza utilizado, no entanto, nos resultados obtidos no ROI2 essa
diferenga ndo foi estatisticamente significante. Conclusao: com os resultados obtidos pode se concluir que a
utilizacdo de diferentes thresholds para quantificacdo éssea, em areas onde houve doenga periodontal, pode trazer
resultados divergentes; a definicdo da area de interesse interfere com os resultados obtidos e que a obten¢io de uma
area de interesse com a remoc¢do das raizes mostrou-se menos susceptivel a variagio dos parametros de
escaneamento.

Descritores: Microtomografia computadorizada; Micro-Ct; periodontite.

Abstract

Introduction: the challenge in the use of Micro-Ct has been to establish and standardize adequate standards for
scanning and image processing to obtain the maximum performance of the equipment and to allow the comparison
of findings between different studies. Objective: this study aims to compare the percentage of bone volume in
regions with periodontal bone loss using different methodologies to define the area to be analysed (ROI). Material
and method: ten rats were submitted to periodontal disease induction, and, after euthanasia, the mandibles were
scanned with slices of 9 and 18um thickness, with a rotation step of 0.3mm. The images were reconstructed using
the NRecon software, and then, using the CTAnalyser - CTAn software, the areas of interest (ROI) around the second
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molars were defined. The first area of interest (ROI1) was defined in a rectangular pattern that was restricted to the
interproximal and furcation regions, where the total area of bone tissue was obtained by adding the results of the 3
ROIs. The second area (ROI2) was defined in the coronal/apical direction around the second molar to its proximal
limitations with the neighboring teeth, in which the percentage of bone tissue belonging to the roots was excluded
from the evaluations. Analyses were performed with five different threshold values (130-50, 130-60, 130-70, 130-
80, 130-90, and 130-100). Result: the analysis between the different ROIs showed that, in both analyses, there was
a tendency towards a lower percentage of bone tissue the greater the grayscale contrast used. However, in the
results obtained in ROI2, this difference was not statistically significant. Conclusion: with the results obtained, it can
be concluded that the use of different thresholds for bone quantification, in areas where there was a periodontal
disease, can bring divergent results; the definition of the area of interest interferes with the results obtained; and
that obtaining an area of interest with the removal of the roots, proved to be less susceptible to the variation of the
scanning parameters.

Descriptors: Computerized microtomography; Micro-Ct; periodontitis.

INTRODUGCAO

A doenca periodontal é a mais prevalente entre as doencas 6sseas que atingem o ser humano,
tendo sido observado que em média 10 a 15% dos adultos sdo acometidos por perda de um ou
mais elementos dentaisl. A periodontite possui origem inflamatéria crénica, sua severidade e
progressdo dependem nao sé dos danos causados pelos microrganismos presentes na cavidade
oral, como também da resposta imune do hospedeiro a essa agressdo. Nos estagios iniciais, a
doenca periodontal se manifesta clinicamente pela inflamagao e perda de inser¢do do tecido
gengival apresentando sangramento a sondagem, podendo evoluir para a reabsorc¢do do osso
alveolar e consequente perda do elemento dentalZ.

0 osso alveolar que circunda os dentes, formado por 0sso cortical e esponjoso, esta constantemente
sofrendo remodelagdo (reabsor¢do seguida de neoformacio), seja durante a erup¢ao dental, exigéncias
funcionais mastigatérias, movimentagdes ortodonticas, entre outras situagdes. Por ser constantemente
exposto a remodelagdo 0ssea, esta mais propenso a reabsorcdo éssea ocasionada pela periodontite3.
Desse modo, a compreensdo dos mecanismos da remodelagdo 6ssea na doenca periodontal é de grande
importancia para o entendimento dos fatores que podem vir a regular essa perda ou para avaliar a
eficacia de tratamentos periodontais que visam tanto estabiliza-la como reverte-la%.

Dentre os métodos consagrados para analises de perda 6ssea alveolar estdo a histomorfometria
e o exame radiografico. A analise histomorfométrica, que consiste da andlise de cortes obtidos por
processo histotécnico, é um dos métodos mais utilizados para a quantificacdo de osso trabecular. A
distancia da juncdo cemento-esmalte (JCE) a crista 6ssea alveolar (COA) é demarcada em imagens
de cortes histolégicos, capturadas por microscépio dptico e mensurada por softwares de andlise de
imagens. Embora seja um método confiavel, a obtencio das laminas a serem analisadas provém do
corte das pecas de estudo, inviabilizando seu uso para outros tipos de andlise. Exames radiograficos
também sdo muito utilizados para a avaliagdo da perda dssea alveolar decorrente da periodontite,
por permitir a visualizacio das estruturas mineralizadas e assim a medi¢do entre a juncdo cemento-
esmalte e a crista 6ssea alveolar3>e.

Sabe-se, porém, que tanto a analise histométrica quanto a radiografica possuem deficiéncias,
como a dificuldade de padroniza¢do da posicdo da amostra na qual sera obtida a imagem a ser
analisada e a limitacdo das medi¢des a apenas duas dimensdes (2D), medindo a perda dssea
apenas no sentido horizontal (mésio-distal ou vestibulo-lingual), o que compromete a precisao
dos dados, pois mascara perdas intradsseas, prejudicando a precisdo das analises.

Tendo em vista a necessidade de métodos que proporcionem uma melhor visualizacdo da
estrutura dssea alveolar, resultando em dados mais precisos e sem a necessidade de destruicdo da
amostra’:8, a microtomografia computadorizada (Micro-Ct) vem sendo utilizada como alternativa
para os estudos de observacdo da remodelacdo do osso alveolar, por possibilitar a visualizacdo
completa em alta resolucdo da amostra em 3D, permitindo uma melhor padronizagdo dos métodos
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de andlise, sendo mais sensivel para medigdo de massa 6ssea e microestrutura do osso alveolar do
que os métodos ja consolidados (histométrico e radiografico)?10, sem contudo acarretar danos a
amostra. Estudos mostram diferenca de até 25% entre os resultados de quantificagdo do osso
alveolar para andlises realizadas por radiografias convencionais em compara¢do com analises
realizadas em modelo 3D11-13, O exame utilizando a microtomografia promove uma varredura em
3D de toda a amostra, obtendo um volume dsseo total ao redor do dente. Na avaliagdo histométrica,
por exemplo, sdo escolhidos poucos cortes para representar todo o dente, sendo que estes podem
ndo representar o que estava ocorrendo ao longo de todo o osso alveolar415,

0 uso da microtomografia computadorizada de alta resolu¢do para andlise tridimensional de
estrutura 6ssea foi primeiramente descrito por Feldkamp et al.16, em 1989, e hoje é considerada padrao
ouro. Entretanto, o método fornece a porcentagem de tecido mineralizado, sendo que a caracteristica
porosa do o0sso alveolar e sua proximidade com estruturas dentais dificultam a quantificacdo do volume
6sseo. Assim, a delimitagdo da regido de interesse (ROI) deve englobar a area a ser analisada, excluindo
0 maximo de estruturas que prejudiquem a leitura do programa, levando a resultados mais confiaveis??.

Devido ao uso crescente do Micro-Ct, hoje ha no mercado diferentes marcas e modelos de
microtomografos, o que resultou em diferentes softwares para escaneamento, reconstru¢do e
aquisicdo das imagens, bem como para sua analise e interpretacdo dos resultados obtidos. Desse
modo, o grande desafio no uso do Micro-Ct tem sido estabelecer os corretos padrdes para
escaneamento e tratamento das imagens, o que impossibilita que se obtenha o maximo
desempenho do equipamento e dificulta a comparacdo dos achados entre diferentes estudos.

Baseado na escassa literatura sobre esse tema, o presente estudo se propde a avaliar a
interferéncia de diferentes areas de interesse (ROIs) e thresholds (tons de cinza) na andlise de
tecido 6sseo submetido a doenca periodontal experimental.

O objetivo do presente estudo foi de comparar a porcentagem de volume dsseo em regides
com perda 6ssea causada pela doenga periodontal, utilizando diferentes metodologias para
definicdo da area a ser analisada, ou seja, da regido de interesse (ROI) e diferentes parametros de
analises (thresholds e espessura de escaneamento).

MATERIAL E METODO

No presente estudo foram utilizados 10 ratos (Rattus norvegicus), variacao albinus, Holtzman,
adultos, pesando em média 300 g, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - Unesp, onde foram alimentados com ragdo sélida e com acesso a agua ad libitum,
antes e durante todo o periodo experimental, mantidos em ambiente com luz e temperatura
controladas, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - Unesp. Processo 29/2014.

Inducédo da Doenga Periodontal

Os animais foram anestesiados por uma combinagdo de cloridrato de quetamina e cloridrato de
xilazina nas seguintes propor¢des: 80 mg/kg e 7 mg/kg de massa corporal, respectivamente. Em seguida
os animais foram colocados em uma mesa operatoria para possibilitar a retracdo da boca e livre a regido
maxilar. Aleatoriamente, um dos segundos molares superiores (direito ou esquerdo) foi selecionado
para inser¢do subgengival de ligaduras (fios de algoddo, n°24), com o auxilio de duas pingas
hemostaticas e sondas clinicas no tamanho infantil. Apds um periodo de indugao de 15 dias, as ligaduras
foram removidas e os animais eutanasiados com sobredose anestésica. A hemimaxila de cada animal foi
removida e submersa em paraformaldeido tamponado 4% durante 48 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas e armazenadas em alcool 70%.
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Analise por Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

A andlise da quantidade de tecido dsseo foi realizada no microtomégrafo Skyscan 1176, Aatselaar,
Bélgica, 2003 (Processo 2009/54080-0 Fapesp - Programa Equipamentos Multiusuarios 3) no
Laboratorio de Microscopia in vivo da Faculdade de Odontologia de Araraquara - Unesp. As
mandibulas foram escaneadas com cortes de 9 e 18um de espessura, com passo de rotacdo de 0.3
mm. As imagens foram reconstituidas utilizando o software NRecon (SkyScan, 2011; Versado 1.6.6.0, e
por meio do software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit, estas foram orientadas e
padronizadas de acordo em trés planos (transversal, longitudinal e sagital).

Apoés a obtencdo das imagens foram definidas as diferentes areas de interesse:

ROI 1. dreas retangulares que abrangeram as regides mesial, distal e furca dos segundos
molares (Figura 1A).

ROI 2. drea retangular que compreendeu a distancia da raiz distal do primeiro molar a raiz
mesial do terceiro molar. As areas relativas as raizes dos segundos molares foram subtraidas
na leitura deste ROI (Figura 1B).

Posteriormente, o software CTAn foi utilizado para analise e mensuracdo da area e volume
6sseos das imagens a partir das escalas de cinza predefinidas (thresholds), para tanto foram
utilizados os 6 valores de thresholds estabelecidos a partir da similaridade com tecido 6sseo: 130-
50, 130-60, 130-70, 130-80, 130-90, 130-100 (Figura 1C).

B

130-50 130-60 130-70 130-80 130-90 130-100
U

RS

Figura 1. A primeira area de interesse (ROI1) foi definida em um padrao retangular, e se restringia a
avaliacdo das regides interproximais (mesial e distal) e furca (Figura 1A). A area de interesse do presente
projeto (ROI2) foi definida no sentido corono/apical, ao redor dos dentes até suas limitagdes proximais com

os dentes vizinhos, onde a leitura do ROI pertencente as raizes foi subtraida (Figura 1B). Diferentes

escalas de cinza utilizadas para analise (Figura 1C).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados encontrados seguiram distribui¢do normal, e foram submetidos a analise estatistica
paramétrica com ANOVA, complementado por Tukey com nivel de significincia de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

Analise por ROI 1

Em uma analise comparativa entre os diferentes thresholds com cortes de 9um, os thresholds
de 130-50 e 130-60 apresentaram diferencas estatisticas quando foram comparados aos maiores
valores de thresholds (130-80, 130-90 e 130-100), e o threshold de 130-70 se mostrou diferente
estatisticamente somente quando foi comparado ao threshold de 130-100.

Ja em uma analise comparativa entre os diferentes thresholds com cortes de 18 pum, o threshold de
130-50 apresentou diferengas estatisticas quando foi comparado aos maiores valores de thresholds
(130-70, 130-80, 130-90 e 130-100). Ja o threshold de 130-60 apresentou diferengas quando
comparado aos thresholds de 130-80, 130-90 e 130-100. Distintivamente, o threshold de 130-70
mostrou-se diferente para os valores de 130-90, e 130-100, e por ultimo, o threshold de 130-80 foi
estatisticamente diferente quando comparado ao valor de 130-100. Em todas as comparacoes feitas,
a porcentagem de volume 6sseo sé apresentou diferencas estatisticas entre os dois parametros de
escaneamento (9um e 18um) para os thresholds de 130-90 e 130-100 (Figura 2).
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Figura 2. Comparagéao entre os resultados da porcentagem de volume 6sseo encontrados para os
diferentes paradmetros de escaneamento com a metodologia de ROIs. ***p < 0,0001 teste Tukey/**p < 0,001
teste Tukey/*p < 0,01 teste Tukey.

Analise por ROI 2

Comparacdo entre os resultados da porcentagem de volume 6sseo encontrados para os
diferentes parametros de escaneamento com a metodologia de remocdo das raizes (Figura 3).
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Figura 3. Comparagéo entre os resultados da porcentagem de volume 6sseo encontrados para os
diferentes parametros de escaneamento com a metodologia de remogéao das raizes. ***p < 0,0001 teste
Tukey/**p < 0,001 teste Tukey/*p < 0,01 teste Tukey.

Comparacgao Entre os Resultados Obtidos por ROI1 e ROI2

Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os resultados obtidos nas resolucdes de
9 e 18 um, ou entre os diferentes valores de threshould dentro de uma mesma resolug¢do. Ao
compararmos as porcentagens de volume dsseo obtidas pelos dois métodos para uma mesma
amostra, o ROI1 apresentou valores significativamente maiores para os threshoulds de 130-50 (p
<0,0001),130-60 (p < 0,0001) e 130-70 (p < 0,001) na resolucdo de 9 um (Figura 4), e em 18 um
(Figura 5) para os threshoulds de 130-50 (p < 0,0001), 130-60 (p < 0,001), 130-70 (p < 0,01) e
130-100 (p < 0,01). Para ambas as andlises foi observada a tendéncia a menor porcentagem de
tecido 6sseo quanto maior o contraste de tons de cinza utilizado, no entanto, nos resultados
obtidos no ROI2, essa diferenca nao foi estatisticamente significante (Figuras 4-5).

80 *k%k
£ = [ rRoI1
- B ro12
60 I —
T
40

% Vol. Osseo

R

130-50 130-60 130-70 130-80 130-90 130-100

Threshould

Figura 4. Comparacgéo entre os resultados da porcentagem de volume 6sseo entre as duas metodologias
de analise, com escaneamento na resolucdo de 9 ym. ***p < 0,0001 teste Tukey/**p < 0,001 teste Tukey.
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Figura 5. Comparacgéo entre os resultados da porcentagem de volume 6sseo e as duas metodologias de
analises com escaneamento na resolugédo de 18 ym. ***p < 0,0001 teste Tukey/**p < 0,001 teste
Tukey/*p < 0,01 teste Tukey.

DISCUSSAO

Grande parte dos trabalhos desenvolvidos na area da Periodontia visa avaliar as variacdes de
qualidade e quantidade de tecido 6sseo de suporte, durante o desenvolvimento da doenga
periodontal. A mensuracdo da quantidade de tecido 6sseo vem sendo realizada por meio de
diferentes técnicas, analises histoldgicas, morfométricas e reagdes imuno-histoquimicas35¢. No
entanto, essas técnicas permitem apenas uma avali¢do linear ou bidimensional (2D) das amostras,
o que dificulta a padroniza¢do das imagens obtidas para analise, uma vez que a inclusdo das pecas
de estudo em parafina pode variar o angulo do qual serd obtido o corte, e o longo processo de
preparacdo das laminas para analise pode gerar a presenca de artefatos de técnica. Também sio
empregados procedimentos radiograficos, no entanto, como estes fornecem apenas imagens
bidimensionais, ha dificuldade para estabelecer um padrao radiografico entre as imagens?’%.

Para melhorar e complementar os resultados obtidos com os métodos convencionais, a
microtomografia computadorizada (Micro-Ct) tem sido utilizada para avaliacdes dos tecidos
duros. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva que permite a reconstrucao e avaliacdo de imagens
em 3D, possibilitando maior reprodutibilidade e acuradcia durante a avaliacdo de estruturas
anisotrépicas como o tecido dsseo. Associada a isso, a andlise de Micro-Ct permite obter
informacdes sobre a geometria, porosidade, densidade mineral, drea e volume dos ossos
trabeculares e corticais?10. Cada vez mais, estudos in vivo utilizam imagens de alta resolugdo
obtidas pela microtomografia computadorizada, para mensurar a perda 6ssea alveolar durante o
processo de periodontite experimental em ratos!8-20, Entretanto, existem varios sistemas para
Micro-Ct comercialmente disponiveis, cada um com diferentes abordagens para a aquisicdo de
imagens, avaliacdo e relatdrios de resultados. Essa falta de consisténcia torna dificil interpretar
os resultados relatados e comparar os achados em diferentes estudos?!. Sendo assim, o desafio
no uso do Micro-Ct tem sido estabelecer e padronizar padroes adequados para escaneamento e
tratamento das imagens, para que se obtenha o maximo desempenho do equipamento, e
possibilitar a comparac¢do dos achados entre diferentes estudos.

Quando diferentes valores de thresholds com 9 pm foram comparados, os intervalos de 130-
50 e 130-60 apresentaram diferencas estatisticas comparados aos thresholds de 130-80, 130-90
e 130-100, e o threshold de 130-70 se mostrou diferente estatisticamente quando comparado ao
threshold de 130-100. Semelhantemente quando as mesmas comparac¢des foram feitas com 18
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um, resultados similares foram obtidos (130-50 apresentou diferencas quando comparado a 130-
70,130-80, 130-90 e 130-100; 130-60 apresentou diferen¢as quando comparado a 130-80, 130-
90 e 130-100; 130-70 apresentou diferen¢as quando comparado a 130-90 e 130-100; 130-80
apresentou diferengas quando comparado a 130-100). Esses resultados sugerem que valores
mais extremos apresentam as maiores diferencas, possivelmente decorrentes de um falso
positivo ou falso negativo (hiper ou subestimag¢ao) da quantidade 6ssea?2. Os estudos realizados
por Chang et al.22 e Gielkens et al.23 sugerem que o Micro-Ct é um método que deve ser analisado
cuidadosamente e preferencialmente associado a outras avaliacoes.

Podemos notar que em uma avaliagdo com 18 um houve maiores diferencas quando comparado a 9
um, sugerindo que cortes com espessura maior estao propensos a maiores variagoes estatisticas quando
diferentes threshods foram comparados. Isso pode também ser visto quando thresholds iguais sdo
comparados com diferentes cortes, mostrando uma maior probabilidade de diferencas.

0 intervalo do threshold representa uma escala de cinza que pode variar de 0-255, onde 0
representa uma densidade baixa e 255 uma densidade alta, distinguindo diferentes tecidos
mineralizados. Entdo, quando utilizamos um intervalo com altos valores (ex. 130-80; 130-90;
130-100) podemos estar ndo contabilizando osso do tipo imaturo, e quando baixos valores sdo
usados, quantidades a mais de tecido 6sseo podem estar sendo adicionadas para a quantificagao.
Sendo assim, é de fundamental importancia a obten¢do de um threshold que mostre a real
condicdo do tecido o6sseo. Esta determinagdo do threshold pode se basear em uma
predeterminacdo pelo préprio software (automatico) ou manualmente, onde o operador
determina visualmente qual melhor threshold pode ser aplicado.

Um dos poucos trabalhos desenvolvidos com o objetivo de avaliar a influéncia de um desses
parametros foi realizado por Chang et al.22. Neste estudo in vivo, os autores avaliaram qual seria
o método de defini¢do de tons de cinza (threshold) mais confiavel e compativel com a analise
histomorfométrica durante a avaliacdo da perda 6ssea periodontal. Ap6s andlise dos resultados,
os autores concluiram que diferentes thresholds podem influenciar a correta quantificacao de
tecido 6sseo presente e que a maior correlacdo entre o Micro-Ct e a analise histométrica foi obtida
por meio de um threshold definido pelos autores como “local algorithm”, mas que, no entanto, ndo
seria um método acessivel. Lima et al.2* avaliaram a influéncia de diferentes thresholds em
anadlises lineares e volumétricas de bidpsias de osso nativo e area enxertada com osso bovino
desproteinizado provenientes de seios maxilares em humanos. Nesse estudo foi demonstrado
que diferentes thresholds influenciam nesses parametros e que a presenca de enxerto de 0sso
bovino desproteinizado reduziu a acuracia do Micro-Ct na identificagdo do volume dessa area
independentemente do threshold aplicado.

Os resultados parciais obtidos no presente trabalho demonstram que as varia¢gdes na
resolucdo do escaneamento, bem como a variacdo de thresholds, levam a resultados discrepantes
para uma mesma amostra. Mesmo diante de tantos estudos publicados utilizando analise por
microtomografia, ndo existem na literatura trabalhos que descrevam quais os melhores e mais
confiaveis padroes 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 regiao,
sendo assim mais estudos nessa drea devem ser feitos com o intuito de melhorar a fidelidade dos
resultados obtidos.

CONCLUSAO

Dentro das limita¢des deste estudo, pdde-se concluir que: a utilizacdo de diferentes thresholds
para quantificagdo 6ssea, em areas onde houve doenca periodontal, pode trazer resultados
divergentes; a definicdo da drea de interesse interfere com os resultados obtidos; e a obtencdo de
uma area de interesse com a remogdo das raizes mostrou-se menos susceptivel a variacdo dos
parametros de escaneamento.
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