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RESUMO

As fibras transeptais situam-se na lamina prépria da gengiva entre dois dentes
adjacentes. Sdo comumente descritas como um grupo de fibras colagenas inseridas
no cemento de um dente que seguem diretamente por sobre a crista 6ssea alveolar
inserindo-se em uma regido correspondente no cemento do dente adjacente. De
maneira distinta, relatou-se na literatura que as fibras transeptais nao sao continuas
ao longo de toda sua extensao; sao originadas dos dentes adjacentes, entrelacando-
se na regido central do espaco interproximal. Com o presente estudo, objetivou-se
avaliar e quantificar o arranjo das fibras gengivais transeptais empregando-se
analise histomorfométrica e histoquimica em cortes histologicos sagitais da regiao
entre primeiro e segundo molares da maxila de 12 ratos Wistar machos. As fibras
colagenas foram coradas pelo método de picro-sirius e analisadas por microscopia
de luz polarizada linear, processamento e analise digital de imagem baseados em
métodos de filtragem e medi¢cdo por transformada de Fourier. Foram realizadas
medidas histomorfométricas de orientagado, densidade e dimensao fractal das fibras.
O brilho maximo apresentado pelas fibras foi mensurado pelo histograma de
intensidade. Os parametros quantitativos foram comparados entre trés regibes de
interesse ao longo da extensdo da gengiva interproximal ocupada pelas fibras
transeptais utilizando-se analise de variancia (ANOVA) seguida de testes post hoc
de Bonferroni ou Tamhane T2. Houve um aumento significativo (p < 0,05) nos
parametros de densidade de ocupacéo e dimenséo fractal das fibras pertencentes a
regidao central quando comparada as regides proximas aos dentes, sem haver
diferen¢a na orientacdo e na intensidade de brilho das fibras. Os resultados
demonstraram quantitativamente um arranjo mais denso de fibras na regido central,
reforcando o conceito de que as fibras transeptais entrelacam-se nesta regido.

Palavras-chave: Dimensao fractal. Gengiva. Fibras franseptais. Transformada de

Fourier. Picro-sirius. Microscopia de luz polarizada.



ABSTRACT

The transeptal fibers are located in the lamina propria of the gingiva between
adjacent teeth. They are often described as a group of collagen fibers embedded in
the cementum of one tooth that follows a straight path over the alveolar bone crest
and embeds itself in the cementum of the adjacent tooth. In a distinct way, it was
reported in the literature that the transeptal fibers are not continuous over its full
length but originates from the adjacent teeth interlacing in the central area of the
interproximal gingiva. The present study aimed to evaluate and quantitate the
gingival transseptal fibers arrangement by histomorphometry and histochemistry of
sagittally cut tissue sections of the interdental region between first and second
maxilar molar teeth of 12 male Wistar rat. The collagen fibers were stained with
Picrosirius red staining and assessed with linear polarized light microscopy, digital
image processing and analysis based on Fourier transform measurements and
filtering techniques. Histomorphometrical parameters like fiber orientation, area
fraction and fractal dimension were measured. The maximal brilliance presented by
the fibers was evaluated using intensity histogram measurements. These quantitative
parameters were compared among three different regions of interest along the length
of the interdental gingiva using one-way analysis of variance (ANOVA) and
Bonferroni’'s or Tamhane’s T2 post hoc tests. There was an increase (p < 0.05) in
area fraction and fractal dimension parameters in the central region compared to
regions near the teeth, and no difference in the orientation and maximal brilliance of
fibers among the tree regions. Our results quantitative demonstrated a denser
arrangement of the fibers in the central region reinforcing the model of an
interlacement of the transseptal fibers in that region.

Key words: Gingiva. Fourier transform. Fractal dimension. Picrosirius red. Polarized

light microscopy. Transseptal fibers.
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1 INTRODUCAO

As fibras transeptais pertencem a uma rede de feixes de fibras colagenas
encontrada na lamina propria da gengiva da regido interdental (SCHROEDER,;

LISTGARTEN, 1997; NANCI, 2007).

Foram identificadas em varias espécies de mamiferos tais como macacos,
caes, ratos € no homem, sendo comumente descritas como um grupo de fibras
colagenas, localizado entre dentes adjacentes, que passam por sobre a crista 6ssea
alveolar, com origem no cemento da raiz de um dente e inser¢dao em uma regiao
correspondente no cemento do dente adjacente. (GOLDMAN, 1951; BERNICK,
1960; SMUKLER; DREYER, 1969; PAGE et a/., 1974; SCHACTER; BERNICK, 1976;

KUSTERS et af., 1991; REDLICH et al., 1996; NANCI, 2007).

Seu arranjo ultra-estrutural & descrito como feixes densos de fibras colagenas
paralelas e bem organizadas compostos principalmente por fibras colagenas Tipo | e
por finas fibras de colageno tipo lll distribuidas ao longo de toda a extensao
(CHAVRIER et al., 1984; REDLICH et al., 1996). Devido a sua resisténcia a tracéo
as fibras colagenas Tipo | permitem as fibras transeptais prover suporte estrutural
(MONTES; JUNQUEIRA, 1982). Elas suportam a gengiva interdental, protegem o
osso interproximal, estabilizam a posigdo dentaria durante o uso e mantém os
dentes adjacentes em contato (GOLDMAN, 1951; HASSELL, 1993; THILANDER,
2000), além de participar dos processos de migragao dentaria fisiologica (PICTON,;
MOSS, 1973) e da recidiva de dentes movimentados ortodonticamente (NANCI,
2007).

De maneira distinta e pouco frequente, relatou-se na literatura que as fibras

transeptais ndo sdo continuas ao longo de toda sua extensdo; s&o originadas dos
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dentes adjacentes, entrelacando-se na regido central do espago interproximal

(BERNICK, 1960; FURSTMAN; BERNICK, 1972; SCHACTER; BERNICK, 1976).

Como somente descri¢des qualitativas histoldgicas ou ultra-estruturais do
arranjo das fibras gengivais transeptais estdo disponiveis na literatura (GOLDMAN,
1951; BERNICK, 1960; SMUKLER; DREYER, 1969; PAGE et al., 1974; SCHACTER,;
BERNICK, 1976; KUSTERS et al., 1991; REDLICH et al., 1996; NANCI, 2007), além
de existir alguma divergéncia de opinides quanto a sua organiza¢ao estrutural, o
presente estudo tem como objetivo avaliar e quantificar o arranjo das fibras

transeptais gengivais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AS ESTRUTURAS DO PERIODONTO

Os dentes sdo suportados por estruturas teciduais que os envolvem e 0s
sustentam. O conjunto destes tecidos € denominado de periodonto sendo o mesmo
composto pelo osso alveolar, cemento radicular, ligamento periodontal e gengiva
(FURSTMAN; BERNICK, 1972; HASSELL, 1993; CHO; GARANT, 2000).

Os processos alveolares da maxila € mandibula formam e mantém os
alvéolos dentarios. Estas estruturas sdo constituidas por tecido ésseo denominado
de osso alveolar, o qual esta em contato com o ligamento periodontal e possui a
funcao de alojar as raizes absorvendo e distribuindo as for¢as geradas durante os
contatos dos dentes e mastigacao, transmitidas pelas fibras do ligamento periodontal
(HEASMAN et al., 1996; LINDHE at al., 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

O cemento & um tecido mineralizado, avascular e sem inerva¢ao que recobre
a superficie da raiz dos dentes. E responsavel por manter a ancoragem das fibras do
ligamento periodontal e de algumas fibras gengivais a superficie radicular
contribuindo desta forma com a sustentagdo do dente (HASSELL, 1993; HEASMAN
et al., 1996).

O ligamento periodontal situa-se entre a superficie radicular € o 0sso alveolar,
e constituido de tecido conjuntivo fibroso cuja principal fun¢ao € de sustentar o dente
em seu alveolo aléem de dissipar as forgas de tensdo e compressao geradas. Suas
fibras colagenas ancoram-se tanto no cemento quanto no osso alveolar. A porcao
destas fibras que se encontram inseridas sado denominadas fibras de Sharpey. O

ligamento periodontal é continuo ao tecido conjuntivo gengival na regido cervical
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sendo delimitado em relacdo a gengiva pelas fibras da crista alveolar (HEASMAN et
al., 1996; CHO; GARANT, 2000; LINDHE et al., 2003; NANCI, 2007).

A gengiva é a por¢do da mucosa oral que recobre e se insere na regiao
cervical dos dentes assim como na crista 6ssea e por¢cdo externa do osso alveolar
adjacente (HEASMAN et al., 1996). Estruturalmente & composta de epitélio
estratificado e tecido conjuntivo denso fibroso (SCHROEDER,; LISTGARTEN, 1997).

O tipo de epitélio esta relacionado a regido anatdémica coberta pela gengiva
compreendendo o epitélio oral gengival (estratificado, escamoso, queratinizado;
exposto a cavidade oral), o epitélio sulcular (estratificado, escamoso, nao
gueratinizado ou para queratinizado; confronta-se com o dente sem manter contato
com a superficie dentaria) e o epitélio juncional (estratificado, escamoso e nao
queratinizado) (CHO; GARANT, 2000; LINDHE et al., 2003; NANCI, 2007). O epitélio
juncional mantém uma conexéo direta com a superficie dentaria formando um colar
que circunda os dentes com sua base seguindo apicalmente a jun¢do amelo-
cementaria se estendendo até a margem gengival com sua superficie livre formando
o fundo do sulco gengival (SCHROEDER; LISTGARTEN, 1997). A regido gengival
interdental pode ter um formato de uma depresséo ou vale onde o epitélio juncional
dos dentes adjacentes se unem para formar o revestimento da gengiva interdental
denominada de area de col (LINDHE et al., 2003; NANCI, 2007).

O tecido conjuntivo, também denominado de |amina propria, € o componente
tecidual predominante da gengiva. As fibras colagenas representam
aproximadamente 60% do volume do tecido conjuntivo gengival e sdo constituidas
principalmente de colageno Tipo | (90%) e de colageno Tipo Il (8%), e pequenas
quantidades de colageno tipo IV, V, VI e VIII (NARAYANAN; PAGE, 1983;

CHAVRIER et al., 1984). Outros elementos sdo observados na lamina propria como
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os fibroblastos (aproximadamente 5%); macrdfagos, leucocitos e mastdcitos dentre
outros (3%); sendo o restante ocupado por vasos sanguineos e linfaticos, nervos e
substancia fundamental, composta principalmente por glicoproteinas e
proteoglicanas (HASSELL, 1993; LINDHE et al., 2003).

O colageno gengival tem um alto grau de estruturacdo e é organizado em
grupos de fibras com distingdo estrutural e funcional sendo responsaveis pela
resisténcia a tra¢ao, pelo suporte dos dentes e estabilidade da gengiva (GOLDMAN,
1951; ARNIM; HAGERMAN, 1953; PAGE ef al., 1974; NARAYANAN et al., 1980).

A analise ultra-estrutural do tecido conjuntivo usando marcagdo por
imunoperoxidase em amostras de gengiva inserida humana revelou dois padrbes de
organiza¢ao do colageno gengival: Padrao |, varios feixes densos de fibras
colagenas longas, espessas e em grande parte paralelas, compostos principalmente
de fibras colagenas Tipo | interconectados por finas fibras de colageno Tipo Ill; e
Padrao |l, fibras curtas e finas compondo uma delgada rede reticular, em um padrao
misto de colageno tipo | e lll, localizada subjacente a membrana basal epitelial € em
torno de vasos. O arranjo das fibras colagenas do padrao | confere resisténcia e
rigidez ao tecido (CHAVRIER et al., 1984; REDLICH et al., 1996).

As fibras gengivais supra-alveolares formam uma densa rede de feixes de
fibras colagenas organizados em grupos principais e secundarios que variam tanto
na orientacdo espacial quanto no tamanho (HASSELL, 1993). Elas sdo agrupadas
de acordo com sua localizagao, origem e insercdo (REDLICH, ef al, 1999). Foram
identificados cinco grupos principais de fibras: fibras dento-gengivais, fibras dento-
periostais, fibras alvéolo-gengivais fibras circulares e fibras transeptais; e compdem

0s grupos secundarios os feixes de fibras peridsteo-gengival, interpapilar,
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transgengival, intercircular, intergengival e semicircular (HASSELL, 1993; NANCI,

2007).

2.2 AS FIBRAS TRANSEPTAIS

Estudos histolégicos dos tecidos periodontais identificaram e descreveram as
fibras colagenas transeptais em varias espécies de mamiferos tais como caes
(KUSTERS et al., 1991; REDLICH et al., 1996), humanos (GOLDMAN, 1951),
macacos (SMUKLER; DREYER, 1969; PAGE et al., 1974; SCHACTER; BERNICK,

1976) e ratos (BERNICK, 1960).

Em um estudo histologico do arranjo das fibras gengivais do homem,
Goldman (1951) descreve as fibras transeptais, coradas por Hematoxilina e Eosina,
como um feixe de fibras que percorrem o espaco interproximal sobre a crista alveolar
estando inseridas nos dentes adjacentes formando um grupo distinto que conecta

um dente ao outro.

Bernick (1960) avaliou histologicamente a formacao e organizacio das fibras
transeptais em molares de ratos com idades entre 15 e 35 dias. Notou que estas
fibras tornam-se organizadas somente apds ambos os dentes adjacentes estarem
em oclusao clinica. Observou que neste estagio as fibras de um dente dirigem-se
em direcdo a regido central do espaco interproximal ocorrendo uma interdigitacao
com as fibras originadas do cemento do dente adjacente. Comenta ainda que apos
os dentes alcancarem a oclusado funcional, as fibras tornam-se mais densas e o
entrelacamento de fibras parece tornar-se cimentado na regido central dando uma

aparéncia de que as fibras passam de um dente ao outro.
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Smukler e Dreyer (1969) a partir de uma investigacao histolégica em macacos
utilizando Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Masson e impregna¢ao de prata,
examinam a organizagao de fibras cemento-gengivais e observam um grupo de
fibras que emergem do cemento coronalmente as fibras periodontais da crista
alveolar. Observaram que estas fibras se irradiam a partir do cemento passando por
sobre o osso alveolar e que aquelas que terminam no dente adjacente
correspondem ao grupo das fibras transeptais € as outras continuam seu curso por
sobre a crista alveolar entre o tecido 6sseo e o epitélio gengival.

Furstman e Bernick (1972) descrevem vasos sanguineos na regido transeptal
oriundos de um plexo formado de ramos originados de vasos da regido do ligamento
periodontal dos dentes adjacentes e de ramos dos vasos provenientes do septo
alveolar de onde capilares se dirigem para a lamina prépria gengival terminando em
aposicao direta na lamina basal do epitélio. Reforcam também a observacao de que
as fibras transeptais nao se tornam organizadas enquanto os dentes adjacentes nao
alcangarem oclusao clinica e de que neste estagio as fibras partem de um dente em
dire¢do ao meio do espac¢o interproximal para se entrelagar com as fibras que
partem do cemento do dente adjacente.

Page et al. (1974) reavaliaram a arquitetura das fibras colagenas gengivais
em um estudo histolégico conduzido em tecidos gengivais provenientes de macacos.
Verificaram que a maior parte do tecido conjuntivo gengival &€ composta de feixes de
fibras colagenas altamente organizadas e de complexidade maior que o suposto até
entdo. Classificaram os feixes da gengiva marginal em dois grandes grupos: o
ligamento interdental e o ligamento gengival, descrevendo o ligamento interdental
como sendo formado pelas fibras transeptais que se originam do cemento logo

abaixo do epitélio juncional, atravessam por sobre 0 0sso interproximal e se inserem
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em uma regido correspondente no dente adjacente. Como as fibras transeptais se
estendem entre os dentes, elas formam um ligamento continuo conectando todos os
dentes de uma arcada dentaria intacta. Descreveram ainda as fibras do ligamento
interdental como sendo contiguas as fibras do ligamento periodontal e aos varios

componentes do ligamento gengival.

Schacter e Bernick (1976) estudaram a histogénese das fibras supra-
alveolares a partir de um estagio pré-eruptivo até a maturidade. Avaliaram cortes
histolégicos da maxila e mandibula de macacos em diversas fases de
desenvolvimento dentario abrangendo estagios de denti¢do mista em animais
jovens, denticdo permanentes em adultos jovens e também de animais adultos.
Utilizaram cortes em planos sagitais mésio-distal, buco-lingual e horizontal corados
pelas técnicas para tecido conjuntivo de Mallory, hematoxilina férrica picro-fucsina, e
pela impregnag¢ao de nitrato de prata. Concluiram que as fibras transeptais parecem
desenvolver-se de maneira independente em cada um dos dentes e que suas
terminagdes entrelagam na porgdo média dando a impressdo de que as fibras
transeptais de um dente passam ininterruptamente ao cemento do dente adjacente

guando os dois dentes ja se encontram no estagio de ocluséo clinica.

Em um estudo baseado em microscopia de campo claro e de polarizacéo,
investigou-se a organizacdo das fibras transeptais em especial nos locais de
inser¢ao em dente de caes Beagles. Uma descri¢ao qualitativa da organizagao das
fibras foi baseada em secg¢des histoldgicas horizontais da regido interdental de trés
animais, onde as amostras foram coradas usando-se método tricrdmico
(Heidenhain’s Azan) ou Hematoxilina e Eosina. As fibras transeptais foram descritas
apresentando-se em densos feixes de fibras interconectando a menor distancia

entre dois dentes adjacentes com suas terminag¢des inseridas no cemento. Este
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arranjo foi observado independente a rotagdo dentaria apresentada, significando que
a formagao das fibras transeptais e os locais de inser¢do sao muito mais
dependentes da posicao dentaria durante o desenvolvimento que de uma

determinagao anatdmica (KUSTERS et al., 1991).

A ultra-estrutura das fibras transeptais gengivais foi avaliada em um estudo
por meio de microscopia eletrbnica de varredura de sec¢des longitudinais da regiao
gengival interdental de cades descrevendo-se densos feixes de fibras colagenas

paralelas € bem organizadas interligados por fibras finas (REDLICH et al., 1996).

Trabalhos de reviséo e livros textos descrevem as fibras transeptais como um
grupo de feixes de fibras localizadas na por¢ao supra-alveolar da regido interdental,
que se estendem entre dentes adjacentes passando direto sobre o septo Osseo
alveolar se inserindo no cemento supra-alveolar (HASSELL, 1993; SCHROEDER,

LISTGARTEN, 1997, NEWMAN et al., 2002; LINDHE et al., 2003).

Nanci (2007) descreve as fibras transeptais como parte de um sistema de
fibras colagenas que formam coletivamente um ligamento interdental conectando
todos os dentes do arco. Estas fibras sdo encontradas na lamina prépria da gengiva,
localizado entre dentes adjacentes que passam por sobre a crista 6ssea alveolar,
com origem no cemento da raiz de um dente logo abaixo a base do epitélio juncional

e insercao em uma regiao correspondente do cemento do dente adjacente.

2.3 AVALIACAO HISTOQUIMICA DE FIBRAS COLAGENAS

A microscopia de luz polarizada tem sido usada em investiga¢gdes qualitativas
e quantitativas de estruturas relacionadas ao colageno desde o nivel molecular ao

nivel histomorfoldgico estrutural das fibras. Auxiliados por esta atil ferramenta de
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microscopia, associados algumas vezes a meétodos de coloracdo especificos ao
colageno ef/ou ao processamento e analise digital de imagens, varios estudos
histologicos e histomorfologicos foram conduzidos em tecidos sadios ou patolégicos,
identificando, visualizando ou medindo diferentes caracteristicas do colageno como:
tipo, conteudo de fibra, distribuicao topografica, orientagdo das fibras, processos de
degradagao e remodelamento (PUCHTLER et al., 1973; WHITTAKER et al., 1994;
AROKOSKI et al., 1996; KOREN et al., 2001; KOMATSU et al., 2002; GOLDMAN et

al., 2003; RICH; WHITTAKER, 2005; BORGES et al., 2007).

Apesar das diferengas de metodologia e de objetivos, todos os estudos
citados acima, basearam-se em uma propriedade 6ptica fundamental dos materiais

anisotrépicos, a birrefringéncia.

Birrefringéncia € uma propriedade fisica dos materiais que refletem a luz
polarizada em duas dire¢des e € observada como uma imagem brilhante sob um
fundo escuro em um microscopio de polarizagao (Figura 1), quando a substancia
birrefringente é colocada entre dois filiros cruzados, o polarizador e o analisador
(WAYNE, 2009). E uma caracteristica das fibras colagenas devido a sua anisotropia
optica causada pela disposicdao de maneira organizada e em orientacdes paralelas
das moléculas de colageno (JUNQUEIRA; MONTES, 1983; WHITTAKER et al.,
1994; MONTES, 1996; BROMAGE et al., 2003). Esta propriedade anisotropica é
dependente do plano de secgao, com a expressao mais forte resultando em maxima
birrefringéncia quando as fibras sdo seccionadas longitudinalmente (PUCHTLER et

al., 1973; WHITTAKER et al., 1994).
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Raios de luz
recombinados apos
interferencia

Figura 1 - Microscopia de luz polanzada. Modificado e publicado com autorizacio de Michael W.
Davidson, Mational High Magnetic Field Laboratory, The Flonda State University — USA.
Fonte: http2fwww microscopyu.comfarticles/polarized'polanzedintro html, acessado em
030172010,

Outro fator influente na avaliag8c da birrefringéneia de espécimes
anisotropicos ac utilizar luz polarizada linear & sua orientagdo com o azimute de
polarizacio fazendo-se necesséric o ajuste de seu alinhamento mediante de uma
platina rotatoria do micrescopio (WAYNE, 200%). Na microscopia de luz polarizada
linear, o bilho das fibras colagenas & maximo quando elas estdo alinhadas 2 45° em

relacio & dire¢éo de propagacéo da luz (WHITTAKER et al, 1984,
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Adicionalmente as consideracdes fisicas, a birrefringéncia das fibras
colagenas pode ser aumentada utilizando-se técnica histoquimica baseada no

corante Sirius Red (MONTES; JUNQUEIRA, 1991; RICH; WHITTAKER, 2005).

Por possuirem grande quantidade de aminoacidos basicos em sua estrutura,
as moléculas de colageno reagem fortemente com corantes acidos (MONTES;
JUNQUEIRA, 1991). Sirius Red é um corante aniénico (KOREN et al., 2001), sua
molécula é alongada e ao reagir com o colageno promove um aumento de sua
birrefringéncia normal devido a varias moléculas do corante alinharem-se
paralelamente ao longo eixo de cada molécula do colageno (MONTES;

JUNQUEIRA, 1991; MONTES, 1996).

O Sirius Red cora o colageno e nao cora as proteoglicanas (JUNQUEIRA et
al., 1979). O aumento da birrefringéncia promovido pelo método picro-sirius

polarizagao é especifico para o colageno (JUNQUEIRA; MONTES, 1983).

Quando observadas sob luz polarizada as fibras colagenas coradas pelo
picro-sirius apresentam diferentes cores de interferéncia e intensidade de
birrefringéncia. O colageno Tipo | apresenta-se como fibras espessas, fortemente
birrefringentes, de cor amarela ou vermelha; enquanto o colageno tipo lll aparece
sob a forma de fibras delgadas de cor esverdeadas e fracamente birrefringentes

(JUNQUEIRA; MONTES, 1983).

A coloracdo histoquimica pela técnica de picro-sirius combinada com
microscopia de luz polarizada € um método seletivo de deteccao de colageno usado
na investigacdo de fibras colagenas em cortes histologicos (JUNQUEIRA et al.,
1979; KOREN et al., 2001; BORGES et al., 2007), sendo mais especifica que a

microscopia de campo claro usando corantes tricrdbmicos ou hematoxilina e eosina,
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neste Ultimo sem nenhuma especificidade ao colageno (WHITTAKER et al., 1994,

RICH; WHITTAKER, 2005).

2.4 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DE FIBRAS COLAGENAS

A quantificacdo de parametros histolégicos de tecidos contendo colageno
utilizando microscopia e analise digital de imagens tem sido aplicada em diversos

modelos.

241 Andlise de quantidade de colageno e birrefringéncia

Pickering e Boughner (1991) utilizaram analise digital de imagens de cortes
histoloégicos corados pelo picro-sirius associado a microscopia de luz polarizada para
avaliar quantitativamente a idade e a extensdo de lesdes fibroticas em tecido
muscular de ratos. Mediram o conteddo de colageno mediante calculo da area
ocupada pela imagem representativa de colageno representada por tons de cinza
(niveis variando de 1 a 255), enquanto as estruturas ndo colagenosas
apresentavam-se escuras (nivel de tom de cinza = 0). A medida de maturidade do
colageno foi realizada avaliando-se a intensidade do brilho apresentado pelas
imagens calculando-se a média dos niveis de cinza do histograma gerado para cada

imagem.

O meétodo picro-sirius luz polarizada também foi utilizado para quantificar o
contetdo e a maturagao do colageno de miocardio de caes associado a analise
digital de imagem, o que fez melhorar a avaliacdo quantitativa de tecidos

histologicos pela microscopia optica (WHITTAKER et al., 1994).
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A intensidade da birrefringéncia geralmente & determinada medindo-se ©
retardo da luz polarizada linear em estruturas distintas. Pickering e Boughner (1991)
observaram que para uma grande gama de valores de retardo optico do colageno
corado pelo picro-sirius, as mudanc¢as na intensidade do brilho aproximam-se das
altera¢des no retardo. Por isso o brilho do colageno pode ser um indicador valioso

da ordem fibrilar € molecular.

2.4.2 Andlise de Orientagao de fibras

A transformada de Fourier tem sido empregada na analise digital de imagens
para a avaliagao da orientagao de fibras colagenas em ligamentos (CHAUDHURI et
al., 1987), cartilagem (XIA; ELDER, 2001), fibrilas em géis de colageno (KIM et al.,
2006), em microestrutura de fibras téxteis (POURDEYHIMI et al., 1997) e em
matrizes usadas em engenharia de tecidos (AYRES et al., 2006; AYRES et al., 2007,
AYRES et al., 2008).

Estas técnicas exploram algumas das propriedades basicas da transformada
de Fourier que & capaz de reduzir a complexa configuragcdo de uma imagem digital
em termos de seus componentes de frequéncia. Uma imagem digital &€ composta de
pixels com intensidades que variam no espag¢o bidimensional da imagem. Mudancas
rapidas na intensidade sao indicativas de bordas no objeto e também de sua
orientacdo e podem ser quantitativamente analisadas pela transformada de Fourier
no dominio de frequéncias (SANDER; BAROCAS, 2009).

A transformada discreta bidimensional de Fourier em uma imagem digital de

tamanho M x N é dada por (BURGER; BURGE, 2008):

1 X VY
F(u,v) = — z f(x,v) e 2GR 1
. y (1)

M-1 N-1
¥=0

x=0
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Onde x e y representam as coordenadas espaciais da imagem, u e v 0s

componentes de frequéncia no dominio de Fourier, sendo i =+v—1.
Similarmente a inversa da transformada discreta bidimensional de Fourier em

uma imagem digital de tamanho M x N é dada por (BURGER; BURGE, 2008):

M-1 N-1

f(m)w%z > Fwwv e SR (@)

u=0 wv=0

A transformada de f(x,y) é frequentemente complexa, contendo uma parte
real R(u,v) e uma parte imaginaria I(u,v). Ela é tipicamente representada através de
seu espectro de poténcia (SANDER; BAROCAS, 2009).

P, v) = |[F(u,v)|? = R*(u,v) + I*(u, v) (3)

O espectro de Fourier que & simétrico em relagdo a origem mostra as
magnitudes relativas dos componentes de frequéncia da imagem. A frequéncia
aumenta radialmente a partir da amplitude de frequéncia zero ao centro, a qual
corresponde ao valor médio das intensidades de tons de cinza da imagem. As linhas
horizontais na imagem de dominio espacial sao representadas por picos no dominio
de frequéncia ao longo do eixo vertical. Portanto, os objetos na imagem que estao
orientados a um angulo a« geram picos a um angulo (a¢ + 90)° no dominio de

frequéncia (SANDER; BAROCAS, 2009).

2.4.3 Analise Fractal

A geometria fractal fornece métodos para caracterizar a complexidade e
consequentemente, dentro do contexto da analise de imagens, ela pode ser usada
para quantificar morfologias que sao consideradas aleatérias, irregulares ou que

somente podem ser avaliadas qualitativamente (LANDINI, 1996).
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A dimensdo Euclideana regular atribui um numero inteiro a cada ponto ou
conjunto de pontos no espago Euclideano e inclui os descritores geométricos: 0 para
um ponto, 1 para uma linha reta, 2 para uma superficie plana, e 3 para um volume.
Estes descritores inteiros sdo expoentes de fungdes de poténcia que descrevem
estes objetos. Devido a sua complexidade, estruturas macro ou micro anatdbmicas
nao podem ser descritas ou ndo correspondem as figuras geométricas Euclideanas

(FUSELER et al., 2007).

Um meétodo quantitativo que se tornou 0til para caracterizar estruturas
irregulares complexas € a analise fractal. A analise fractal permite quantificar a
irregularidade e a complexidade de objetos por um valor conhecido como dimensao
fractal. A dimensao fractal difere da dimensao topoldgica pelo fato de que ela pode
ter um valor n&o inteiro, € quanto mais irregular e complexo for o objeto, maior sera

sua dimensao fractal relativa a sua dimensao topologica (TAMBASCO et al., 2009).

A dimensdo fractal € uma medida que caracteriza o preenchimento espacial
de um objeto e esta relacionada a sua complexidade estrutural (DOUGHERTY,
2009). Indica a variacdo no nivel de detalhes de uma estrutura a medida que a
estrutura & observada por escalas distintas (PEITGEN et al., 2004). Existem varios
tipos de analise de dimensao fractal com aplicagdes e métodos proprios para seu
calculo (CROSS, 1994). A maioria delas mede as estruturas de um objeto a uma
escala € de maneira a ignorar as variagbes menores que &, observando o

comportamento destas medidas quando € tender a zero (FALCONER, 2003).

Um método que se baseia neste conceito e € amplamente usado para estimar
a dimensao fractal de imagens microscopicas € o método de Box-counting (CROSS,

1994; TAMBASCO et al., 2009). A dimenséo fractal de Box-counting pode ser usada
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para analisar o espalhamento ou a irregularidade de um conjunto (FALCONER,

2003).

O método de Box-counting consiste em sobrepor uma malha quadriculada
formada de quadrados de tamanho € sobre a imagem a ser avaliada, e contar o
numero de quadrados que contém qualquer parte da figura computando um valor de
N(E). Este procedimento & repetido para diferentes tamanhos de &€, e a dimenséo

D(E) é expressa por

_ log (N (E))

DO =T @

A dimensao fractal de Box-counting (Dg) € entdo calculada do valor negativo

da inclinagao da reta de regressao linear de log(N(€)) e log(€) (LANDINI, 1996).

A estimacido da dimenséo fractal quando aplicada a imagem de estruturas
encontradas na natureza deve ser calculada entre valores de € pertencentes a uma
faixa onde a inclinacéo do grafico construido para o calculo da dimensé&o fractal seja
linear. Esta faixa linear corresponde aos limites fisicos das estruturas avaliadas na
imagem, e além destes limites o grafico comega a desviar da linearidade. Este
desvio ocorre porgue o tamanho dos quadrados usados no método Box-couting nao
contém nova informacgado estrutural como quando o tamanho dos quadrados se
aproxima da resolu¢do da imagem ou quando se tornam maiores que a maior

estrutura presente na imagem (TAMBASCO et al., 2009).
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3 HIPOTESE

O arranjo das fibras transeptais & diferente na regido central do espaco
interproximal quando comparado com as regides de suas extremidades mesial e

distal proximas as inser¢des nos dentes adjacentes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e quantificar o arranjo de fibras transeptais usando microscopia optica

de luz polarizada, histoquimica e histomorfometria.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em cortes histoldgicos sagitais na regido entre primeiro e segundo molares da
maxila de ratos Wistar machos saudaveis, nas regides mesial, central e distal da
gengiva interproximal nas areas ocupadas pelas fibras transeptais, avaliar,
guantificar e comparar os seguintes parametros de organizacido das fibras
transeptais:

a) Intensidade de Brilho.

b) A orientacao.

c) A densidade de ocupacao.

d) A dimensao fractal.
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5 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica
na Experimenta¢ao Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, certificado pelo
Protocolo n® 011/2006 — CEEA.

A utilizacdo e manegjo dos animais foram conduzidos de acordo com as regras

do “International Council for Laboratory Animal Science” (DEMERS et al., 2006).

5.1  ANIMAIS

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos com oito meses de idade, pesando
373 £ 10 g (média + d.p.), fornecidos pelo Biotério do Centro de Biologia da

Reproducao — Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os animais foram alojados apds o desmame, em grupos de trés, em gaiolas
de polipropileno com cama de maravalha, mantidos em armarios climatizados
situados em ambiente com ciclo de iluminagdo claro/escuro de 12 horas cada e
temperatura controlada (23 £ 2 °C). Alimentaram-se de rac¢do peletizada e agua
filtrada ad libifum dispostos em compartimentos proprios da gaiola, cocho e

mamadeira respectivamente.

5.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As maxilas dos animais foram removidas cirurgicamente logo apo6s sua
eutanasia por dose excessiva de anestésico por meio de injecao intraperitoneal de
Xilazina (10 mg/kg) e Ketamina (180 mg/kg). Antes da retirada cirdrgica da maxila, a
regido intrabucal dos animais (Figura 2) foi avaliada clinicamente verificando-se a

presencga € a condigdo clinica de todos os dentes, atentando-se para possiveis
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sinais de inflamacdo gengival, impacgdo de restos de alimento ou maravalha na
regido interdental, ou de diastema entre os primeiros e segundos molares maxilares,

fatores estes gue excluiriam o animal do estudo.

Figura 2 - Aspecto clinico intrabucal da maxila de rato Wistar.

53 PREPARO HISTOTECNICO, HISTOLOGICO E HISTOQUIMICO.

As amostras removidas foram fixadas em formol tamponado a 10% por 48
horas. Apds a fixacdo as pecas Toram submetidas a processo de descalcificacdo
com solucdo aguosa de acido nitrico a 5% com o intuito de remover todo o calcio do

tecido 6sseo e dentes permitindo o processamento histoldgico do material.
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A deteccdo do ponto final de descalcificacdo foi realizada pelo método
radiografico (SKINMER, 2003). Foi utilizado um  posicionador, previaments
confeccionade (DE CLNEIRA et al., 2008), para a padronizagdo das tomadas
radiograficas mantendo a orientagdo e a distAncia focofilme constante entre as
aquisicoes das imagens. O ponto final de descaleificaco foi determinado quando os

tecidos calcificados ndo eram mais chservados nas imagens (Figura 3).

Figura 3 - Avaliagdo radiografica do ponfo final de descalcificagBo de maxila de rato. (&) Tomada
radiografica da maxila de rato utilizando o posicionador acoplado & forte de raiosx (b)
Imagem radiografica adquirida antes do inicio da descalcificagiao. () Imagem radiografica

intermediaria. {d) Imagem radiografica do ponto final de descalcificacdo da mexila.

As maxilas descaleificadas foram seccionadas na linha média & as hemi-

maxilas direitas foram lavadas em Agua coirente, desidratadas em concentragtes
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gradativas de alcool, clareadas em xileno e incluidas em parafina. Com micrétomo
rotatorio (Micron HM 340E, Waldorf, Germany), foram realizados seis cortes seriados
com cinco micrdmetros de espessura da regido interdental abrangendo os primeiros
e segundos molares seguindo orientagdo sagital. Em seguida os cortes foram
montados em laminas de vidro sendo o primeiro corado pela Hematoxilina-eosina e
0os outros cinco corados pelo método de picro-sirius (JUNQUEIRA et al., 1979),
utilizando o corante Sirius red a 0,1% (Directed Red 80, Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA) em solu¢ao aquosa saturada de acido picrico.

54 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os cortes corados com Hematoxilina e Eosina (Figura 4) foram submetidos a
avalia¢ao histopatoldgica pela microscopia 6ptica de campo claro com o objetivo de
verificar a condigdo de salde tecidual gengival identificando possiveis alteragdes
patolégicas como a presenca de infiltrado inflamatério e processos de degradacao

das fibras transeptais que excluiriam o material daquele animal da amostra.
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Figura 4 - Corte histologico sagital da regiBo transeptal entre o primeiro e segundo maolares
meixilares de rata Wistar corado com Hematoxilina e Eosina, microscopia de campo claro,
10X

5.5 ANALISE HISTOQUIMICA E HISTOMORFOMETRICA

Os cortes corados pelo picro-siius foram  inicialmente obsearvados por
microscopia de campo claro com objetiva de 10X, Neste aumento era possivel
visualizar toda a area da gengiva interproximal assim como o primeiro e segundo
molar. Os cortes que apresentaram artefatos de téonica, ou que as fibras transeptais
mostravam-se com interrupcdes devido & presenca de vasos, eram excluidos e novo
coite era obtido e corado para avaliagdo. A avaliagcdo com microscopia de luz
polarizada & a captura das imagens someante foram realizadas nos cortes que
demonstraram uma continuidade das fibras transeptais desde o cemeanto do primeiro

molar até o cemento do segundo molar maxilar,
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551 Microscopia de luz polarizada e captura digital de imagens

Fara analise histoquimica e histomorfométrica dos cortes das fibras gengivais
transeptais corados pelo picro-sirius, utilizou-se microscopia de luz polarizada com
um microscopio (AxioPhot |, Carl Zeiss, Jena, Germany) equipado com dois filtros
polarizadores lineares (polarizador e analisador), objetivas 10X e 40X, lAmpada
haldgena, platina rotatdria e cAmera digital {AxioCam 1Ce3, Cail Zeiss, Gattingen,

Garmany).

Figura 5 - Corte histologico sagital da regifo gengival interdental enfre o pimeiro e segundo molares
meixilares de rato Wistar corado pelo picro-sirius e observado por microscopia de luz
polarizada. {(a) Posico de extingdo da imagem das fibras transeptais, a linha tracejada
representa a direg8o do frajefo das fibres. (b) Posicéo de brilho maximao das fibras. ()

Porgio distal das fibras franseptais (t) e sua insergdo no cemento (C).
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Inicialmente © microscopio foi ajustado para o modo de iluminacdo de
Kéehler. Em seguida, efetuou-se o ajuste dos filtros polarizadores onde o filtro
analisador permanecia numa posi¢ao fixa e o filtro polarizador era girado até que o
fundo mais escuro fosse observado. Nesta posi¢ao os filtros estavam cruzados e as
laminas eram avaliadas. Toda a extensdo da regidao gengival ocupada pelas fibras
transeptais era primeiramente observada usando-se a objetiva 10X. Nesta
configuracdo a platina era girada observando-se a posi¢ao de extingdo da imagem
das fibras transeptais (Figura 5a) até uma posi¢ao de briho maximo das fibras
(Figura 5b), observado visualmente e certificado pela medigdo do menor tempo de
exposi¢ao apresentado pelo painel do software de captura com a op¢éo “Auto Live”
selecionada. Com a platina nesta posi¢ao, utilizando a objetiva de 40X (Figura 5¢) e
com o tempo de exposi¢ao pré-ajustado e igual para todas as aquisicdes, eram
capturadas trés regides de 512 x 512 pixels (46.08 pm x 46.08 ym) cada ao longo da
gengiva interdental nas seguintes posi¢des (Figura 6): (1) por¢ao mesial das fibras
transeptais proxima ao cemento do primeiro molar (Regidao Mesial); (2) por¢édo das
fibras situada na regido central do espacgo interproximal acima da crista 6ssea
alveolar (Regido Central) e (3) porcao distal das fibras proxima ao cemento do

segundo molar (Regido Distal).
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Mesial Central Distal

Figura 6 - Regifes de capiura de imagem e avaliacéo.

5.5.2 Processamento e analise das imagens

As imagens foram capturadas pelo software AxioVision {AxioVs40 v4.7.2.0,
Carl Zeiss, Gottingen, Germany) em RGB (24 bit: 8 bits/canal) com as mesmas
condigbes de tempo de exposicao e foram gravadas em arquivos no formato TIFF
sem compressao. Entretanto, somente foram usados para o processamento das
imagens 0s canais de cor vermelha e verde. O canal azul foi desprezado porque
produziu somente imagens de fundo e ruidos com intensidade de sinal muito baixa.
Isto se deve ao fato das cores de interferéncia das fibras colagenas coradas pelo
picro-sirius estarem na faixa de comprimento de onda entre o verde e o vermelho

(MONTES; JUNQUEIRA, 1982).
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Os parametros histomorfométricos foram medidos usando-se processamento

e analise digital de imagens. Todo o processamento digital das imagens capturadas

foi realizado pelo programa Imaged (versdo 1.43b; National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA) com recursos adicionais instalados e programados como

descrito a seguir:

a)

b)

d)

Para o calculo da transformada de Fourier e de sua inversa foram
instalados os Plugin FFTDirect e FFTInverse respectivamente (Dougherty,
2009).

Para a medicéo radial do espectro de Fourier foi instalado o Plugin “Oval
Profile Plot” (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/oval-profile.html).

Para a produg¢ao da janela de Hanning foi efetuada corre¢ao na definigao
matematica da janela de Hanning com o reconhecimento e publicagdo por
Burger e Burge, (2008, p. 355) e Burger e Burge (2006, p. 343) e
subsequentemente realizada a programacao de rotina especifica baseada
nesta reformulacao.

Esta rotina encontra-se publicada em “HanningWindow”
(http://rsb.info.nih.gov/ij/macros/HanningWindow.ixt).

Para a geragdo do Filtro Direcional baseado no método de Chaudhuri et
al.,(1987), foi efetuada programacdo de rotina especifica publicada em:
“DirectionalFilterWindow’http://rsb.info.nih.gov/ij/macros/Directional FilterWVi

ndow. txt)
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553 Medida da orientagio das fibras

A orientacdo preferencial das fibras transeptais foi medida utilizando-se o
método de Ayres et al. (2008), pela medicdo radial do espectio de Fourier obtido

relo calculo da transformada rapida de Fouriar das imagens capturadas das fibras.

Inicialmente as imagens capturadas foram convertidas em tons de cinza e foi
gerada uma janela de Hanning {Figura 7) de tamanho 512 X 512 pixels. Cada
imagem das fibras foi multiplicada pela janela de Hanning antes do célculo da
transformada de Fourier para reduzir a supressdo de frequéncias no espectio
provenientes das bordas das imagens (CHAUDHURI et al, 1987, BURGER;

BURGE, 2008).

Figura 7 - {a) Imagem da janela de Hanning gerada pela macro "HanningWindow”"; (b} Grafico de

superficie das intensidades gerades pela fungdo janela de Hanning em (&)

A transformada Rapida de Fourier (FFT) das imagens com a geracéo do
respectivo Espectro de Fourier foi olbtida. Em sequida foi produzido um grafico com a

medigdo radial das intensidades do Espectro de Fourier.
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Figura 8 - Método da transformada de Fourier usado para medir a orientacio preferencial
das fibras. {a} Imagem em tons de cinza de uma regido das fibras transeptais
capturada com objetiva de 40X. (b} Espectro de Fourier da imagem da Figura

4a. & circunferéncia mostra a regido da medida das intensidades ao longo de
seu raio entre 0° e 180° no sentido horario.{c} & posicéo do pico de intensidade

maxima representa o eixo principal de orientacio das fibras somado de 90°.

Fara obter aste grafico, era centralizado sohbre a imagem do Espectro de

Fourier, um circulo de raio igual a 128 pixels, suficiente para abranger as



41

frequéncias de interesse, e as intensidades ao longo de cada raio eram somadas
pelo Plugin (“Oval Profile Plot”) entre 0° to 180° com incrementos de 1° (AYRES et

al., 2007).

As intensidades medidas foram normalizadas a um valor base de zero e a
posi¢cao do pico de maxima intensidade sobre o grafico foi registrada. A posi¢cao do
pico de intensidade maxima representa o eixo principal de orientacdo das fibras

somado de 90° (Figura 8).

5.5.4 Densidade de ocupagio das Fibras

Para selecionar as imagens pertencentes as fibras foi realizada segmentacéao

apos filtragem direcional. O processo esta representado na Figura 9.

Foi utilizado o método de Chaudhuri et al. (1987) para realizar a filtragem
direcional das fibras por transformada de Fourier. Como os feixes de fibras
transeptais apresentam uma dire¢do bem definida, este método foi utilizado para
separar as frequéncias onde as maiores intensidades estdo concentradas (imagem
dos feixes de fibras) dos componentes com intensidade baixa (imagens de fundo,
elementos desfocados provenientes de fibras de tamanho inferior que a resolu¢ao

optica do microscdpio ou imagens de fibras fora do plano focal).

Utilizando-se a macro “DirectionalFilterWindow” foram geradas janelas de
filtragem direcional com o angulo central coincidente com o eixo principal de
orientacdo das fibras de cada imagem, previamente calculado, e largura de banda
de 90°. Desta forma os componentes das imagens das fibras com dire¢ao
pertencente ao intervalo angular compreendido pelo angulo central do filtro ( £ 45°)

eram preservados, eliminando-se 0s componentes de imagem externos a este
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intervalo. Desta forma somente as imagens dos feixes principais de fibras eram

destacadas.

Para a aplicagdo do filtro os canais de cor vermelho e verde de cada imagem

eram separados e suas imagens em tons de cinza eram obtidas.

Na imagem de cada canal era calculada a transformada de Fourier e seus
Espectros de Fourier eram multiplicados pelo filtro direcional de tamanho 512 X 512
Pixels previamente obtido para cada imagem. As imagens filtradas foram obtidas

calculando-se a transformada inversa de Fourier do Espectro Filtrado.

Para determinar a area ocupada pelas fibras nas imagens resultantes, as
imagens eram submetidas ao comando “Threshold” pelo método de Otsu (1979),
transformadas em preto e branco (comando “Make Binary”) e as imagens dos canais
vermelho e verde eram combinadas por adicdo formando uma mascara

representando a area ocupada pelas fibras.

Apds o processo de segmentagdo, o conteudo de fibras foi calculado
utilizando o comando “Measure” com a op¢ao “Area Fraction”™ que calcula a
propor¢ao percentual da area da mascara binaria de fibras em relagdo a area total
da imagem (WHITTAKER et al., 1994). Esta medida quantitativa forneceu a

densidade de ocupacao das fibras em cada imagem avaliada.



Figura 9 - Processo de filtragem e segmentagdo. (a) Imagem das fibras transeptais capturada com
objetiva 40X. (b) Imagem em tons de cinza do canal verde. (¢) Imagem em tons de cinza
do canal vermelho. (d) Espectro de Fourier da imagem da Figura 5¢. (e) O resultado da
multiplicagéo do espectro de Fourier pelo filtro direcional. (f) Imagem binaria resultante do
canal vermelho. (g) Imagem binaria resultante do canal verde. (h) Mascara resultante da
adicdo das imagens binarias dos canais vermelho e verde. (i) As fibras principais

segmentadas ap6s a aplicagao da mascara sobre a imagem inicial da Figura 5a.
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a4

A andlise fractal foi realizada mediante calculo da dimensdo fractal pelo

método de Box-counting, utilizande o programa Benoit 1.3 (TruSoft Intemational Inc.,

Florida, USA).

Este programa calcula a dimensdo fractal de imagens gravadas no formato

BMP. Desta forma, todas as imagens das mascaras binarias provenientes do calculo

da densidade de ocupagac das fibras foram convertidas para este formato antes do

processamento pelo programa.

MNumber of occupled box
-
L
|
!

Box side length pixel m

Figura 10 - Tela do programa Benoit 1.3, Observa-se a imagem da mascara binana das fibras e o

grafico de regressao linear e o valor da inclinagdo da reta de regressao apos a selegdo

dos limites para calculo representando o valor negativo da dmensao fractal.
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O programa calcula automaticamente dimensao fractal da imagem variando o
tamanho dos quadrados gerando um grafico com os pontos utilizados para o calculo
da regressao linear. Entretanto ele permite, apds o calculo automatico, que o usuario
marque os pontos sobre o qual a regresséo linear é calculada re-calculando assim a

dimensao fractal apenas dentro dos limites selecionados (Figura10).

Desta forma para o calculo da dimenséo fractal das fibras transeptais, em
cada imagem avaliada, foram marcados os pontos correspondentes a faixa em que

o grafico se encontrava linear.

556 Medida da intensidade maxima de brilho das fibras:

A intensidade de brilho do colageno observado pela luz polarizada nao
depende somente da propriedade de birrefringéncia do colageno, mas & também
influenciado pela orientagdo da fibra em relacdo aos filtros polarizadores
(PICKERING; BOUGHNER, 1991).

Desta maneira, mediu-se a intensidade do brilho das fibras transeptais nas
imagens capturadas como forma de comparac¢ao da orientacdo das mesmas em
relacdo as areas avaliadas.

O histograma de intensidades de tons de cinza foi medido em cada imagem
capturada utilizando a mascara binaria de segmentacdo para limitar a regido da
medicdo do histograma pelo programa. Desta maneira, somente o brilho
apresentado pelos feixes de fibras segmentados foram medidos. O histograma de
intensidade foi calculado em cada imagem utilizando a média dos niveis de
intensidade de cinza dos canais de cor vermelho e verde.

Os parametros de brilho foram obtidos calculando-se a média e o desvio

padrao de tons de cinza de cada histograma (WU et al., 2008).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram apresentados como média e desvio padrédo e
foram examinados previamente pelo teste Kolmogorov-Smirnov para verificar
distribuicdo normal encontrando-se p > 0,05. Portanto, os parametros quantitativos
obtidos nas trés regides avaliadas foram comparados pela analise de variancia
(ANOVA). Quando ocorreu diferenca nas médias foram aplicados testes post hoc de
compara¢ao multipla, escolhidos de acordo com a homogeneidade das variancias
verificada pelo teste de Levene. Foram utilizados os testes de Bonferroni € Tamhane
T2 para variancias iguais e desiguais respectivamente. A relagao entre as variaveis
histomorfomeétricas foi verificada através de graficos de dispersdo. O coeficiente de
correlagcdo de Pearson foi calculado para aqueles graficos que demonstraram

relacao linear. O nivel de significancia dos testes foi de a = 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO PUBLICADROS

6.1.1 Artigo | - A reliable positioning device for dorsoventral cephalometric

radiography of the rat

DE CLIVEIRA, R. S.; DE OLIVEIRA GUERRA, M.; PETERS, ¥. M.; VITRAL, R. W A
reliable positioning device for dorsoventral cephalometric radiography of the rat. Lab
Anim {(NY}, New York, v.37, n.3, p.127-31, 2008,

RESOURCES

Lab Animal - 37, 2 (2008)
doir10.1028/laban0208-127

A reliable positioning device for dorsoventral
cephalometric radiography of the rat

Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira, MScls 2, Martha de Oliveira
Guerra, MSc, PhD?, Vera Maria Peters, MSc, PhD® & Robert Willer
Farinazzo Vitral, MSc, PhDZ2

! Health Graduate Program at the School of Madicine, Juiz de Fara Federal
University, Minas Gerais, Brazil.

% orthodontics Department, Juiz de Fora Federal University, Minas Gerais, Brazil.

* Center of Reproductive Biology, Juiz de Fora Federal University, Minas Gerais,
Brazil.

Correspondence should be addressed to Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira,
MS5c

In dental research, dorsoventral cephalometric radiography is
often used to assess skull growth and dental movement in rat
models. To ensure that images can be reproduced,
radiographers must use a cephalostat to maintain the rat's head
in a consistent position across imaging sessions. The authors
describe a positioning device they designed that connects easily
to a standard dental X-ray machine. The device enabled
researchers to position rats repeatedly for radiographic imaging
with very little variation.
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6.1.2 Artigo Il - Determinag¢io do ponto de descalcificacdo para o preparo
histolégico de tecidos mineralizados

DE OLIVEIRA, R. 8.; PETERS, V. M.; VITRAL, R. W.Deternminag¢ao do ponto
de descalcificacao para o preparo histolégico de tecidos mineralizados. Revista
Interdisciplinar de Estudos Experimentais — Animais e Humanos. v.1, n.2, 2009.

— no prelo.

Determinacdo do ponto de descalcificacdo para o preparo histoldgico de tecidos
mineralizados.

Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira®, Vera Maria Petersh, Robert Willer Farinazzo Vitral®

a - Doutorando do Programa de Pds-Graduac3o em Sadde da UFIF, Bolsista FAPEMIG;
b - Professor Doutor da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF

O exame histolégico ou histopatolégico de tecidos mineralizados como dente ou osso
requer o emprego de agentes descalcificadores como acidos fracos (férmico, picrice ou
acético), acidos fortes (nitrico ou hidroczloridrico) ou quelantes como o Aacido
etilenodiaminotetraacético (EDTA). Estes apentes tém a finalidade de promover a
desmineralizac3o ou descalcificag8o dos tecidos permitindo seu corte no micrétomo. A escolha
do agente descalcificador esta relacionada a urgéncia do exame ou 3 necessidade da técnica.
Acidos fortes, mesmo em concentracies baixas, promovem uma rapida descalcificacio
enquanto gue com os acidos fracos e os quelantes este processo &€ mais lento podendo chegar
a varios meses. A descalcificacio rapida pode ‘ntroduzir artefatos como distorgdo do tecido
devido a sua contracdo ou mesmo dificultar o processo de coloragdo. Para minimizar os efeitos
adversos da descalcificacio rapida € importante evitar a exposicSo prolongada ao acido
interrompendo o processe quando todo o cdlcio for removido do tecido, Varios métodos de
determinagio do ponto final de descalcificacio podem ser utilizados para o controle do
procedimento de descalcificagio. O Quadro 1 relaciona estes métodos apresentando suas
vantagens e desvantagens. A escolha do melhor método depende da disponibilidade de

recursos técnicos e de material.
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6.2 CODIGOS DE SOFTWARE PUBLICADOS

6.2.1 Codigo | - Hanning Window

DE OLIVEIRA, R. 5., PETERS, V. M.; VITRAL, R. W. ImageJ Macrc
*Hanning Window", L.5. National Institutes of Health, Bethesda,Maryland, USA,

2009, http.//rsb.info.nih.govij)/macros/HanningWindow txt

/* Imaged Macroc "Hanning Window"

RButhors: Boberto Sotto—Maior Fortes de 0li
Willer Farinazzo Vitral

Zddress: Universidade Federal de Julz de= Fora — Brazsil
Email: R.Sotto—Maior (roberto at aparelho dot com)

veira,Vera Maria Psters,Robhert

(]

This Macro generates a Hanning Window Function Image to be used in
Discrete Fourier Transform computing applications.

The windowing function image size should be informed in the dialog
Window.

This code produces a 32 bit image Hanning Window with sgqual height and
width dimensions.

Burger,W.,Burge,M., 2008 .Digital image processing:an algorithmic
introduction using Java, lst ed.Springer,New York.p.352-358.
R.Sotto—Maior.Errata.Table 14.3:error in equation for Hanning windowing
function.http://www.imagingbook.com/fileadmin/en/erratal/chl4-355.pdf.
Acknowledgement: The support from FAPEMIG (Fundacaoc de Rmparo a Pesdquisa
de Minas Gerais) 1s




6.2.2 Codigo Il - Directional Filter Window

DE CLIVEIRA, R. 8., PETERS, V. M.; VITRAL, R. W. ImageJ Macrc

=11

"Directicnal Filter Window", U.S. Naticnal Institutes of Health, Bethesda Maryland,

USA, 2008. http:ffrsb.infc.nih.goviijfmacros/DirecticnalFiltery¥ind ow . txt

/* Imaged Macro "Directional Filter Window"

Buthors: Boberto Sotto—Maior Fortes des Oliveilra,Vera b
Willer

Zddress: Universidade Federal de Juiz ds Fora - Brazil
Email: R.8ctto—Maior (r o

Farinazzo Vitral

height and width dimensicons.
Reference:

tering method for

Juil 34T Y0818

This Macro generates a filter window image to be used in Fourier Domail
Directional Filtering applications.

The filter image size, the angles band thetal and theta2, and the alfa
cosfficient should be 1 in the dialcog Window.

Ths angle parametsrs entsred in degress

This code producss a ge Dirscticnal Filter Window with squal

)
(5]

Trans. Biomed. Eng.

aria Peters,Robert

k|
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6.3 REFORMULACAO DE EQUACAO MATEMATICA PUBLICADA EM LIVRO

6.3.1 Livrol - Fehler in Definition des Hanning-Fensters

Identificacdo de erro na definicdo da equag¢do matematica da janela de
Hanning do livro Burger, W. und M. Burge. Digitale Bildverarbeitung: Eine Einfiihrung
mit Java und Imaged. Berlin: Springer-Verlag. 2006. p.343. Os autores do livro
publicaram a corre¢do em forma de errata como reconhecimento de meu relato:
R.Sotto-Maior. “Fehler in Definition des Hanning-Fensters”.

http://www.imagingbook.com/index.php?id=57. Acessado em 25/07/2009.
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6.3.2 Livroll - Error in equation for Hanning windowing function

Identificacdo de erro na definicao da equa¢ao matematica da janela de
Hanning do livro Burger, W. and M. Burge. Digital image processing: an algorithmic
introduction using Java. New York: Springer. 2008. p. 355. A correc¢ao foi publicada
pelos autores do livro em forma de errata como reconhecimento do relato: R.Sotto-
Maior. “Error in equation for Hanning windowing function”. In:

http://www.imagingbook.com/index.php?id=103. Acessado em 25/07/2009.
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6.4 ARTIGO PREPARADO PARA A PUBLICACAO

6.4.1 Artigo - Histomorphometric analysis of the arrangement of transseptal

fibers in rat gingiva

DE OLIVEIRA, R. S.; DE OLIVEIRA GUERRA, M.; PETERS, V. M.; VITRAL,
R. W. Histomorphometric analysis of the arrangement of transseptal fibers in rat

gingiva.

Abstract

The transeptal fibers are located in the lamina propria of the gingiva between
adjacent teeth. They are often described as a group of collagen fibers embedded in
the cementum of one tooth that follows a straight path over the alveolar bone crest
and embeds itself in the cementum of the adjacent tooth. In a distinct way, it was
reported that the transeptal fibers are not continuous over its full length but originates
from the adjacent teeth interlacing in the central area of the interproximal gingiva.
The present study aimed to evaluate and quantitate the gingival transseptal fibers
arrangement by histomorphometry and histochemistry of sagittally cut tissue sections
of the interdental region between first and second maxilar molar teeth of 12 male
Wistar rat. The collagen fibers were stained with Picrosirius red staining and
assessed with linear polarized light microscopy, digital image processing and
analysis based on Fourier transform measurements and filtering techniques. In three
different areas of the interdental gingiva, we measured histomorphometrical
parameters like fiber orientation, area fraction and fractal dimension. The maximal
brilliance presented by the fibers was evaluated using intensity histogram
measurements. These quantitative parameters were compared among three different
regions of interest along the length of the interdental gingiva using one-way analysis
of variance (ANOVA) and Bonferroni’s or Tamhane’s T2 post hoc tests. There was an
increase (p < 0.05) in area fraction and fractal dimension parameters in the central
region compared to regions near the teeth, and no difference in the orientation and
maximal brilliance of fibers among the tree regions. Our results quantitative
demonstrated a denser arrangement of the fibers in the central region reinforcing the
model of an interlacement of the transseptal fibers in that region.

Key words: gingival. fourier transform. fractal analysis. picrosirius red. polarized light
microscopy. transseptal fiber.
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7 COMENTARIOS

As fibras transeptais desempenham um importante papel provendo suporte as
estruturas gengivais e dentarias, protegendo o osso alveolar interproximal e
estabilizando a posicdo dos dentes. Participam de eventos fisiologicos, como a
migracdo dentaria fisioldgica, e terapéuticos como na movimentacdo dentaria
ortoddntica.

Os dentes sao suportados pelo osso alveolar, ligamento periodontal, cemento
e gengiva. A movimentacdo dentaria seja fisiologica ou ortoddntica sé é possivel de
ser alcangada e mantida mediante processos de remodelamento dessas estruturas
teciduais de suporte. Dentre estas estruturas, as fibras transeptais sdo comumente
responsabilizadas pela estabilizacdo da posicdo dentaria e pela recidiva dos
movimentos ortoddnticos devido a sua distribuigcdo anatdmica interligando todos os
dentes do arco. Desta forma, as fibras transeptais podem sofrer influéncia ou
influenciar o processo de movimentag¢ao dentaria.

A metodologia de quantificacdo dos parametros histomorfométricos utilizada
nesta pesquisa, pode ser aplicada para a avaliagao das alteragdes histomorfologicas
presentes nos eventos fisiologicos, patoldgicos e terapéuticos que induzam
alteracbes das fibras transeptais como em estudos de movimentagdo dentaria
experimental.

Durante o presente trabalho, foi desenvolvido um cefalostato para ser usado
em radiografias cefalométricas de ratos. Este dispositivo proporciona a padronizagao

do posicionamento da cabec¢a do animal permitindo registrar a posi¢ao dentaria em
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radiografias com a subsequiente mensuracio da alteragdo da posicao dos dentes em
radiografias seqlenciais permitindo quantificar a movimentagdo dentaria tendo
igualmente aplicagdo em estudos de movimenta¢ao dentaria induzida.

No presente estudo avaliamos o arranjo das fibras gengivais transeptais de
ratos Wistar machos por meio de microscopia de luz polarizada e analise de
imagens digitais. A metodologia empregada permitiu avaliar parametros
histomorfométricos das fibras verificando-se que o arranjo das fibras transeptais é
compativel com o conceito preconizado por Bernick (1960), Furstman e Bernick
(1972) e Schacter e Bernick (1976) de que as fibras transeptais ndo sao continuas
apresentando um entrelacamento na regidao central do espaco interproximal de fibras
provenientes dos dentes adjacentes.

E de grande valia dar prosseguimento com esta linha de pesquisa para
elucidar a real estruturacdo das fibras transeptais. Acreditamos que trabalhos futuros
seguindo esta linha devem ser conduzidos utilizando novas formas de avaliagao

como, por exemplo, a microscopia confocal e a modelagem matematica.
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8 CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

5)

A intensidade de brilho das fibras transeptais apresentou-se semelhante
ao longo da regido ocupada pelas fibras transeptais demonstrando uma
orientacdo homogénea das fibras ao longo do espaco interproximal.

As medidas de orientacdo das fibras transeptais nao demonstraram
diferenga estatisticamente significante, confirmando a orientacéo
homogénea das fibras ao longo de toda a extensdo mésio-distal.
Constatou-se diferenca estatistica significante na densidade de ocupagao
das fibras transeptais, com uma densidade maior de fibras na regido
central quando comparada as regides proximas aos dentes adjacentes.
Verificou-se diferenga estatistica significante na dimensao fractal das
fibras transeptais com a regido central apresentando dimensao fractal
maior quando comparada as regides mesial e distal. O aumento da
dimensao fractal demonstrou-se linearmente relacionado ao aumento da
densidade de fibras, refletindo a maior quantidade de fibras na regido
central.

Demonstrou-se diferenga no arranjo das fibras transeptais da regido
central em relagdo as regides mesial e distal, desta forma, o modelo que
melhor descreve o arranjo das fibras transeptais é aquele que preconiza
um entrelagamento na regido central do espago interproximal de fibras

provenientes dos dentes adjacentes.
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A reliable positioning device for dorsoventral
cephalometric radiography of the rat

Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira, MSch2, Martha de Oliveira Guerra, MSc, PhD?,
Vera Maria Peters, MSc, PhD? & Robert Willer Farinazzo Vitral, MSc, PhI¥

In dental research, dorsoventral cephalometric radiography is often used to assess skull
growth and dental movement in rat models. To ensure that images can be reproduced,
radiographers must use a cephalostat to maintain the rat’s head in a consistent position
across imaging sessions. The authors describe a positioning device they designed that
connects easily to a standard dental X-ray machine. The device enabled researchers to
position rats repeatedly for radiographic imaging with very little variation.

Cephalometric radiography is often used to assess
craniofacial and dental structures in experimental rat
models. Studies of cranial growth in the rat have used
several radiographic views, including the lateral view!-?,
the oblique view? and a combination of lateral and dorso-
ventral views™. In studies that measure dental movernent
in the rat, the dorsoventral view is generally used®19.

No matter which radiographic view is selected, radiog-
raphers must maintain the following conditions across
imaging sessions in order to produce consistent images
that can be used in subsequent comparisons and mea-
surements: (i) the imaging surface must be level; (ii) the
distance between the object being radiographed and the
film (object—film distance ) must remain constant; {iii) the
distance between the X-ray target and the film (target—film
distance) must remain constant; {iv) spatial orientation of
the object and the X-ray source must be consistent; and
(¥) the position of the animal’s head must be consistent.

Radiographers must use a cephalostat to place and
maintain the subject’s head in a reproducible position.
Longitudinal craniofacial studies in small animals require
a simple and precise cephalostar!.

Investigators in the field of brain research often use
stereotaxic head holders to position animals!?~18, These
devices may not be applicable to dental research, how-
ever, because they are designed to work with magnetic
resonance imaging devices, and most of them incorpo-
rate an incisor bar!>-1416-18 that could obstruct the view
of a dental segment.

Though several studies have used cephalometric
radiography to appraise growth and dental movement

in rats, few have described in detail the orienting device
that radiographers used to position the subject’s head.
In one study of mandibular growth, investigators pro-
duced lateral cephalometric radiographs of rats usinga
specially designed cephalostat, which was mounted on a
conventional clinical lateral and posteroanterior ceph-
alometric apparatus (Siemens, Munich, Germany}!®.
The cephalostat was made of Plexiglas and wood. Each
rat was hung vertically by its upper incisors from a hori-
zontal wooden post, with two posts placed against the
rat’s ear canals, Another study of craniofacial skeleton
growth in wildtvpe Lewis rats used lateral and dorso-
ventral radiographs of the head and right foreleg?, The
investigators stated that they used a specially designed
apparatus to maintain rats’ heads in a consistent posi-
tion and at a constant point of contact with the film
but did not describe the apparatus. In a third study of
rat tooth movement, researchers used a head-holding
device that contained ear rods for positioning the rat
in norma ventralis (with the base of itshead against the
base of the cephalostat)®. The film was placed between
the base of the device and the animal’s head, and the
device was placed on the floor. The target—film distance
was 127 cm, with the central ray perpendicular to the
base of the cephalostat. The paper did not describe how
that distance was measured or how the orientation of
the ray was obtained.

Little technical information exists on designing
a cephalostat that is suitable for dental research, and
researchers may not be able to purchase a special-
ized cephalometric apparatus that meets their needs.

!Health Graduate Program at the School of Medicine, ?Orthodontics Department, *Center of Reproductive Biology, Tuiz de Fora Federal
University, Minas Gerais, Brazil, Correspondence should be addressed to R.S.M.EQ (roberto@aparelho.com).
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We desaibe a simple and inexpensive dorsoventral
cephalometric positioning device that can be used with
astandard dental X raymachine,

METH ODS

Rats

All experimental procedures were approved by the
Anitnal Ethics Committes of the Tuiz de Fora Federal
Univer sity, Brazil, and were carried out in accor-
dance with the rules of the International Coundl far
Laborator v Animal Sdence.

Weused 12-week-old adult male albine Wistar rats
(Rattus norvegicus n = 10), weighing 260300 g, We
obtained the rats from the vivarium of the Center of
Reprodudive Biology at our institut on. We housedrats
individually in palypropvlene cages on ventilated racks
with alight:dark cpcle of 12 hi12 b, a temper ature of
23 + 2 °Candwater and food ad &bitum. The rats
used in this study were also used as models in a pilot
sudy of arthodont ctooth movernent,

Positioning device

Thepositoning device (Fig. 1) condsts of twa separate
units: the rat cephalostat (Fig.1a) and the collimator
unit {Fig. 1b),

Ratcephalostat. This unitisusedto podtonthe rat's
headfor the radiographic procedure. The cephalastat
comsists of an agvlichase (35,0 anlong % 20,0 anwide
3 0.4 oo high dwith two vertical agvlic posts attached
toit, 7.0 oo apart. The ratis placed on the cephalostat
in #orta ventra Bswith its head betweeen the twao posts,
Each post holds a sliding stainless steel rad (0.3 an
diarneter), which passes horizontally through arod
lodsinserted in the post at a height that enables the
tips of the rods to toudh therat’s ear canals, These rads
can slide back and forth, allowing the radiographer to
adjust the postion of therat’s head, When the desired
positonis obtaned, eachrodis lodeed in place with a
lnaobbed saew. The tip of therod that toudhes therat’s
gar is covered with a soft polyrner cap.

Four screws are arranged in a rectangle around the
center of the cephalostat and are attached perpendian-
larly to the agwlicbase with muts and washers. A stnall
clindrical neadvrniurn magnet { Y morm dameter » 1 mm
highlis glied to amut atthe top of each screw (Fig. 1d).

Collinator wmit. This unit enables the cephalaostat to
be easily conne dted to the ¥-ray madine, Its prindpa
corrnp onentis an X -ray collimater oplinder (5.8 aninner
diarneter % 1 5.0 anhigh),which filters X-raysin arder to
produce aclear image. A second componentis an agvlic

FIGURE 1 | The pesitioning dewvime, (3) The rat caphaloetat (top view), Lines am dmwn to @nber tha film padet and the mt's
ridzagittal plana, (b) The collimetor unit, A gelindrical callimator, emoved from the ¥-my head, iz gluad p2pandicolary to the
amyic baza, Wing nutz allow the height of the base to be adjushed, (o) The collimator screwed onto the head of the X-my madine,
Magnets (amows) enable the cephalostat to be easily connedied to and disconnected from the collimator unit, {d) Close-up ofa
aylindri@l neadyrriurm rragnet (.0 mm diameter = L0 mmhigh) glued toa notat the end of a smew Ermow),

128 volumea 27, Mo, 2 | MARCH 2008
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FIGURE 2 | Positioning of the mtin the caphalostat, (1) Theanesthetized mt positioned in the cephalostat, (b Ear rodsam usad
to centerthe mt's head and to keepitin place, The mdicgrmphicfilmis placed between the head and the base of the cephalostat
itop view), {c) Frontal view of the mt on the fully assembled device, The cephalietat iz joined to the collimator of the X-my

re chine with e anets, (d) Lateral view of the mton tha fully azsemblad devie,

base that contains a dradar hole with the same diameter
as that of the cylinder. The cylinder is placed vertically
over the holein the acwlichase andis fixed to the base
with epoxy glue Four screws are arranged around the
center of the cylinder, in positions that match the posi-
tions of the saewsin the base of the cephalostat. The
s ews are attached tathe agvlichase with wing mats and
washers, all owing the base to be easily raised or lower ed
to adjustthe targetfilm distan e, Asin the cephal ostat
unit, a small clindrical neodyminm magnet {9 mm
diatneter » 1 mm high)is glued to a nat & the top of
gach screw The magn ets all ove this unit to easily conned
to and disconned fromthe cephalostat (Fig.1e).

Validation of the positioning device
Beforeradiogr sphing therats, we anesthetized thern with
ary intrap eritoneal injecion of xylagne (10 mg per kg
bady weight) and ketarnine {90 mg per kg body weight),
We placed each anesthetize d rat on the cephalostatin
norma ventrabs,usingthe rods to podton and stabilize
its head (Fig. 2a). We placed E-speed radiographi c film
(Eodak, Bochester, NY: film size 2, 2.0 am < 4.0 an)
between therat'shead and the base of the cephalastat
iFig. 2b).Wethen attached the cephalostat tothe collirna-
tor unitusng the magnets as desaibed abowve (Fig. 2c d).
Weused a Spedro TOX Eletronic dental X-raymadine
(Dabi Atlante, Pibeirio Freto, 530 Paulo, Brazl) with the

following settings: peak kilovaltage was 70 kVp, electric
CUrTent was B A, exposr e Hrne was 0.6 5 and tar getfilm
distance was 25 an,

Ta assess reprodudbility, we detached the cephal ostat
from the collimator unit after each radiographic expo-
qure. We then cornpletely rernoved the ratfrom the cepha-
lostat, We contimnied to repeat the entite proce dure until
we obtained 10 radiographs for each rat. We scanned
the developed film onto a personal computer with a
bl aosoft Windows operating systern.

Each rat had previously been fitted with two stainless
steel wire markers (approximately 2 mm long, 0.41 mm
diarneter ), which were bonded with dental adhesve to
the acchusal surface of the first and second right masdl -
lary molar s (Fig. 3a). For each digitized radiograph
(Fig.3b), we measured the linear distance between the
metalli crnarkers using Image] software (verdon 1,37,
Mational Institutes of Health, Bethesda, WD Fiz. 3¢ ). We
calallated the mean, s.d., 5.6 and warision coeffident of
the distance between the markers in theradiographs of
gachratto assess whether the rat’s positon had beenn suc-
cesshully reproduced.

RESULTS

Wepreparedrats for radiography 100 times (10 radio-
graphs for each of 10rats), was easyfor ustoposiion
ratsin the cephalostat, and the magnets proved ta be a
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FIGURE 2 | Radiogmph and image processing, (3) Two metalic marers bonded onthe occlizal surfa @ of a mts fistand second

right: maccillan molars @mow), (b Complete digitized mdicgrph of the mts head. () Sceanshot of 3 mdiographed image in
Ire gel zoftware, showing the meazumment of the linear distanoe betwean the meta lic markers armow), The image i enlarged 2=,

quick and relisble method of conneding the two parts of
the positoning device. Allradiogr aphs showee d the tar get
area clearly and were usedin the evaluation,

The validation data we obtained are summarized in
Table 1. The coefficient of variaton for the distance
between the metallic markers for each rat was low
(0.50-1.49%],

In addition, we visally inspected rats each Hime we
rermoved them from the cephalostat and onee again
when they recoveredfrom anestheda We did not note
anyinjurytorats’ ears,

DISCUSSION
A cephalostat st ensure that the head of a radia-
graphed subject is maintained in an acourate and
stable position. The cephal ostat we designed uses twa
todstohold arats headin afirm and constant posi-
Hon without causing traurna to the rat, Our data show
that the device was effedtive in minimizing variaton
in linear measurements of the repeated radiographs
of all rats, Such variation has previously been assod-
ated with changes in animmal positoning, differencesin
anatormical landmark size or difficalties in landmark
identification !,

The posiioning device we developed overcommes cer-
tain drawbacks of other similar tools. One study, for
exarnple, described a cephalastat that was designed to

120volumea 27, Mo, 2 | MARCH 2008

view the laterd aspedt of skull development in the liv-
ing ratl, In this case, a stan dard dental X-ray machine
was clamnped to a bracket sttached to the animal table,
This design limnited the podtion of the ¥-ray source and
of the film. In contrast, the cephalostat we developed
enables more flesdbility: it connects to a removable
collimatar that fits directly onto an X-ray machine,
gssentally transforming a standard dental X-ray
madhine into a cephalometricunit,

TABLE 1| Linear measurements of the distance
between metallic markers in the mouths of each =t,
obtained from repested dossoventral cephal ametric
mitogrphs (n= 10 for each m=t)

Rat Mean 5. e Ua.ri.atinn
{mmy {rnmy coeffident (%)

1 305 00z 001 0,5

i e | 005 00z 144

3 351 003 0.1 0, 48

4 336 0,03 001 100

i 4,80 005 001 0,93

f as 00z 001 0, b

7 4,30 004 01 0, 48

& 4,21 005 001 108

q ENT) 003 Qa1 0.5
10 3z 004 001 124
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Our device also addresses the need to achieve a level
imaging surface. One group of researchers placed their
positioning device on the floor and adjusted the base
of the device with four height adjustment knobs and
a spirit level®. We could not use this approach because
we used a movable column X-ray machine and the floor
in our laboratory was not level. Attaching the cepha-
lostat base to the collimator enabled us to preserve a
level imaging surface and to achieve a fixed target—film
distance with the central ray perpendicular to the film,
despite poor floor leveling.

The neodymium magnets allowed radiographers
to easily release the cephalostat from the collimator in
order to position the rat and to quickly reassemble the
device for radiography. The magnetic force was strong
enough to hold the cephalostat with the rat in place
without requiring contact with the worktable.
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Nota Técnica

Determinac¢io do ponto de descalcificacdo para o preparo histoldgico de tecidos
mineralizados.

Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira®, Vera Maria Peters”, Robert Willer Farinazzo Vitral®
a - Doutorando do Programa de Pos-Graduagdo em Saude da UFJF, Bolsista FAPEMIG;
b - Professor Doutor da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF

0O exame histoldgico ou histopatologico de tecidos mineralizados como dente ou osso
requer o emprego de agentes descalcificadores como acidos fracos (férmico, picrico ou
acético), acidos fortes (nitrico ou hidrocloridrico) ou quelantes como o &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA). Estes agentes tém a finalidade de promover a
desmineralizagdo ou descalcificacdo dos tecidos permitindo seu corte no micrétomo. A escolha
do agente descalcificador esta relacionada a urgéncia do exame ou a necessidade da técnica.
Acidos fortes, mesmo em concentracdes baixas, promovem uma rapida descalcificacdo
enguanto que com os acidos fracos e os quelantes este processo € mais lento podendo chegar
a varios meses. A descalcificagdo rapida pode introduzir artefatos como distorgdo do tecido
devido a sua contragdo ou mesmo dificultar o processo de coloragdo. Para minimizar os efeitos
adversos da descalcificagdo rapida € importante evitar a exposicdo prolongada ao acido
interrompendo o processo quando todo o calcio for removido do tecido. Varios métadaos de
determinagdo do ponto final de descalcificagdo podem ser utilizados para o controle do
procedimento de descalcificacdo. O Quadro 1 relaciona estes métodos apresentando suas
vantagens e desvantagens. A escolha do melhor método depende da disponibilidade de

recursos técnicos e de material.



Quadro 1 — Métodos de determinagio do ponto de descalcificagio

Método Descrigio Vantagens Desvantagens
Teste Quimice Reacdo quimica para testar a Precisdo Os testes variam de acordo com o tipo de
presenca de calcio na descalcificador.
solugio Alguns tipos de agentes descalcificadores ndo
permitem o uso deste teste.
Tempo de Imersdc Tempo estimado pelo Funcicna Imprecisdo. Pode causar deficiéncias na

fabricante da solugéo
descalcificadora ou pelo
estabelecimento de
protocolos proprios

relativamente bem
para amostras
semelhantes

coloragio

Método mecinico

Dobrar cu sondar a pega

Método répido e
direto

Produz artefatos e distorgbes

Radiografia Identificagdo da presenca de Simplicidade e Alto custo de equipamentos {aparelho de Rajos-
célcio pela obtencgéo de precisdo X) e consumiveis
radiografia do tecido.

Medida da Utiliza-se balancga de Precisdo Necessidade de Equipamentos especializados e

Alteracio de peso

precisio de suspensio,
traga-se curva de perdade
peso através de registro
manual ou automatico
{balanga + computador)

calculos matematicos

Referéncias
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Fernandes, M. |, E. J. Gaio, et al. Microscopic qualitative evaluation of fixation time and
decalcification media in rat maxillary periodontium. Braz. oral res, v.21, n.2, p.134-139. 2007.

Mawhinney, W. H., E. Richardson, et al. Control of rapid nitric acid decalcification. J Clin
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Skinner, R. A. Decalcification of Bone Tissue. In: Y. H. An e K. L. Martin {Ed.). Handbook of
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/* Imaged Macro "Hanning Window™

Authors: Roberto Sotto-Maior Fortes de Olivelira,Vera Maria Peters,Robert
Willer Farinazzo Vitral

Address: Universidade Federal de Juiz de Fora - Brazil

Fmail: R.Sotto-Maior (roberto at aparelho dot com)

This Macro generates a Hanning Window Function Image to be used in
Discrete Fourier Transform computing applications.

The windowing functicn image size should be informed in the dialog
Window.

This code produces a 32 bit image Hanning Window with equal height and
width dimensions.

References:

Burger,W.,Burge,M., 2008 . Digital image processing:an algorithmic
introduction using Java,lst ed.Springer,New York.p.352-358.
R.Sotto-Maior.Errata.Table 14.3:error in equation for Hanning windowing
function.http://www.ilmagingbook.com/fileadmin/en/erratal/chl4-355.pdf.

Acknowledgement: The support from FAPEMIG (Fundacao de Amparo a Pesquisa
de Minas Gerais) 1s gratefully acknowledged.

History: 2009/7/25:Firt version
L
macro "Hanning Window™ {

Dialeg.create ("Hanning Window") ;
Dialog.addNumber ("Window size:", 512);
Dialeog.show () ;

size = Dialog.getNumber () ;

setBatchMode (true) ;

newlmage ("Hanning Window", "“32-bit Black", size, size, 1);
M=size;

N=size;

for (v=0; v<N; v++) {
showProgress (v, N);
for (u=0; u<M; ut++) {
ru=2*u/M-1;
rv = 2*v/N-1;
ruv=pow (ru, 2)tpow(rv,2) ;
ruv = sqgrt{ruv);
wuv = 0.5% (cos(PI*ruv)+1);
if {(ruv >= 0 && ruv < 1)
setPixel (u, v, l*wuv);
else
setPixel (u, v, 0);
1
I
setRatchMode (false) ;
I
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/* ImageJ Macro "Directiocnal Filter Window"

Authors: Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira,Vera Maria Peters,Rabert
Willer Farinazzo Vitral

Address: Universidade Federal de Juiz de Fora - Rrazil

Email: R.Sotto-Maior (roberto at aparelho dot com)

This Macro generates a filter window image to be used in Fourier Domain
Directional Filtering applications.

The filter image size, the angles band thetal and theta?, and the alfa
cogefficient should be informed in the dialog Window.

The angle parameters should be entered in degrees.

This code produces a 32 bit image Directiconal Filter Window with equal
height and width dimensicns.

Reference:

Chaudhuri S5,et al.A Fourier domain directional filtering method for
analysis of collagen alignment in ligaments. IEEE Trans. Biomed. FEng.1987
Jul;34(7) :509-18.

Acknowledgement: The support from FAPEMIG (Fundacao de Amparo a Pesquisa
de Minas Gerais) 1s gratefully acknowledged.

History: 2009/6/18:version 0.1 - First wversion
2009/11/5:version 0.2 - The first version was replaced to a
corrected code that generate filters of fixed wvalue bandwidth (PI/2) .
2009/11/12: version 1.0
Now the code work as suggested by Chaudhuri et al. (1987) with
no bandwidth limitation.
Tts 1s necessary to enter the bandwidth limits (thetal,thetaZl)
angles with thetal < thetaZ.
The bandwidth is now calculated by the code.
The angle signal convention is the same used by the atan?
macro function.

=
macro "Directional Filter Window"™ {

Dialog.create ("Directional Filter Window");
Dialog.addNumber ("Filter image size (pixel):", 512);
Dialog.addNumber ("Thetal (degree):", 45);
Dialeog.addNumber ("Theta? (degree):"™, 135);
Dialog.addNumber ("Alpha Coefficient:"™, 1);
Dialeog.show () ;

size = Dialog.getNumber () ;
thetal = Dialog.getNumber () ;
theta? = Dialgcg.getNumber ()
alpha = Dialog.getNumber();

r

thetal *= PI/180;
theta? *= PI/180;
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thetal = (thetaZ+thetal)/2;
bandwidth = thetaZ-thetal;

1f (thetal >= theta?Z)

exit ("You entered thetal > theta?. Please enter thetal < thetal.™):
if (abs (bandwidth) >= PI)

exit ("The bandwidth [theta? - thetal] should be < 180.");

M=size;

N=sgize;

setBatchMaode (true) ;

newlmage ("Directional Filter Window", "32-bit Black", M, N, 1);

for (y=0; y<N; v++) {
showProgress {(v,N);
for (x=0; =<M; =++) {

dx = x-M/2;
dy y-N/2;

theta = atanZ (dy,dx) ;
w = pow(cos(PI* (theta-thetal) /bandwidth),alpha);

if (thetal>=0) {

if ((theta >»= thetal) && (theta <= thetaZ)){
setPixel (x,v,w);
setPixel (x-2%*dx, v-2*dy,w) ;
setPixel (M/2,N/2,0);

if ((thetal<0) && (theta2>0)) {

if ((theta >»= thetal) && (theta <= thetaZ)) {
setPixel (x,v,w);
setPixel (x-2%dx, v, w) ;
setPixel (M/2,N/2,0);

if ((thetal<=0) && (thetaZ<=0)){

if {({theta >»= thetal) && (theta <= theta2)) {
setPixel (x,v,wW);
setPixel (x-2*dx, yv-2*dy,w) ;
setPixel (M/2,N/2,0);

}
setBatchMaode (false) ;

}
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Leider bleiben trotz grofter Sorgfat immer wieder Fehler vor dem Druck eines Buchs unentdeckt. Nachfolgend

finden Sie die zugehdrigen Korrekturen in Form von PDF-Dateien fir die einzelnen Austauschseiten. Wir bedanken
uns bei den Lesern fir ihre genaue Durchsicht und die konstruktiven Kommentare. Falls Sie selbst auf bisher nicht

registrierte Fehler aufmerksam werden, ersuchen wir um Rickmeldung an imagingbook(at)gmail.com.

Fehlerliste mit Austauschseiten

Innerhalt der Austauschseiten (PDF download durch Klick auf die zugehirige Seitennummer) =sind die Fehlerstellen

farbig markiert.

KAP  SEITE
1 L
2 5
3 2
5 o
4 =
5 58S

24
8
i 2.4
8 43
9 —

10 75
11 210
12 265

268
269

13 307
14
15
16
17
A =
B ax
c 448
D 485

FEHLER

FuBnote: "Bruncleschi” hielk in Wirklichkeit "Brunelleschi™.
setup{FMethode: *... Parameter ... imp™ sollte "img™ heiken.
Aufg. 3.5: Format der PGM-Datei sollte "plain™ sein.

Gl. 5.8 a_min + ... {fehlt)

Gl. 5.10: a_min + ... {fehlt in 2. Klause)
Tab. 5.3: AVERAGE ip1 <-(ip1 +ip2)/ 2
Formatierung: ij.plugin.filter. RankFilters
Aufg. 8.10: Fehler in LoG-Formel

Die Filterkerne in Gl. 7.17 sind die des Robinzon-Cperators (nichi des Kirsch-

Operators).
Alg. B.17Zeile 20! "g_c > q_i" esetzt durch "g_c>=g_i"

Gl 10.4: (u", v} ersetzt durch {u, v}

Alg. 11.3 (Zeile 13, 24, 28): L durch L c ersetzt.

In Jave haben boolesan-Objekte 32 bits.

Absate nach Gl. 11.28: N_L sollte N_E (Euler-Zahl) heilen.

Gl 1233;G=.. esetrew kdurchw R
Formatierung/Mumerierung der 1. Gleichung {Gl. 12.39)
Gleichungsnummern {im Text und Abb. 12.13)

Beschreibung won D50 Normilicht nicht komekt (kein Giohlampenlicht?)
Gl. 12,87, 3. Zeile: Histogramm-Koordinaten {r,b) ersetzt durch {g.b)
Tab. 13.1 {2. Zeile): +/- in Gleichung fir Sinusfunktion vertauscht
Abb. 13.3 [b,d): +- in Gleichung fur Sinusfunktiocnen vertauscht
Abb. 13.7: Beschriftung der [ntervalle Mau”™ baw. "pi”)

Abb 14.8: Spiegelung von b nach b’ ist falsch {neue Grafik!}

Takb. 14.1: Fehler in Definition des Hanning-Fensters

in Aufg. 14.1: ".. Abschn. 14" == " Abschn. 14.1.2"

1. 18.7/8; Vorzeichen der sin{}-Terme vertauscht.

Tippfehler in Abb. 18.28 {(u_0, v _0).

" .guadratische Summe” -» .. Summe der quadratischen..”
Programm 17.1: Deklaration der Wariable kR fehlt; Fehler in Caption
Gl 17.20: D{r+i,s+i) sollte heilen Dir+i s+j).

|Jpraff. bt —= |J_Prefs tet
Methode isLocalMax: "cp = " ersetzt durch “cp == ." (5. Kap.B | 5. 143}
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Definitionen:
Ty “;Arﬂ/jréz_%"‘fl, Tu:tjvljéz:%flg Tu,”u:\/’fm.
1 fiir0 < <1
Elliptisches wlu, v) = { TUS Py =
Fenster: 0 sonst

Gaufi-Fenster:

Supergauf3-
Fenster:

cos(Zry) cos(Zry) fiir 0 <ry,ry <1
Kosinus™ wly,v) = { () (57 ==
Fenster: 0 sonst

1—r fur0<ry 0w <1
Bartlett- wlw,v) = { ki St
Fenster: 0 sonst

) 0.5 [eos(mry )+ 1] fir0<ry,y <1

Hanning- wlu, v) =
Fenster: 0 sonst

1—6r] ,+6r, fir0<r,, <05
Parzen- wly,v)=1¢ 2:(1—ry,)? fiur 0.5 <ryp < 1
Fenster:

0 sonst

Spektralkomponenten zwar deutlicher hervortreten, aber auch in der

Breite zunehmen und damit schlechter zu lokalisieren sind.

14.3 FREQUENZEN UND
ORIENTIERUNG IN 2D

Tabelle 14.1

2D-Fensterfunktionen. Die Funktio-
nen wiw, ) sind jeweils in der Bild-
mitte zentriert, d. h. w{A /2, N/2) =
1, und beziehen sich auf die Radien
7w, rv und ry (Definitionen am Ta-
bellenkopf).

343
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VWe ask readers to report errors found in this text to imagingbook(atjamail.com.

List of known problems

Download corrections as PDFs by selecting the corresponding page numbers below. Inside each page, changes are

marked (calored) individually.

CHAP  PAGE

ERROR

Footnote: "Brunoleschi” should be "Brunelleschi™.

Eqg. 5.12; H(i) under square root should be replaced by h(f).
Line 1: “rows" and "columns™ must be exchanged.
Exercise 6.12: ... "-sigma"2” should be "-2 sigma"2”.

Eq. 7.24: factor f was missing.

Propagating labels (last paragraph): foreground/background miced up - f{uv)=0is
background, Nw v)=1 is foreground.

Caption to Fig. 11.3: "In the next step, (c) is exacthy " should be "In the next step
(c), there is exactly ...”.

tem 2, Case A: " transition from a foreground pixel " (not background)
Implementation variables should be: / (pielarray) and LM (label&rray).

Alg. 1.3 (lines 13, 24, 29): current line label should be L_k.

Alg, 11.4 (line 1}; line label should be L_c.

Footnote: ImageJ's "Analyze” tools apparently do mot use the described method for
computing & region's perimeter,

Printing problems in Fig. 12.9. Vertical axis in HSV-diagrams should be "™

Eq. 12.12: error in definition of C_rng

Table 13.1 (2nd row): exchange +/- in equation for Sine functions.

Fig. 13.3 (b,d); exchange +/- in eguation for Sine functions.

Table 14.3: error in equation for Hanning windowing function

Unclear column separation in matrix M of Egns. 16.36 and 16.37.
Eq. 16.58: expression for the first case (O==[x{<1) should end with ... <4 (not -4).
Typo in Fig. 16.32 (u_0, v_0).

Missing parentheses around arguments of first two constructor methods for
FloatProcessor,
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Definitions:
re=fl=2_1 p=UJE-B_1 =T
1 for 0 < <1
Elliptical wlw,v) = { o 7‘TU’U -
. — 0 otherwise
_.2
Gaussian wlu,v) = e( 207 ), c=03...04
window:

Super-Gaussian
window:

COS(ETu) -COS(ETu) for 0 i Ty To S 1

Cosine? wlwu, v) = { 2 2 ]
window: 0 otherwise

1— for 0 < <1
Bartlett wlu,v) = { Ty fOr 7.?““,@ <
window: 0 otherwise

0.5« |cos(m + 1] for0 < <1
Hanning wlu,v) = [boq(ﬂ'ru,u) W or 0 < ry o <
window: 0 otherwige

1w 67"5,1; + GTi,ﬂ for 0 < vy <05
Parzen ’LU(’U_., U) = 23 (1 - T'u,"u)a for 0.5 S Tuw < 1
window: 0

otherwise

14.3 FREQUENCIES AND
ORIENTATION IN 21

Table 14.1

2D windowing functions. The
functions w(w, v) have their max-
imum values at the image center,
w(M/2, N/2) = 1. The values ry,
ru, and 74 used in the definitions
are specified at the top of the ta-
ble.
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APENDICE G - Artigo - Histomorphometric analysis of the arrangement of

transseptal fibers in rat gingiva





