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RESUMO

A osteoporose é uma patologia caracterizada pelo comprometimento da resisténcia dssea a
fratura devido a redugdo da Densidade Mineral Ossea (BMD), afetando principalmente idosos e
mulheres em periodo pés-menopausa. Quando acometida em osso alveolar, a osteoporose pode
implicar em uma série de complicacdes na arcada dentéria, como a perda de dentes, dificuldades
no uso de préteses e no processo de recuperacao apds a inser¢ao de implantes dentarios. O
diagnodstico clinico da osteoporose € realizado por equipamentos de densitometria Ossea, 0s
quais fazem o uso de radiac@o ionizante e avaliam apenas a BMD. Estudos recentes apontaram
o uso da técnica ndo ionizante de tomografia por coeréncia 6ptica (OCT) como método em
potencial para a andlise da patologia carie, a qual esta relacionada com a perda de mineral do
esmalte e dentina, assim como da doenga periodontal, relacionada com a perda dssea vertical
ou horizontal de osso alveolar. Considerando a perda de mineral promovida pela osteoporose,
a proposta deste estudo € utilizar o processamento em MATLAB de imagens de OCT para
possibilitar a avaliacdo da osteoporose alveolar por técnica de imageamento que empregue
radiacdo ndo ionizante. Para tal, foi realizada a simulacdo in vitro da osteoporose em 0SSO
alveolar suino por imersao em solugdo dcida. A aquisicdo e andlise de imagens foi dividida
em duas fases experimentais: na primeira fase, amostras de mandibula foram imageadas
por micro-CT e OCT, onde os parametros calculados pela analise da OCT - coeficiente de
atenuacgdo Optica médio (1,), refletividade integrada (AR) e densidade dssea por OCT (DO)
— apresentaram boa correlacdo com os parametros obtidos pela andlise da micro-CT — razao
volume Osseo/volume tecidual (BV/TV) e porosidade total (Po); na segunda fase, amostras
de mandibula e maxila foram imageadas por OCT, onde os parametros calculados de DO e
AR apresentaram diferencgas estatisticas significativas entre amostras sadias e os diferentes
niveis de osteoporose simulados, além de permitirem a diferenciacdo entre os tipos de 0ssos
(maxila vs mandibula). As técnicas de processamento de imagens por coeficiente de atenuacao
optica (u¢) e i, demonstraram deficiéncias que prejudicam significativamente a avaliacdo da
osteoporose, enquanto a DO e a A R demonstraram ser técnicas em potencial para o diagndstico
e monitoramento da osteoporose por OCT, sem o uso de radiacdo ionizante e com avaliagcdo de

parametros alternativos a andlise da BMD.

Palavras-chave: Osteoporose, osso alveolar, tomografia por coeréncia Optica, processamento

de imagens.



ABSTRACT

Osteoporosis is a pathology characterized by compromising bone fracture resistance due
to reduction of Bone Mineral Density (BMD), affecting mainly elderly and postmenopausal
women. When affected by alveolar bone, osteoporosis may involve a series of complications in
the dental arch, such as tooth loss, difficulties in the use of prostheses and in the recoverying
process after insertion of dental implants. The clinical diagnosis of osteoporosis is performed
by bone densitometry equipments, which use ionizing radiation and evaluate only the BMD.
Recent studies have pointed the use of the non-ionizing technique optical coherence tomography
(OCT) as a potential method for the analysis of caries pathology, which is related to the loss of
enamel and dentin mineral, as well as periodontal disease, related to vertical or horizontal bone
loss of alveolar bone. Considering the mineral loss promoted by osteoporosis, the proposal of
this study is to use MATLAB processing of OCT images to enable the evaluation of alveolar
osteoporosis by an imaging technique employing non-ionizing radiation. For that, an in vitro
model of osteoporosis was simulated in porcine alveolar bone by immersion in acid solution.
The image acquisition and analysis was divided into two experimental phases: in the first
phase, jaw samples were imaged by micro-CT and OCT, where the parameters calculated by the
analysis of the OCT — average optical attenuation coefficient (fi,), integrated reflectivity (AR)
and bone density by OCT (DO) — presented good correlation with the parameters obtained
by the analysis of the micro-CT — bone volume/tissue volume ratio (BV/TV) and total porosity
(Po), in the second phase, jaw and maxilla samples were imaged by OCT, where the calculated
parameters of DO and AR presented significant statistical differences between healthy samples
and the different levels of simulated osteoporosis, in addition to allow differentiation between
the bone types (maxilla vs jaw). Imaging techniques by optical attenuation coefficient (1) and
I, demonstrated deficiencies that significantly impair osteoporosis evaluation, whereas DO and
AR demonstrated to be potential techniques for diagnosis and monitoring of osteoporosis by
OCT without the use of ionizing radiation and evaluation of alternative parameters to BMD

analysis.

Keywords: Osteoporosis, alveolar bone, optical coherence tomography, image processing.
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1 INTRODUCAO

z

A osteoporose ¢ uma patologia definida como um distirbio esquelético, onde ocorre
comprometimento da resisténcia dssea, predispondo a um risco aumentado de fratura devido
a reducdo da densidade mineral 6ssea. A composicdo dssea permanece a mesma, porém ha
diminuicdo na quantidade de matriz Ossea, alterando a estrutura do tecido e diminuindo sua
resisténcia a esforcos mecanicos [1,2]. A osteoporose acomete, em sua maior parte, idosos e
mulheres no periodo pds-menopausa [3].

No Brasil, a fratura por osteoporose tem alta prevaléncia, acometendo 12,8% das fraturas
em homens com mais de 40 anos e 15,1% das fraturas em mulheres com mais de 40 anos [4].
Isso representa um importante problema para a satde publica, onde o diagndstico precoce € um
fator fundamental para amenizar os impactos causados pela doenca, assim como para adogao
de medidas preventivas [5]. Quando a osteoporose acomete o 0sso alveolar, pode ser afetada a
movimentacao e sustentacdo dos dentes [6], implicando em uma série de complicacdes, como
a perda de dentes e dificuldades no uso de préteses [7].

O diagndstico clinico da osteoporose € realizado utilizando equipamentos de densitometria
Ossea, onde a densidade mineral do tecido 6sseo do paciente é avaliada através da andlise
da coluna lombar e do fémur. Apesar dos diferentes equipamentos de densitometria dssea
existentes, todos fazem o uso de radiacao ionizante [8].

Uma alternativa para o diagndstico utilizando radiacdo ndo ionizante pode ser o uso de
técnicas de biofotdnica, onde sdo avaliadas as interagdes da luz com os tecidos bioldgicos, a
fim de trazer informagdes morfoldgicas e fisioldgicas dos tecidos [9]. Neste meio, surge a
Tomografia por Coeréncia Optica (OCT, do inglés Optical Coherence Tomography): técnica
ndo invasiva e sem o uso de radiacao ionizante, contando apenas com a intera¢do da luz emitida
na regido do infravermelho com o tecido biolégico [10].

A técnica de OCT possui resolucdo de 1 a 15 pum e penetracdo de 1 a 3 mm, variando de
acordo com a instrumentacdo do equipamento e com o tecido a ser avaliado [11]. Desta forma,
0 osso alveolar é uma regido em potencial para o estudo por OCT, pois a espessura da gengiva,
tecido mole que recobre o osso alveolar, € de até 2 mm, variando de acordo com a regiao da
boca [12]. Isto pode possibilitar o imageamento com a fonte de luz da OCT até o osso alveolar.

O uso da OCT para a avaliagdo da osteoporose em o0sso alveolar pode prover um diagndstico

mais precoce, pois além do fato do diagndstico por equipamentos de densitometria 6ssea avaliar
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mais diretamente a coluna lombar e o fémur, estes equipamentos sdo mais robustos e fazem o
uso de radiacdo ionizante, nao sendo acessivel para todos os pacientes, principalmente aqueles
que nao podem ser submetidos a radia¢do X, como no caso de mulheres gravidas [13].

A literatura evidencia estudos promissores empregando-se a técnica de OCT como
ferramenta para o diagnéstico e acompanhamento da doenca cérie, que resulta na diminui¢ao
de mineral do esmalte e/ou da dentina, e também da doenca periodontal [14], onde sdo afetados
os tecidos de suporte do dente, causando danos como a perda da inser¢@o periodontal e perda de
osso alveolar [15]. Alguns estudos apresentaram a OCT como técnica em potencial para andlise
morfoldgica do tecido dsseo [16, 17], porém ainda ndo ha na literatura estudos empregando a

avaliagcdo da osteoporose em osso alveolar utilizando a técnica de OCT.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo € avaliar o potencial de diagndstico e de monitoramento da
osteoporose simulada em osso alveolar utilizando a tomografia por coeréncia Optica, além
de desenvolver uma rotina de processamento da imagem obtida para que seja possivel a

quantificacdo das lesdes.



17

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Morfofisiologia Ossea

O tecido Osseo € responsdvel pela sustentacao e protecao de diversos tecidos do corpo, além
de reserva para homeostase de célcio, fatores de crescimento e citocinas, sendo caracterizado
por sua alta rigidez e dureza [18]. Cerca de 25% da massa 6ssea é composta por uma matriz
organica, formada principalmente por coldgeno tipo I, onde sdo depositados sais de calcio e
fosfato, que compdem cerca de 65% da massa 6ssea. Os 10% restantes sdao devidos a dgua, que
se liga a matriz 6ssea e também circula livremente pelos canais 6sseos [19]. Os sais de cdlcio
e fosfato promovem dureza ao osso, enquanto as fibras de coldgeno aumentam a tenacidade,
i.e., concede ao 0sso uma maior capacidade de absorver impactos mecanicos sem que ocorram
fraturas [20].

Macroscopicamente, o osso pode ser classificado em dois tipos: cortical, mais denso, e
trabecular, mais poroso (Figura 1). O osso cortical corresponde a aproximadamente 80% da
massa do tecido esquelético, possuindo alta densidade de matriz 6ssea e baixa porosidade (cerca
de 10% em relagdo a seu volume). E revestido por uma membrana externa chamada peridsteo,
o qual é formado por uma camada externa de tecido conjuntivo fibroso e uma camada interna
de células progenitoras de células dsseas, além de possuir vasos sanguineos e fibras nervosas.
Suas principais fungdes envolvem promover a osteogénese, proteger € nutrir o 0sso.

O osso trabecular possui alta porosidade (variando de 50 a 90% em relacdo a seu volume).
Seus poros sdo espagados ordenadamente em uma rede estrutural horizontal e vertical em
formato de hastes e vigas, chamadas trabeculagdes, que concedem aparéncia esponjosa ao 0SSO
trabecular. Entre a face interna do osso cortical e a externa do osso trabecular esta presente
um revestimento membranoso chamado endosteo. O enddsteo possui uma camada de células
Osseas maduras, tendo para o osso trabecular fun¢do andloga a do peridsteo para o cortical
[18,21,22]. No interior do osso trabecular esta localizada o canal medular, onde € armazenada
a por¢ao vermelha da medula 6ssea, a qual contém células hematopoiéticas, i.e., precursoras das
células sanguineas, e a por¢cao amarelada da medula, composta por tecido adiposo e amplamente
presente na fase adulta [19]. Deste modo, o osso cortical estd mais relacionado com funcdes
mecanicas e de protecdo, enquanto o trabecular estd mais relacionado com fun¢des metabdlicas

[20].
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Figura 1 — Seccao do fémur, sendo evidenciadas as principais estruturas 6sseas macroscopicas.
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Fonte: Adaptado de U.S. Department of Health and Human Services, 2004 [21].

Microscopicamente, tanto o 0sso cortical quanto o trabecular sd3o compostos por unidades
estruturais chamadas de Osteons. No caso do osso cortical, os Osteons sio referidos como
sistemas de Havers, unidades de 100 a 250 pum de didmetro, constituidos por canais onde
ocorrem a inervacdo e vasculariza¢do, chamados de canais de Havers, envoltos por lamelas
Osseas concéntricas com células arranjadas de modo circular. Os canais de Havers sdo
conectados por canais transversais, chamados de canais de Volkmann [19]. O limite entre
os sistemas de Havers e a matriz se da pelas linhas cementantes, as quais sdo anéis de cerca
de 5 pum de osso tdo ou mais mineralizado quanto o presente nos Osteons. Uniformemente
espacadas entre as lamelas concéntricas estdo as lacunas, onde canaliculos ramificados se
difundem em todas as direcdes, formando uma rede de cavidades interconectadas continua.
O preenchimento das regides entre dsteons adjacentes se da pelo osso intersticial, constituido
por dsteons remanescentes, que foram parcialmente reabsorvidos. No caso do osso trabecular,
os dsteons sdo referidos como pacotes dsseos em formato de pires, constituidos por camadas de
lamelas empilhadas. Pacotes adjacentes sdo separados por linhas cementantes [22]. A Figura 2

representa a estrutura 6ssea microscopica.
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Figura 2 — Representacdo da estrutura 6ssea microscopica.
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A porosidade do osso cortical é dada pelos canais intracorticais, apresentando uma
distribuicdo homogénea da microestrutura composta por lamelas concéntricas e paralelas,
enquanto a porosidade do osso trabecular é dada pelos espacos intratrabeculares da medula,
apresentando uma distribui¢do menos homogénea composta por hastes e vigas de menores
densidades e menor grau de orientagdo paralela [23,24]

A formacao 6ssea, chamada de osteogénese, se inicia com a secrecao da matriz organica por
células chamadas osteoblastos, originadas de células-tronco mesenquimais [18]. Os mondmeros
de coldgeno se polimerizam rapidamente, formando fibras de coldgeno. O resultado € um
tecido chamado osteoide, onde sais de calcio precipitam rapidamente. Ao serem formados
os osteoides, os osteoblastos ficam aprisionados, se tornando fixos, passando a serem chamados
de ostedcitos. Os sais de célcio se precipitam na superficie das fibras de coldgeno, formando
cristais de hidroxiapatita (C'ayo(PO4)s(OH)2), caracterizando o processo de mineralizagio
Ossea [25].

, .

Quando o osso € rapidamente formado, as fibras de coldgeno ficam desorganizadas,
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caracterizando o chamado osso imaturo. Este osso estd presente em fetos e em algumas
condicdes patoldgicas ou no reparo de fraturas. No caso de ossos maduros, as fibras de
colageno se arranjam de maneira organizada, em forma lamelar [18]. Em regides onde ha maior
compressao nos 0ssos (0ssos sendo empurrados), as fibras se orientam predominantemente de
modo transversal, j4 em regides onde ocorre maior tragao (ossos sendo puxados), as fibras se
organizam longitudinalmente, possibilitando uma maior resisténcia dssea para cada situacdo
[19].

Durante toda a vida, a deposicdo Ossea pelos osteoblastos € continua, sendo equilibrada
pelo processo de remodelacdo. A remodelagdo envolve a sintese dssea pelos osteoblastos e
a absorc¢do pelos osteoclastos (Figura 3), células de origem hematopoiética. Os osteoclastos
atuam como células fagocitdrias, secretando diversos dcidos e lisossomos, contendo enzimas
proteoliticas, para que ocorra a absor¢ao dssea [25]. Embora cerca de 60% do contetido mineral
0sseo possa ser depositado em duas semanas, a mineralizagdo por completo é um processo
demorado, se estendendo por diversos meses. A remodelagcdo ocorre em cerca de um a dois

milhdes de diferentes sitios nos ossos do corpo [26].

Figura 3 — Representacdo do posicionamento de osteoblastos e osteoclastos em atividade no
mesmo 0sso.
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Fonte: Adaptado de Hall, 2016 [25].
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A remodelagdo € um processo de extrema importancia, pois realiza diversos ajustes
fisioldgicos e estruturais do 0sso, como o ajuste proporcional da resisténcia e da estrutura dssea
em funcao dos esforcos mecanicos sofridos, além da renovagdo Ossea, para que o tecido 0sseo
nao se torne fragil com o envelhecimento, devido ao desgaste sofrido [25].

O equilibrio da remodelacdo se dd por inimeros fatores. Os ostedcitos sdo responsadveis pela
secrecao de fatores de crescimento, que regulam as atividades dos osteoblastos e osteoclastos
[27]. A deficiéncia do horménio estrogénio ou tratamentos utilizando glicocorticéides podem
causar apoptose dos osteoclastos, prejudicando o tecido 6sseo. J& os osteoblastos possuem
receptores para o hormonio da paratire6ide (PTH) e estrogénio, sendo prejudicados em caso
de condic¢des que afetam o mesmos, como hipotireoidismo e menopausa. O PTH, juntamente
com a vitamina D, é um importante mediador na regulacdo de calcio. Além disso, fatores
de crescimento, atividade fisica (esforco mecanico) e diversos outros hormonios alteram a

atividade de remodelac¢do, principalmente dos osteoblastos [18,27].

3.1.1 Osso alveolar

O osso alveolar, juntamente ao ligamento periodontal e ao cemento, forma o suporte para os
dentes (Figura 4). Durante a formac¢ao dos ossos da mandibula e da maxila, o osso alveolar se
da por uma formagao dssea intramembranosa, sendo formado simultaneamente com a formacgao
e erup¢do dos dentes, desenvolvendo um arcabougo para abrigar os dentes. Pode ser dividido

em duas partes: processo alveolar e 1amina dura [19].

Figura 4 — Anatomia do osso alveolar e suas interfaces no suporte dentério.
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O processo alveolar é formado por osso cortical e trabecular. A espessura cortical tende a
ser menor na maxila do que na mandibula. Contém nervos e vasos sanguineos que fornecem
suporte para os dentes. Quando os dentes sdo perdidos, ocorre a reabsorcao 6ssea gradativa do
processo alveolar, diminuindo sua espessura e altura permanentemente [19, 28].

A lamina dura, frequentemente chamada de osso alveolar préprio, é a parte do 0sso
alveolar que faz a fronteira entre o processo alveolar e o ligamento periodontal. Enquanto
o foliculo dentario da origem aos cementoblastos, que depositardo o cemento, outras células
mesenquimais do foliculo dentdrio se diferenciam em fibroblastos, formando o ligamento
periodontal, e em osteoblastos, formando os arcabougos para as raizes dos dentes, chamados de
rebordos alveolares. Desta forma, as fibras de coldgeno do ligamento periodontal se incorporam
ao cemento e a lamina dura, promovendo uma forte ligacdo entre o dente e o osso [12,19].

Durante a formacgdao da estrutura de suporte e dos dentes, o osso alveolar apresenta
remodelacdo continua, preenchendo os espagos em torno das raizes conforme estas se alongam.
A lamina dura se funde ao osso cortical do processo alveolar para formar a chamada crista
alveolar. Em geral, em um individuo saudével, a espessura da crista alveolar € de 1 a 2 mm
[19]. O osso que preenche os espagos entre os rebordos é chamado de septo interdental. A
quantidade de osso cortical ou trabecular no septo interdental varia ao longo da arcada dentéria,
possuindo menor quantidade de osso trabecular na regido anterior da arcada, onde estdo situados
os dentes incisivos e maior quantidade de osso trabecular na regido posterior da arcada, onde
estdo os dentes com mais de uma raiz (Figuras 5 e 6) [12].

Figura 5 — Seccdo da mandibula ao nivel apical. As setas indicam a continuidade entre a

lamina dura e o osso cortical. Maior espessura e quantidade de osso trabecular em dire¢do a
regido posterior (para a esquerda).
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Fonte: Adaptado de Lindhe, 2015 [12].
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Figura 6 — Seccao transversal da maxila a meia altura dos dentes. As setas indicam a presenca
de osso cortical ao redor dos dentes.

Fonte: Adaptado de Lindhe, 2015 [12].

3.2 A Osteoporose

A osteoporose é uma doengca que acomete o tecido Osseo, causando diminuicdo da
Densidade Mineral Ossea (BMD, do inglés Bone Mineral Density). Baixos indices de BMD
estdo associados ao aumento do risco de fratura, pois alteram a estrutura dssea e diminuem a
quantidade (massa Ossea) e qualidade do osso (Figura 7), tornando o tecido fragil e susceptivel
a trincas e fraturas, mesmo que esforcos mecanicos de baixa intensidade sejam realizados
[2,21,29,30].

Figura 7 — Eletromicrografias de um osso saudavel (esquerda) e de um 0sso com osteoporose
(direita). O osso saudavel apresenta maior densidade de massa 6ssea, com estruturas mais

espessas, enquanto 0 0Sso com osteoporose apresente estruturas com densidade reduzida,
sendo mais propenso a trincas e fraturas. Largura de campo de cada imagem de 2,6 mm.

Saudavel Osteoporose

Fonte: Adaptado de U.S. Department of Health and Human Services, 2004 [21].
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A causa das fraturas relacionadas a osteoporose ¢ complexa. O principal fator de risco de
fratura € a diminuicao da massa dssea. O desequilibrio da remodelacao, tanto o aumento quanto
a diminui¢ao, resulta na reduc@o da massa dssea. A remodelacdo aumentada pode causar maior
absorc¢do 6ssea do que deposi¢do, ja a diminui¢ao da remodelacdo resulta em falta de reparo aos
tecidos que se desgastam por fadiga. A proporcionalidade entre os cristais de hidroxiapatita e
coldgeno também € essencial, pois o0 coldgeno tanto pouco quanto muito mineralizado implica
na diminui¢do da resisténcia a fratura [31]. Além disso, a simples alteracdo da arquitetura ja
pode causar o enfraquecimento do osso, conforme modelo representativo na Figura 8 [19].

Figura 8 — Comparacdo da arquitetura 6ssea em relacdo a resisténcia. (A) Poros com

diametros menores e arquitetura mais conexa, suportando até 100 lbs. (B) Poros com
didmetros maiores, suportando até 50 1bs. (C) Arquitetura desconexa, suportando até 25 Ibs.
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Fonte: Burr, 2014 [19].

Com relacdo a microestrutura dssea, a alteracdo principal se d4 no coldgeno presente
na matriz 6ssea. O padrao de formacdo de ligacOes cruzadas (ligacOes covalentes inter e
intramoleculares de proteinas) entre as fibras de coldgeno é um fator determinante para as
caracteristicas de resisténcia a tracdo e viscoelasticidade da matriz. Durante o processo de
maturacdo Ossea, em que as fibras de coldgeno se organizam em forma lamelar, o nimero
de ligacdes cruzadas aumenta, resultando em uma maior resisténcia ao osso. Quando a

remodelacdo dssea estd desbalanceada, ocorre diminui¢do no nimero de ligagdes cruzadas,

enfraquecendo o osso [31].
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Os principais fatores que influenciam na manifestacao da osteoporose sio [25]:

e Falta de estimulo mecanico: sedentarismo ou patologias que incapacitem atividades

fisicas;

e Menopausa: redugdo dos niveis de estrogénio no periodo pés-menopausa;

e Envelhecimento: redugdo dos niveis de hormonios e fatores de crescimento, além de

deterioracao das fungdes anabdlicas de proteinas, impedindo a deposi¢dao da matriz Ossea;

e Ma nutrigdo: auséncia de vitaminas, proteinas e outras substidncias necessarias para a

formacdo da matriz Ossea.

Em geral, o pico na sintese dssea se da entre os 20 e 30 anos de idade, decrescendo e
estabilizando até 40 anos. Apds os 40 anos, a propor¢do entre sintese e absor¢do, bem com a
taxa com que as mesmas ocorrem, diminuem progressivamente. No caso de mulheres, hd um
alto decréscimo da sintese nos primeiros 10 anos apds a menopausa [20, 29].

O numero e tamanho dos poros sdo determinantes para os parametros de porosidade
e BMD (Figura 9), sendo significativamente maiores em individuos com osteoporose. A
porosidade € responsavel por cerca de 70% do mddulo de elasticidade e 55% da tensao de
escoamento (tensao maxima em regime eléstico de deformacao) do osso cortical, sendo que com
aumento de tamanho dos poros, as propriedades mecanicas do osso cortical sdo prejudicadas
consideravelmente. O aumento da porosidade em osso cortical também pode ser evidenciado
pelo envelhecimento, onde o valor passa de cerca de 4% em jovens sauddveis para cerca de 50%
em idosos. O osso trabecular, por conter maior porosidade e maior taxa de remodelacgdo, sofre

maior perda dssea em processos incipientes da osteoporose [23].
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Figura 9 — Densidade mineral dssea e resisténcia mecanica do osso cortical em relagdo a
porosidade e tamanho dos poros
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Fonte: Adaptado de Osterhoff ef al., 2016 [23].

A osteoporose tem progressao assintomatica, sendo evidenciada quando ocorre a fratura de
uma estrutura de importancia relativa e altamente relacionada a osteoporose: vértebras, por¢ao
proximal do fémur (quadril) e por¢ao distal do antebrago (pulso). As fraturas causadas pela
osteoporose afetam significativamente a qualidade de vida do paciente, pois além de serem
dolorosas e causarem deformidades e incapacidades, a recuperacdo € lenta, visto que o reparo
de fraturas em pacientes com osteoporose € prejudicado [27].

Fatores étnicos e geograficos influenciam nos riscos de ocorréncia da osteoporose. A razao
média de fraturas no quadril (relacionadas a osteoporose) em mulheres por fraturas no quadril
em homens varia em 2,4 na América Latina, 2,3 na Oceania, 2,2 na América do Norte, 2,0
na Europa, 1,5 na Asia e 1,1 na Africa. Apesar dos valores médios, isso ndo significa que
as fraturas em homens sdo sempre em menores porcentagens. Em alguns paises como Itlia,
México, Ird e Austrélia a quantidade de fraturas em homens é maior do que em mulheres. Dados
dos Estados Unidos apontam que as quantidades destas fraturas s@o cerca de 50% menores em

mulheres de etnia negra e asidtica e cerca de 30% menores em mulheres de etnia hispanica
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quando comparadas com mulheres de etnia branca. Variagdes étnicas e geograficas também
ocorrem para outros tipos de fraturas [32].

No Brasil, os dados estatisticos ainda s@o escassos, porém aponta-se uma variacao da taxa
de incidéncia da osteoporose de 24% a 33% em mulheres com mais de 40 anos, e que 12,8%
das fraturas em homens com mais de 40 anos e 15,1% das fraturas em mulheres com mais de
40 anos estao relacionadas com a osteoporose [4]. Através dos dados estabelecidos em 2008
de expectativa de vida e prevaléncia da osteoporose, Camargos e Bomfim [33] evidenciaram
que, ao nascer, um homem viveria, em média, por 69,1 anos, onde 1,3 ano seria vivido com
osteoporose. Ja no caso das mulheres, a expectativa de vida seria 76,7 anos, onde 7,9 anos
seriam vividos com osteoporose. A Figura 10 exibe a prevaléncia da osteoporose no Brasil em

2008 em funcdo do sexo e grupo etario.

Figura 10 — Prevaléncia da osteoporose (em %) no Brasil em 2008 por sexo e grupo etario.
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Fonte: Camargos e Bomfim, 2017 [33].

A economia também é amplamente afetada pela osteoporose. Nos Estados Unidos, em
2005, os gastos foram de 19 bilhdes de dolares em fraturas relacionadas a osteoporose. A
projecao para 2025 é de 25 bilhdes de ddlares [27,34]. No Brasil, considerando apenas os
gastos federativos no triénio de 2008 a 2010 e em pessoas com 65 anos ou mais, o valor foi
de quase 290 milhdes de reais [35]. A expectativa de vida global também estd aumentando.
A projecao € que em 2050 a populacio global de pessoas com 65 anos ou mais passe de 323
milhdes para 1555 milhdes [36]. No Brasil, esta populacdo era de 20 milhdes em 2010, onde
dois ter¢os eram compostos por mulheres, sendo projetados mais de 50 milhdes para 2050 [4].

Isto implica em um aumento significativo nas ocorréncias de osteoporose.
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3.2.1 Osteoporose em osso alveolar

A osteoporose, quando acometida em osso alveolar, pode implicar em uma série de
complicagdes, como a perda de dentes, dificuldades no uso de préteses e no processo de
recuperacao apos a inser¢ao de implantes dentdrios [7]. As mudancas observadas incluem,
principalmente, reducdo da BMD, deterioracdo da microarquitetura dos poros, aumento da
atividade dos osteoclastos e da taxa de remodelacdo, redugdo volumétrica dos rebordos
alveolares e da espessura cortical [37].

O osso alveolar possui altas taxas de remodelacao, auxiliando no progresso da osteoporose.
Um estudo realizado em cachorros apontou que a velocidade de remodelacao da mandibula € de
37% ao ano, enquanto na maxila € de 19% ao ano. Ambas demonstraram maior velocidade de
remodelacdo em comparagao ao fémur, o qual foi de 6,4% ao ano [38]. J4 um estudo realizado
em porcos, com indu¢do da osteoporose via administracdo de glicocorticéides na alimentagcdo
por 6 meses, apresentou maior redu¢cdo da BMD em osso alveolar (redugdo de 21,57% em
mandibula e de 21,62% em maxila) do que na coluna lombar (reducdo de 10,04 %) [39].

A movimentacdo dos dentes ¢ um fator afetado pela osteoporose em osso alveolar.
Dependendo da intensidade e dire¢cdo da forca aplicada aos dentes, ocorre distorcdo da
matriz extracelular do ligamento periodontal, causando mudancas no formato das células e na
organiza¢do do citoesqueleto. Com isto, ocorre compressao das fibras periodontais, formacgao
de areas livres de cé€lulas e consequente reabsor¢do dssea [6].

A literatura evidencia a prevaléncia de perda dentdria em individuos com osteoporose,
indicando este ser um dos principais motivos pela perda [40]. Um estudo apresentou a
relacdo linear positiva entre o numero de dentes e o indice de BMD em mulheres no periodo
p6s-menopausa [41], concluindo que a osteoporose pode ter contribuido para a perda dentéria
em individuos que ndo apresentam nenhuma outra doenga relevante para tal.

No caso de um paciente afetado por osteoporose sendo acometido pela perda dentdria, a
reducdo do rebordo alveolar serd maior e mais intensa do que a reducdo em um paciente
ndo sendo afetado por osteoporose. Apds a extracdo dentdria, a atividade de osteoclastos €
intensamente ativada nos primeiros 6 a 24 meses, sendo reduzida progressivamente conforme
a reducdo dos rebordos alveolares. Com a associacao da osteoporose sist€émica, a atividade
osteoclastica € ativada ainda mais intensamente [42]. A alteracdo no padrdo de remodelagdo
da area edentada varia entre os individuos. Além disso, ha a associagdo positiva entre baixos

indices de BMD e a perda de tecido 6sseo oral [43].
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A reducdo da BMD pode facilitar também a reabsor¢do do osso alveolar em pacientes
acometidos pela doenga periodontal, doenca inflamatéria dos tecidos de suporte dos
dentes devido a infec¢do induzida por biofilme. Individuos com osteoporose sist€mica e
doenca periodontal podem reagir de modo diferente ao aumento de citocinas e mediadores
inflamatérios, induzindo a um quadro mais grave da doenga periodontal. Além disso, baixos
indices de célcio e vitamina D também podem influenciar nas condicdes periodontal e na perda

de dentes [15].

3.2.2 Diagnostico da Osteoporose

O diagnostico clinico da osteoporose € realizado através da avaliagdo do histérico de
fraturas sofridas pelo paciente [27] e por técnicas de imagens que possibilitam analisar a
BMD, chamadas de densitometrias dsseas. Densitometria € um termo aplicado para mensurar
a densidade de alguma amostra. No caso da densitometria dssea, utilizam-se equipamentos que
fazem uso de radiacdo ionizante para avaliar a BMD, pois além de possuir boa penetracao, a
absor¢ao Gssea por esta radiacao ¢ alterada de acordo com os niveis de BMD [13].

A escala comparativa utilizada para analisar a BMD foi elaborada com base em valores
padrdes de individuos sauddveis na faixa dos 30 anos, chamada de T-score. O T-score avalia
o desvio padrio (DP) entre o valor de BMD obtido pelo exame e os valores padrdes. A
Organizacdo Mundial da Sadde define que um paciente € considerado saudavel se o valor do
T-score varia entre +1 e -1, ou seja, DP = 1. Caso o valor do T-score esteja entre 1 e 2,5, serd
considerado um paciente com osteopenia, ou seja, grau inicial de perda 6ssea, que indica baixa
densidade dssea, mas ainda ndo estd ao nivel da osteoporose. Valores maiores que 2,5 indicam
a osteoporose. Caso seja associado o valor de 2,5 com um histérico de fraturas, a doenca €
considerada como osteoporose severa [2, 13, 44].

A técnica mais comumente utilizada e considerada pela Organizacdo Mundial da Saude
como a melhor para a avaliacio da BMD € a de absortometria radiologica de dupla energia
(DXA, do inglés Dual-Energy X-Ray Absorptiometry) [45]. Como os tubos de raio-x possuem
uma ampla faixa de emissao, os equipamentos de DXA possuem filtros especificos para que se
formem dois picos de intensidade significativamente distintos, denominando o termo “dupla
energia”. A dupla energia € necessdria para distingdo entre o osso e tecidos moles que o
recobrem. Em geral, os picos variam de 70 a 140 kV, sendo alternados 60 vezes por segundo.

O tempo de escaneamento dura entre 1 e 2 minutos e geralmente sdo considerados os 0ssos do
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fémur e da coluna lombar para a andlise da BMD [13,46].

Para o diagndstico da osteoporose em osso alveolar, a técnica clinicamente considerada
padrdao-ouro também € a DXA, mas outras técnicas como a radiografia e tomografia
computadorizada (CT, do inglés Computed Tomography) também possibilitam a avaliacdo
do osso alveolar [47]. No caso de experimentos cientificos, a técnica de microtomografia
(micro-CT) € considerada padrao-ouro para andlise de pequenas amostras de 0sso, na ordem
de milimetros, pois possui resolucdes quem variam entre 5 € 150 pm, de acordo com o
equipamento e tamanho da amostra, e possibilitam avaliacdes morfoldgicas da microestrutura
Ossea [30,48].

Todas estas técnicas citadas fazem o uso de radiacdo ionizante e sdo realizadas por
equipamentos mais robustos, reduzindo sua portabilidade e frequéncia de uso para os pacientes,
além de necessitarem de salas especiais € do cumprimento de protocolos de seguranca para
garantir a protecao radioldgica do técnico operador e também dos pacientes proximos a sala,
0 que aumenta significativamente o custo de execug@o destas técnicas [13]. O uso de uma
técnica que nao faca uso de radiacdo ionizante pode possibilitar um diagndstico mais precoce
e acessivel para os pacientes, como é o caso da tomografia por coeréncia 6ptica, abordada no
Item 3.3. Além disso, apesar de ser o padrao-ouro de medida atual, apenas a andlise da BMD
pode ndo ser satisfatoria para uma completa avaliacdo da osteoporose, pois outros outros fatores
também podem influenciar no enfraquecimento do osso, como caracteristicas morfoldgicas do
tecido. Desta forma, o diagndstico pode ser mais eficaz quando a anélise da BMD for associada
a avaliacdo de informagdes clinicas do paciente e de outros parametros obtidos por técnicas de

analise diferentes [49-51].

3.3 Tomografia por Coeréncia Optica

A Tomografia por Coeréncia Optica (OCT, do inglés Optical Coherence Tomography) é
uma técnica ndo invasiva e sem uso de radiacdo ionizante para a obten¢do de imagens em
cortes seccionais (tomogréficos), podendo ser aplicada in vivo, apresentada pela primeira vez
por Huang et al. em 1991 [52]. Os equipamentos de OCT possuem uma fonte de luz emitida na
regido do infravermelho préximo (NIR, do inglés Near-Infrared), possibilitando penetracdes
em tecidos biologicos de 1 a 3 mm e resolugdes de 1 a 15 pm, variando de acordo com
a instrumenta¢do do equipamento € com o tecido a ser avaliado [11, 53]. Para um melhor

entendimento da técnica de OCT, primeiramente devem ser apresentados alguns conceitos
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basicos de biofotdnica, ou seja, da luz e suas interacdes com tecidos biolégicos.

3.3.1 Fundamentos de biofotonica

As principais interacOes entre a luz e os diferentes meios sdo: reflexdo, absorcio,
espalhamento e transmissao (Figura 11). A reflexao se d4 quando a luz incidida retorna apés
interagir com a superficie de um meio. Isto ocorre quando a luz, que estd se propagando em
um meio, incide em outro meio com determinado indice de refracdo diferente do primeiro. A
absorc¢ao ocorre quando o meio atenua a intensidade da luz incidente, pois as moléculas do
meio e a energia dos fotons incidentes estdo em ressonancia. As moléculas que realizam a
absorcao da luz s@o chamadas de croméforos. O espalhamento ocorre quando as frequéncias
de vibracdo da luz e das moléculas do meio sdo diferentes, fazendo com que a luz mude de
direcdo de propagacao, podendo perder parte de sua intensidade. A transmissao é dada pela

porcao de luz que nao sofre estas interacdes, atravessando o meio [54].

Figura 11 — Interacdes da luz com o meio.
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Fonte: Adaptado de Niemz, 2007 [54].

No caso de tecidos bioldgicos, por serem altamente heterogéneos, com diferentes moléculas
e estruturas, todos estes efeitos podem ocorrer simultaneamente, mas em geral, a absorcao
e o espalhamento sdo as interacdes que ocorrem com maior intensidade. As proporcoes de
ocorréncia variam de acordo com o comprimento de onda da luz incidente e com o tecido em
questdo. Os parametros 6pticos dos tecidos que caracterizam essas interacdes sdo definidos
como coeficiente de absor¢do (u,) e coeficiente de espalhamento (us) [55]. A Figura 12

apresenta a absor¢do e o espalhamento da luz em funcdo do comprimento de onda, evidenciando
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os principais croméforos presentes nos tecidos biolégicos: dgua e hemoglobina em sua forma
oxigenada (oxiemoglobina). A regido de aproximadamente 650 a 1300 nm ¢ dita janela

bioldgica, pois a absor¢do € minimizada, prevalecendo o espalhamento [56].

Figura 12 — Espectro de absorcdo e espalhamento da luz em tecidos biolégicos.
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Fonte: Adaptado de Yamada e Okawa, 2014 [56].

Uma caracteristica que algumas fontes de luz apresentam € a de coeréncia. O conceito
de coeréncia envolve dois tipos: temporal e espacial. A coeréncia temporal estd relacionada
com ondas possuindo o mesmo comprimento de onda ou comprimentos de onda préximos,
ou seja, largura de banda espectral estreita. Este tipo de luz é chamada de monocromatica,
i.e., observa-se uma unica cor em sua emissdo. J4 a coeréncia espacial esta relacionada com a
propagacdo em fase, i.e., 0s mdximos e minimos das ondas estao alinhados [9].

Um fendmeno que pode ser compreendido através da propriedade de coeréncia é a
interferéncia (Figura 13), onde duas ondas de luz sdo combinadas. Caso essas ondas estejam
em fase, ocorre a interferéncia construtiva, resultando no aumento da amplitude da luz, ou seja,
aumentando o brilho da luz. Caso essas ondas nao estejam em fase, ou seja, maximos e minimos
desalinhados, ocorre a interferéncia destrutiva, resultando na diminui¢do da amplitude da luz,

ou seja, diminuindo ou até anulando o brilho da luz [9, 57].
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Figura 13 — Exemplos de interferéncia construtiva e destrutiva, onde A € o comprimento de
onda, I} e I/5 sdo as amplitudes dos campos elétricos das ondas 1 e 2, respectivamente, e
Eliotq1 € a amplitude do campo elétrico apds a interferéncia das ondas 1 e 2.
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Fonte: Adaptado de Prasad, 2003 [9].

3.3.2  Principio de funcionamento da tomografia por coeréncia optica

Para simplificar o entendimento, o funcionamento da OCT pode ser visto como um andlogo
ao da ultrassonografia. No caso da ultrassonografia, o som (ondas mecanicas) incide no tecido,
as intensidades das ondas refletidas sdo detectadas e o tempo de atraso entre a onda incidida e a
refletida € calculado por um sistema eletronico para se obter a profundidade relacionada a cada
intensidade. Na OCT, a luz incide no tecido e as intensidades das ondas retroespalhadas sao
detectadas, porém como a velocidade da luz € muito maior do que a do som (no vacuo, 300000
km/s da luz contra 0,3 km/s do som), mensurar o tempo de atraso por um sistema eletronico
atual € impossibilitado [53,57].

Para isto, o esquema de funcionamento da OCT (Figura 14) se baseia em um interferdmetro
de Michelson, equipamento utilizado para analisar a interferéncia de dois feixes. Considerando
um OCT com sistema de escaneamento no dominio do tempo para simplificacio (os tipos de
escanamento serdo abordados no Item 3.3.5), o funcionamento se inicia com a luz proveniente
da fonte sendo dividida em duas partes por um filtro (divisor de feixe), sendo uma parte
direcionada para um espelho de referéncia (espelho movel) e a outra parte para a amostra.
Como a fonte de luz da OCT estd na regidao do NIR, ou seja, dentro da janela bioldgica,

ao incidir na amostra o espalhamento serd prevalente. Parte deste feixe voltard ao filtro por
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retroespalhamento, i.e., espalhamento a 180°. Ja o feixe incidente no espelho de referéncia
sofrerd reflexao e voltard ao filtro. O feixe refletido e o retroespalhado se recombinarao no filtro,
causando um padrdo de interferéncia. Através do posicionamento do espelho em que ocorre o
padrdo de interferéncia mais intenso, ou seja, feixes coerentes, é possivel ser identificada a

profundidade do sinal retornado da amostra [11,58,59].

Figura 14 — Esquema representativo do funcionamento de um OCT.

Espelho de Referéncia
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Fonte: Adaptado de Freitas, Amaral e Raele, 2010 [58].

A OCT possibilita as seguintes aquisicoes (Figura 15): unidimensional (1D), ao ser plotado
o perfil de intensidades do sinal em apenas uma linha de profundidade, chamada de A-scan
(varredura A); bidimensional (2D), ao serem agrupados todos os A-scans de uma regido,
formando a imagem chamada de B-scan (varredura B), ou seja, um A-scan representa uma
coluna do B-scan; tridimensional (3D, volumétrica), ao serem agrupados todos os B-scans de

uma regiao [10, 60].



35

Figura 15 — Tipos de aquisicdes da OCT demonstradas em um olho humano. A esquerda,
representacao do A-scan e seu perfil da intensidade detectada (retroespalhada) em funcdo da
profundiade; Ao centro, representagdao do B-scan (seta em preto), formado pelo agrupamento
de diversos A-scans (setas em vermelho). A direita, representacao volumétrica, formada por

diversos B-scans.

1D: A-scan 2D: B-scan 3D: volumétrica
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Profundidade

Fonte: Adaptado de Kraus et al., 2012 [60].

Como o sistema da OCT nao diferencia se a intensidade detectada € proveniente de
retroespalhamento ou reflexdao, algumas amostras podem apresentar uma linha de sinal mais
intensa (saturada) em sua superficie. Isso ocorre em superficies com prevaléncia de reflexao
(reflex@o de Fresnel) devido a diferenca de indice de refragdo em relagc@o ao ar ou ao padrdo de
rugosidade em relagdo ao comprimento de onda da luz incidente [61]. A Figura 16 exibe este

comportamento em uma amostra de dentina com superficie plana e lisa devido ao polimento

realizado [62].

Figura 16 — B-scan de uma amostra de dentina. Estdo evidenciadas as regides referentes ao ar
e a dentina. A seta evidencia a linha de alta intensidade (saturada) referente a superficie da
amostra (interface ar-dentina).

Superficie

Dentina

Fonte: Adaptado de Azevedo et al., 2011 [62].
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3.3.3 Cdlculo base da OCT

O célculo base por trds de um equipamento de OCT, de maneira simplificada, estd
relacionado com a andlise dos campos elétricos e intensidades provenientes dos feixes do
espelho de referéncia e da amostra. A amplitude do campo elétrico detectado (£p) é dado

pela soma das amplitudes dos campos elétricos do espelho (E£,) e da amostra (£).
Ep=E,+ E, ey
A funcdo de coeréncia entre £, e E € dada por:
Lrs(7) = (Er(t) + ES(t + 7)1 2

onde E7 € o complexo conjugado de E, t € o tempo que o feixe leva para percorrer o caminho
do divisor de feixe até o espelho (caminho 6ptico do espelho) e £ + 7 € o tempo que o feixe leva
para percorrer o caminho do divisor de feixe até a amostra (caminho 6ptico da amostra). Desta
forma, 7 é o tempo de atraso entre os dois feixes.

A notacdo ()7 representa a média temporal do fluxo de energia na direcdo de propagacao
do feixe, chamado de vetor de Poynting. Este cédlculo é necessdrio, pois o detector capta a
intensidade e ndo o campo elétrico, sendo que a relagdo entre intensidade detectada e campo
elétrico € dada por:

ID XX <EDEB>T (3)

A coeréncia dos feixes, ou seja, a interferéncia entre eles, € entdo definida pela seguinte

funcao:
Ls(r

Vrs(T) = VI

onde I, € a intensidade do feixe proveniente do espelho de referéncia e /; é a intensidade do

~—

“)

feixe proveniente da amostra. Se o valor em mdédulo de ~,, for igual a 1, isto implica que
ocorreu coeréncia total. Se for entre O e 1, implica em coeréncia parcial. Caso o valor seja 0,
ndo houve coeréncia (incoeréncia total).

E importante ressaltar que os equipamentos de OCT utilizam fontes com determinadas
larguras de banda espectral, ou seja, fontes que emitem em mais de uma frequéncia de
onda. Devido a este fato, diversas interferéncias ocorrem simultaneamente, mas apenas entre

frequéncias iguais [57,58].
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As resolucdes axial (em profundidade) e transversal (lateral) da OCT sdo dependentes do
comprimento de onda da fonte de luz. A resolucdo axial (Az) pode ser calculada do seguinte

modo:
~ 2In(2) )\_g
o7 AN

Az )

onde \q € o comprimento de onda central, ou seja, comprimento de onda na intensidade maxima
de emissdo, e A\ é a largura de banda a meia altura (FWHM, do inglés Full Width at Half
Maximum), i.e., € a faixa de comprimentos de onda na regido de intensidade média da onda
(intensidade maxima divida por dois). Desta forma, a resolugdo axial é dependente também da

largura de banda da fonte. Ja a resolugdo transversal (Ax) pode ser obtida por:

(6)

onde d é o tamanho do feixe incidente nas lentes objetivas e f € a distancia focal [11,53,58].

3.3.4 Fontes de luz

As fontes de luz dos equipamentos de OCT devem possuir determinadas caracteristicas
em relacdo a quatro propriedades: comprimento de onda, largura de banda, intensidade e
estabilidade [58].

O comprimento de onda da luz emitida pelas fontes utilizadas pela OCT se dd dentro
da regido da janela bioldgica, entre 650 e 1300 nm. Conforme apresentado na Figura 12, a
absor¢ao ¢ maior em 650 nm do que em 1300 nm, onde se encontra um vale da absorcao de
agua e oxiemoglobina. Portanto, fontes com emissoes mais proximas de 650 nm terdo menor
penetracdo do que com as com emissdoes mais proximas de 1300 nm. Em contrapartida, as
Equacdes 5 e 6 demonstram que o aumento do comprimento de onda, entre outros fatores,
prejudica a resolucdo, ou seja, fontes com emissdes mais proxima de 650 nm terdo, em geral,
resolugdes melhores (menores) do que as proximas de 1300 nm [63].

A largura de banda também é fator determinante para a resolugcdo. Larguras de banda
muito grandes podem tornar os célculos de interferéncia mais complexos. Por outro lado,
o aumento da largura de banda implica em melhora da resolucdo, conforme evidenciado na
Equacdo 5.

A relagdo entre comprimento de onda central, largura e resolug¢ao pode ser mais facilmente

compreendida pelo seguinte exemplo: uma equipamento OCT com fonte de luz emitindo
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no comprimento de onda central de 800 nm e com largura de banda de 28 nm apresentara
uma resolu¢do de 10 um (conforme Equagao 5). Para se obter a mesma resolu¢do em um
equipamento OCT com emissao em 1600 nm, a fonte devera proporcionar uma largura de banda
de 113 nm [53].

A intensidade da luz emitida pela fonte deve ser o suficiente para que seja captada pelos
detectores apods a interacdo com a amostra [58]. A intensidade da luz influencia diretamente na

relacdo sinal-ruido (SNR, do inglés Signal-to-Noise Ratio), conforme a seguinte equacgao:

SNR - v,

m = constante @)

onde v, € proporcional a velocidade de aquisicdo do escaneamento axial e /; € a intensidade
maxima emitida pela fonte. Assim, uma forma de aumentar a velocidade de aquisicao das
imagens ou melhorar a resolucdo, sem que a SNR seja alterada, € a de aumentar a intensidade
emitida pela fonte de luz [53].

Por fim, a fonte de luz deve apresentar estabilidade, ou seja, as caracteristicas de largura
espectral e intensidade devem se manter constantes no tempo. Alteragdes durante a aquisicao
podem resultar em diversos problemas, como a identificacdo de falsas estruturas [58].

Dentre os diversos tipos de fontes de luz existentes, as principais utilizadas em equipamentos
de OCT sdo: LED superluminescentes (SLED, do inglés Superluminescent Light Emitting
Diodes), laser e swept source (um tipo especifico de laser) [58]. Uma das diferencas entre

LED, SLED e laser estd em seus espectros de emissao tipico (Figura 17) [64].

Figura 17 — Espectros de emissao de (a) LED, (b) Laser e (c) SLED.
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Fonte: Adaptado de Schubert, 2006 [64].
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Os SLEDs estdo muito presentes em equipamentos de OCT devido ao seu baixo custo e
facilidade de manuseio. Apresentam intensidades suficientes para realizar a detec¢do do sinal,
porém ndo suficientes para realizar a aquisi¢cao dos escaneamentos em alta velocidade como
outras fontes [58]. A fabricacdo dos SLEDs abrange de 390 a 2700 nm. Um SLED comumente
utilizado € o de 840 nm. Equipamentos OCT com este SLED apresentam largura de banda de
50 a 80 nm e resolugdode 7a 8 pum [11].

Os lasers sdao mais flexiveis, em relagdo a intensidade e a largura de banda, do que
os SLEDs. Suas maiores intensidades possibilitam maiores velocidades de aquisicao dos
escaneamentos. Esta caracteristica € essencial para a andlise in vivo, pois diminui o ruido
causado pelo movimento involuntdrio dos sistemas bioldgicos. A maior desvantagem esta
relacionada ao grande aumento do custo [58]. A maioria dos lasers utilizados em OCT operam
em mode locking. Esta técnica controla as fases das ondas produzidas pela fonte, produzindo
pulsos ultracurtos na ordem de pico a femtossegundos, ou seja, a emissao da luz € pulsada,
nao continua, e possibilitando ao laser uma largura espectral significativa ao invés da estreita
largura de banda caracteristica de lasers [53]. Um dos lasers mais utilizados é o de cristal de
safira dopado com titanio (Ti:Al,O3), o qual possui emissdao em 810 nm, pulsos de cerca de 15
fs e uma largura de banda de 260 nm, possibilitando uma resolu¢do de 1 a 3 pm [63].

Os swept source sao tipos especificos de lasers de banda larga, possuindo um filtro em
seu sistema, que possibilita a emissao ajustavel de apenas um comprimento de onda, ou seja,
possibilita a alternacdo do comprimento de onda da luz emitida [58]. Com a alternacao do
comprimento de onda, as interferéncias sdo mensuradas individualmente, de modo sequencial,
concedendo alta resolugdo espectral, SNR e velocidade de aquisi¢cdo dos escaneamentos, pois

as interferéncias individuais eliminam a necessidade de tempo de atraso da referéncia [11].

3.3.5 Sistemas de Escaneamento

Existem diferentes sistemas de aquisi¢ao dos A-scans. Os principais sistemas sao: dominio
do tempo (TD-OCT, do inglés Time Domain OCT), dominio da frequéncia (FD-OCT, do inglés
Frequence Domain OCT) e swept source (SS-OCT, do inglés Swept Source OCT) [58].

A TD-OCT utiliza fonte de luz de banda larga (SLED ou laser) e um fotodetector
como unidade de processamento (Figura 18). Neste sistema, o caminho Optico do espelho
de referéncia deve variar no tempo, para que o fotodetector possa captar a variacdo das

interferéncias, identificando a posi¢do em que ocorre coeréncia total entre os feixes [65].
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Figura 18 — Esquema da TD-OCT.
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Fonte: Adaptado de Podoleanu, 2012 [65].

A intensidade do sinal no detector para este tipo de sistema € dada por:

]DO(

2

° Re {1 + e_i:fe—iwoA”’} (8)
hBmo
onde h € a constante de Planck, 79 é a impedancia intrinseca no vicuo, 3 é a constante de
propagacao, wy € a frequéncia angular central da fonte, o, é o desvio padrao da largura temporal,
A;4 e A, sdo as diferencas de atraso de grupo e de fase, respectivamente. O segundo termo da
equagdo esta relacionado com a componente oscilatério do sinal e representa a amplitude das
franjas de interferéncia, que carregam as informagdes sobre a estrutura da amostra [53,58].

A FD-OCT utiliza fonte de luz de banda larga (SLED ou laser) e um espectrometro
como unidade de processamento (Figura 19). Este sistema se baseia em analisar o espectro
de interferéncia espectral, através da transformada de Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier
Transform), extraindo as componentes de frequéncia do sinal. Este espectro apresenta picos
e vales, onde o periodo em que estes se repetem € proporcional a diferenca de caminho 6ptico
entre os feixes. Quanto maior a diferenca de caminho 6ptico, maior o nimero de picos no
espectro [65]. Como todas as informagdes necessdrias estdo presentes no espectro no dominio
da frequéncia, ndo ha necessidade de um espelho mével. O custo e a complexidade deste sistema

sdo significativamente maiores do que a TD-OCT [58].
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Figura 19 — Esquema da FD-OCT.

Fonte dz Inz Espelho
Banda larga
Dividor de feixe
Dhspositive de
Escaneamento
Amostra
Interface
Microscropica
w
Espectrémetro
Umdade de ﬂ”lmﬂ
Processamento
FFT

Fonte: Adaptado de Podoleanu, 2012 [65].

A intensidade do sinal para um sistema no dominio da frequéncia é dada por:

Ik = <EfT<’f)) (1 v %g [AutCorr(R,(2))] + %s [Rs(zﬂ) ©)

onde Ey, é a amplitude do campo elétrico da fonte e R (z) ¢ a refletividade da amostra na
profundidade z. Para obten¢do das informacdes do sinal espectral (I(k)) e de R, é aplicada a

transformada de Fourier inversa:
2
Ey,(k)
2

'k =A® (B+C+ D) (11)

S HIR)] =51 ® <5(z) + éAutCorr(Rs(z)) + %Rs(z)) (10)

onde a convolu¢do A ® B contém as informagdes das propriedades da fonte, A ® C' contém
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as informagdes de R (z) e A ® D contém as informacdes da interferéncia entre as ondas
retroespalhadas nas diferentes posi¢cdes da amostra [53, 58].

A SS-OCT, como o préprio nome evidencia, utiliza fonte de luz swept source, além de um
fotodetector como unidade de processamento (Figura 20). Na prética, a SS-OCT também € um
sistema no dominio da frequéncia, fazendo uso da FFT. Porém, como a fonte de luz emite,
idealmente, apenas um comprimento de onda, um fotodetector € capaz de ir detectando as
interferéncias nas frequéncias exatas, conforme a fonte alterna o comprimento de onda emitido,
ou seja, realizando a aquisi¢ao em func¢do do tempo [65]. Neste sistema, o espelho também nédo
precisa ser mével e ndo € necessario um espectrometro, porém a fonte em si possui alto custo e

complexidade [53, 58].

Figura 20 — Esquema da SS-OCT.
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3.3.6 Aplicacoes em tecido osseo

Apesar da vasta gama de aplicacdes em tecidos moles, sendo utilizada clinicamente com
ampla frequéncia na drea da Oftalmologia, a literatura evidencia aplicacdes da OCT em tecidos
duros, sendo mais prevalente na drea da Odontologia [58]. Aplicagdes odontoldgicas da OCT
envolvem o potencial de avaliagdo e diagnostico da doenga periodontal [14, 66, 67], onde sdao
afetados os tecidos de suporte do dente, causando danos como a perda da inser¢do periodontal
e perda de osso alveolar, e da doenga carie [14,68-70], onde ocorre a diminuicdo de mineral
do esmalte e dentina. A cérie pode ser vista, de forma bastante simplista, como um anélogo da
osteoporose para o dente, uma vez que ambas estio relacionadas com a diminui¢do de mineral
de tecidos duros.

Estudos empregando a OCT para avaliagcdo de tecido dsseo ainda s@o escassos na literatura,
pois em geral, os 0ssos estdo localizados muito internamente, sob camadas de tecidos moles,
implicando em uma maior dificuldade de penetragdo do feixe de luz. Em geral, os estudos
utilizam as imagens obtidas por OCT para medir espessuras e para identificar as estruturas
Osseas e dos tecidos adjacentes.

Xu, Wang e Haj [71] utilizaram a OCT para monitorar mudangas no estado redox da enzima
citocromo ¢ oxidase em amostras de peridsteos provenientes da calvaria de ratos. Além da
possibilidade de obten¢do da espessura do periosteo, foi calculado o coeficiente de atenuagao
optica do sinal da OCT, sendo observado que ocorria diminui¢do do coeficiente em funcao da
reducdo da enzima por solugdo de ditionito de sédio.

Kasseck et al. [16] compararam o imageamento de amostras de osso trabecular,
provenientes de fémur humano, pelas técnicas de OCT, micro-CT e histologia. A técnica
de OCT possibilitou a identificacdo de trabeculagdes, estruturas lamelares e das cavidades
medulares, apresentando boa correlacio com a inspe¢dao por micro-CT e pelos cortes
histologicos.

Webster et al. [72] evidenciaram o uso da OCT como guia para ablacdo de tecido dsseo.
Neste estudo, um sistema consistindo em um laser pulsado acoplado a um SD-OCT foi utilizado
para a ablacdo de amostras de osso cortical provenientes de vértebras lombares bovinas,
realizando o imageamento das amostras paralelamente ao processo de ablacdo. As imagens
obtidas por OCT possibilitaram a avaliagdo dos padrdes de crateras caracteristicos da ablagcdo
por laser pulsado, demonstrando que a OCT em tempo real pode aumentar a precisdo de cortes

em tecidos Osseos. Estes padroes de ablagao também foram avaliados por Zhan et al. [73], onde



44

a geometria das crateras foi medida e avaliada utilizando a OCT.

Tachikawa, Yoshimura e Ohbayashi [17] avaliaram o uso da OCT como técnica assistiva
para cirurgias de implante dentério. Para tal, um SS-OCT foi utilizado parar imagear amostras
de mandibulas suinas, as quais foram demarcadas por cortes padrdes para avaliar a eficicia da
OCT em identificar essas demarcacoes, além de avaliar a penetracdao e medicao da espessura da
amostra. O estudo conclui que a OCT pode ser utilizada para avaliar estes parametros, sendo
uma técnica em potencial para guiar cirurgias de implantes dentério, diminuindo os riscos de
perfuracdes da maxila e da mandibula.

Negrutiu et al. [74] demonstraram o potencial uso da OCT para avaliacdo da regeneracao
Ossea apOs realizagdo de enxerto 0sseo. Foram utilizados fémures de rato, sendo realizadas
perfuracdes para a simulacdo da lesdo e inserindo enxertos dsseos nos buracos formados. O
imageamento por OCT e por micro-CT foi realizado durante a regeneracdo do tecido. O estudo
concluiu a eficicia da OCT para andlise das interfaces entre o 0sso € o enxerto osteocondutor,
avaliando o grau da regeneracdo dssea.

Mohebbi et al. [75] realizaram um ensaio de descalcificagdo do ouvido interno através
da ciclagem em dacido e de perfuragdo (remocao mecanica do 0sso), onde a técnica de OCT
foi utilizada como guia para a visualizagdo das estruturas membranonas durante a perfuragdo,
evitando perfuracdes prejudiciais. Em seguida, Mohebbi et al. [76] realizaram o mesmo
procedimento, porém utilizando a OCT no pds-imageamento, demonstrando sua capacidade
de distinguir e medir as estruturas do ouvido interno.

Kamalden, Lingam e Sundar [77] utilizaram a OCT para avaliar a evolug@o de osteoma de
coroide, o qual é um tipo raro de tumor benigno, constituido de osso trabecular localizado entre
as camadas coroidais do olho. Enquanto a técnica de fundoscopia possibilita a avaliacao da area
superficial do tumor, podendo resultar em avalia¢Oes erroneas do crescimento em volume do
tumor, a OCT possibilitou avaliar sua espessura, demonstrando seu potencial uso para auxiliar
o monitoramento do crescimento do osteoma de coroide.

Bykov et al. [78] realizaram a caracterizacdo da interface osso-cartilagem. A técnica
de clareamento Optico foi utilizada na cartilagem, onde o espalhamento da luz foi reduzido,
aumentando a transmissdo. Desta forma, a penetracdo do sinal da OCT na cartilagem foi
aumentada, possibilitando a interagdo com o osso subcondral (porcdo dssea recoberta pela
cartilagem). Assim, foi possivel a avaliacao da interface osso-cartilagem e da superficie do osso

subcondral, evidenciando um potencial uso da técnica para auxiliar em cirurgias ou artroscopias.
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Giardini et al. [79] demonstraram o potencial uso da OCT como técnica de imageamento
intra-operatéria da medula espinhal. Foi realizado um modelo de cirurgia da medula espinhal
em ratos, onde foi possivel a identificagdo das estruturas da medula: musculos, osso espinhal,
fluido cérebro-espinhal, dura méter e medula espinhal. Além disso, através da realizacdo
simultanea de registros eletrofisiol6gicos obtidos por microeletrodos na mesma regiao imageada
pela OCT, foi demonstrado que a luz incidente da OCT nao influencia na atividade neuronal.

Mahdian et al. [80] realizaram um estudo piloto em amostras de quatro tipos de tecidos
humanos ex vivo de origem oral: osso cortical, osso trabecular, esmalte e tecido adiposo. O
imageamento destes tecidos foi realizado pelas técnica de OCT e de CT, onde a distribuicao de
intensidades dos pixels das imagens obtidas foram comparados, evidenciando o uso da OCT
para distin¢do dos tecidos como técnica alternativa sem o uso de radiacdo ionizante.

Como pode ser visto na revisao de literatura, embora a técnica tenha amplo potencial, ndo
ha estudos que avaliam o potencial da OCT no diagnéstico e acompanhamento do processo de

osteoporose, 0 que motivou a realizacao do presente estudo.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Delineamento Experimental

Foi conduzido um estudo in vitro no qual foram simuladas lesdes de osteoporose, por
meio de imersio em solugdo de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA, do inglés
Ethylenediamine Tetraacetic Acid), em ossos de maxilas e mandibulas suinas. O estudo foi
dividido em duas fases experimentais. Na primeira, buscou-se estabelecer rotina de andlise
de imagens de OCT que possibilite o diagndstico da doenga, validando-se com imageamento
por micro-CT. Na segunda, buscou-se aplicar a metodologia desenvolvida para quantificar a
progressao das lesdes. Para a primeira fase experimental, foram empregadas 4 amostras de
mandibulas as quais foram imersas em EDTA por 4 periodos distintos (n = 1): sem imersdo,
7 dias, 15 dias e 30 dias de imersdo; em seguida, as amostras foram avaliadas por micro-CT
e OCT. Na segunda fase experimental, 10 amostras de maxila e 10 amostras de madibulas
foram imersas em EDTA por 30 dias (n = 10), sendo submetidas a avaliagdao por OCT em 4
periodos distintos: inicial (0 dias), apos 7 dias, 15 dias e 30 dias de imersao. A analise estatistica
foi efetuada individualmente para cada fase experimental: na primeira fase, foi considerado o
bloco de osso como unidade experimental, a técnica analitica (OCT ou micro-CT) e o tempo
de imersao (0, 7, 15 e 30 dias) como fatores de variacdo e a porosidade e a relacdo volume
Osseo/volume total como varidveis resposta. Para a fase 2, foi considerado o bloco de osso
como unidade experimental, o tipo de osso (maxila e mandibula) e o tempo de imersao (0, 7, 15
e 30 dias) como fatores de variagdo e o coeficiente de atenuagdo Optica, refletividade integrada e
densidade dssea por OCT como varidveis resposta. O nivel de significancia estatistica adotado

foi de 5%.



Figura 21 — Fluxograma do delineamento experimental seguido para as amostras

nao-pareadas.
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Figura 22 — Fluxograma do delineamento experimental seguido para as amostras pareadas.
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4.2 Preparo das Amostras

Apés aprovagio do estudo pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da UFABC (parecer
em Anexo A), foram utilizadas amostras provenientes de 5 cabecas de origem suina ( (Sus scrofa
domesticus) adulta. As mandibulas e maxilas foram obtidas utilizando um arco de serra e entdo
descarnadas com o auxilio de um bisturi descartavel e de uma pinga Kocher reta, ambos em ago
inoxiddvel.

As mandibulas e maxilas foram tratadas com solu¢ao de formol 10% (Exodo Cientifica, Sao
Paulo, Brasil) por 24 horas para preservagdo [81]. Utilizando o micromotor LB-100 (Beltec,
Sao Paulo, Brasil), foram preparadas 14 amostras de mandibula e 10 amostras de maxila. As
amostras foram levemente polidas utilizando uma lixa P1200 para retirar imperfei¢des causadas
pelo micromotor. O processo de simulacido da osteoporose foi realizado com base no estudo
apresentado por Lee et al. [81], em que as amostras foram imersas em solu¢do de EDTA 0,5 M

(Exodo Cientifica, Sao Paulo, Brasil), com renovagao semanal do acido.
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Para as amostras da primeira fase experimental, foram cortados 4 blocos de cerca de 3 x
3 x 3 mm (largura x comprimento x profundidade) de uma mesma mandibula. O periodo de
imersdo de cada uma das 4 amostras foi variado, o que tem por objetivo reproduzir um processo
de simulagdo da osteoporose incipiente e sua progressao para um processo mais agressivo:

e Amostra 1: Sem imersado (controle);

e Amostra 2: 7 dias de imersao;

e Amostra 3: 15 dias de imersao;

e Amostra 4: 30 dias de imersao.

Para as amostras da segunda fase experimental, foram cortados dois blocos de 10 x 10 x
3 mm por maxila e por mandibula, totalizando 20 blocos. As superficies foram demarcadas
com grafite para que o imageamento fosse realizado sempre na mesma posi¢do. Todas as 20
amostras passaram pelo mesmo desafio 4cido, com aquisi¢ao das imagens apds o término de
cada periodo de imersao:

e Ciclo 0: Sem imersao (controle);

e Ciclo 1: 7 dias de imersao;

e Ciclo 2: 15 dias de imersdo;

e Ciclo 3: 30 dias de imersao.

Ap6s o término dos periodos de imersdo, as amostras foram colocadas em sonicagdo em
dgua destilada por 1 hora utilizando a Cuba de Ultrassom Cristéfoli 220V (Crist6foli, Parana,
Brasil), com o objetivo de retirar o EDTA residual e parar a progressdao do ataque acido. Nos
intervalos entre imersdo e aquisicdo das imagens, as amostras foram mantidas em ambiente
umido (algodao umedecido com dgua destilada e timol 0,64 g/L) para evitar a proliferacao
fingica), sendo retiradas e deixadas em recipiente aberto por 12 horas prévias a aquisi¢ao
das imagens para eliminar excesso de dgua na superficie, a fim de minimizar a influéncia da

absor¢do da luz da OCT pela 4gua.

4.3 Aquisicao das imagens e Processamento dos Dados obtidos por Microtomografia

Para realizar o imageamento das amostras por micro-CT, foi utilizado o equipamento
SKYSCAN 1272 (Bruker Corporation, Massachusetts, EUA), disponivel no Laboratério
Nacional de Nanotecnologia (LNNano, Campinas, SP). Foi utilizado tamanho de pixel e de
voxel de 7 pum, tensdo de 30 kV, corrente de 160 A, tempo de exposicao de 2875 ms e filtro

de aluminio de 0,5 mm para endurecimento do feixe de raios-X. O escaneamento foi realizado
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com rotagdao completa de 180°, com passo angular de 0,6°. Apenas as amostras da primeira fase
experimental foram imageadas.

As andlises foram realizadas utilizando os programas computacionais do fabricante. Para
a andlise qualitativa, foi utilizado o programa DataViewer para imagens bidimensionais e o
programa CTVox para as reconstrucdes tridimensionais. A andlise quantitativa foi realizada
utilizando o programa CTAn.

No CTAn, foi definida uma Regido de Interesse (ROI, do inglé€s Region of Interest), contendo
uma drea relacionada apenas a amostra (eliminando a regido de ar). Em seguida, foi realizado
o processo de thresholding manual, conforme estabelecido na literatura [49, 50], o qual € um
procedimento para tornar a imagem bitonal: pixels com intensidades menores que o threshold
(limiar) recebem o valor O (preto) e pixels com intensidades maiores ou iguais ao threshold
recebem valor 1 (branco), sem valores intermediarios (sem escala de cinza). Por fim, foram
obtidos os seguintes parametros pelo programa:

e Razio entre volume 6sseo e volume tecidual (BV/TV), em porcentagem;

e Porosidade total (Po), em porcentagem, determinada pela drea de espacos completamente

fechados (poros) em relacdo a area total;

e Espessura trabecular (Tb.Th), em mm, determinada pela espessura média das trabéculas;

e Separacgdo trabecular (Tb.Sp), em mm, determinada pelo didmetro médio dos poros;

e Numero trabecular (Tb.N), em 1/mm, determinado pelo nimero de trabéculas por unidade

de comprimento [49];

e Densidade Mineral Ossea (BMD), em g/cm?.

Este procedimento foi realizado por trés operadores diferentes, cada qual escolhendo sua
ROI e seu threshold, resultando em valores médios e seus respectivos desvios-padrdes para

cada parametro.

4.4 Aquisicao das imagens e Processamento dos Dados obtidos por Tomografia por

Coeréncia Optica

Para realizar o imageamento das amostras por OCT, foi utilizado o equipamento
Calistol10C1 (ThorLabs Inc., Nova Jersey, EUA), disponivel na Central Experimental
Multiusuario da UFABC. Este equipamento é um FD-OCT, possuindo como fonte de luz um
SLED com comprimento de onda central em 930 nm, resolugdo axial de 7 pum, resolugdo

transversal de 8 pm por utilizar a lente OCT-LK3-BB com distincia focal de 36 mm, penetracio
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maxima de 1,71 mm e SNR de 107 dB para velocidade de escaneamento de 1.2 kHz [82, 83].
Foram realizados 3 B-scans de 2 mm de comprimento (2 mm em x) para cada amostra da

primeira fase experimental e 5 B-scans de 5 mm de comprimento para cada amostra segunda da

fase experimental (Figura 23). Foi utilizada penetracdo maxima (1,71 mm em z) em ambos os

experimentos.

Figura 23 — Esquema de escaneamento das amostras utilizando a OCT. Os quadrados na cor
bege representam as amostras da primeira e da segunda fase experimental. Cada seta espessa
em vermelho representa um B-scan.
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

Cada B-scan foi composto por 598 A-scans para as amostras da primeira fase experimental
e por 1495 A-scans para da segunda fase experimental. Para melhorar a qualidade da imagem
obtida, foi realizada uma média de 3 A-scans durante a aquisi¢c@o, ou seja, cada um dos 598 ou
1495 A-scans foram uma média de 3 A-scans, diminuindo a quantidade de ruido na imagem,
relacionado principalmente ao ruido speckle, dado pela flutuacdo do sinal entre imagens
consecutivas [84]. O equipamento possibilita também o controle da intensidade medida no
espelho de referéncia, a qual foi mantida em cerca de 75% para todas as amostras. A Tabela 1

apresenta todos os parametros definidos para cada grupo.
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Tabela 1 — Parametros definidos para a aquisi¢ao das imagens por OCT.

Parimetro Primeira Fase Segunda Fase
Experimental Experimental
B-scans por amostra 3 5
Tamanho em x (mm) 2 5
Tamanho em z 1,71 1,71
A-scans por B-scans 598 1495
Média de A-scans 3 3
Tempo de aquisi¢do (s) 1,50 3,76
Tamanho pixel (pm) 3,34 x 3,34 3,34 x 3,34
Pixels na imagem 512 x 598 512 x 1495
Intensidade Medida ~T75% ~75%

Fonte: Elaboracdo do autor, 2018.

A andlise quantitativa dos dados foi realizada por meio de processamento em MATLAB
(MathWorks Inc., Massachusetts, EUA). Para tal, foram elaboradas rotinas para andlise de trés
parametros: coeficiente de atenuagao optica, refletividade integrada e densidade 6ssea por OCT.

Todos os parametros foram analisados com base em uma ROI. Para tal, a matriz de

intensidades, i.e., intensidades em dB detectadas pelo equipamento e utilizadas para formar

(3 2 7z

a imagem (B-scan), foi carregada utilizando o arquivo “.oct”. Esta extensdo € nativa do
equipamento de OCT utilizado e contém todas as informacdes do B-scan realizado. Em seguida,
foi subtraido o ruido de fundo (BG, do inglés background) da matriz de intensidades. Este ruido
¢ dado por um sinal DC acrescentado a aquisi¢ao, que ndo apresenta valor zero como média e
pode variar com a profundidade [84]. O BG foi obtido pela média de seis B-scans adquiridos
sem a presenca de amostra: trés anteriores ao inicio das aquisi¢oes realizadas no mesmo dia e
trés apos o término destas aquisi¢oes.

Para gerar uma imagem para a selecdo da ROI, um filtro passa-banda de ganho de 40 a
80 dB foi aplicado, i.e., valores menores ou iguais a 40 dB foram definidos como preto (pixel
de valor 0), valores maiores ou iguais a 80 dB foram definidos como branco (pixel de valor
255) e valores intermedidrios foram definidos com valores dentro da escala de cinza (pixels

de valores 1 a 254), ou seja, imagens de 8-bits (28 = 256 intensidades de pixels, de 0 a

255). A imagem filtrada foi exibida para que o usudrio selecionasse manualmente a regidao
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correspondente ao tecido Osseo, criando uma madscara para eliminar a regido correspondente
ao ar e a linha de superficie saturada. Esta mdscara foi aplicada a matriz de intensidades, ou
seja, a imagem filtrada foi utilizada apenas para facilitar a visualiza¢do do usudrio, fazendo
com que todos os pontos iniciais (z = 0) da matriz fossem correspondentes ao tecido 6sseo. Por
fim, a profundidade da matriz apds a mascara foi ajustada automaticamente em 210 elementos,
ou seja, 0,7 mm, para que regides com auséncia do sinal ndo prejudicassem as andlises. O
fluxograma a seguir exemplifica o processamento da ROI.

Figura 24 — Fluxograma do processamento de ROI. As imagens nos processos da matriz de
intensidades sdo apenas representativas de como seriam se plotadas.
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

A andlise qualitativa foi realizada através da inspecdo dos aspectos morfologicos e das
distribuicdes de intensidades das imagens geradas apds aplicacdo do filtro passa-banda e
conversao em imagem de 8-bits, além da inspec¢ao de imagens volumétricas.

As imagens volumétricas (3D) foram adquiridas em uma regido de 2 x 2 x 1,71 mm (z x y
X z) para as amostras da primeira fase experimental e de 3 x 3 x 1,71 mm para as amostras da

segunda fase experimental.
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4.4.1 Coeficiente de atenuagdo dptica

O coeficiente de atenuagdo Optica (u;), também chamado de coeficiente de extingdo ou de
atenuacao total, € o parametro que governa o decaimento do sinal como resultado da absor¢@o
e do espalhamento, ou seja, esta relacionado com os parametros i, € js [85,86]. A alteracdao
deste coeficiente em esmalte e dentina € diretamente relacionada com a diminui¢do de mineral
provocada pela doenca carie [14,68, 69].

No célculo base do equipamento, as intensidades em dB sao obtidas pelo cdlculo de 20
vezes o log na base 10 das intensidades detectadas (em u.a.) [82], resultando em um decaimento
linear das intensidades. Para possibilitar a obtencdo do u; pelo método de ajuste exponencial,

as intensidades da ROI foram recalculadas para u.a., conforme a equacao a seguir:
I, = 10Uas/20) (12)

Em seguida, a ROI foi ajustada pelo indice de refracao do osso, estabelecido pela literatura
por 1,5 [87,88], onde o tamanho em profundidade do A-scan foi ajustado conforme o inverso
do indice de refracdo n. Assim, o eixo z de profundidade foi corrigido pela diferenca entre o
caminho 6ptico (AS,) e o caminho fisico (AS,) [85,86]:

AS,

AS, = (13)
n

O decaimento do sinal ao longo da profundidade apresentado em cada A-scan (cada coluna

da matriz de intensidades em u.a.) foi modelado pelo seguinte ajuste exponencial:
y(x) = ae’™ (14)

onde y(z) € a intensidade do sinal no ponto z e a e b sdo parAmetros varidveis do ajuste.
Estes parametros foram comparados com a Equacao apresentada por Maia et al. (Equacao
15) [68], a qual é baseada na Lei de Beer-Lambert, que descreve o decaimento exponencial da

luz em funcdo da sua penetracdo [9, 10].
I(2) = Lye 2 (15)

onde /(z) é a intensidade do sinal na profundidade z e I, é a intensidade inicial do sinal. Esta
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equacdo se diferencia da equacgdo original de Beer-Lambert pelo fator de 2 multiplicando o
coeficiente de atenuacdo, adequagdo realizada para o sinal de OCT, pois devido ao sinal ser
retroespalhado, deve-se considerar o caminho de ida e de volta da luz, necessitando entdo a
multiplicacdo por dois.

Desta forma, comparando o ajuste da Equacao 14 com a Equagao 15, foi obtido o coeficiente

de atenuacao do A-scan selecionado.

b
fe=—3 (16)

Este calculo foi realizado para todos os A-scans que constituem a ROI, sendo calculado
também o coeficiente de determinagio (R?) para avaliar a eficiéncia do ajuste. O coeficiente de
atenuagao da imagem foi definido como a média dos coeficientes de atenuagdo calculados nos
A-scans, assim como o coeficiente de determinagdo foi obtido por sua média.

O fluxograma a seguir exemplifica a obten¢@o do coeficiente de atenuagdo Optica.

Figura 25 — Fluxograma para obten¢ao do coeficiente de atenuacao optica (4;). A linha
espessa em vermelho, no centro da imagem representativa da ROI, identifica a regido do
A-scan de numero 7, apresentado na imagem subsequente no fluxograma.
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Foi calculado também o coeficiente de atenuacao Optica médio (1z,), onde foi calculado o
A-scan médio da imagem, i.e., a média de cada linha da ROI, gerando um tnico A-scan, e entdo
realizado o ajuste exponencial uma tnica vez por imagem, além do coeficiente de determinagdo.

O fluxograma a seguir exemplifica a obten¢@o do coeficiente de atenuagdo 6ptica médio.

Figura 26 — Fluxograma para obtencdo do coeficiente de atenuagdo optica médio (1z,).
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4.4.2  Refletividade integrada

A refletividade quantifica a drea sob curva dos A-scans, apresentando a intensidade total
detectada. Estudos utilizaram este pardmetro como base para avaliagdo da diminui¢do de
mineral em esmalte [69] e monitoramento da remineralizac¢do de cérie radicular [70].

Ap6s ajuste da ROI para intensidades em u.a. e pelo indice de refracdo, cada A-scan da
ROI foi plotado e a area (A) abaixo da curva do perfil de Intensidade vs Profundidade foi obtida
pelo método de integragdo trapezoidal. A refletividade (A R) da imagem foi definida como a
média das dreas calculadas em cada A-scan. O fluxograma a seguir exemplifica a obtencao da

refletividade.
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Figura 27 — Fluxograma para obtencdo da refletividade integrada (A R). A linha espessa em
vermelho, no centro da imagem representativa da ROI, identifica a regido do A-scan de numero
1, apresentado na imagem subsequente no fluxograma. A regido hachurada em vermelho no
grafico do A-scan representa a area A; integrada.
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Fonte: Elaboragdo do autor, 2018.

C

4.4.3 Densidade éssea por OCT

A densidade 6ssea por OCT foi determinada pela porcentagem de intensidades da imagem
referente a matriz 0ssea. Para tal, foi realizada a conversdo da matriz de intensidades em dB
para imagem em escala de cinza (0 a 255), sem aplicacao do filtro passa-banda de 40 a 80
dB. Em seguida, foi realizado o processo de thresholding automético, com determinacao do
threshold pelo método de maxima variancia [89], resultando em uma imagem bitonal. Deste

modo, a densidade 6ssea por OCT (DO), em porcentagem, foi definida da seguinte maneira:

Fy - 100
Pr

DOy, = 17

onde F, € a quantidade de pixels de valor 0 e Pr € a quantidade total de pixels da imagem.

O fluxograma a seguir exemplifica a obtencdo da densidade 6ssea por OCT.
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Figura 28 — Fluxograma para obtencdo da densidade 6ssea por OCT (DO).
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

Foi testado o uso de um valor médio de threshold, obtido através da média de thresholds
de todas as imagens, para que o mesmo valor fosse utilizado no thresholding de todas imagens.
Além disso, foi testado ainda o thresholding na imagem com filtro passa-banda, também das
duas maneiras: cada imagem com seu respectivo valor de threshold e também um threshold
médio. Contudo, estes métodos foram ineficazes e apenas método explicado anteriormente
(representado na Imagem 28) foi considerado neste trabalho, evitando que os resultados se

tornassem muito extensos € confusos.

4.5 Analise Estatistica dos Dados

A distribuicdo e normalidade de varidncias dos parametros obtidos através dos
processamentos das imagens foi testada pelos métodos de D’Agostino-Pearson e de
Shapiro-Wilk. Para a comparacdo entre os parametros obtidos pela técnica de micro-CT e os
parametros obtidos pela técnica de OCT da primeira fase experimental foi utilizado o teste de
correlagdo, com cdlculo do coeficiente de correlacao de Pearson e teste de hipotese da correlag@o
ser aleatéria com p bicaudal. Os pardmetros obtidos pela técnica de OCT na segunda fase
experimental foram comparados entre si, separando as andlises de mandibula e maxila, através
do teste ANOVA de uma via para medidas repetidas (pareadas), com multiplas comparacdes
entre as médias de cada grupo utilizando o pos-teste de Tukey. Os mesmos periodos de
imersdo entre mandibula e maxila foram comparados individualmente através do teste z-student
ndo-pareado bicaudal. Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia estatistica de

5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Primeira Fase Experimental
5.1.1 Andlise por micro-CT

As Figuras 29, 30, 31 e 32 sdo representativas das imagens obtidas por micro-CT, onde é
possivel evidenciar cortes seccionais e reconstrucdes tridimensionais de cada uma das amostras.
Figura 29 — Imagens microtomograficas representativas da Amostra 1 (controle). Cortes

seccionais - transversal (TRA), sagital (SAG) e coronal (COR) - e reconstrucao tridimensional
(3D).

Fonte: Elaboragao do autor, 2018.
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Figura 30 — Imagens microtomograficas representativas da Amostra 2 (7 dias de imersiao em

EDTA). Cortes seccionais - transversal (TRA), sagital (SAG) e coronal (COR) - e reconstru¢ao

tridimensional (3D).

Fonte: Elaboracio do autor, 2018.
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Figura 31 — Imagens microtomograficas representativas da Amostra 3 (15 dias de imersao em
EDTA). Cortes seccionais - transversal (TRA), sagital (SAG) e coronal (COR) - e reconstru¢ao

tridimensional (3D).

Fonte: Elaboragao do autor, 2018.
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Figura 32 — Imagens microtomograficas representativas da Amostra 4 (30 dias de imersao em
EDTA). Cortes seccionais - transversal (TRA), sagital (SAG) e coronal (COR) - e reconstru¢ao
tridimensional (3D).

Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

A escala de cores aplicada apresenta a distribuicdo de maiores intensidades na amostra
controle (Amostra 1) em relacdo as amostras que passaram por imersio em EDTA. Como
as intensidades de uma imagem obtida por micro-CT sdo determinadas pelas atenuagdes dos
raios-X, onde maiores intensidades sdo devido a maiores atenuagdes [30], este fato indica uma
maior quantidade de mineral na amostra controle, responsavel pela maior atenuagdo quando
comparado as demais amostras, conforme esperado devido a redu¢do de mineral causada pela
simulacao da osteoporose.

O aumento dos poros em fun¢do da progressao da simulagao da osteoporose pode ser melhor
evidenciado visualmente pela amostra com maior intervalo de imersao em EDTA (Amostra 4),

onde os cortes seccionais apresentaram poros com maiores areas, implicando em uma aparente
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reducdo da drea tecidual. Este fato estd de acordo com a literatura [23], onde a diminui¢do
da resisténcia O0ssea devido a alteracdo da microestrutura dos poros € um dos fatores que
influenciam na osteoporose.

A Tabela 2 apresenta os parametros quantitativos obtidos através da andlise das imagens
obtidas por micro-CT: razdo volume dsseo/volume tecidual (BV/TV), porosidade total (Po),
espessura trabecular (Tb.Th), separacdo trabecular (Tb.Sp), nimero trabecular (Tb.N) e

densidade mineral 6ssea (BMD).

Tabela 2 — Valores obtidos dos parametros analisados por imagens microtomograficas.

BV/TV Po Th.Th Th.Sp Th.N BMD
(%) (%) (mm) (mm) (1/mm) (g/cm?)

Amostra

1 83,48+1,42 16,49+1,36 2,180+0,101 0,431£0,089 0,383+0,024 2,340+0,102
82,50£0,98 17,45£0,95 0,599+0,071 0,127£0,055 1,378+0,180 0,273+0,057
72,56£1,29 27,16£1,35 0,215£0,095 0,081+0,012 3,380£0,289 0,206+0,084
59,60+1,26 40,28+1,28 0,229+0,089 0,155+0,009 2,607£0,304 0,060+0,014

B~ W

Fonte: Elaboracgdo do autor, 2018.

Os valores destes parametros sdo varidveis na literatura, pois dependem, dentre outros
fatores, da espécie do animal de onde o osso foi obtido, da regido do corpo de origem do
osso e do equipamento utilizado no estudo. Para amostras de mandibulas suinas, provenientes
de animais com tempos de vida de 29 a 250 dias de vida, Zhang et al. [90] obtiveram um valor
médio de BMD de 1,62 g/cm?. Também em amostras de mandibulas suinas, mas provenientes
de recém-nascidos, Mulder et al. [91] obtiveram um valor de BMD de cerca de 1,0 g/cm?, além
dos valores aproximados de BV/TV de 65%, de Tb.Th de 0,18 mm, Tb.Sp de 0,15 mm e Tb.N
de 7 mm™!. J4 para amostras de fémures suinos, provenientes de animais com 6 meses de vida,
Tatara et al. [92] obtiveram valores médios de BMD de 2,523 g/cm? para a porgdo cortical e
1,411 g/cm? para a porgdo trabecular.

Como as amostras ndo tiveram suas superficies desgastadas, apenas polidas levemente,
0 que origina perda de poucos microns de espessura, e cortadas em 3 mm de espessura, a
espessura cortical da superficie nao sofreu variacoes significativas, fazendo com que o modelo
de estudo ficasse com estruturas mais preservadas e, portanto, mais préximas de um modelo in

vivo. Este fato esta relacionado com o valor de BMD da amostra controle obtido neste estudo
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ser mais préximo do valor de BMD cortical apresentado por Tatara et al., apensar da diferenca
entre fémur e mandibula. Além disso, em ambos os estudos foram utilizados animais adultos.

A diminui¢do no valor da relacio BV/TV e consequente aumento do valor de Po evidencia
a alteracdo da microestrutura causada pela simulacdo da osteoporose, reduzindo o tecido 6sseo
em quantidade devido a dissolu¢@o de cdlcio dos cristais de hidroxiapatita. Estes parametros
corroboram com o aumento das dreas dos poros da Amostra 4 evidenciado pelas imagens
apresentadas.

O valor de BMD diminuiu em func¢do da progressao do desafio acido, conforme o esperado
para a simulacdo da osteoporose [81]. O maior valor d¢ BMD da amostra controle em relagao
as amostras com imersao em EDTA corrobora com a distribui¢do de maiores intensidades
evidenciada pelas imagens apresentadas.

Os parametros trabeculares (Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N) apresentaram resultados varidveis,
porém, ao serem comparados os parametros da amostra controle com as amostras com imersao
em EDTA, foi evidenciado a redugdo significativa nos valores de Tb.Th e Tb.Sp e aumento
significativo nos valores de Tb.N. Estes dados demonstram que o desafio dcido provocou
mudangas morfoldgicas na microestrutura 6ssea por meio da alteracdo da distribuicdo e
dimensdo das trabéculas, onde estas podem ser consideradas mais frageis com a progressao
do desafio (menos espessas € poros maiores).

Os valores dos parametros obtidos demonstraram um processo de indu¢do da osteoporose
mais agressivo em relagdo ao modelo proposto por Lee et al. [81], onde amostras de vértebras
sufnas apresentaram reducdo de 48,9% da BMD em 60 dias de ensaio 4cido (1,189 g/cm? nas
amostras controle e 0,608 g/cm? nas amostras apés 60 dias de imersio em EDTA), enquanto
neste estudo foi obtida reducdo de 97,5% da BMD da amostra controle em relagao a amostra de
30 dias de imersao. Esta diferenca se deu, além da diferenca entre vértebra e osso alveolar,
devido ao fato de no estudo apresentado por Lee ef al. as amostras serem imersas em
solu¢do EDTA por inteiras, sem padronizac¢ao de tamanho, imageadas por DXA e apenas entao
cortadas para o estudo utilizando micro-CT e histologia. Neste presente estudo, objetivou-se a
padronizacdo da interacao acido-superficie de contato, eliminando esta varidvel de intera¢do do
estudo por OCT.

Desta forma, com base nas andlises qualitativas e quantitativas, pode-se concluir que o
método de inducdo da osteoporose foi realizado de modo eficaz, porém com induc¢do mais

agressiva que o modelo achado na literatura [81].
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5.1.2 Andlise por OCT

A Figura 33 ¢ representativa dos B-scans obtidos em cada periodo de imersao em EDTA:
sem imersdao (controle), 7 dias, 15 dias e 30 dias. Os B-scans estdo apresentados apds a
aplicacao do filtro passa-banda de 40 a 80 dB e conversdo para escala de cinza (8-bits), pois
esta forma facilita a visualizagdo e andlise qualitativa das imagens. As aquisi¢coes volumétricas
das quatro amostras estdo apresentadas na Figura 34, obtidas pelo processamento do proprio
programa computacional do equipamento de OCT, onde a reconstruciao de superficie consiste
na segmentacdo da superficie externa da amostra, renderizada com cores em uma escala entre
vermelho e branco [93].

Figura 33 — B-scans de mandibulas (primeira fase) em cada periodo de imersao em EDTA:

sem imersao (controle), 7 dias, 15 dias e 30 dias. As barras inferiores a direita representam 100
pm.

Primeira Fase Experimental - Mandibula

Controle

30 dias

Fonte: Elaboragao do autor, 2018.
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Figura 34 — Imagens volumétricas das amostras da primeira fase: reconstrucao tridimensional
(3D), cortes seccionais e reconstrucdo de superficie.

Primeira Fase Experimental - Mandibula

Controle 3D Controle Seccionall Controle Superficie

Seccional S

Seccionalf 30 dias

Fonte: Elaboracio do autor, 2018.

As imagens referentes a amostra controle apresentaram distribui¢des mais homogéneas das
intensidades, i.e., decaimentos mais uniformes das intensidades ao longo da profundidade,
quando comparadas com as imagens referentes as amostras que sofreram imersao em EDTA,
onde foram evidenciados padrdes de altas e baixas intensidades ao longo da profundidade, sem
decaimentos uniformes. Estes padrdes podem ser relacionados as alteracdes morfologicas dos
poros causada pela simulacdo da osteoporose, onde podem ser influenciados os angulos de

incidéncias do feixe no tecido, resultando em diferentes espalhamentos e reflexdes, e 0 aumento
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do ndmero de interfaces ar-osso ou ar-liquido dos poros, que possuem indices de refracdo
diferentes do osso, resultando em maiores intensidades de reflexdes e espalhamentos [69, 94].
Além disso, a mudanca na quantidade de mineral presente no tecido também pode influenciar
na interacdo luz-tecido, uma vez que sdo alteradas as quantidades de moléculas que interagem

com o feixe de luz.

5.1.3 Comparagdo quantitativa entre micro-CT e OCT

A Figura 35 apresenta as correlagdes entre os parametros da OCT (DO, AR e 1z,) e da
micro-CT (BV/TV e Po).
Figura 35 — Ajuste linear e coeficiente de correlacido de Pearson (r) entre os parametros da

OCT (Densidade Ossea, Refletividade Integrada e Coeficiente de Atenuacdo Optica Médio) e
da micro-CT (BV/TV e Po).
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.
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Valores de r entre 0,9 e 1,0 indicam uma correlacdo positiva muito alta e entre -0,9 e -1,0
indicam uma correlacdo negativa muito alta [95]. Assim, cerca de 99% da variancia em DO
esta relacionada com BV/TV e Po, cerca de 97% da varidncia em AR estd relacionada com
BV/TV e Po, e cerca de 88% da variancia em i, estd relacionada com BV/TV e Po. Os seis
testes rejeitaram a hipétese da correlacdo ser aleatéria (p < 0, 05).

As comparacdes com os demais parametros da micro-CT (BMD, Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N), bem
como a comparagdo entre /; € quaisquer parametros obtidos por micro-CT, ndo apresentaram
correlacdes significativas (r < 0, 8). Desta forma, o 1z, e, principalmente, a DO e a AR podem

ser parametros com potencial sensibilidade para a anélise da osteoporose.

5.2 Segunda Fase Experimental

As Figuras 36 e 37 sdo representativas dos B-scans obtidos em uma mesma amostra de
mandibula e maxila, respectivamente, em cada periodo de imersio em EDTA: sem imersao
(controle), 7 dias, 15 dias e 30 dias. As aquisi¢des volumétricas das mesmas amostras
de mandibula e maxila origindrias destes B-scans estdo apresentadas nas Figuras 38 e 39,
respectivamente.

Figura 36 — B-scans de uma mesma amostra de mandibula (segunda fase) em cada periodo de

imersao em EDTA: sem imersao (controle), 7 dias, 15 dias e 30 dias. As barras inferiores a
direita representam 100 pm.

Segunda Fase Experimental - Mandibula

Controle

15 dias

Fonte: Elaboracdo do autor, 2018.
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Figura 37 — B-scans de uma mesma amostra de maxila (segunda fase) em cada periodo de
imersdo em EDTA: sem imersao (controle), 7 dias, 15 dias e 30 dias. As barras inferiores a

direita representam 100 pm.

Controle

15 dias

Segunda Fase Experimental - Maxila

7 dias

Fonte: Elaboracio do autor, 2018.
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Figura 38 — Imagens volumétricas da amostra de mandibula da segunda fase: reconstrugcao
tridimensional (3D), cortes seccionais e reconstrucao de superficie.

T dias

Segunda Fase Experimental - Mandibula

3D Controle Seccionall Controle

Seccionall 7 dias

Seccional 30 dias

Superficie

Fonte: Elaboracio do autor, 2018.
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Figura 39 — Imagens volumétricas da amostra de maxila da segunda fase: reconstrucao
tridimensional (3D), cortes seccionais e reconstrucao de superficie.

Segunda Fase Experimental - Maxila

Controle

7 dias Seccionall 7 dias

Seccional §15 dias

Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

As imagens do ciclo O (controle) apresentaram distribui¢do relativamente homogénea
das intensidades, com poucos padrdes de alta intensidade e quase auséncia de padrdes de
baixa intensidades (‘“buracos”). A auséncia destes padrdes pode estar relacionada a valores
significativamente pequenos de didmetros dos poros (menores ou préximos a resolucao do
equipamento), nao apresentando um caminho suficientemente longo de transmissdo da luz
pelo poro e sendo “encoberto”por padrdes de altas intensidades devido as interfaces ar-osso ou
ar-liquido. A quantidade de ambos os padrdoes aumentou em funcio da progressdao do desafio

acido, onde as imagens obtidas apds imersdo em EDTA ndo apresentaram um decaimento
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uniforme das intensidades ao longo da profundidade. Este fato estd relacionado com o aumento
do nimero e didmetro dos poros em func¢do da simulagdo da osteoporose, aumentando a
quantidade de interfaces ar-osso ou ar-liquido e a distancia do caminho de transmissdo em ar.

As amostras de mandibula apresentaram distribui¢cdes discretamente mais intensas em
relacdo as amostras de maxila, o que pode estar relacionado com a maior densidade e
maior espessura de osso cortical presente nas mandibulas [12], pois as amostras nao foram
desgastadas, conforme explicado no Item 5.1.1.

A influéncia do desafio 4cido nas amostras pode ser evidenciada através da alteracao
morfoldgica nas reconstru¢des de superficie, onde as amostras apresentaram superficies
relativamente lisas no grupo controle, devido ao polimento realizado, e superficies rugosas
nas amostras dos ciclos de imersdo em EDTA, devido a interacdo do 4cido com a superficie de
contato. A rugosidade das superficies parece aumentar conforme aumenta o tempo de exposi¢cao

ao 4acido, em uma relagdo positiva.

5.2.1 Coeficiente de atenuacdo dptica

A Tabela 3 apresenta as médias dos coeficientes de determinagdo dos ajustes exponenciais
realizados para os célculos dos coeficientes de atenuagdo.
Tabela 3 — Médias dos coeficientes de determinacio (/2?) dos ajustes exponenciais dos

parametros de coeficiente de atenuagao 6ptica (y;) e coeficiente de atenuacao 6ptica médio
(71,) das amostras da segunda fase.

Amostras Periodo Imersao R2(py) R2(,)
Controle 0,443 £+ 0,067 0,970 £ 0,027
7 dias 0,308 & 0,098 0,878 4+ 0,238
Mandibula
15 dias 0,286 + 0,095 0,887 4+ 0,105
30 dias 0,300 £ 0,112 0,867 &+ 0,108
Controle 0,415+ 0,123 0,926 + 0,127
7 dias 0,290 +£ 0,075 0,823 £+ 0,109
Maxila
15 dias 0,255 + 0,123 0,829 + 0,114
30 dias 0,241 +0,103 0,824 + 0,114

Fonte: Elaboracdo do autor, 2018.
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Os valores de R? foram menores entre o periodo controle e os periodos com imersdo em
dcido, o que evidencia a influéncia dos padrdes de intensidades ndo uniformes, prejudicando
o ajuste exponencial. Ao ser calculada a média de todos A-scans previamente a um Unico
ajuste exponencial, a influéncia destes padroes foi reduzida, o que pode ser evidenciado pelos
valores de R? significativamente maiores para o Ji, em relagio ao y,. Desta forma, os dados
obtidos através do célculo de p; foram descartados por nao apresentarem confianca significativa
no ajuste exponencial, o que poderia levar a interpretacdes equivocadas. A andlise do [z, nao
elimina o risco de falsas andlises, uma vez que também sofre influéncia destes padrdes nos
ajustes, porém o risco € significativamente reduzido. A Figura 40 apresenta a comparacdo
estatistica dos p, de acordo com os tempos de imersdao em EDTA e origem da amostra
(mandibula e maxila).

Figura 40 — Comparacao estatistica entre os coeficientes de atenuagdo 6ptica médios nas

amostras de mandibula e maxila. Letras distintas denotam diferencgas estatisticamente
significantes de acordo com o teste Anova+Tukey. As barras evidenciam desvio-padrao.

Mandibula Maxila
0,004+ c 0.004 - b

-1 -+ T
0,003 4 T 0.003 1 a T

E_ 0,002 E_ 0.002 1
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

Os valores médios dos coeficientes [, aumentaram significativamente em funcio da
progressdo do tempo de imersdao em EDTA, apresentando diferenca estatistica significativa entre
as medidas controle e as demais medidas, tanto para mandibula quanto para maxila. Isso indica
que este método identifica o surgimento da lesdo, mas ndo a progressao da mesma. Houve
ainda a diferenciacdo estatistica significativa entre as amostras com imersdao em acido por 30
dias e as demais amostras de mandibula, porém isto ndo ocorreu para as amostras de maxila.
As variagdes nos padroes de intensidades por causa dos poros e consequente variacao entre os

valores obtidos estdo claramente evidenciadas pelos tamanhos significativamente grandes das
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barras de desvios padrao.

O aumento dos valores de 1, em relacdo as amostras que sofreram desafio 4cido e
consequente perda de mineral estd de acordo com a literatura de desmineralizacdo em tecidos
duros do dente, onde também ocorre o aumento do coeficiente de atenuagdo 6ptica em fungdo
da perda de mineral [14, 68, 69].

Ao serem comparados estatisticamente os valores obtidos nos mesmos periodos entre
mandibula e maxila (controle x controle, 7 dias x 7 dias, 15 dias x 15 dias e 30 dias x 30
dias), nao foram obtidas diferencas estatisticas significativas entre nenhum dos periodos (Tabela
4), demonstrando ndo haver influéncia da origem da amostra no cdlculo do coeficiente 7z,
e ndo apresentando uma sensibilidade no método para potencial distincao entre andlises de

mandibulas e de maxilas.

Tabela 4 — Comparacgdo entre os coeficientes de atenuag@o 6ptica médios de mandibula e
maxila para os mesmos periodos de imersdo em EDTA. Valores de p menores que 0,05
indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos.

Periodo Valor de p

Controle 0,3738
7 dias 0,6302
15 dias 0,4862
30 dias 0,2872

Fonte: Elaborac¢do do autor, 2018.

A selecdo manual da mascara da ROI possibilitou a retirada da regido referente ao ar e
também referente a superficie saturada pela alta reflexdo, a qual pode prejudicar o calculo do
coeficiente de atenuacdo. Porém, a selecdo depende de critérios subjetivos do usudrio, podendo
implicar em variacdes nos coeficientes.

Desta forma, a andlise pelo coeficiente de atenuacdo 6ptica pode ser considerada ineficaz
para uma avaliacdo clinica acurada, uma vez que ndo foi capaz de diferenciar lesdes graves
de outras menos severas, induzidas pelo processo mais agressivo presente neste estudo quando

comparado ao modelo clinico, onde ha reposi¢ao mineral [25].
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5.2.2 Refletividade Integrada

A Figura 41 apresenta a comparagio estatistica das A R de acordo com os tempos de imersado
em EDTA e origem da amostra (mandibula e maxila).
Figura 41 — Comparagao estatistica entre as refletividades integradas nas amostras de

mandibula e maxila. Letras distintas denotam diferencas estatisticamente significantes de
acordo com o teste de Tukey. As barras evidenciam desvio-padrao.
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Fonte: Elaboragao do autor, 2018.

A comparagdo estatistica evidenciou diferenca significativa entre todos os periodos de
imersdo, com exce¢do da comparacdo entre controle e 7 dias para as amostras de maxila. O
aumento dos valores de AR em func¢do da progressdo do desafio dcido também estd de acordo
com a literatura de desmineralizagdo em tecidos duros do dente, onde metodologias analogas
do célculo de refletividade integrada apresentam o aumento dos valores em funcdo da perda de
mineral [14, 69,70].

O aumento dos valores de AR em fung@o da progressao da simula¢do da osteoporose estd
relacionado com a maior intensidade de reflexdes e espalhamentos causados pelo maior nimero
e dimensao das interfaces ar-osso ou ar-liquido dos poros, o que aumenta a intensidade do feixe
de luz que retorna ao detector e reduz a intensidade absorvida em funcdo da penetracdo [69,94],
que ndo retorna ao detector. Assim, uma maior quantidade de sinal detectado sera integrado no
calculo das AR de amostras com osteoporose simulada.

Os padrdes de intensidades também influenciam nos valores calculados de 4rea sob a curva
do A-scan, uma vez que alteram os valores de intensidades detectadas, podendo ser relacionados

com os tamanhos também significativamente grandes das barras de desvios padrdo, assim como
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na andlise do 1,. Contudo, a integracdo ndo € dependente de um decaimento estritamente
exponencial, ndo apresentando risco de falsas andlises devido a ajustes ndo confidveis.

A comparacdo estatistica dos mesmos periodos entre mandibula e maxila ndo apresentou
diferencas estatisticas significativas entre nenhum dos periodos (Tabela 5), o que demonstra,
assim como na andlise dos 7i,, que ndo ha sensibilidade no método para potencial distingdo

entre analises de mandibulas e de maxilas.

Tabela 5 — Comparacdo entre as refletividades integradas de mandibula e maxila para os
mesmos periodos de imersdao em EDTA. Valores de p menores que 0,05 indicam diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

Periodo Valor de p

Controle 0,7534
7 dias 0,3240
15 dias 0,4455
30 dias 0,2711

Fonte: Elaboragdo do autor, 2018.

Desta forma, o calculo da refletividade permite ndao s6 diagnosticar o inicio da lesdo, mas
também permite monitorar a progressao da mesma, sendo mais promissor para um diagndstico

clinico acurado.

5.2.3 Densidade Ossea por OCT

A Figura 42 apresenta a comparacao estatistica das DO de acordo com os tempos de imersdo

em EDTA e origem da amostra (mandibula e maxila).
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Figura 42 — Comparacao estatistica entre as densidades 6sseas por OCT nas amostras de
mandibula e maxila. Letras distintas denotam diferencas estatisticamente significantes de
acordo com o teste de Tukey. As barras evidenciam desvio-padrao.
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Fonte: Elaboragdo do autor, 2018.

A comparagdo estatistica apresentou diferenca significativa entre todos os periodos de
imersao, com exce¢ao da comparagao entre 15 e 30 dias para as amostras de mandibula, O que
permite inferir que este método nao s6 permite o diagndstico do inicio da lesao como também
0 seu monitoramento.

A comparacdo estatistica dos mesmos periodos entre mandibula e maxila apresentou
diferencas estatisticas significativas entre todos os periodos (Tabela 6), corroborando com a
andlise qualitativa em que as amostras de mandibula apresentaram distribui¢des de intensidades
discretamente maiores. Este fato demonstra uma sensibilidade no método para potencial
distin¢do entre andlises de mandibulas e de maxilas. Desta forma, considerando estes achados e
os achados obtidos por meio da comparag@o com os dados de micro-CT, obtidos na primeira fase
experimental, € possivel inferir que esta parece ser a melhor forma de quantificar a osteoporose

por OCT.
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Tabela 6 — Comparacao entre as densidades 6sseas por OCT de mandibula e maxila para os
mesmos periodos de imersdao em EDTA. Valores de p menores que 0,05 indicam diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

Periodo Valor de p

Controle <0,0001
7 dias <0,0001
15 dias <0,0001
30 dias <0,0001

Fonte: Elaboracio do autor, 2018.

O uso da conversdao da matriz de intensidades em dB para imagens em 8-bits ao invés do
uso direto da matriz de intensidades foi possivel, diferentemente dos cdlculos dos coeficientes
e das refletividades, pois este processo € um andlogo ao thresholding realizado posteriormente,
ou seja, as intensidades sdo filtradas duas vezes (para 8-bits e para bitonal) para isolar a matriz
ossea. O thresholding automatizado elimina a subjetividade do usudrio em escolher um valor
para isolar a matriz dssea, porém diferentes valores podem ser obtidos ao serem utilizados
outros métodos de thresholding automatizados.

O célculo de obtengdo da DO ndo necessita de um decaimento exponencial das intensidades,
além de ndo ser diretamente afetado por grande parte das variacdes nas intensidades, pois
independente da variagdo, se o valor for maior que o threshold, serad atribuido como valor
1. VariagOes significativamente grandes podem influenciar diretamente no valor do threshold
determinado automaticamente. A menor influéncia dos padrdes de intensidades na obtencdo
da DO pode ser evidenciada pelas barras de desvio padrdo significantemente menores em
comparagao as barradas exibidas nas andlises do 7i, e da AR.

A densidade 6ssea por OCT pode ser comparada ao parametro de BV/TV da micro-CT,
umas vez que ambos os métodos avaliam a quantidade da 4rea 6ssea em relagdo a drea total da
imagem analisada, descartando a quantidade referente aos poros. Os valores de DO calculadas
nas amostras controle, de cerca de 50%, estao abaixo dos valores tedricos da relagdo volume
6sseo/volume total do osso cortical, de cerca de 90% [18], pois além de ndo ter sido isolado
apenas o osso cortical, conforme discutido sobre a influéncia do preparo da espessura das
amostras no Item 5.2, a OCT detecta o feixe de luz que retorna ap0s interagdo com o tecido,

ao invés do feixe transmitido pela amostra como no casos de técnica que utilizam raios-X, uma
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vez que ndo ha penetragdo suficiente da luz para ser avaliada em tecido dsseo. Este fato ndo
implica em avaliagdes ineficazes da relacdo volume dsseo/volume pela OCT, mas sim que ha
uma relacdo entre a variacao dos valores calculados pela DO e a variagdo dos valores reais,
assim como a relacdo evidenciada na correlacdo com os valores de micro-CT, discutida no Item
5.1.3.

Desta forma, a tomografia por coeréncia Optica € uma técnica em potencial para avaliacdo da
osteoporose em 0sso alveolar, sem o uso de radiagdo ionizante e com avaliacdo de parametros
alternativos a analise da densidade mineral dssea, onde estudos in vivo deverdo ser realizados

para uma melhor avaliacao da aplicabilidade clinica.
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6 CONCLUSAO

A andlise de imagens obtidas por tomografia por coeréncia Optica demonstrou eficicia
na distincdo entre amostras sadias e amostras com osteoporose simulada. As andlises de
densidade 6ssea por OCT e refletividade integrada sdao as metodologias de processamento
que apresentaram maior sensibilidade para diagndstico e monitoramento da osteoporose em
relacdo as andlises por coeficientes de atenuagdo Optica, pois apresentaram boa correlacdo com
parametros microtomogréficos, possibilitaram a distingdo dos niveis de osteoporose simulados

e, ainda assim, permitiram a diferenciacdo dos tecidos.
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