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RESUMO

A microtomografia computadorizada (microCT) é uma técnica de avaliagdo de
materiais, que utiliza o principio fisico da atenuacdo de raios X para formacéao de
imagens bidimensionais e tridimensionais. Essa técnica possibilita a visualizagédo
tridimensional e em alta resolucédo de pequenas amostras, por meio da unido digital
de centenas de cortes transversais. A avaliagdo pela microCT requer minimas
preparacdes da amostra e, por ser uma técnica nao destrutiva, ndo ocasiona danos
ao material. Diante do crescente uso da microCT, o presente trabalho teve por
objetivo fazer uma revisdo de literatura sobre os principios basicos de
funcionamento e a utilizacdo da microCT em alguns tipos de amostras biologicas.
Durante a revisédo de literatura sdo abordados topicos sobre aspectos histéricos do
desenvolvimento da microCT, principios de funcionamento do equipamento de
microCT e aplicacdo da técnica em alguns tipos de amostras bioldgicas, tais como
0ssos, dentes, cartilagens, sistema vascular e figado de pequenos roedores. Os
autores apresentam algumas vantagens da utilizacdo da microCT em pesquisas
sobre morfologia de tecidos biolégicos, que podem ser realizadas com amostras ex
Vivo e em experimentos in vivo com pequenos roedores. Espera-se que a divulgacéo
desta técnica amplie as pesquisas com microCT em amostras bioldgicas no Brasil.
PALAVRAS-CHAVE: imagem 3D, microCT, uCT.
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MICRO-COMPUTED TOMOGRAPHY: PRINCIPLES OF OPERATION AND USE IN
BIOLOGICAL SAMPLES

ABSTRACT

Micro-computed microtomography (microCT) is a material evaluation technique that
uses the principle of X-ray attenuation for the formation of two-dimensional and
three-dimensional images. This technique allows the visualization of high-resolution
and three-dimensional images of small samples through the digital union of hundreds
of cross-sections. In view of the increasing use of microCT, this study aims to review
the basic principles of microCT operation and its use in some types of biological
samples. During the review are discussed topics on historical aspects of microCT
development, principles of microCT equipment operation and application of the
technique in some types of biological samples such as bones, teeth, cartilage,
vascular system and small rodent liver. The authors present some advantages of
using microCT in research on morphology of biological tissue, which can be
performed with ex vivo samples and in vivo experiments with small rodents. It is
expected that the dissemination of this technique will broaden the research with
microCT in biological samples in Brazil.

KEYWORDS: 3D image, microCT, uCT.

INTRODUCAO

A descoberta dos raios X possibilitou que varias técnicas de avaliagdo médica
surgissem, dentre estas a radiografia (METSALA; FRIDELL, 2018), a fluoroscopia
(ISAIAH; PEREIRA, 2017), a angiografia (CIMEN et al., 2016), a mamografia
(FREER; WINKLER, 2017) e a tomografia computadorizada (TC) (SCHICHOR et al.,
2017). Derivada da TC, a microtomografia computadorizada (microCT) € capaz de
produzir imagens em alta resolucdo de pequenas amostras. Essa técnica possibilita
a reconstrucao de imagens tridimensionais, que sao formadas pela unido digital de
centenas de secc¢odes transversais do material avaliado (BAIRD; TAYLOR, 2017).

A avaliacdo pela microCT, também denominada de Tomografia
Computadorizada de Alta Resolugéo, requer minimas preparacfes da amostra e, por
ser uma técnica ndo destrutiva, ndo ocasiona danos ao material (DU PLESSIS;
BOSHOFF, 2019). O principio fisico para a formag¢do da imagem microtomografica
baseia-se na propriedade dos materiais de atenuacao dos raios X (MACHADO et al.,
2014), o qual depende da composicdo e da densidade do material avaliado (DU
PLESSIS; BOSHOFF, 2019). A microCT tem sido aplicada em diversas areas do
conhecimento, como: caracterizacdo de materiais (HANKE et al., 2016), arqueologia
(ZANOLLI et al., 2017), geologia (JACQUES et al., 2014), engenharia de tecidos
(BOERCKEL et al.,, 2014), odontologia (DALSTRA et al., 2015) e ortopedia
(ROBERTO-RODRIGUES et al., 2015).

Diante do crescente uso da microCT para a avaliagdo dos mais diversos tipos
de amostras bioldgicas, objetivou-se fazer uma revisdo de literatura sobre os
principios béasicos de funcionamento e a utilizagdo da microCT em amostras
bioldgicas.

ASPECTOS HISTORICOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA MICROCT
Os raios X foram descobertos acidentalmente pelo fisico alemao Wilhelm
Conrad RoOntgen, no dia 8 de novembro de 1895. Diante dessa descoberta, Rontgen
nomeou essas ondas eletromagnéticas de raios X, simbolo matematico que indica
algo desconhecido (CIERNIAK, 2011).
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Em 1916, o polonés Karol Mayer desenvolveu uma metodologia que é
considerada a precursora da tomografia classica. Esse pesquisador descreveu uma
técnica que produzia imagens radiograficas do coracdo sem a ocorréncia de
sobreposicoes, utilizando um emissor de raios X mével e um chassi radiogréafico fixo
(LEE; CREAN, 2013). O francés André Edmond Marie Bocage pode ser
considerado o pai da tomografia, pois, em 1922, foi o primeiro a descrever o
funcionamento basico de um equipamento radiografico, que movia simultaneamente
0 emissor de raios X e o filme radiografico (LEE; CREAN, 2013).

O progresso da computacéao foi fundamental para o grande desenvolvimento
dos exames tomograficos. A unido do computador com o0s raios X é considerada
uma das inovacdes mais importantes da segunda metade do século XX
(HESSENBRUCH, 2002). No inicio da década de 1970, pesquisadores
desenvolveram diversas técnicas de reconstrucao digital de imagens tomograficas,
que possibilitaram uma nova era no diagnoéstico radiolégico (LEE; CREAN, 2013).
Em 1979, Allan Cormack e Godfrey Hounsfield ganharam o Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina pelo desenvolvimento da TC (BOERCKEL et al., 2014).

A utilizacdo da TC em outras areas como a engenharia de materiais e a
nanotecnologia requeria a formacdo de imagens de alta resolucdo e em escala
micrométrica. Logo, um grupo de pesquisadores se empenhou no desenvolvimento
de equipamentos tomograficos capazes de reconstruirem imagens tridimensionais
em dimensfes microestruturais (STOCK, 1999). No inicio da década de 1980, o
fisico Lee Feldkamp desenvolveu o primeiro microtomografo para avaliagdo de
defeitos estruturais de materiais automotivos (BOERCKEL et al., 2014). Em seguida,
alguns estudos foram publicados utilizando essa técnica em pequenas amostras
biologicas, principalmente em pesquisas com pequenos roedores (ELLIOTT,;
DOVER, 1984, 1985).

Nos anos que se seguiram, ficou evidente que a microCT revolucionaria as
areas da biologia 6ssea e biomecanica (BOERCKEL et al., 2014). A partir de entao,
esse exame de imagem comegou a ser utilizado na avaliagdo de amostras
bioldgicas, principalmente em avaliacbes 0sseas e odontologicas. Dessa forma,
houve um grande crescimento no numero de publicagdes que utilizaram a microCT
na avaliacdo dos mais diversos tipos de materiais (SCHAMBACH, et al., 2010).
Atualmente, varios sistemas de microCT estdo disponiveis no mercado e as
inovacdes tecnolégicas continuam aumentando a resolucdo e aplicabilidade
(BOERCKEL et al., 2014).

PRINCIPIOS DE FUNCIONAMENTO DA MICROCT

O equipamento de microCT é formado por alguns componentes principais: o
emissor microfocal de raios X, o colimador, o suporte para a amostra e o detector de
raios X. Esse ultimo € constituido por um detector de cintilagdo e um dispositivo de
carga acoplada (CCD) (BOERCKEL et al.,, 2014) (Figura 1). Inicialmente, em
avaliacbes de amostras rigidas ex vivo, como 0sso e dente, o fragmento é fixado
firmemente a um suporte no interior do microtomografo (Figura 2 - A). A avaliacdo de
modelos experimentais in vivo, como pequenos roedores, requer a anestesia geral e
contengcdo do animal em um suporte especifico para esse tipo de escaneamento
(BEAUCAGE et al., 2016) (Figura 2 - B).

Os raios X séo gerados pelo emissor microfocal de radiagéo, colimados e, na
sequéncia, incidem sobre a amostra, onde parte desses raios é atenuada de acordo
com a caracteristica de cada material. O restante da radiacdo passa pela amostra e
atinge o detector de cintilacdo (CLARK; BADEA, 2014). Ao atingir o detector de
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cintilacdo, a radiacao é transformada em luz visivel (fétons), que é identificada pelo
CCD. Os fotons de luz ao incidirem no CCD geram um sinal eletrénico, que é
digitalizado e enviado ao computador, onde os dados sdo processados
(HOLDSWORTH; THORNTON, 2002; LI et al., 2008). Cada pixel de uma imagem
obtida no escaneamento corresponde a média de absorcdo de fétons pelo detector
de cintilacdo. No processo de reconstrucdo da imagem tridimensional, o pixel é
transformado em voxel, unidade tridimensional capaz de representar a profundidade
na imagem microtomografica (LOPES et al., 2012).

Cabos de
fibra éptica

Emissor de raio O'
X micro focal /

/

Detector de ccD
Suporte giratario cintilagao

para a amostra

Aquisicdo da imagem e
computador de exibigdo

Computador
controlador

FIGURA 1 — Esquema de um equipamento de microtomografia. A amostra € posicionada no
suporte giratorio entre o emissor de raio X e o sensor de cintilacdo. As proje¢fes radiograficas
sdo obtidas pelo detector de cintilacdo, que é conectado a um dispositivo de carga acoplada
(CCD), que transforma a luz visivel em sinal digital. Durante o escaneamento, o computador
controlador configura a intensidade de emissédo de raios X e a rotagdo da amostra, possibilitando
a obtencao de centenas de projegcBes em varios angulos de incidéncia. Fonte: adaptado de
Holdsworth e Thornton (2002).

) r .
FIGURA 2 — Avaliacdo microtomografia de amostras biol6gicas ex vivo e in vivo. (A) Microtomagrafo
laboratorial, Skyscan 1172. No detalhe suporte para fixacdo da amostra. (B) Camundongo
anestesiado e fixado no suporte de escaneamento para realizagcdo de exame microtomografico do
membro pélvico. Fonte: (A) Fernandes et al. (2016). (B) Mohan et al. (2011).
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O escaneamento microtomografico produz imagens tridimensionais em
resolucbes microscopicas pela reconstrucdo de centenas de imagens
bidimensionais, obtidas de multiplos angulos em torno da amostra (CLARK; BADEA,
2014). Dessa forma, a microCT gera grande quantidade de gigabytes de dados, os
quais sao armazenados no hardware do computador. Para a visualizacdo dos cortes
bidimensionais e reconstrugdo dos modelos tridimensionais, as imagens obtidas sao
carregadas em softwares de andlises especializados, preferencialmente em um
computador de alto desempenho (BAIRD; TAYLOR, 2017). O software de analise
tridimensional une as projecfes bidimensionais, baseando-se em um algoritmo
matematico de reconstrucéo pré-estabelecido. Por meio dos softwares de avaliagao
de imagens, o modelo tridimensional pode ser cortado em qualquer orientacéo para
revelar diferentes pontos de vista da estrutura interna da amostra (BADEA et al.,
2008). Na Figura 3 estdo representadas as etapas para a obtencdo do modelo
tridimensional de uma amostra por meio da microCT.

P

Luz
visivel
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Amostra no Série de projecdes
suporte giratério Dgte;toade Dispositivo de imagem
cintilagdo de carga
acoplado 4 B
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representada Reconstrugdo

com uma T tomografica

série de P

e
cortes 2D

FIGURA 3 — llustracéo esquemaética do processo de aquisicao e reconstrucado
da imagem tridimensional em sistema TC ou microCT. Uma série de
projecdes de imagens é obtida e por meio de algoritmos matematicos essas
imagens séo reconstruidas, produzindo um mapa tridimensional de diferentes
pontos de absorcdo de raios X. Fonte: adaptado de Landis e Keane (2010).

Sistemas de escaneamento microtomografico da amostra

Existem dois tipos de sistema de escaneamento microtomografico. No primeiro,
denominado de estrutura rotativa (rotating gantry), o microtomégrafo apresenta um
emissor de radiagcdo e um detector de raios X alocados em uma estrutura que gira,
sincronizadamente, em torno do eixo central da amostra examinada, a qual
permanece imével (Figura 4 - A) (SCHAMBACH et al., 2010; CLARK; BADEA, 2014).
Esse modelo de equipamento € conhecido como “Mini-TC”, pois possuiu
configuracdo analoga aos aparelhos de TC clinica e, portanto, € utilizado em
avaliacdes in vivo de pequenos roedores (BADEA et al., 2008).

No segundo tipo de sistema de escaneamento, conhecido como amostra
rotativa (rotating specimen), a amostra € rotacionada, enquanto a fonte e o detector
de radiacdo permanecem fixos (Figura 4 - B) (CLARK; BADEA, 2014). Esse
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escaneamento é utilizado em amostras ex vivo, as quais foram obtidas de
organismos vivos por meio de bidpsias ou apds a eutanasia do animal. Esse tipo de
microtomoégrafo ndo € adequado para experimentos com animais vivos, em virtude
da necessidade de fixagdo do animal na posicado vertical (BADEA et al.,, 2008;
CLARK; BADEA, 2014) e manté-lo imoével durante a rotacdo, a fim de evitar que as
iImagens obtidas figuem desfocadas (SCHAMBACH et al., 2010).

A B

Emissor

Amostra

Feixe de
radiagao

Detector

.

-""“""5-

FIGURA 4 — Sistemas de escaneamento microtomogréafico. A —
Estrutura rotativa. A amostra € posicionada no centro do equipamento
e permanece imovel, enquanto o emissor de radiagdo e o receptor de
raios X giram em torno da amostra. B — Amostra rotativa. A amostra é
fixada em um suporte que gira em 180° a 360°, enquanto 0 emissor e
0 receptor de raio X permanecem fixos. Fonte: adaptado de
Schambach et al. (2010).

APLICACAO DA MICROCT EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

A microCT tem sido utilizada na avaliacéo de varios tipos de tecidos biolégicos,
com destaque para estudos da microestrutura de 0ssos e dentes, pois séo tecidos
radiodensos e, portanto, facilmente visualizados. O exame microtomografico de
tecidos moles é mais dificil, pois sdo formados por elementos de baixo numero
atbmico, como o carbono e o oxigénio. Dessa forma, esses tecidos apresentam
pouco contraste em imagens microtomogréficas, o que dificulta a visualizacdo da
estrutura interna dessas amostras (MIZUTANI; SUZUKI, 2012).

Esse empecilho pode ser resolvido pelo uso de contrastes radiodensos, como
metais pesados, que apresentam alto niumero atémico e, quando impregnados na
amostra, aumentam a atenuacao do tecido marcado, possibilitando a visualizagdo da
microestrutura (BOERCKEL et al., 2014; BAIRD; TAYLOR, 2017). Os principais
elementos utilizados como contrate em avaliagbes microtomograficas de amostras
biolégicas sdo Osmio, ouro, prata, iodo, platina, mercurio, tungsténio e chumbo
(MIZUTANI; SUZUKI, 2012). Nas préximas secOes desta revisdo serdo
apresentados resultados de estudos que utilizaram a microCT para a avaliacdo de
amostras biolégicas.

Osso

A utilizacado da microCT para avaliacdo da microestrutura 6ssea em animais e
humanos tem crescido nos ultimos anos. Atualmente essa técnica é considerada
“padréo ouro” para a avaliacdo da morfologia e microarquitetura de 0ssos de ratos e
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de outros pequenos animais (BOUXSEIN et al., 2010). A microCT foi utilizada na
avaliacdo das alteracdes 6sseas provocadas pela osteoporose (BORAH et al., 2001)
e osteoartrite (PATEL et al., 2003), na cicatrizacdo 0ssea (TREJO-IRIARTE et al.,
2019) e em alteragcbes Osseas ocasionadas por farmacos (O'NEAL et al., 2010).
Embora a avaliacdo histolégica possibilite importantes informacbes sobre a
celularidade e a dindmica da remodelacéo 6ssea, essa técnica ndo permite o estudo
da microarquitetura do tecido ésseo, visto que se limita a analise morfologica de
alguns cortes. Diferentemente, a microCT possibilita a reconstru¢ao tridimensional
da microestrutura 6ssea (BOUXSEIN et al., 2010).

O grande numero de publicagBes que utilizaram a microCT para a avaliacdo
0ssea, principalmente a partir dos anos 2000, associado a disponibilidade comercial
de varios tipos de microtomografos, ocasionaram uma grande variabilidade nos
métodos de obtencdo de imagens, avaliacdo das amostras e descricdo dos
resultados. Consequentemente, ocorriam dificuldades na interpretacédo e
comparacao dos resultados dos estudos. Diante disso, foi disponibilizada uma
padronizacdo dos métodos de avaliacdo 6ssea por meio da microCT, que foi
elaborada por especialistas na area. Esse trabalho contemplou recomendacdes
sobre a padronizacdo das terminologias e unidades, bem como as informagdes que
devem ser incluidas na descricdo metodolégica (BOUXSEIN et al., 2010).

A microCT foi utilizada na avaliacdo dos efeitos do hiperparatiroidismo
secundario renal (HSR) na microarquitetura 0ssea de ratos. Nesse estudo, foram
obtidas imagens da metafise proximal do fémur desses animais. O HSR foi induzido
por meio de nefrectomia parcial e fornecimento de dieta rica em fosforo. Apos a
eutanasia dos animais, amostras do fémur foram submetidas ao exame
microtomografico e observou-se que os ratos com HSR apresentaram reducdo do
volume dsseo trabecular e cortical, aumento da porosidade 6ssea e aumento da
espessura das trabéculas (HOPPER et al., 2007) (Figura 5 — A, B, C e D).

Pesquisadores brasileiros avaliaram por meio da microCT, o efeito da
suplementacdo com bério na qualidade 6ssea de ratos diabéticos. Nessa pesquisa,
as imagens microtomograficas demonstraram que os ratos suplementados com boério
apresentaram maior volume cortical e trabecular do fémur em relacdo aos animais
nao suplementados (DESSORDI et al., 2017).

A avaliagdo por microCT tem sido amplamente utilizada no estudo de
protocolos de reparacdo de fraturas Osseas, pois possibilita a identificacdo de
alteracdes dsseas microestruturais e a avaliacdo da formacdo do calo 6sseo
(NYMAN et al., 2009). A microCT foi utilizada na avaliacdo do processo de
cicatrizacdo de fraturas do fémur de ratos. Os autores dessa pesquisa concluiram
gue essa técnica € uma ferramenta sensivel para a identificacdo de alteracdes na
cicatrizagcdo Ossea de fraturas, pois possibilita a mensuracdo do tamanho e
densidade do calo 6sseo. Dessa forma, a microCT pode ser utilizada como método
auxiliar para a avaliacdo da cicatrizacdo de fraturas de pequenos roedores como
modelos experimentais (O'NEILL et al., 2012).
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FIGURA 5 — Imagens microtomogréficas bidimensionais (A e B) e
trimensionais (C e D) da metafise proximal do fémur de ratos. A —
Imagem bidimensional da metafise proximal do fémur de animais do
grupo controle mostrando a arquitetura do osso trabecular saudavel. B
— Imagem bidimensional da mesma regido anatdmica anterior, porém
em ratos submetidos a nefrectomia parcial. Evidencia-se alteracbes
significativas: as trabéculas estdo consideravelmente mais espessas,
0s poros intratrabeculares apresentam-se aumentados e as trabéculas
S80 menos numerosas em comparagao ao grupo controle. C — Imagem
tridimensional da metafise proximal do fémur de ratos do grupo controle
gue demonstra maior organizacao das trabéculas 6sseas. D — Imagem
tridimensional da mesma estrutura anatdbmica, porém em animais
submetidos a nefrectomia parcial. Observa-se maior porosidade
trabecular em comparacéo ao grupo controle (resolucdo 8,2 um). Fonte:
Hopper et al. (2007).

Pesquisas envolvendo remodela¢gBes 6sseas em modelos experimentais vivos
também podem ser realizadas por meio da microCT. Pesquisadores canadenses
validaram uma metodologia para examinar a concentracdo mineral 6ssea em lesées
no cranio de ratos. ldentificou-se que a microCT € uma técnica ndo invasiva que
pode ser utilizada em experimentos de remodelacdo 6ssea in vivo, possibilitando
uma avaliacéo rapida e precisa da concentracdo mineral 0ssea de les6es no cranio.
Além disso, os autores sugeriram que esta técnica pode ser utilizada rotineiramente
em pesquisas futuras sobre remodelacao e crescimento 0sseo em lesdes no cranio
de pequenos roedores. Dentre as vantagens da microCT nesse tipo de avaliagao,
destacam-se a obtencdo de medidas quantitativas precisas, baixo coeficiente de
variacdo e possibilidade de avaliagbes seriadas no mesmo animal (UMOH et al.,
2009).
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Dente

A microCT é uma técnica que tem sido amplamente utilizada em pesquisas
odontologicas. A utilizagdo do exame microtomografico em estudos odontolégicos
incluem a avaliagdo da concentracdo mineral do esmalte dentario e da dentina,
identificacdo de desmineralizacdo em areas careadas, mensuracdo de cavidades
dentarias, quantificacdo da dentina removida em diferentes tratamentos de céaries,
avaliacdo da morfologia do canal radicular e identificacdo de microinfiltracdo em
selantes dentarios (NEVES et al., 2014; CHALAS et al., 2017).

A acuracia da microCT em amostras dentarias foi demonstrada em um estudo
gue comparou os resultados obtidos pelo exame microtomografico, com outras
técnicas de mensuracédo ja consagradas, dentre elas: medicao direta do dente com
um paguimetro, medicdo do dente em imagens fotograficas e medi¢do do dente por
meio de imagem tridimensional obtida por um scanner de superficie. A microCT foi
considerada um método confiavel para realizacdo de medigfes lineares em dentes
(KIM et al., 2007).

A avaliacdo do esmalte dentario € considerada uma importante técnica para o
estudo da evolucdo humana e é empregada em pesquisas em fésseis, fornecendo
informacdes sobre taxonomia e filogenia de hominideos (SWAIN; XUE, 2009). A
acuracia da microCT na avaliacdo do esmalte dentario foi demonstrada em um
estudo que comparou a microCT com a técnica de microscopia eletrdnica de
varredura. Amostras de dentes de primatas ndo humanos e humanos foram
avaliadas utilizando-se as duas técnicas (Figura 6). Os resultados indicaram que o
exame microtomografico mensurou de forma precisa 0s parametros para o exame
do esmalte dentério. Os autores encontraram uma variacao de 3 a 5% entre as duas
técnicas avaliadas (OLEJNICZAK; GRINE, 2006).

MicroCT

Cebus apella

{' .

Papio ursinus

Homo sapiens

FIGURA 6 — Comparacdo entre as imagens obtidas
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
microCT. As imagens apresentam O mesmo corte
transversal de dentes molares de trés primatas
avaliados pelas duas técnicas. Cebus apela (macaco-
prego), Papio ursinus (babuino) e Homo sapiens
(humano). Barra de escala 1 mm.

Fonte: adaptado de Olejniczak e Grine (2006).
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Cartilagem

A obtencao de imagens tridimensionais de tecido mole, como cartilagens, é um
desafio, visto que a atenuacéo de raios X nesse tipo de tecido é muito baixa. Dessa
forma, é necessario o uso de contrastes para visualizacdo dos tecidos. Entretanto,
esses podem promover alteracbes nas caracteristicas estruturais da amostra
(NAVEH et al., 2014). Diante das alteracdes indesejadas na amostra ocasionadas
pelo uso dos contrastes, foi descrita uma metodologia para a avaliacao
microtomografica de tecidos cartilaginosos que ndo necessita do uso dessas
substancias. Utilizando-se uma camara de posicionamento da amostra com
ambiente altamente 0mido (95% umidade relativa), obteve-se imagens
tridimensionais em alta resolucdo de tecido cartilaginosos, sem a utilizacdo de
contrastes. Os tecidos avaliados foram placa epifisaria, disco intervertebral e
ligamento periodontal. Segundo os autores desse estudo, o ar Umido absorve menos
fétons de raios X e, consequentemente, promove melhora no contraste dos tecidos
nao corados (NAVEH et al., 2014).

Em contrapartida, para a avaliacdo de constituintes especificos da cartilagem
por meio da microCT, faz se necessario o uso de contrastes. Em uma pesquisa,
avaliou-se a eficiéncia do acido fosfotingstico (PTA) e do acido fosfomolibdico
(PMA), ambos marcadores especificos de colageno e atenuadores de raios X, na
visualizacdo da distribuicdo de colageno em amostras de cartilagem articular de
equinos e humanos. Observou-se que a coloragdo com PTA possibilitou a
reconstrucdo tridimensional de amostras osteocondrais incluindo a superficie da
cartilagem articular. Assim, permitiu a avaliagdo da morfologia articular superficial e a
identificacdo de alteracGes, como irregularidades e fissuras (NIEMINEN et al., 2015)
(Figura 7).

Avaliacao cardiovascular

A utilizacdo de contrastes radiodensos em estudos angiograficos com a
microCT possibilita a visualizacdo de estruturas cardiovasculares em experimentos
ex vivo e in vivo (BOERCKEL et al., 2014). Em um modelo experimental ex vivo,
avaliou-se por meio da microCT as fases de recuperagdo vascular apés uma injaria
isquémica no membro pélvico de camundongos. Apds a eutanasia dos animais, a
cavidade toracica foi aberta e injetou-se formol tamponado a 10% na veia cava
caudal para fixacdo dos vasos. Apos a retirada do formol, o contraste (Microfil®,
Flow Tech Inc., Carver-MA, EUA) foi aplicado nos vasos. Por meio da avaliacéo
microtomografica, observou-se a formacdo da circulacdo colateral frente a uma
lesdo isquémica que, restaurou a capacidade de deambulagcdo dos camundongos
ap6s quatro semanas da injaria (LANDAZURI et al., 2012). As imagens
microtomograficas da reparacdo vascular apdés injuria isquémica no membro pélvico
de camundongos podem ser observadas na Figura 8.
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FIGURA 7 — Reconstrucao tridimensional de uma amostra de cartilagem
articular humana obtida por exame microtromografico. A coloragdo com
acido fosfotlingstico (PTA) possibilitou a reconstrugdo tridimensional da
amostra osteocondral incluindo a cartilagem articular superficial, onde
observa-se a presenca de irregularidades superficiais.

Fonte: adaptado de Nieminen et al. (2015).

A microCT também pode ser empregada na obtencdo de imagens
tridimensionais e em alta resolucdo em experimentos cardiovasculares in vivo com
pequenos roedores. Essa técnica possibilita a identificacdo de alteracbes na
anatomia vascular frente ao uso de protocolos terapéuticos em casos de doencas
vasculares. A realizacdo de uma angiografia em um microtomografo envolve varias
etapas: a preparacdo do cateter intravenoso, anestesia do rato, colocacdo do cateter
intravenoso, contencéao fisica do animal no equipamento, preparacdo da bomba de
infusdo e escolha da configuracdo do sistema de microCT. Toda a descricao da
técnica para a obtencdo de imagens microtomograficas in vivo da vascularizacdo
abdominal e cerebral de pequenos roedores foi descrita por Schambach et al.
(2010).
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FIGURA 8 — Avaliagao morfologica do desenvolvimento vascular apés injdria isquémica
no membro pélvico de camundongos. Imagens representativas das avaliagfes por
microCT do membro submetido a isquemia em varios momentos ap0s a injaria
isquémica A escala representa o diametro dos vasos. Fonte: adaptado de Landazuri et
al. (2012).

Figado

As imagens tridimensionais obtidas pela microCT possibilitaram a visualizac&o
do figado de camundongos com alta resolugdo espacial. A técnica permitiu a
identificacdo da vascularizacdo do figado, bem como a identificacdo do volume e
distribuicdo de lesdes hepdticas. Entretanto, a identificacdo dessas lesdes foi
possivel somente mediante o uso de contraste radiodenso para o tecido hepatico ou
especificos para neoplasias. Foram utilizados contrastes especificos para a microCT
(Fenestra Liver Contraste®, Advanced Research Technologies), que foram injetados
na veia coccigea dos camundongos avaliados. O escaneamento foi realizado trés
horas apds a administracdo do contraste e, por meio da reconstrucao tridimensional,
identificou-se as neoplasias no tecido hepatico (Figura 9 — A e B). Assim, foi possivel
avaliar a resposta a tratamentos com antineoplasicos por meio do acompanhamento
da reducéo do volume dos tumores (MARTINIOVA et al., 2010).
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FIGURA 9 — Reconstrucao tridimensional da avaliacdo por microCT do figado
de um rato com feocromocitoma metastatico. Imagem anterior (A) e posterior
(B) do figado de um rato com lesGes neoplasicas 3 horas apos a aplicagdo do
contraste. Os lobos hepaticos (azul) estdo bem definidos, assim como sua
vascularizacdo. Em virtude da diferenca do tecido marcado pelo contraste e a
densidade dele, é possivel separar as neoplasias hepaticas (verde) da
vascularizacao hepatica (vermelho). Fonte: Martiniova et al. (2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A microCT é uma técnica de imagem néo destrutiva, que possibilita a obtencéo
de imagens bidimensionais e tridimensionais da estrutura interna dos mais variados
tipos de amostras. O exame microtomografico utiliza a atenuagéo de raios X para a
formacdo das imagens e possui 0s mesmos principios fisicos da TC, entretanto, &
empregado na avaliacdo de pequenas amostras e no escaneamento de pequenos
roedores. Dentre as vantagens da microCT estdo a pequena necessidade de
preparacdes da amostra e a possibilidade de realizagdo de escaneamentos seriados
sem alteracGes no material.

A microCT permite a reconstrugdo tridimensional da estrutura interna da
amostra e gera dados quantitativos sobre essa estrutura. Dessa forma, possibilita
andlises amplas da morfometria tecidual em comparacédo a avaliagdo histoldgica e
por microscopia eletrénica, as quais permitem o exame de apenas alguns cortes
transversais. Acrescente-se aos pontos positivos da microCT que o0s equipamentos
sdo compactos, ndo necessitam de grandes estruturas fisicas para instalacdo e
podem ser adquiridos comercialmente por centros de pesquisas e universidades.
Quanto aos pontos negativos dessa técnica, pode-se citar o custo relativamente
elevado para a aquisicdo do equipamento e a necessidade de um conhecimento
sélido em fisica e computacdo, que € necessario para 0 maximo aproveitamento da
técnica.

Atualmente, a microCT é amplamente utilizada em pesquisas biomédicas
e € considerada a técnica de avaliacdo “padrdo ouro” para o estudo de amostras de
tecidos mineralizados, como o0sso e dente. Além disso, tem sido utilizada em
estudos morfoldgicos de tecidos moles, como pulméo e figado, obtidos por meio de
bidpsias ou apls a eutanasia dos animais. Dentre as possibilidades de pesquisas
com pequenos roedores em experimentos in vivo estdo estudos com reparacao
tecidual, tratamento de neoplasias, engenharia de tecidos, alteragbes vasculares,
dentre outros.
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