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RESUMO

A densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ o exame padrao-ouro para o diagndstico da osteoporose. No entanto, sabe-se que
apenas essa medida ndo ¢ suficiente para identificar completamente a fragilidade 6ssea e o conseqiiente risco de fratura,
tornando-se necessario a investigagdo da estrutura dssea. Objetivos: Avaliar se a caracteristica de Euler-Poincaré¢ (CEP)
para analisar a conectividade do osso trabecular poderia fornecer um suporte adicional na identificacdo da deterioragdo
da estrutura 6ssea. Materiais e Métodos: Analisou-se um conjunto de imagens formando disectors, obtidas da tomo-
grafia computadorizada de vértebras lombares, a partir dos quais foi estimada a caracteristica Euler-Poincare.(CEP).
Para lidar com o processamento de imagens dos disectors, foi desenvolvido um programa de computador usando o
GTK+ para MS-Windows. Os resultados foram comparados com a DMO. Resultados: Verificou-se que a medida da
CEP esta correlacionada com os resultados obtidos por meio da DMO para as vértebras lombares. Ficou demonstrado
também que a area de conectividade das trabéculas que ¢ propagada ao longo dos disectors corrobora para assegurar
que os resultados da CEP sejam consistentes com a medida da DMO. Conclusdes: A aplicagdo da CEP na analise das
tomografias vertebrais podera vir a se constituir num método para avaliar a estrutura dssea trabecular, e sua correlagdo
com a resisténcia mecanica do 0sso, sendo necessarios porém mais estudos para confirmar esses dados.
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cessamento de imagem médica, imagens tomograficas.

INTRODUCAO

A osteoporose ¢ uma doenga silenciosa caracterizada pela perda
de massa 6ssea e pela deterioragdo da microarquitetura dssea
trabecular, que levam a fragilidade 6ssea e aumento no risco de
fratura. Com o aumento atual da expectativa de vida, a osteopo-
rose se tornou um problema de satde publica. Embora a massa
oOssea seja importante na determinacdo da resisténcia mecanica
oOssea, hoje em dia sabe-se que outros fatores também sdo im-
portantes para estabelecer o risco de fratura de um paciente. A
perda da massa Ossea foi caracterizada em todo o mundo pela
medigdo da densidade mineral 6ssea (DMO), o padrao-ouro
para o diagnoéstico da osteoporose. Porém, a DMO reflete a

quantidade de osso por area. Esse é somente um aspecto da
qualidade ossea. Varios outros fatores também tém um papel
nessa qualidade, como a microarquitetura trabecular.!

Os tecidos 6sseos sdo compostos principalmente de um
osso compacto chamado cortical € um osso poroso interno,
0 osso trabecular ou canceloso. O aspecto poroso desse 0sso
oferece uma similaridade com um meio esponjoso, onde as
trabéculas estdo incrustadas em uma medula. Além disso,
podemos ver as trabéculas como graos e as cavidades da
medula como poros, seguindo a nomenclatura de meios po-
rosos. Sob esse aspecto, a conectividade das trabéculas ¢ um
fator muito importante para estabelecer a qualidade do osso
e o risco de fratura.’
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A importancia da microarquitetura do osso trabecular foi
reconhecida na Conferéncia de Desenvolvimento do Consenso
de 1993 em Hong Kong, onde a osteoporose foi considerada
como uma alterag@o que reduz a resisténcia 6ssea e aumenta o
risco de fratura. Por isso, a for¢a do osso depende da densidade
e também da qualidade éssea.’ Como atualmente ainda ndo ha
uma ferramenta ndo-invasiva totalmente valida para medir a
for¢a do osso in vivo, varias abordagens foram investigadas
com base em tomografia computadorizada (TC), ressonancia
magnética (RM) e ultrassonografia para oferecer informagdes
sobre a qualidade do 0sso0.**

Uma maneira de investigar qualitativamente a microarqui-
tetura ossea ¢ calcular alguns indices morfométricos, conhe-
cidos na literatura como morfometria quantitativa, usando os
métodos estereologicos.” Varios pardmetros morfométricos
sdo calculados com base nas medidas de area e no perimetro
trabecular bidimensional, como espessura, densidade, sepa-
racdo e comprimento esquelético trabecular. Por outro lado, a
conectividade do osso trabecular, visto como um meio poroso,
¢ uma propriedade topologica que oferece informagdes sobre a
estrutura do espaco de poro. A caracteristica de Euler-Poincaré
(CEP) ¢ uma medida geométrica integral que pode oferecer
uma estimativa da conectividade da estrutura do espago de
poro. Um aspecto importante da CEP ¢ que ela ndo muda
sob deformacéo ou sob mudanga de escala de um objeto. Em
outras palavras, ¢ uma invariante topoldgica. Basicamente,
a CEP para uma estrutura em 3D ¢ definida pelo nimero de
partes isoladas menos a conectividade.® A CEP ¢ uma quanti-
dade de dimenséo zero e, como tal, deve ser estimada usando
uma sonda 3D. Nao obstante, foi demonstrado que para fins
praticos, a sonda 3D pode ser aproximada por um conjunto de
duas segdes paralelas em 2D, desde que nenhuma alteragao na
estrutura morfologica apareca entre elas. Essas duas segdes
formam o chamado disector.’

Neste artigo, vamos concentrar nossa atengao sobre a apli-
cacdo da CEP para calcular a conectividade de duas vértebras
lombares, com base em um conjunto de imagens tomograficas
computadorizadas que incluem uma série de disectors. A ideia
central ¢ investigar como as estimativas de conectividade da
CEP podem ser usadas para distinguir entre um 0sso com oste-
oporose e um saudavel, relacionando os achados aos resultados
da DMO. Na 2% se¢do, apresentamos os materiais e métodos
usados neste artigo e descrevemos brevemente como calcular
a CEP a partir de imagens digitais; na 3 * se¢@o, apresentamos
os resultados principais e comparamos as medidas da CEP com
os resultados da DMO para as vértebras correspondentes. A 4
secdo esta dedicada as conclusdes e aos trabalhos futuros.
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MATERIAIS E METODOS

Neste estudo sobre a conectividade trabecular, duas vértebras
lombares in vitro foram adequadamente selecionadas e prepa-
radas adequadamente para que representassem clinicamente
um osso saudavel e outro com osteoporose, de acordo com
as medidas da DMO padrao. A Tabela 1 mostra os valores da
DMO para essas duas vértebras.

Para um equipamento de DXA Hologico, os valores de
referéncia da DMO para as vértebras in vitro indicam que os
valores acima de 0,900 g/cm? correspondem a um osso saudavel
e abaixo de 0,700 g/cm? corresponde a um 0sso com osteo-
porose. Os valores entre esse intervalo correspondem a um
estado de osteopenia. De acordo com esse critério, a vértebra
V1 ¢ de um individuo em controle, e a V2 é de um individuo
com osteoporose (Tabela 1).

Essas vértebras foram varridas por tomografia computado-
rizada usando o equipamento Siemens Cardiac Sensation 16.
As imagens foram tomadas com espacamento de 1.000 um
entre eles, para cada vértebra. A partir dai, uma sequéncia de
20 imagens adjacentes foi selecionada com base em uma ana-
lise clinica cuidadosa, formando um conjunto de 19 disectors
(par de imagens sequenciais). Para cada vértebra, a regido de
interesse (ROI) foi escolhida com 65 x 55 pixels ao agrupar
a imagem de aquisi¢@o. A ROI foi selecionada sob projecao,
extraida a partir do corpo vertebral interior, préximo ao 0sso
cortical. As ROIs escolhidos sdo as partes clinicamente sig-
nificantes ja que constituem a por¢do do corpo vertebral que
primeiro exibe a perda mais significativa da massa Ossea e
fissuras, levando a um aumento do risco de fratura. A escala
da imagem por pixel corresponde a 230 ym x 230 um.

Processamento de Imagem

Para lidar com o processamento de imagens dos disectors, foi
desenvolvido um programa de computador usando o GTK+
para MS-Windows. Primeiro, o conjunto de imagens tomo-
graficas ¢ carregado e recortado para produzir o conjunto
de 19 disectors de imagem para a regido de interesse. Essas
imagens sao binarizadas automaticamente usando o algoritmo

Tabela 1

DMO obtida por densitometria dssea duo-energética
(DXA), usando o modelo Hologic QDR-4500A,
oferecido pelo Hospital Sdo Lucas, PUCRS

Vértebras \% V2
DMO: (g/cm?) 1,219 0,668
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InterMeans’® ou pela especificagdo do usuario ou de um valor
especifico. Existem outros algoritmos de binarizagao disponi-
veis, mas os médicos ainda nao estdo confiantes sobre qual seria
o melhor para um procedimento automatico. Para identificar
as trabéculas, a imagem ¢ segmentada seguindo o algoritmo
padrao vizinhos de 8 pixels. Escolhemos os pixels brancos
para representar as trabéculas e os pretos, seus complementos,
como por exemplo, corresponderiam essencialmente ao 0sso
da medula vermelha. Devemos nos referir a trabécula como
grao e a medula como poro.

O programa de computador desenvolvido inclui varias
funcionalidades que oferecem facilidades para as analises his-
tomorfométricas e estereoldgicas, como contagem do numero
de trabéculas ¢ medula em cada imagem, areas, perimetros, a
distribui¢do da trabécula por area, raios hidraulicos, circulari-
dade trabecular, volume do osso trabecular, nimero, separagao
e espessura trabecular, fator padrdo do osso trabecular''? e
também a caracteristica de Euler-Poincaré, descrita na sub-
secdo a seguir.

Caracteristica de Euler-Poincaré

A caracteristica de Euler-Poincaré (CEP) ¢ uma medida topo-
loégica importante de um objeto em 3D ja que oferece infor-
magdes sobre o grau de conectividade de sua estrutura.” Essa
medida ¢ invariante sob deformagdes topologicas. Em termos
simples, para uma estrutura poro-espaco em 3D, a CEP ¢ dada
em termos de elementos naturais da estrutura, como:

CEP=Dv—Cv, (1)

onde Dv ¢ o nimero de partes desconectadas do espaco do
poro por unidade de volume, conhecido como niimero de
Betti zero, e Cv ¢ a conectividade por volume da unidade,
também conhecido como Genus ou primeiro nimero de Betti.
O ntmero de partes desconectadas corresponde ao nimero de
objetos isolados (ilhas), #I, e a conectividade esta expressa em
termos do numero de tuneis (ramos), #B, ¢ o numero de cavi-
dades fechadas (orificios), #H.3-'* O niimero de conectividade
corresponde ao nimero maximo de cortes por um objeto que
ndo produz dois objetos desconectados. Objetos com a mesma
conectividade sdo topologicamente equivalentes, por exemplo,
podemos deformar esses objetos para fazer outros mais simples
apenas esticando e dobrando, sem precisar cortar. A estimativa
da CEP ¢ alta para objetos com menor conectividade ¢ baixa
para objetos com alta conectividade.

Como mostram Gundersen et al.'* € Zhao et al.,'° a CEP
pode ser estimada para um objeto em 3D com base em obser-
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vagoes de qualquer alterag@o topologica das intersecgdes de
um plano em 2D que varre completamente o objeto e, além
disso, essa estimativa ¢ independente da direcdo e orientagdo
da varredura. Em outras palavras, é possivel calcular a CEP
por um conjunto de disectors, observando os padrdes de uma
fatia e comparando com os padrdes das fatias seguintes. Sob
esse aspecto, a CEP ¢ dada por:

CEP=1/2 (#I + #H - #B), (2)

onde a expressdo ¢ dividida por 2 devido ao fato de que a
contagem dessas quantidades ¢ feita nas duas diregoes, simulta-
neamente. Ao observar as diferencas na aparéncia da estrutura
nas fatias superiores e inferiores, € possivel deduzir os eventos
topoldgicos que ocorrem no disector.

Na referéncia 15, foi feita uma dedugado detalhada da CEP
com base em casos topologicos. Para um disector de imagens
binérias, por exemplo, D, i = 1,...,n-1, onde n é o niimero de
secdes/imagens, a CEP pode ser calculada por:

CEP =12 (N+N, -2N_ +2L

ini+1

“L-L.).0)

ini+1

onde N, € o niimero total de objetos desconexos (todas as partes
do espago de poro) vistos em uma tnica imagem bindria i, N,
..., € o nimero de objetos na segdo resultante obtida pela
intersegdo i M i + 1, L, € o nimero total de orificios em todos
os objetos e L , .., € o numero de orificios na intersecgdo. A
conectividade no disector D, pode ser obtida pela sua inter-
sec¢do aplicando o operador 16gico AND. Em outros termos,
reescrevemos a Equagdo 3 como:

CEP,= 1/2 (#Porelm, + #Porelm, - 2#Porelm, +

ini+1
2#Holelm, _ ., | - #Holelm - #Holelm . ), (4)

i+

onde #Porelm, significa o nimero de poros na imagem i, #Po-
relm. . significa o nimero de poros comuns das imagens i
i+1 e uma descri¢ao semelhante para os orificios.

Para se ter uma estimativa imparcial da CEP, os efeitos de
borda devem ser considerados. Para isso seguimos a estrutura
de contagem bidimensional imparcial padrao definida nas
referéncias.’*!* O disector usado em nosso trabalho é uma
sonda tridimensional com base em imagens binarias obtidas
depois do processamento das imagens da TC. Como tal, po-
demos definir em um meio poroso, nossa escolha por um poro
ou grdo, de acordo com nosso proprio interesse. Além disso,
todas as quantidades estereologicas, e também as CEP, podem
ser estimadas para os dois, poros e graos.

Rev Bras Reumatol 2009;49(2):140-52
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RESULTADO

Como indicamos, o estudo de caso foi fundamentado em dois
conjuntos de 20 imagens selecionadas a partir das vértebras
V1 e V2, cujos DMO estdo na Tabela 1. As Caracteristicas de
Euler-Poincaré foram calculadas para o conjunto de 19 disec-
tors de cada vértebra. Os valores da CEP estao na Tabela 2.

Observando os valores da CEP para a vértebra V2, podemos
ver que sdo sempre mais altas se comparado com os mesmos
disectors da vértebra V1. Esse resultado mostra uma melhor
conectividade das trabéculas para a vértebra V1 do que para
as da V2. Agora, considerando os valores da DMO dados na
Tabela 1, podemos deduzir que as estimativas da CEP sdo
consistentes com os achados da DMO. Como ¢ esperado, os
valores mais altos da CEP indicam uma conectividade mais
baixa, que pode ser uma consequéncia de um niimero mais
baixo e de uma menor espessura das trabéculas, levando a um
espago maior a ser ocupado pela medula. Isso ¢ assegurado
pela baixa medida da DMO para V2. Por outro lado, os valores
mais baixos da CEP indicam uma conectividade mais alta das
trabéculas, que podem deixar menos espago para ser ocupado
pela medula. Isso pode ser uma consequéncia de um nimero
maior ¢ de uma maior espessura das trabéculas por volume.
Isso ¢é assegurado por uma medida maior da DMO para V1.

Considerando uma lista formada pelos valores da CEP
para o individuo de controle V1 (x,) e para o individuo com
osteoporose V2 (x,), o modelo de regressdo linear multipla
para o grupo ¢ calculado por:

yi:BO+B1X1i+B2X2i+B3X[iX2i+€i’(5)

onde Y, i= 1,...,38; sdo os valores da CEP, [30 ¢ o intercepto
de controlef, é a inclinagdo para o individuo de controle, x, é
o numero do disector na lista, B, + B, ¢ o intercepto do indivi-
duo com osteoporose, x,, ¢ uma variavel ‘dummy’ com valor
0(zero) para o individuo de controle, 1(um) para o individuo
com osteoporose; B, + B, € a inclinagdo para individuo com
osteoporose € ¢, € 0 erro aleatorio.

De acordo com esse modelo, os calculos mostraram que a
contribui¢do de B, ¢ estatisticamente insignificante, ja que o
valor-P obtido foi 0,22719. Assim, omitimos a contribuicdo 3 N

The Euler-Poincaré characteristic applied to identify low bone density

na Equacdo 5. A Figura 1 mostra a representacdo dos valores
da CEP e a regressdo linear multipla correspondente para as
vértebras V1 ¢ V2. Como a contribui¢do da inclinacdo dada
por B, foi estatisticamente insignificante, as duas linhas retas
na Figura 1 tém a mesma inclinagdo.

Na Tabela 3, sdo dados as estimativas dos coeficientes, o
erro padrao, o valor T ¢ o valor P. Os resultados do valor P
mostram que o grupo de controle e o do grupo com osteoporose
sdo estatisticamente diferentes em termos de interceptos. Em
outras palavras, os dados da CEP podem realmente discernir
entre um individuo de controle e um com osteoporose. Como
uma analise extra, calculamos os valores das areas totais para
as trabéculas conectadas que se propagam pelos disectors, para
as vértebras V1 e V2. Os valores estdo na Tabela 4.

Observando atentamente os valores apresentados na Tabela
4, podemos ver que as areas propagadas para a vértebra V1
sdo sempre maiores que aquelas para a vértebra V2. Como a
V1 tem maior conectividade, espera-se que haja um numero
maior e mais espessura das trabéculas e, como consequéncia,
a area trabecular de cada fatia de V1 seja maior que a area
trabecular de cada fatia de V2.

A Figura 2 mostra os pontos das areas propagadas conec-
tadas para as trabéculas das vértebras V1 e V2. Os valores sdo
consistentes com os resultados das medidas da DMO.

A Figura 3 mostra os pontos das areas propagadas da gar-
ganta (propagacao tubular das trabéculas conectadas) para as
trabéculas das vértebras V1 e V2. Esses resultados também
estdo de acordo com os calculos da CEP.

A Figura 4 ilustra a propagacdo da conectividade da area
para uma Unica trabécula e a Figura 5 mostra a propagacao da
traqueia para a mesma trabécula ao longo das fatias.

DISCUSSAO

A densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ considerada o padrao-ouro
internacional para o diagnostico da osteoporose. Nao obstante,
as medidas de densidade dssea pelo uso de equipamentos de
densitometria de energia dupla mostraram ser limitados na
diferenciacdo de individuos com e sem fraturas vertebrais.
Durante os ultimos anos, observou-se que ndo somente a
densidade, mas também a qualidade da estrutura dssea tem um

Tabela 2
Valores da CEP dos 19 disectors para as vértebras V1 ¢ V2
Disector 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

CEPV1 9,5 11 13,5 18,5 13 7,5 11 5 10,5
38,5

CEPV2 30 345 36,5 37 345 345 24 32

15,5 0 -4,5 -2 2,5 3.5 0 0 4 12,5

36 34 385 31,5 29 30 275 26 275 33,5

Rev Bras Reumatol 2009;49(2):140-52

143



Roque et al.

- CEP V1 -= CEPV2 - RLV1 -+ RLV2
40
30
20
]
e
Y
10
0 \// MR
-10
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19
Disector

= Area V1 - Area V2

1500

1250

500

[N
w
IS
5]

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Disector

Figura 1. Valores da CEP e regressdo linear multipla para as vértebras V1 e V2.

Tabela 3

Calculos estatisticos para a CEP das vértebras V1 e V2
Coeficiente Estimativa  Erro padrao Valor T Pr (> |t])
BO 11.6228 1.8357 6.331 2.83e-07
B, -0.4728 0.1451 -3.258 0.0025
B, 25.4737 1.5898 16.023 <2e-16

papel importante na resisténcia do osso. Como consequéncia,
o estudo detalhado da microarquitetura trabecular comegou a
chamar a atengdo da comunidade médica. A ideia é procurar
uma melhor acuracia nas medidas para melhorar o diagndstico
e o tratamento da osteoporose com recursos nao invasivos e
mais sensiveis que podem dar uma resposta rapida na avaliagdo
das intervengdes terapéuticas.

Neste artigo, discutimos a aplicagdo da caracteristica de
Euler-Poincaré (CEP) para analisar a conectividade do osso
trabecular a partir de imagens digitais e para analisar a perda
de massa 6ssea, comparando os resultados com as medidas da
densidade mineral 6ssea (DMO) para duas vértebras lombares.
As vértebras in vitro foram clinicamente escolhidas de modo
que uma era de um individuo saudavel e outra de um indivi-
duo com osteoporose, de acordo com as avaliacdes da DMO
e clinicas. Para essas duas vértebras, um conjunto de imagens
tomograficas por computador foi realizado, depois selecionado

Tabela 4

Figura 2. Pontos das areas propagadas conectadas das trabéculas das vértebras
VleV2.

- Area da traquéia V1 - Area da traquéia V2
1400
1200
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800

Area

600

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19
Disector

Figura 3. Pontos das areas propagadas da garganta das trabéculas das vértebras
VleV2.

e, a partir dai, escolhidas as regides de interesse (ROI), para
finalmente compor um conjunto de 19 disectors registrados
para cada uma das duas vértebras (V1 e V2).

A CEP ¢ uma medida topolégica conhecida tendo sido
aplicada em outras areas. Ela afirma que sdo esperados valores
elevados quando a estrutura tem uma baixa conectividade e
valores baixos quando a estrutura tem uma elevada conecti-
vidade. Usando um programa de computador desenvolvido
nesse projeto para calcular quantidades histomorfométricas

Areas propagadas das trabéculas conectadas pelos 19 disectors para as vértebras V1 e V2

Disector 1 2 3 4 5 6 7 8

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

CEP V1 1246 1284 1234 1237 1298 1374 1352 1389 1336
CEPV2 871 901 865 853 823 751 738 802 738

1297 1387 1457 1415 1329 1304 1373 1412 1309 1258
753 728 667 646 668 712 741 745 735 725
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Figura 4. Tela da propagagdo da conectividade para uma unica trabécula ao longo
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Figura 5. Area de propagacio da garganta para uma unica trabécula ao longo
das fatias.

e estereoldgicas, a CEP foi calculada para os disectors de V1
e V2 e os valores estdo apresentados na Tabela 2. Na Figura
1, a CEP mostra que a vértebra V1 tem uma conectividade
muito maior do que a apresentada pela V2. Esse resultado esta
em pleno acordo com as medidas da DMO apresentadas na
Tabela 1. Embora tenhamos somente um estudo de caso para
dois individuos, um de controle ¢ outro com osteoporose, a
analise estatistica realizada em termos de uma regressao linear
multipla mostrou que os dois grupos exibem um comporta-
mento diferente para os interceptores (Figura 1 ¢ Tabela 3).
Em outras palavras, os dados da CEP mostraram ser comple-
tamente diferentes para os dois casos. O leitor pode perceber
que apenas uma medida da DMO ¢ necessaria para identificar
se um individuo tem ou nao osteoporose.

Um artigo recente'” de Pothuaud et a/. discutiu a aplicac¢do
da analise grafica do esqueleto da microarquitetura do osso
trabecular e indicou a diferenca entre as estimativas da CEP
para seis individuos que tinham osteoporose e seis com osteo-
artrite. Em seu trabalho, o cdlculo da CEP foi efetuado usando
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uma técnica diferente da aplicada neste artigo; além disso, suas
estimativas foram utilizadas para comparar os individuos com
osteoporose e osteoartrite. Nosso objetivo aqui era investigar
se a CEP era capaz de fazer a distingdo entre um individuo
com osteoporose e um saudavel, considerando sua relagdo
com a DMO, que atualmente ¢ o padrdo-ouro para o diagnds-
tico da osteoporose. Além disso, para dar suporte aos nossos
resultados, a area total de conectividade propagada junto com
os disectors para as vértebras V1 e V2, e também a area total
da garganta foram calculadas e mostraram evidéncia de que
o niimero de trabéculas e sua espessura para V1 sdo maiores
que para V2 (Figura 2), o que oferece um suporte de fato aos
resultados expressos pelas medidas DMO e CEP.

CONCLUSAO

Esta claro que esses resultados preliminares ndo podem ser
considerados totalmente conclusivos, mas parecem promisso-
res. Sob esse aspecto, parece adequado que uma pesquisa mais
sistematica seja realizada para ver se a CEP pode realmente ser
aplicada como uma medida capaz de discernir completamente
o nivel de deteriorag@o da estrutura 6ssea trabecular e também
encontrar a correlagdo com a resisténcia mecanica do 0sso
para possivelmente prever o risco de fratura de um individuo.
Para isso, ¢ importante que os resultados sejam comparados
com alguns parametros morfoldgicos, como espessura dssea
trabecular (Tb.Th), separagao 6ssea trabecular (Tb.Sp) e fator
de padrao 6sseo trabecular (TBPf). Esses ¢ outros parametros
ja estdo implementados no programa de computador ¢ uma
nova investigagdo com um conjunto maior de amostras de
0ss0s esta em andamento.
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