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O uso de anfibios como modelos experimentais tem grande aplicacdo na Biologia.
Estudos da histéria natural de anfibios identificaram claramente atributos que os tornam
adequados para manipulacdes experimentais, mostrando resultados sobre sua diversidade
e dados sobre sistemas ecologicos como um todo. A utilizacdo de girinos em pesquisas
cientificas possui certa importancia, que ocorre devido ao fato de, aproximadamente, 75%
das espécies anfibias catalogadas possuirem esse estagio larval de maneira andloga entre
si. O objetivo deste trabalho foi apresentar a primeira investigacdo ndo invasiva e de alta
resolucdo da morfometria de girinos da espécie anfibia brasileira Thoropa miliaris,
usando microtomografia com luz sincrotron, onde foi criado um protocolo para aquisi¢cdo
de imagens dessas amostras em meio liquido. Foram utilizadas as linhas IMX, no
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, e SYRMEP, no sincrotron Elettra, ambas por
possuirem caracteristicas notaveis para aplicagbes biomédicas. Para a melhor
visualizagdo das estruturas internas do animal, foi utilizada a técnica de contraste de fase
em linha e um algoritmo de recuperacdo de fase foi empregado em conjunto com o
algoritmo de reconstrugdo por retroprojecdo filtrada. O uso dessas técnicas de
imageamento e reconstrucdo possibilitou o acesso a informagdes sobre a morfologia e
desenvolvimento das estruturas internas do Thoropa miliaris, fornecendo dados

referentes ao seu desenvolvimento, a partir da observacéo desses tecidos.
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The use of amphibians as experimental models has great application in Biology.
Studies of the natural history of amphibians have clearly identified attributes that make
them suitable for experimental manipulations, showing results on their diversity and data
on ecological systems. The use of tadpoles in scientific research is very important because
approximately 75% of the cataloged amphibian species have this larval stage in an
analogous way. The objective of this work was to present the first non-invasive and high-
resolution morphometric analysis of tadpoles of the Brazilian amphibian Thoropa
miliaris, using synchrotron microtomography, where a protocol was created to acquire
images of these samples in a liquid solution. It was used the IMX beamline, in the
Brazilian Synchrotron Light Laboratory, and SYRMEP beamline, in the Elettra
Synchrotron (Italy), both of which have remarkable characteristics for biomedical
applications. In order to better visualize the internal structures of the animal, the in-line
phase-contrast technique was used, where the phase-retrieval algorithm was used together
with the filtered backprojection reconstruction algorithm. The use of these imaging and
reconstruction techniques allowed access to information on the morphology and
development of the internal structures of Thoropa miliaris, providing data regarding their

development, from the observation of these tissues.
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1. INTRODUCAO

A microtomografia computadorizada (microCT) é uma técnica responsavel por
permitir visualizacdo tridimensional de estruturas internas e externas de diferentes tipos
de materiais. Através da atenuacdo sofrida pelo feixe de raios X, a diferenca entre os
valores dos coeficientes de atenuacao das substancias que compdem determinado material
é o fator responsavel pela diminuicdo da intensidade dos feixes de raios X que atravessam
0 material a ser analisado, gerando imagens radiograficas.

Uma das formas mais avancadas de microCT é por meio da utilizacdo de luz
sincrotron, que é capaz de penetrar a matéria e revelar caracteristicas de sua estrutura
interna (ASHGAR et al., 2009), possuindo aplicacGes ndo s6 na area de microCT, mas
também em difracdo (CORNELIUS et al., 2018; COSTA et al., 2014), fluorescéncia
(PICKLER et al., 2019; LAMELA et al., 2018), entre outras. Os feixes de luz sincrotron,
além de possuirem alto brilho, possuem alta coeréncia espacial (KNEIP et al., 2010), que
indica a relacdo entre a amplitude da onda em diferentes pontos transversais e a direcdo
de propagacdo, em dois pontos distintos da onda.

As analises de materiais com densidades muito proximas, como tecidos biolégicos,
ndo produzem imagens de absorcao de raios X com contraste suficiente para distinguir
regides vizinhas. 1sso geralmente ocorre pelo fato de terem baixo coeficiente de atenuacéo
e por serem semelhantes (EBERHARD, 2010). Uma maneira de aprimorar a visualizacdo
das imagens tomograficas nesses tipos de amostras é a utilizacdo da técnica de contraste
de fase associada a tomografia (PhC-microCT), que realca o contorno das diferentes
estruturas dentro de uma amostra. Inicialmente, essa técnica era usada apenas em feixes
de radiacdo de sincrotron (GUREYEV et al., 2001), mas atualmente ja possui utilizacdo
em também tomografos convencionais (ELFARNAWANY et al., 2016).

Em medidas fisicas, podem ocorrer perdas de informacao relativas a fase da onda.
Detectores de radiagdo, como cAmeras CCDs, medem a intensidade da radiagdo que 0s
atinge. Contudo, essa medigéo é incompleta, porque uma onda de luz ndo possui apenas
uma amplitude (relacionada a intensidade), mas também uma fase, que ¢é
sistematicamente perdida em uma medicdo (TAYLOR, 2003). Apds essa perda da
informacdo da fase, torna-se necessaria a utilizacdo de algoritmos computacionais
responsaveis para obtencdo dessas informagdes, sendo esses codigos conhecidos por

Recuperacdo de Fase (Phase Retrieval). Esses algoritmos solucionam o que chamamos
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de Problema de Fase, que é necessariamente a perda de informacdes sobre a fase da onda,
que pode ocorrer ao se fazer uma medida fisica (TAYLOR, 2003).

Uma imagem radiografica de contraste de fase baseadas em propagacéo pode ser
recuperada de forma rapida e determinista, usando a equacéo de transporte de intensidade
(LANGER et al., 2008), quando comparada a outros algoritmos de recuperacdo de fase.
Tal equagéo usa pequenas distancias de propagacéo para fazer a relagdo entre medicoes
de intensidade, com fase aproximadamente linear (CHAKRABORTY et al., 2017), sendo
o algoritmo computacional de recuperacdo de fase mais utilizado atualmente
(FROUSTEY et al., 2014).

No ambito bioldgico, a PhC-microCT surgiu como uma ferramenta ndo invasiva
para visualizagdo de diferentes tecidos e da morfologia de diferentes animais ou tecidos,
diminuindo o uso da técnica de dissecc¢do, histologia e, consequentemente, diminuindo o
numero de eutandsias em pesquisas desse ramo. A sua utilizacdo possibilita o estudo da
morfologia externa e estruturas internas, preservando a amostra de modo que possa ser
reutilizada para futuras anélises. Diversos estudos com esta técnica ja foram realizados
em animais, como por exemplo em ratos (DULLIN et al., 2017; MOHAMMADI et al.,
2014), insetos (BETZ et al., 2007; ZHANG, 2010; ALMEIDA etal., 2012 e 2014; SENA
etal., 2016) e em anfibios (HAAS et al., 2014; MOOSMANN et al., 2013; KLEINTEICH
& GORB, 2016; HOFMANN et al., 2016; KRINGS et al., 2017).

O uso de anfibios como modelos na pesquisa ecolégica identificou atributos que os
tornam adequados para manipulacdes experimentais (DUERLLMAN & TRUEB, 1986,
FEDER & BURGGREN, 1992, MCDIARMID & ALTIG, 1999). Durante a década de
1970, ecologistas buscaram entender processos fundamentais que influenciam a estrutura
da comunidade e a dindmica da populacdo de vertebrados. Estes estudos revelaram que
os anfibios eram modelos Uteis para compreensdo de processos nhaturais, tais como
predacdo e competicdo, e como podiam influenciar a estrutura da comunidade (MORIN,
1981, WILBUR, 1972 e 1976, WILBUR & COLLINS, 1973, WILBUR et al. 1983).
Caracteristicas como a importancia trofica, sensibilidade ambiental e extingdo iminente,
sdo fatores que indicam os anfibios como seres Uteis para a compreensdo de diversos
processos ecoldgicos, bem como mudancas antropogénicas (HOPKINS, 2007).

Em geral, o estudo da fase larval de anfibios destaca-se, pois segundo dados do
Museu Americano de Historia Natural, em 2019, cerca de 7.963 espécies de anfibios sdo
atualmente conhecidas (FROST, 2019), onde 75% possuem o estagio de girino, com
caracteristicas evolutivas muito proximas entre si (MCDIARMID & ALTIG, 1999).



Podemos citar como outro exemplo para aplicacdo de girinos a semelhanca com a
evolucdo humana. Um estudo realizado por CHOI et al. (2015) mostrou analises sobre o
hormbnio da tireoide usando girinos da espécie Xenopus tropicalis, o que forneceu
informacdes significativas sobre o desenvolvimento humano. Esse hormoénio desempenha
importante funcdo no desenvolvimento de membros posteriores em rds, sendo esse
periodo comparado ao nascimento de humanos (devido ao pico nos niveis sanguineos
desses hormonios nesses periodos). O interesse em estudar esse hormdnio refere-se a
defeitos congénitos, devido ao aumento de recém-nascidos com grave deficiéncia da
funcdo da tireoide. Caso ndo seja tratado logo apds o nascimento, o hipotireoidismo
congénito grave desencadeia a falha do crescimento e a deficiéncia intelectual.

Para este trabalho, foram usados girinos da espécie Thoropa miliaris (SP1X, 1824),
que apresentam condi¢des morfoldgicas que os diferencia das demais espécies devido as
condi¢cdes ambientais extremas em que se prolifera e reproduz. Espécimes de Thoropa
miliaris saem dos ovos em um estéagio ja avancado de desenvolvimento e tém uma vida
parcialmente aérea, vivendo em rochas ingremes, onde se sustentam por meio de sucgao
oral nos substratos, necessitando somente de um fino e continuo fio de 4gua que nédo
ultrapasse alguns milimetros de altura.

Essas espécies encontram-se sobre as rochas de cachoeiras na floresta tropical, ao
longo do norte do Rio Grande do Sul e estendendo-se até o sul da Bahia, no Brasil
(NUNES DE ALMEIDA etal., 2016; CROCOFT & HEYER, 1988). Atualmente, ja estdo
sendo realizados estudos sobre parasitismo nessa espécie, assim como suas consequéncias
ecoldgicas (SA-HUNGARO et al., 2016).

Neste trabalho, foram adquiridas imagens tomograficas de amostras da espécie
Thoropa miliaris em estégios larvais usando a técnica de PhC-microCT, como validagédo
do protocolo criado para escaneamento de amostras bioldgicas em meio liquido. Foram
utilizadas as linhas IMX do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), no
municipio de Campinas, em S&o Paulo, e SYRMEP do Elettra Sincrotrone, localizado na
regido de Trieste, na Italia. Diferentes tipos de tecidos e 6rgaos foram segmentados por
meio de ferramentas gréficas, gerando assim visualizagdes tridimensionais para cada
estagio estudado. A quantificacdo volumétrica de importantes estruturas tais como,
sistema nervoso central, notocorda, cristalinos e tecido esquelético, permitiu a observagédo

de alteragdes consideraveis durante o desenvolvimento desse espécime.



2. ASPECTOS GERAIS

2.1. Objetivo

Aplicacdo da técnica de microtomografia computadorizada por contraste de fase
usando radiagdo sincrotron com feixe policromatico para a identificagcdo e quantificacdo

volumétrica de estruturas internas do girino da espéecie Thoropa miliaris.

2.2. Objetivos especificos

e Otimizacdo de um protocolo de aplicacdo da técnica de PhC-microCT em meio
liquido para analise de tecidos moles em amostras biologicas;

e Analise morfologica de estruturas internas do Thoropa miliaris nos estagios
medianos de desenvolvimento;

e Dissecgdo virtual das amostras escaneadas a fim de identificar as estruturas internas
que mais apresentam mudangas durante o ciclo evolutivo da espécie, como o
cristalino, notocorda, sistema nervoso central, depositos de calcio endolinfaticos
(endolymphatic calcium deposits — ECD) e estrutura 6ssea inicial.

e Quantificacdo volumétrica dos tecidos segmentados.

2.3. Justificativa

A microtomografia utilizando radiacdo sincrotron e contraste de fase vem se
mostrando uma excelente técnica para identificacdo de estruturas internas e externas de
anfibios. Trabalhos atuais envolvendo microCT com anuros obtiveram bons resultados,
porém limitados a regiGes bem especificas do animal, como condrocranio e lingua
(KLEINTEICH & GORB, 2016; KRINGS et al., 2017).



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Tomografia computadorizada

Em 1972, o engenheiro britdnico Godfrey Hounsfield, da EMI (Electric and
Musical Industries) Laboratories, na Inglaterra (HOUNSFIELD, 1973), e o fisico da
Africa do Sul, Allan Cormack, da Tufts University, Massachusetts, criaram um
equipamento que lhes rendeu o Prémio Nobel de Medicina (1979) por suas contribuicdes
a imaginologia médica e a ciéncia. Seria esse um tomdgrafo acoplado a processamento
computacional, dando inicio a técnica de tomografia computadorizada (Computed
Tomography — CT) (ORANSKY, 2004). Os primeiros tomégrafos foram instalados entre
1974 e 1976, onde os sistemas originais foram dedicados somente as imagens de cabeca,
mas, ja em 1976, equipamentos com maiores aberturas para aquisicdo de imagens
médicas de corpo inteiro j& comegaram a ser disponibilizados. Em 1980, a CT tornava-se
entdo amplamente disponivel para diversas aplicacées (ISHERWOOD, 2005).

Enquanto a radiografia fornece uma imagem a partir de uma Unica orientacdo da
amostra, a tomografia fornece imagens da amostra a partir de diferentes orientagdes,
resultando em um conjunto de projecdes em diferentes angulos (DEANS, 2000). Dizemos
gue este conjunto é reconstruido computacionalmente utilizando algoritmos matematicos,
gerando o que é chamado de “fatias tomograficas” (KAK & SLANEY, 1987).

3.1.1. Atenuacdo de raios X em meios heterogéneos

Ao incidir sobre uma amostra, um feixe de raios X monocromatico tem parte de
seus fotons absorvidos ou espalhados pelo meio e parte atravessando o material sem
interagir atomicamente (TAUHATA et al., 2014). A intensidade dos feixes que chegam
ao detector sem interagdo (I) estd ligada & intensidade dos feixes incidentes (lo), pela

relacdo matematica conhecida como lei de Beer-Lambert, mostrada a seguir:

I =1, e ks (3-1)



Sendo u(x,y) o coeficiente de atenuacéo linear de um determinado material, durante
uma trajetoria retilinea s. Esse coeficiente € 0 somatorio dos coeficientes de atenuacéo
relativos ao efeito fotoelétrico, espalhamento Compton e Rayleigh, e formac&o de pares.
Para a CT, a interacdo com maior probabilidade de ocorréncia é o efeito fotoelétrico,
podendo ainda ocorrer o espalhamento Compton. De forma geral, as baixas energias que
podem causar o espalhamento Rayleigh sdo filtradas, e a energia usada em tomagrafos,
seja por tubos de raios X ou sincrotron, ndo atingem o limiar para producéo de pares,
logo, esses dois efeitos sdo negligenciados para essa técnica.

Para amostras heterogéneas, os diferentes coeficientes de atenuacdo dos materiais
que a constituem também sdo considerados. A Figura 3.1 mostra um esquema com a
trajetoria retilinea de um feixe de raios X em um material heterogéneo, com diferentes

coeficientes de atenuacéo.

Ha
M1 Ho
M1 Ho M3
M1 M2 M3 Ha Hn
S
S1 S2 S3 S4 Sn

Figura 3.1. Diferentes coeficientes de atenuagdo, durante uma trajetoria linear s.

Para esse caso especifico, temos a lei de Beer-Lambert na seguinte configuracao:

[=1,- e—(H1'51+H2'52+H3'53+---+Hn'5n) =1, e—ziﬂi'si (3_2)
Como temos um somatdério de um feixe em linha, 0 mesmo pode ser substituido por

uma integral, onde obtemos a seguinte relacéo:

[ =1, e Jso HES (3-3)



E, Consequentemente:
Sn _ I
fSO u(x,y)ds = In (70) (3-4)

A relacdo 3-4 é um dos fatores fundamentais para aquisicdo de imagens

tomogréficas, assim como na reconstrucdo dessas imagens.

3.1.2. Transformada de Radon

Em 1917, o matematico austriaco Johann Radon elaborou uma transformada que
integra uma funcdo ao longo de linhas obliquas, com diversos angulos e distancias da
origem do sistema de coordenadas (RADON, 1917). A partir dessa transformada,
podemos examinar o interior de um corpo de prova a partir de uma analise numérica de
seu contorno, sendo este um dos pilares da aquisicdo de imagens tomograficas.

A transformada de Radon € uma ferramenta matematica que faz a leitura de
coordenadas retangulares (cartesianas) em coordenadas polares, uma vez que a amostra
esta em posicdo fixa em relacdo ao detector e é necessaria a determinacdo de diferentes
pontos para analise, que se refere a rotacdo do detector (tomdgrafos médicos) ou da
amostra (microtomografias).

Matematicamente, a transformada de Radon define uma projecdo Py(t) como a
integral de uma linha AB no passo infinitesimal ds, e possui a seguinte configuracao
(RADON, 1917):

Py(t) = [ f(x,y)ds (3-5)
Onde consideramos uma fungdo f(x,y), que é cortada por linhas que representam os

feixes de radiacdo (Figura 3.2), onde a integral de linha (raio-soma) do conjunto desses

raios forma uma projecéo Py(t), sendo t a posic¢ao do raio-soma dentro da projecao.



Figura 3.2. Representacdo do raio soma AB em um corpo de prova.

Onde o eixo formado por (s,t) estd na mesma orientacdo que (X, y), porém o mesmo
é girado em funcéo de 6. Conforme mostrado na Figura 3.2, o raio AB pode ser expresso

pela relacéo:

t =x-cosf+y-senb (3-6)

Nessa situa¢do, somente as coordenadas x e y que, para um determinado valor de 6,
satisfazem a equacdo 3-6 estardo sobre a linha AB, onde somente 0s pontos com essas
coordenadas irdo contribuir para a projecdo Ps(t) (KAK & SLANEY, 1987). Uma
maneira de acrescentar a equacdo 3-6 a transformada de Radon (3-5) sem alterar sua
caracteristica é igualar 3-6 a zero e, a partir dessa condig&o, usar a ferramenta matematica

delta de Kronecker (0), com a seguinte condicao:

1,seu=20
§(w) = {0, seu+0 3-7)
Dessa forma, usando a equacdo 3-6 com as condigdes de 3-7, temos que:
6(x-cosB+y-senf —t) =6(0) =1 (3-8)



Usando a relacdo 3-8 a transformada 3-5, obtemos a seguinte formulacéo para P(t):
Po(t) = [, f(x,y)ds = I [T u(xy) - 8(x-cosd +y-send —t)dxdy  (3-9)

Sendo 3-9 a transformada de Radon bidimensional para uma funcdo referente ao
coeficiente de atenuacdo u(x,y) (KAK & SLANEY, 1987). A fungéo Py(t) tem um valor
fixo para 6 e somente t como variavel, o que define uma projecao paralela, ou seja, aquela
tomada ao longo de um conjunto de raios paralelos.

Graficamente, essa transformada nos d&a um gréfico t em relagéo 6, no intervalo de
0° a 180°. A esse grafico d&-se o nome de sinograma (HERMAN, 2009), que é um dado
de grande utilidade usada antes da reconstrucdo da imagem tomografica, pois a partir do
mesmo é possivel avaliar e ajustar parametros fisicos e computacionais. A Figura 3.3
mostra o exemplo de uma funcdo do coeficiente de atenuacdo u(x,y) em coordenadas
retangulares em uma matriz, que representa a tela do detector (a) e os gréaficos de uma

projecdo em Py(t) coordenadas polares, representando o sinograma de cada fungéo u(x,y).
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Figura 3.3. Sinograma de uma funcdo Py(t)em (a) coordenadas retangulares de funcdes pi(x,y) e (b) em

coordenadas polares(d,t).

A Figura 3.4 mostra um sinograma real da tomografia de um girino de T. miliaris
em um estagio médio de desenvolvimento, realizada na linha SYRMEP e projetado pelo
programa SYRMEP Tomo Project (STP).



Figura 3.4. Sinograma da tomografia de um girino de T. miliaris, gerado pelo programa de STP.

Para a determinacdo de cada valor de u(x,y), tem-se que cada raio-soma AB é
resultado da integral dos coeficientes de atenuagdo ao longo de uma trajetoria retilinea
ds. Logo, é necessario o conhecimento da transformada inversa de Radon, para assim

ser determinado o coeficiente de atenuacao de cada projecao.

3.1.3. Teorema da Fatia de Fourier

Na secdo anterior, foi mostrado que um tomografo pode medir projecdes do
coeficiente de atenuacdo H(X,y), onde tais projecOes podem ser modeladas como a
transformada de Radon desse coeficiente. Contudo, tais coeficientes de atenuacdo soO
poderdo ser estabelecidos usando a transformada inversa de Radon, sendo esta uma
ferramenta importante para reconstru¢do de imagens tomograficas do interior de uma
amostra, a partir de um conjunto de medidas externas.

Um dos algoritmos usado para essa inversao é conhecido como Teorema da Fatia
de Fourier, também conhecido como Teorema da Faixa Central ou ainda Teorema da
Projecdo (MERSERAU, 1973; DUDGEON & MERSERAU, 1984). Este teorema baseia-
se na transformada de Fourier (FOURIER, 1822) bidimensional, representada pela
equacéo 3-10, a sequir.

Ff o)} =F(kyky) = [ 7 f(x,y)e 2ty ) dxdy (3-10)
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A forma polar das frequéncias espaciais da transformada de Fourier (kxe ky), possui

a seguinte configuragéo:

kel cosf
[ky] ¢ [SenH (3-11)

Logo:
k,=w-cosO
k, = w - senf (3-12)
Aplicando os valores de 3-12 em 3-10, obtemos:
F(w - cosh,w - senf) = f_oooo f_oooof(x, y)e~i2nw(x-cost+y-send) gy .y (3-13)
O valor de f(x,y), conforme definido anteriormente, significa a distribuicdo dos

coeficientes de atenuacéo da secdo transversal de um objeto. Para um caso particular onde

6 = 0, referente a transformada da projecéo inicial, podemos obter a seguinte expressao:

F(w,0) = f_oooo f_oooof(x, y)e TOX dxdy (3-14)
F(w,0) = f_oooo[f_oooof(x, y)dy|e 2mexdy (3-15)
F(w,0) = [© Py(x)e2™*dx = Sy(w) (3-16)

Logo, a forma geral do Teorema da Fatia de Fourier (ZHAO & HALLING, 1995)
toma a forma matematica apresentada por 3-17:

Se(w) = [* Pg(t)e™?m*dt = F(w, ) (3-17)

Este teorema apresenta a reconstrucdo de uma fatia Se(w), onde w € a frequéncia

espacial da transformada de Fourier, quando a mesma ¢ aplicada a uma projec¢éo paralela
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de uma imagem f(x,y), realizada em um determinado angulo 6, a partir de uma projegéo
ao longo de uma linha constante t, representada pela funcéo Ps(t).

Em suma, para determinacéo dos coeficientes de atenuacéo, se além de se transladar
0 corpo de prova, ele for girado em um passo angular 40 ao final de cada translacéo,
projecoes Pus(t) sdo formadas a fim de se reconstruir a informacéo original do corpo de

prova, como por exemplo as dimensdes do mesmo.

3.1.4.Reconstrucao de imagens tomograficas

Dentre as técnicas de reconstrucdo de imagens tomogréficas, a mais conhecida e
usada nos tomografos € o método de Retroprojecdo Filtrada (Filtered Backprojection —
FPB) (HERMAN, 2009; KAK & SLANEY, 1987). Essa técnica baseia-se no Teorema da
Fatia de Fourier, onde é utilizada a mudanca de coordenadas dos argumentos da
transformada inversa de Fourier em duas dimensdes que, baseado na equacgédo 3-10, tem
a configuracgéo a seguir:

FUYF(kuley)} = F, ) = [ 7 F(ky ky)e2 @ trky) gl dk,  (3-18)

Introduzindo as coordenadas polares e o desdobramento matemaético adequado, a

equacéo 3-18 toma a forma:

fxy)=
: ZIT F (,0)20 ) o il
h (3-19)
]E.TF (w;0)e 120 x.cosf+ sen) dwd9+TTF (w;0)e 1270(xcos0y-send) )4 0d @
00 z 0
= [[F (@:0) ™= 000 + | [ F (0,0 +7)e 1= 0
00 00

Em coordenadas polares, a transformada de Fourier obedece a propriedade que

F(w,0+n)=F(-w,0). Aplicando-a na equagéo 3-19, tem-se como resposta:
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f(x, y) = fon f_OOOOF((‘); 6)Iw|ei2nw(x-cost9+y-sen9)dwd9 (3-20)

Utilizando o Teorema da Fatia de Fourier (3-17) em 3-20, obtém-se:

Fay) = [ 7 JwlSe(w)et2meteosdysend g dg (3-21)

Onde a equacdo 3-21 é um dos principais métodos de reconstrucdo por
retroprojecédo filtrada. Normalmente, essa equacdo é dividida algebricamente em duas

integrais, mostradas a seguir.

Qe (t) — J‘_"OOO 59 (w) | W |e i2nw(x-cos€+y-sen9)dw (3_22)

fG.y) = [} Qa(w)(x - cosd +y - send)do (3-23)

As equactes 3-22 e 3-23 aparecem apoés dividirmos 3-21 em duas integrais. Nesse
caso, a expressdo 3-22 ¢ a transformada inversa de Fourier do produto Se(w)|w|. Essa
multiplicacdo representa a filtragem da projecdo Ps(t), cuja transformada é Se(w), pela
funcéo ||, onde denomina-se a fungdo Qg(t) como uma projecéo filtrada. A equacéo 3-
22 representa a operacdo de retroprojecdo das projeces filtradas Qg(t). O valor de uma
coordenada (x;y) da imagem original é dado pela integral dos valores que
Qo(w)(x-cosf+y-senB) pode assumir, para @ variando de 0 a 6. A diferenca causada em
uma fatia reconstruida devido ao nimero de projec6es pode ser visualizada na Figura 3.5,

que é um exemplo de uma fatia tomografica de um espécime de T. miliaris no estagio 40.
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Figura 3.5. Reconstrucdo pelo método de retroprojecéo filtrada: amostra girada em 180° com diferentes

nameros de retroprojecoes.

O termo |w| surgiu devido a mudanca do sistema de coordenadas (retangulares para
polares) aplicada durante o desdobramento matematico da transformada de Fourier. Este
termo, conhecido como Jacobiano, é um operador matematico que funciona como um
filtro rampa para as imagens tomograficas, enfatizando altas frequéncias presentes nas
projecdes adquiridas no sistema tomografico.

Em geral, quatro filtros destacam-se por seu uso na tomografia computadorizada e
que podem ser acoplados a |w| para suavizacdo do efeito altas frequéncias (PRABHAT
et al., 2012). A Tabela 3.1 mostra esses principais filtros e sua respectiva resposta em

frequéncia.

Tabela 3.1. Principais filtros matematicos aplicados nos algoritmos de retroprojecdo filtrada.

Filtro Resposta em frequéncia— (&)
Ram-Lak |€|rect(é - d)
Shepp-Logan |é|sen c(& - d)rect(é - d)
Cosseno Passa Baixa |é|lcos(& - d)rect(é - d)
|€|[a + (1 — a)cos2m(é - d)]rect(é-d),0 < a

Generalizado de Hamming <1

Sendo w(&) uma funcdo de limitacdo de banda escolhida para dar uma resposta
moderada da alta frequéncia, alcangando o melhor resultado entre a largura de banda do
filtro e a supressao de ruido (KAK & SLANEY, 1987). Para este trabalho, foi utilizado o

filtro Shepp-Logan, sendo o default nos programas de reconstrucdo utilizados. A Figura
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3.6 mostra os efeitos da aplicacdo de um filtro matematico (Shepp-Logan) em uma fatia

tomogréfica, usando também um espécime de T. miliaris no estagio 40.

A

Figura 3.6. Reconstrucdo de uma fatia tomogréfica (A) sem filtro e (B) com filtro Shepp-Logan.

3.2. Contraste de fase

As primeiras imagens de contraste de fase em materiais de baixa densidade foram
observadas em experimentos de microdifracdo com lentes de Bragg-Fresnel (SNIGIREV
et al., 1995). Atualmente, a técnica de contraste de fase vem sendo largamente utilizada
no meio cientifico, pois é uma técnica associada a radiografia e microscopia e que realca
0 contraste em tecidos moles, especificamente nas bordas, mostrando detalhes que néo
poderiam ser vistos pela técnica de contraste por absorcdo (MOMOSE et al., 1996).

O contraste de fase permite que a informacdo da fase seja extraida do feixe que
passa através do objeto de interesse, e com essa mudanca de fase do feixe, informacdes
importantes sobre o objeto estudado podem ser obtidas, como as regides limitrofes entre
diferentes tecidos, no caso de amostras biologicas. No entanto, a realizacdo e
interpretacdo do contraste de fase é menos direta do que para o contraste de absorc¢éo.

Nos altimos anos, muitos esforgcos tém sido feitos nos métodos de imagem de fase
na regido de raios X e diferentes técnicas de contraste de fase de raios X foram
desenvolvidas. Entre essas técnicas, sdo utilizadas, principalmente, a interferometria por
cristais ou por grades (MOMOSE et al., 2003; WEITKAMP et al., 2004) e a holografia,
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também conhecida como contraste de fase em linha (in-line) ou por propagacéo
(WILKINS et al., 1996; CLOETEN et al., 1996; NUGENT et al., 1996). Para este
trabalho, foi utilizado o contraste de fase por propagacdo, sendo esse um dos modelos

mais simples, pois depende apenas da distancia detector-amostra.

3.2.1.Contraste de fase por propagacao

A microCT por imagem baseada em propagacao € um dos nomes mais comuns para
esta técnica, que também é conhecida por holografia em linha, imagem de refracdo
aprimorada ou radiografia de contraste de fase. Consiste em uma disposi¢édo em linha de
uma fonte de raios X, a amostra e um detector, ndo sendo necessarios outros elementos
opticos.

Diferente dos sistemas convencionais de imagem por absor¢do, na imagem por
propagacdo o detector ndo é colocado imediatamente apds a amostra, e sim a uma
determinada distancia. Logo, quando a radiacao encontra a superficie e estruturas internas
de uma amostra, ha um desvio aparente na propagacéao retilinea desses feixes, que ocorre
devido a refracdo da radiacdo. Posteriormente, o interposicionamento dos raios desviados
causaré forte interferéncia a uma certa distancia, o que nesse caso chamamos de contraste
de fase (SNIGIREV et al., 1995).

Dado o alto grau de coeréncia espacial e temporal disponivel na radiacao sincrotron,
0s padrdes de interferéncia ou franjas de Fresnel podem ser observados a alguns
centimetros distancia da amostra (SNIGIREV et al., 1995). A utilizacdo desta técnica
permite aumentar o contraste observado nas imagens de absorcao ou separar inteiramente
0s componentes de fase (recuperacdo de fase) e atenuacdo, principalmente nas bordas de
cada regido. Este método é particularmente Util quando se investigam amostras bioldgicas
ou mesmo compositos feitos a partir de materiais semelhantes (MOMOSE et al., 1996).

Uma vez causada a interferéncia na fase da radiagdo, a estrutura interna do objeto
pode ser mapeada como uma distribui¢do do indice de refragdo para raios X (MOMOSE
et al., 1996). O indice de refracdo n de qualquer material para raios X pode ser escrito
como (3-24):

n=1-8§+ip (3-24)
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Onde o é a parte real do indice de refracdo, que € reconstruida na tomografia por
contraste de fase e é diretamente proporcional a densidade eletrénica (pe) do meio
(JENSEN et al., 2011), pela seguinte relacdo (3-25) (VAN DER VEEN & PFEIFFER,
2004):

AZT'O

6 = pe (3-25)

2T

Sendo 4 0 comprimento de onda dos raios X ¢, ro, € 0 raio classico do elétron, com
valor aproximado de 2,818x107* m.

O coeficiente f esta associado ao coeficiente de atenuacdo do meio (M), sendo
representado por (3-26) (VAN DER VEEN & PFEIFFER, 2004):

g = ﬁ 1 (3-26)

A parte real ¢ do indice de refracdo, embora pequena, € maior do que a parte
imaginéria £ (responsavel pela absor¢do), para energias de até 1 keV, dependendo do
material. Para elementos leves (Z < 10) particularmente, & excede B por um fator de pelo
menos 50 para energias de fétons de até 8 keV (MOMOSE & FUKUDA, 1995).

De um modo geral, o contraste e a largura das franjas de interferéncia aumentam
com o aumento da distancia entre a amostra e o detector. Portanto, a imagem por contraste
de fase permite 0 mapeamento das mudangas no indice de refracdo, onde as interfaces
entre materiais com diferentes densidades correspondem a descontinuidades no indice de
refracdo (PAGANIN et al, 2002). A Figura 3.7 mostra o principio da formacdo de

imagens em radiografias por contraste de fase por propagacéo.
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Figura 3.7. (a) analogia as cristas de ondas, mostrando sua geometria antes e depois de passar pela
amostra, de intensidade constante linc. Frentes de onda localmente curvadas e atenuadas saem do objeto
em z =0 com intensidade I, = 0. (b) representa¢cdo da amplitude da onda ao longo da linha tracejada em
(a). A atenuacéo induzida pelo objeto é indicada por uma queda de amplitude em z = 0. (HOFMANN et

al., 2016).

3.3. Recuperacéo de fase

A utilizacdo de algoritmos de recuperacdo de fase (Phase Retrieval — PhRt) € um
passo posterior a realizacdo das medidas por contraste de fase, onde a distribui¢do de
fases serd medida (ou recuperada) a partir de um conjunto de imagens, de maneira a
corrigir a perda de informacdes ocorrida devido ao contraste de fase, também conhecido
como Problema de Fase.

Atualmente, um dos algoritmos de recuperacao de fase mais utilizados € conhecido
como algoritmo de transporte de intensidade (transport of intensity — TIE) (PAGANIN
et al., 2002). Este codigo possui diferencial quando comparado a outros algoritmos de
recuperacdo de fase como, por exemplo, a fungédo de transferéncia de contraste e o
transporte de intensidade para fracas absor¢des (LANGER et al., 2008), principalmente
quando aplicado a amostras biolégicas (BARTY et al., 1998). Isso ocorre por ser um

coédigo que transmite informagOes sobre interferéncias de fase muito baixas até altas
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interferéncias, havendo limitacbes apenas para imagens excessivamente ruidosas
(BELEGGIA et al., 2004).

Em microCT, o algoritmo TIE usa dados com contraste de fase por propagacéo,
permitindo a recuperacdo da fase de uma onda eletromagnética a partir de uma unica
imagem de contraste de fase, podendo adquirir distribui¢fes de fase de amostragem com
alta velocidade e precisdo, oferecendo outras perspectivas para observaces e
quantificacbes (MENG et al, 2017).

A equacdo de TIE, considerando uma fonte pontual com uma energia, tem a
seguinte forma:

211) 0I(ry,z) (3_27)

v, - (I(rJ_:Z)VJ_QD(rJ.'Z)) == (7 0z

Onde o vetor r. € perpendicular ao plano z e, Vi, é o operador gradiente
perpendicular ao plano no qual r_ esta contido. As fungdes I(r.,z) e ¢(r.,z) representam,
respectivamente, a intensidade, que obedece a lei de Beer-Lambert (Eq. 3-1), e a fase do
feixe, sendo A seu comprimento de onda.

As equagOes 3-28 e 3-29 mostram a lei de Beer-Lambert adaptada para a

reconstrucdo de fase e a funcao de fase do feixe, respectivamente.
I(r,z=0)=1, e 0 (3-28)

p(ri,z =0) = —=6T(r,) (3-29)

Sendo T(r) a espessura da projecao da amostra, no plano sobre o qual a imagem é
obtida e, H, seu coeficiente de atenuacéo.

Aplicando as equacGes 3-28 e 3-29 em 3-27, temos:

1) =~ (2)m {:P-l Iu At =)/ Il} (3-30)

Ry68|ky |2/ (M+p)

O valor de M se da fungdo da distancia entre a fonte e a amostra (R1) e a distancia

amostra-detector (R2), de maneira que M = % F -1 é a transformada inversa de Fourier
2

e, F, atransformada de Fourier em relacéo a ronde k. é sua correspondente coordenada

de Fourier.
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A equacdo 3-30 € a solucéo para a equacéo de transporte de intensidade (3-27), para
uma amostra homogénea, usando uma unica imagem formada fora do foco.

Para materiais quasi-homogéneos com baixo nimero atdmico e que causam
pequena variacdo na fase na onda de radiacdo, utilizamos o algoritmo n&o-interativo de
recuperacdo de fase baseado na aproximacao de Born (GUREYEV et al., 2004), aplicado
atomografia (CHEN et al., 2011). Neste caso, as partes real (6) e imaginéria (p) do indice

de refracdo sdo proporcionais, obedecendo a relagdo a seguir:
6(x,vy,z) =¢B(x,y,2) (3-31)

Sendo ¢ uma constante de proporcionalidade. Os valores de ¢ e £ definem as fungdes
de fase da amostra (¢e(x,y)) e de absorcdo (ys(X,y)), respectivamente, definidos pelas
relacBes 3-32 e 3-33 (CHEN, et al. 2011):

Po(x,y) =k [6(x,y,2)dz (3-32)

vo(x,y) =k [ B(x,y,2)dz (3-33)

Onde k = 2z / 1, e A 0 comprimento de onda.

De acordo com a aproximacéo de Born para a recuperacédo de fase para tomografia
baseada na propagacdo, a distribuicdo de intensidade lg. pode ser aproximada como
mostrada em 3-34 (GUREYEYV et al., 2004):

Fl(To2/1o. = 1)/2](§,n) = vocosy + pgseny (3-34)

Sendo (&, n) as frequéncias espaciais de Fourier, que correspondem ao ponto (x,y)
no espaco e, z, a distancia detector-amostra. O argumento das funcgdes trigonométricas
(x) equivalem a y = mAz(&* + n?).

Inserindo a equacdo 3-31 em 3-34, obtém-se a fungdo de fase para amostra para

cada projecao:

bo(x,y) = 7 {Flazl o) (335

e 1cosy+seny
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A equacgdo 3-35 recupera as informacdes de fase da onda, usando radiografias

obtidas pela técnica de contraste de fase por propagagao.

3.4. Radiacéo Sincrotron

3.4.1. Historico

A radiacdo, ou luz, sincrotron é a radiacdo eletromagnética emitida quando
particulas carregadas aceleradas com velocidades proximas a da luz tém sua trajetoria
desviada devido a acdo de campos magnéticos de alta intensidade. Esta radiacdo abrange
ampla faixa do espectro eletromagnético da luz, indo desde a radiacéo infravermelha até
a faixa energética dos raios X (WIEDEMANN, 2003).

Em 1944, a emissdo desse tipo de radiagdo havia sido prevista matematicamente
pelo ucraniano Dmitri lwanenko e pelo russo Isaak Pomeranchuk, e ja em 1947, em um
dos laboratérios de pesquisa da General Electric, ocorreu a primeira observacao da luz
sincrotron, eminente de elétrons acelerados até 99,997% da velocidade da luz
(BALDWIN & KERST, 1975).

O nome sincrotron se da pela forma em que o campo magnético produzido por
eletroimas pode ser variado no tempo, agindo de maneira organizada sobre as particulas
carregadas que viajam em aceleradores desse tipo. Desta acdo sincronizada vem o nome
acelerador sincrotron (BALDWIN & KERST, 1975).

3.4.2.Producéo

Quando uma particula carregada sai do seu referencial inercial, esta adquire um
campo magnético, além do campo elétrico que ja possui. Se essa mesma particula viaja
em uma trajetdria curvilinea ou tem seu percurso alterado pelo meio externo, esta emitira
radiacao eletromagnética, conhecida como radiacdo de freamento ou Bremsstrahlung. Ao
atingir velocidades proximas a da luz, ou seja, relativisticas, esta radiagao é emitida como
um estreito cone tangente ao longo percurso da particula. Logo, da-se o nome de radiagédo

(ou luz) sincrotron aquela gerada quando elétrons relativisticos sdo acelerados e mudam
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de direcdo devido a acdo de um intenso campo magnetico (ATTWOOD, 1999;
MARGARITONDO, 1988).

Em instala¢Ges sincrotron, os elétrons livres sdo produzidos por aquecimento de um
catodo (efeito termoibnico), formando o chamado “canhdo de elétrons”, que é operado a
uma determinada frequéncia. Para instalacbes dessa natureza, estes elétrons sdo
energizados inicialmente em um acelerador linear (linear accelerator — LINAC), sendo
entdo injetados em um segundo acelerador de elétrons, um sincrotron injetor, conhecido
como booster, onde continua sendo energizado até chegar ao ponto antes de ser injetado
para a producéo de radiacdo. Nas geracOes atuais de instalacdes sincrotron, os elétrons
sdo transferidos para um segundo anel, chamado "anel de armazenamento”, onde a
energia dos elétrons € mantida constante.

Os elétrons sdo impulsionados por estacbes de radiofrequéncia no anel de
armazenamento, de maneira a reabastecer a energia perdida durante o trajeto. Durante
todo o circuito, 0s mesmos passam por uma sequéncia de dipolos magnéticos, também
chamados imés de dobra, usados para definir a Orbita fechada das particulas. Outros
componentes importantes sdo 0s iméas quadrupolos e sextupolos, que sdo adequadamente
combinados para proporcionar o foco que mantém pequenas as dimensdes transversais
do feixe de elétrons. Estdo também presentes se¢des retas, com elementos para a injecao
dos elétrons de um acelerador para o outro.

Na Figura 3.7 é mostrado um esquema simplificado de uma fonte de luz sincrotron,
desde o canhao de elétrons até a sala de processamento computacional, onde se localizam
os usuarios do feixe, passando pela sala de entrada do feixe na linha e cabine 6tica. Nesta
sala estdo localizados os componentes 6ticos que resultam no endurecimento do feixe,
como cristais e componentes monocromadores, e a estacdo experimental, onde a amostra
é colocada entre o feixe e o correspondente sistema de deteccdo, enviando dados para a

estacao de processamento computacional.
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Figura 3.8. Esquema simplificado de uma fonte de luz sincroton: (1) canhdo de elétrons, (2) LINAC, (3)
booster, (4) anel de armazenamento, (5) entrada do feixe na linha de luz/cabine 6tica, (6) estacdo
experimental e (7) sala de processamento computacional. (Fonte: Servier?, adaptada)

3.5. Programa Avizo

A visualizacdo das imagens tomograficas, bem como a segmentacdo inicial do
volume de interesse, onde foi retirada parte dos ruidos ao redor da amostra escaneada, foi
realizada no programa Avizo 8. Esse programa é um sistema de visualizagdo, analise e
modelagem de dados 3D, que permite a analise de conjuntos de dados de varias areas,
incluindo: visualizacdo cientifica, fisica, quimica, astrofisica, arqueologia e outros
(AVIZO0, 2016). Na Figura 3.8, € mostrada a area de trabalho do Avizo 8, onde foi criada

uma renderizacdo 3D da microtomografia de uma amostra de T. miliaris.

!Disponivel em:
<http://blog.servier.com.br/wp-content/uploads/2016/07/Diagram-Synchrotron.jpg>.
Acesso em Novembro, 2018.
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Figura 3.9. Area de trabalho do Avizo 8, mostrando o volume 3D de um espécime de T. miliaris.

Essencialmente, a técnica de segmentacdo de imagens, consiste em subdividir um
volume em suas partes ou objetos constituintes, definindo regides de interesse nos dados
tomogréficos, possibilitando andlises qualitativas e quantitativas das imagens 3D.

Uma segmentacdo € o pré-requisito para geracdo de modelos de superficie ou
quantificacbes volumétricas precisas, como medi¢cdo de volume. O processo de
segmentacdo pode ser automatico, semi-automatico ou interativo, dependendo das
imagens de entrada e dos resultados desejados. No Avizo, a segmentacdo é feita
selecionando primeiro voxels e atribuindo esses voxels a um material especifico, de
acordo com cada regido de interesse.

A segmentacdo grafica, para amostras bioldgicas, funciona como uma dissec¢do
virtual do espécime, possibilitando a visualizacdo e morfometria da amostra, sem a
necessidade de destrui-la, sendo uma etapa complementar a aquisicdo dos dados
tomograficos.

Neste trabalho, a segmentacéo virtual foi utilizada para a quantificacdo volumétrica
de tecidos biologicos, em amostras de diferentes estagios do girino T. miliaris. Na Figura

3.10, temos a aba de segmentacéo, na area de trabalho do Avizo 8.
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Figura 3.10. Aba de segmentacdo no Avizo 8.

Na figura acima, vemos uma regido marcada na cor rosa, em cada um dos planos
mostrados pelo Avizo. Essa regido € o tecido nervoso central ja segmentado na amostra,

sendo possivel observar sua renderizacdo no primeiro quadro.

3.6. Thoropa miliaris

Na classe dos anfibios, podem ser encontradas numerosas propriedades anatbmicas
que possibilitam aos adultos das espécies (bem como as larvas) viverem em ambientes
aparentemente hostis, parecendo inclusive impréprio para ser habitado por qualquer
animal de porte maior (BARTH, 1956). O género Thoropa (COPE, 1865) divide-se em
cinco espécies, onde quatro espécies vivem em ambientes florestais (BOKERMANN,
1965) e uma em campos altitudinais (CARAMASCHI & SAZIMA, 1984).

Nesse trabalho € estudada a espécie Thoropa miliaris (Classe: Amphibia, Ordem:
Anura, Familia: Cycloramphidae, Género: Thoropa, Espécie: T. miliaris), catalogada por
SPIX em 1824, que é um leptodactilideo endémico da Mata Atléantica brasileira, sendo
caracterizado, principalmente, pelo fato de adultos e girinos ocuparem, reproduzirem e se
desenvolverem em afloramentos rochosos com baixa umidade (FEIO et al., 2006).

A Figura 3.11 mostra exemplares em diferentes estagios, desde seus ovos em
superficies imidas até a fase adulta.
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Figura 3.11. Diferentes estagios de desenvolvimento de T. miliaris: (A) ovos em rochas imidas em

Mangaratiba (RJ), (B) estagio pds-eclosdo do ovo visto por microscépio 6tico, (C) estagio pos-

metamorfose e (D) espécimes adultos da colecdo do Laboratdrio de Herpetologia da UFRRJ.

A espécie T. miliaris apresenta distribuicdo na regido sul e sudeste brasileiras
(GIARETTA & FACURE, 2004), sendo também encontrada em diferentes areas da
regido nordeste, assim como no sul da Bahia (FROST, 2019), habitando rochas ao nivel
do mar até serras interiores com altitudes de até 1500 m (FEIO et al., 2006). Durante seu
desenvolvimento, esses animais vivem em rochas em posi¢des inclinadas ou quase
verticais, com a condicdo de que haja fluxo continuo de fina camada de agua, com
somente alguns milimetros de altura (BARTH, 1956).

A movimentacdo dos girinos em rochas ocorre em funcéo do grande aparelho bucal

que possuem, atuando como uma larga ventosa e possibilita esses animais a se fixarem
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nos substratos, contando também com a ajuda de ganchos bucais formados por queratina,
denominados bicos cdrneos, situados sobre as dobras dos labios (BARTH, 1956).

Anélogo a outras espécies anfibias, os girinos dessa espécie acumulam cristais de
carbonato de calcio em suas glandulas linfaticas. Essas estruturas sdo conhecidas como
depdsitos de calcio endolinfaticos (endolymphatic calcium deposits — ECD)
(DEMPSTER, 1930; TOWNSEND et al., 1985). Tais depdsitos sdo acelulares, tornando-
se tecido 6sseo celular ap6s a metamorfose do girino, quando o mesmo inicia sua fase
adulta, formando o esqueleto do mesmo.

Em particular, as diferencas morfologicas e anatdmicas apresentadas por esse anuro
em algumas populagdes favorecem hipéteses da T. miliaris ser caracterizada como um
grupo de espécies, e ndo somente como Unica (MAXSON & HEYER, 1982 e COCROFT
& HEYER, 1988).

A classificacdo de anfibios, desde a fertilizacdo do ovo até a fase adulta, passando
pelo periodo de metamorfose, € dada na forma de estagios, no qual cada estagio apresenta
uma ou mais modificacdes anatdbmicas no animal, até atingir a fase adulta. Tais estagios
sdo descritos pela tabela proposta por Gosner (1960), tomando como base um anfibio da
espéecie Buffo valliceps, e sdo classificados do estagio 1 (fertilizacdo do ovo) ao 46

(metamorfose completa), quando o animal passa a ser considerado adulto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracteristicas das linhas de luz sincrotron

Os espécimes de T. miliaris utilizados neste trabalho foram escaneados
primeiramente no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (Campinas — Sdo Paulo), com
0 objetivo de estabelecer o protocolo de imageamento. Em um projeto posterior, novas
medidas de microtomografia foram realizadas, desta vez usando a linha de tomografia do

sincrotron Elettra (Trieste — Italia).

4.1.1. Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLYS)

Os girinos foram inicialmente escaneados na fonte de radiagdo sincrotron UVX do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas — SP, na linha de luz de
microtomografia por raios X (IMX), dentro do projeto IMX-20160615, sob coordenacéo
do Prof. Dr. Marcos Vinicius Colago Gongalves.

A radiacgdo que chega a linha IMX é oriunda do dipolo magnético DO6B do anel de
armazenamento da fonte, com campo magnético de 1,67 T, raio de curvatura de 2,736 m
e com tamanho de fonte de raio X efetivo na entrada da linha de luz de 391 um x 97 um
(horizontal x vertical), e divergéncia do feixe de 808 prad x 26 prad.

Esta linha pode operar com feixes monocromaticos ou policromaticos (também
conhecido por feixe branco). Neste trabalho o feixe policromatico foi escolhido por
reduzir o tempo de aquisicdo de cada tomografia, sendo assim 0s cristais
monocromadores foram retirados do caminho do feixe. O espectro de energia do feixe
branco nessa linha varia de 4 a 25 keV e a associacao de filtros fisicos faz com que a
energia média dos raios X fique em torno de 8 keV (também conhecido como pink beam)
e gerando, para uma corrente de 100 mA, um fluxo de fétons chegando na amostra de
aproximadamente 10*f6tons/mmz.s.

As tecnicas de absorcdo ou de contraste de fase sdo determinadas por um sistema
de deteccéo indireto comercial utilizado na linha IMX, em que a posi¢éo do detector pode

ser ajustada ao longo do percurso do feixe.
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O sistema de deteccdo de imagem consiste num cintilador LUAG: Ce de espessura
50 um e uma camara de dispositivo de carga acoplada (CCD), modelo PC0O2000, com
tamanho de pixel de 7,4 um e com matriz de 2048 x 2048 pixels2. Um conjunto de lentes
(microscdpio Optique Peter) amplia a imagem exibida no cintilador antes de ser adquirido
pelo dispositivo de acoplamento carregado (PAGANIN et al., 2002), proporcionando
aumento significativo na regido de interesse na amostra. A Figura 4.1 mostra a disposi¢éo
do feixe, amostra e detector na linha IMX.

N

-

Figura 4.1. Disposi¢do da linha IMX do LNLS.
Apos a aquisicdo das projecdes, as imagens sdo reconstruidas no algoritmo

computacional PyRAFT (MIQUELES et al., 2014a e 2014b), desenvolvido pela equipe
da linha IMX.
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4.1.2.Sincrotron Elettra

No segundo projeto, os girinos de T. miliaris foram escaneados no sincrotron
Elettra, localizado em Trieste, na Italia, na linha de microtomografia SYRMEP
(Synchrotron Radiation for Medical Physics), com projeto de nimero 20165311, sob
coordenacdo da Prof®. Dr2. Regina Cély Rodrigues Barroso.

A linha de luz SYRMEP foi desenvolvida e vem sendo aprimorada desde 1997,
onde é utilizada para diversas aplicacdes biomédicas, com feixes monocromaticos e
policromaticos (branco). Neste contexto, o objetivo principal desenvolvido pela equipe
de pesquisa dessa linha considera o uso de raios X de luz sincrotron para mamografia
clinica, com a iniciativa de melhorar a qualidade da imagem radiogréfica otimizando o
uso de técnicas de imagem e sistemas de deteccdo. Além da imagem convencional por
absorcédo, tomografias com técnicas sensiveis a fase, como o contraste por propagacao,
também sdo bastante utilizadas em imagens biomédicas nesta linha (TROMBA et al.,
2010).

Analogamente a medida na linha IMX, feixes policromaticos também foram
utilizados para aquisicdo das tomograficas. Para esta configuracédo, o feixe de saida do
anel é restringido antes do monocromador, em uma estacdo dedicada, como mostra a
Figura 4.2. Para otimizar os desempenhos da configuragdo do microCT para
experimentos de alta resolucdo, foi utilizado um sistema de camera CCD com lente

acoplada, que possibilitou atingir a resolucdo de 2,2 um para cada amostra.
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Figura 4.2. Disposicdo da linha SYRMEP do ELETTRA.

A radiacdo sincrotron na linha SYRMEP € produzida a partir de dipolos magnéticos
que fornecem um feixe de raios X paralelo, com sec¢do laminar de dimensdes maximas de
100 mm x6 mm (horizontal xvertical) a uma distancia de aproximadamente 13 m, com
divergéncia do feixe de 7 mrad. O fluxo de fotons medido na linha é de 1,6x108
fotons/mm?.s, para uma corrente elétrica de 300 mA, quando o Elettra esta operando com
2 GeV de energia, e a faixa de energia dessa linha varia entre 8,5 keV e 35 keV
(TROMBA et al., 2010).

Uma tela cintiladora de LusAls012:Ce (Critur, Republica Tcheca) de 25 pum de
espessura foi acoplada a uma camera CCD de 16 bits refrigerada a vacuo (KAI 4022M),
com matriz de 2048 x 2048 pixel?, tamanho minimo de pixel de 2 x 2 um? e campo de
visdo de 4 x 4 mm?.

As fatias tomogréficas foram reconstruidas usando o algoritmo de retroprojecéao
filtrada, com filtro matematico Shepp-Logan, usando o programa SYRMEP Tomo Project
(STP) desenvolvido pela equipe da linha SYRMEP (MONTANARI, 2003; BRUN,
2017), que usa atualmente linguagem computacional Python. Neste programa é possivel

utilizar a abordagem de recuperacdo de fase, com base no algoritmo TIE (PAGANIN et

31



al., 2002), nas projecOes antes da reconstrucdo tomografica propriamente dita. Neste
programa, também, é possivel alterar parametros fisicos e computacionais, como o ajuste

do centro de rotagdo da amostra e intervalo de fatias a serem reconstruidas.

4.2. Preparacgéo das amostras

As amostras foram coletadas em Mangaratiba (RJ) e armazenadas no Laboratorio
de Herpetologia do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todos os girinos foram eutanasiados usando
metanossulfonato de tricaina (MS222, 200 a 300 mg/L), em solucdo aquosa, por imersao
prolongada durante 10 minutos, em seguida fixados e armazenados em formalina 5%.

Antes das medicdes, o excesso de formalina foi removido por lavagem das amostras
em &gua destilada durante 10 minutos, em seguida cada amostra foi banhada em solugdes
de etanol graduadas a 20%, 50%, 70% e 100%, durante 10 minutos cada, com o objetivo
de manter o volume e a forma de cada tecido, causando uma desidratacdo gradual nas
amostras. Ap0s esse processo, as amostras foram acondicionadas em pontas de pipetas de
polipropileno (com a ponta selada termicamente), imersas em etanol e sob leve presséo
de um émbolo, como mostra 0 esquema na Figura 4.3. As imagens reais do porta-amostra

sdo mostradas na Figura 4.4.

\ 4

Embolo

=

Amostra

\ 4

v

Etanol 100%

Figura 4.3. Esquema representativo do porta-amostra.
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Figura 4.4. Imagens reais do porta-amostras: (A) com émbolo e (B) sem é&mbolo.

O feixe de raio X, ao atingir o etanol, pode provocar a evaporagdo em pontos
especificos, com isso, haveria a formacéo de bolhas dentro da amostra, gerando artefatos
de movimento na aquisi¢do tomografica. A pressao exercida pelo @mbolo visa aumentar

0 ponto de ebulicdo do etanol, anulando o efeito de formacéao de bolhas na amostra.

4.3. Aquisicéo de dados

Inicialmente, a implementacdo de um protocolo de escaneamento foi necessaria,
sendo realizada na linha IMX. Para tal, foram utilizadas vinte amostras de girinos da
espécie T. miliaris, entre os estagios de desenvolvimento 24 e 46, selecionados conforme
tabelas de referéncia de alteracdes anatdmicas entre estados larvais e adultos de anfibios
(GOSNER, 1960; MCDIARMID et al., 1999).
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As amostras foram escaneadas no regime de contraste de fase por propagacdo, uma
vez que a estrutura dos anuros nos estagios estudados € composta basicamente por tecidos
moles, ou seja, tecidos similares e com baixa absorcédo de raios X, tornando necessario a
utilizacdo dessa técnica devido ao realce alcancado nas bordas das estruturas (MOMOSE
etal., 1996). A Tabela 4.1 mostra os parametros utilizados para a aquisi¢do dos dados na
linha IMX.

Tabela 4.1. Parametros fisicos e computacionais utilizados na aquisigdo de dados e reconstrucdo

tomogréafica na linha IMX.

Parametros Valores
Distancia detector-amostra 10,0 cm
Energia média 8,0 keV

Varredura anqular Estagios 27 - 42: 180°
: Estagios 43 - 46: 360°
180°: 1000 projecoes

Numero de projecdes 360°: 2000 projecoes

Tempo de exposicédo 600 ms
Tamanho do pixel 4,11 pm
Reconstrucéo Retroprojecéo filtrada
Filtro matematico Shepp-Logan

Em um primeiro teste, utilizou-se uma amostra no estagio 44, seca naturalmente,
para aquisicao das primeiras imagens tomograficas, entretanto a desidratacdo natural ndo
manteve preservadas as estruturas internas e externas, tornando impossivel a identificacao
e analise morfométrica dos componentes estruturais da amostra. Outro método de
secagem/desidratacdo de tecidos foi utilizado, onde uma amostra no estagio 35 foi
colocada por 1 minuto em solucdo de hexametildisilazano (HMDS) e depois seca por
exaustdo. Apesar do método HMDS apresentar, geralmente, resultados melhores que
outras técnicas de secagem, como Ponto Critico e Peldri Il (BRAY & KOEGLER, 1993),
esse método acarretou danos semelhantes a secagem natural da amostra, sendo necessaria
a aquisicdo em meio liquido.

O meio liquido usado foi definido com base nos resultados apresentados pelo
programa XMuDat, que é um algoritmo computacional que simula curvas de absorcao de
fotons com base nos coeficientes de atenuacdo de massa e de absorcdo para 290
elementos, compostos e misturas (NOWOTNY, 1998). Geradas as curvas de absor¢éo, o

etanol apresentou menor atenuagdo quando comparado a agua e formalina 5% (substancia
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fixadora da amostra). Logo, todas as amostras foram escaneadas imersas em etanol. A
Figura 4.5 mostra as curvas geradas pelo programa.

XMuDat Photon Attenuation
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photon energy, keV

Figura 4.5. Curvas dos coeficientes de atenuacdo de massa para o etanol, 4gua e formalina 5%, pelo
programa XMuDat.

Pesquisas anteriores ja haviam mostrado o etanol como agente de melhor contraste
em tecidos bioldgicos do que a gua, além de alcoois possuirem a vantagem de manter
menos bolhas, devido a menor tensdo superficial. Bolhas no tubo com o espécime podem
expandir e causar movimentos durante a varredura, causando danos irreparaveis
(borramento) na reconstru¢do (METSCHER, 2009).

Apds estabelecido o arranjo experimental para imageamento e o porta-amostra ideal
na linha IMX, novas amostras foram coletadas no mesmo local inicial (Mangaratiba —
RJ), entre os estagios 24 — 46, seguindo 0 mesmo processo de preparacao, e foram levadas

para linha SYRMEP. Os dados tomograficos utilizados nessa linha para essas amostras
sdo descritos na Tabela 4.2.

35



Tabela 4.2. Parametros fisicos e computacionais utilizados na aquisi¢do de dados e reconstrucao
tomografica na linha SYRMEP.

Parametros Valores
Distancia detector-amostra 10,0 cm
Energia média 25,0 keV

Anaulo Estagios 24 - 42: 180°
g Estagios 43 - 46: 360°
180°: 900 projecdes

Numero de projecdes 360°: 1800 projecoes

Tempo de exposicao 100 ms
Tamanho do pixel 2,2 um

Filtros fisicos 0,025 mm Mo
Recuperacéo de fase TIE

d/B 200
Reconstrucéo Retroprojecéo filtrada
Filtro matematico Shepp-Logan

Devido a alta energia e coeréncia espacial da linha SYRMEP, o efeito do contraste
de fase foi consideravelmente maior nessa linha, sendo necesséaria a utilizagdo do
algoritmo de recuperacdo de fase. Realizado 0 escaneamento e a reconstrucéo das fatias,

foi feita a dissecc¢do virtual dos girinos no programa Avizo 8.

36



5. RESULTADOS

5.1. Linha IMX (LNLYS)

A Figura 5.1 mostra a imagem microtomogréafica 3D de uma amostra no estagio 44,
onde a terceira imagem da sequéncia é uma fatia longitudinal da mesma. Observa-se nessa
figura a formag&o Gssea da coluna vertebral presente na amostra, sendo uma caracteristica
desse estagio. Mesmo com a aplicacdo da técnica de contraste de fase, ndo foi possivel a
visualizacdo dos demais Orgdos e tecidos que este animal possui devido a severa
desidratacdo causada pela secagem natural. A visualizacdo da estrutura 0ssea destaca-se
devido ao seu maior coeficiente de atenuagdo, quando comparada aos demais tecidos

moles.

~ Coluna
Vertebral

Figura 5.1. Amostra de T. miliaris no estagio 44 com secagem natural a temperatura ambiente.

Né&o havendo resultados consideraveis com a amostra seca naturalmente e com a
secagem por HMDS, foram iniciadas medidas com as amostras imersas em meio liquido,
no caso, etanol puro.

Para o processamento gréafico inicial e segmentacdo, a fim de verificar o protocolo
de escaneamento, foi selecionada uma amostra no estagio evolutivo 28. Esse estagio foi
adotado como referencial por possuir boa visualizacdo de tecidos, onde as imagens a
seguir mostram a morfologia dessa amostra. A Figura 5.2 mostra a renderizagédo
tridimensional desse espécime no programa Avizo.
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Figura 5.2. Informagéo morfoldgica de uma amostra no estagio 28.

A Figura 5.3 é uma fatia sagital desse espécime, sendo possivel a visualizacdo de
diversas estruturas, a partir de um unico corte. Tecidos moles como notocorda, canal
medular e miémeros, ambos da regido caudal, sdo claramente distinguiveis devido ao

realce causado em suas bordas, evidenciando regiGes limitrofes entre os 6rgdos internos.

Cristalino
Notocorda

Formacio 6ssea Cérnea
Musculatura caudal do cranio

Formagio dos Intestino
membros inferiores

Estruturas
Canal medular cartilaginosas

Notocorda Estruturas

Musculatura caudal bucais

1mm

Nadadeira ventral modificada

Figura 5.3. Corte sagital e transversal (regido caudal) de uma amostra no estagio 28 (FIDALGO et al.,
2018).
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A Figura 5.4 mostra esse mesmo estagio com diferentes niveis de opacidade grafica
da pele do animal, permitindo a visualizacdo dos 6rgdos que foram previamente

segmentados.

Cérebro

ECD . Cristalinos
-

Bico corneo
Miémero ’ b
/ o L
- 2/

" Rins Fileiras de
Notocorda dentes

Figura 5.4. Renderizacdo 3D do espécime do girino de T. miliaris no estagio 28: (A) Modelo 3D de
corpo inteiro, (B) visdo externa da renderizagdo total do volume, com baixa opacidade da pele, (C)

segmentagdes de 6rgdos, musculos e ECD (FIDALGO et al., 2018).

Como complemento a Figura 5.4, a Figura 5.5 mostra em melhor visualizacdo a
segmentacdo das estruturas orais do animal, sendo possivel ver a forma do bico cérneo,
que é usado pelo animal para sustentacao, e suas respectivas fileiras de dentes, sendo cada

uma formada por diversos denticulos.
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Figura 5.5. Bico corneo (verde) e fileiras de dentes (branco).

As imagens a seguir (Figuras 5.6 e 5.7) seguem 0 mesmo esquema de opacidade
apresentado na Figura 5.4, mas para 0s estagios 37 e 42, respectivamente. Uma vez que
0 protocolo estabelecido funcionou corretamente com a amostra de menor estagio de
desenvolvimento, essas imagens permitem também a visualizacdo de outros 6rgédos e

estruturas em desenvolvimento.

Cérebro
ECD . -« 4 . Cristalino

-~ :

| Figado COrasao
Notocorda Rins

Figura 5.6. Renderizacdo 3D do espécime do girino de T. miliaris no estagio 37: (A) Modelo 3D de
corpo inteiro, (B) visdo externa da renderizacgdo total do volume, com baixa opacidade da pele, (C)
segmentacgdes de 6rgdos e ECD (FIDALGO et al., 2018).
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Figura 5.7. Renderizacdo 3D do espécime do girino de T. miliaris no estagio 42: (A) Modelo 3D de
corpo inteiro, (B) viséo externa da renderizagdo total do volume, com baixa opacidade da pele, (C)
segmentacgdes de 6rgdos e ECD (FIDALGO et al., 2018).

5.1.1. Artefatos gerados na imagem

A anélise das fatias geradas na reconstrucdo tomogréafica desses espécimes permitiu
avisualizacdo dentro do intestino desses animais. A suc¢ao oral nas rochas que os sustenta
e auxilia sua locomocdo durante a fase larval, acarreta a ingestdo de granulos do mineral
em que 0 mesmo se encontra. Tal ingestdo gerou artefatos nas reconstrucdes tomograficas
que precisaram ser corrigidos durante a montagem do protocolo de escaneamento.

Em particular, as amostras utilizadas nesse experimento foram coletadas em
Mangaratiba, municipio do estado do Rio de Janeiro, como ja mencionado anteriormente.
As paredes rochosas que cercam essa regido sdo formadas, em sua maioria, por rochas
conhecidas como gneisses, e em geral em sua subclassificacdo conhecida como
ortogneisse (MACHADO et al., 1996).

Rochas desse tipo séo listradas e aparecem em faixas paralelas, chamadas bandas

gnaissicas, que sdo desenvolvidas sob condicdes de alta temperatura e pressédo
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(MARSHAK, 2013). Bandas mais escuras tém relativamente mais minerais maficos
(aqueles que contém mais magnésio e ferro), enquanto as bandas mais leves contém
minerais relativamente mais félsicos (minerais de silicato, contendo mais dos elementos
mais leves, como silicio, oxigénio, aluminio, sodio e potassio) (MARSHAK, 2013).

Na interacdo dos feixes de luz sincrotron de baixa energia utilizados na linha IMX
(em torno de 8 keV) com os minerais ingeridos pelos exemplares de T. miliaris, pode
haver a competicdo entre efeito fotoelétrico e espalhamento Compton. A Figura 5.8
mostra um grafico que distingue a interacdo da radiacdo com a matéria, em relagcdo ao

numero atdbmico do elemento e da energia do feixe da radiacéo eletromagnética.
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Figura 5.8. Interacdo da radiacdo ionizante com a matéria: Relac&o da interacdo a partir do nimero
atdmico (Z) em funcgéo da energia (4v) (HENDEE et al., 1992)

A competicdo entre essas duas interaces ocorre também devido ao baixo numero
atdbmico dos elementos mais abundantes que compdem a rocha gneisse. Feixes de baixa
energia ao incidirem em materiais de baixo nimero atdmico podem ficar no limiar da
curva entre o efeito fotoelétrico e espalhamento Compton, onde esse espalhamento pode
gerar artefatos conhecidos como “estrela”, conforme mostra a Figura 5.9, que é a fatia

tomografica da regido toraxica de um espécime no estagio 40.
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Figura 5.9. Fatia tomogréafica de um girino de T. miliaris na regido do intestino, mostrando artefatos

“estrela” gerados em areia.

Apesar do alto nimero de artefatos gerados na maioria dos estagios, foi possivel a
segmentacdo e visualizacdo tridimensional da parede do intestino e parte dos granulos
ingeridos em um espécime no estdgio 37. No entanto, ndo ha confiabilidade para
quantificacdo dimensional e volumétrica dessas estruturas. A Figura 5.10, mostra a
segmentacdo de uma secdo reta do tubo digestivo com um corte transversal, realizado

digitalmente.
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500 pm

Figura 5.10. Secdo reta do tubo digestivo (verde) de um espécime de T. miliaris no estagio 37, mostrando

graos de areia (amarelo) ingeridos pelo animal através de um corte digital.

5.2. Linha SYRMEP (Elettra)

As primeiras imagens reconstruidas e analisadas da linha SYRMEP séo de um
espéecime no estagio 24, sendo o primeiro estagio pos eclosdo do ovécito. De maneira a
realizar o escaneamento de corpo inteiro do animal, trés tomografias foram necessarias
para varrer a amostra, onde apenas a altura da amostra em relagdo ao detector foi alterada.
As imagens 3D de cada parte tomografica foram acopladas no programa Avizo,
permitindo a visualizagdo do animal como um todo. A Figura 5.11 revela um corte

transversal da cauda desse animal.
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Figura 5.11. Fatia tomografica da cauda de um girino de T. miliaris no estagio 24, sendo: (1) canal

medular, (2) notocorda, (3) tecido muscular e (4) nadadeira ventral.

A imagem da figura 5.12 € a renderizacdo completa do mesmo especime mostrado
anteriormente no estagio 24. Para a montagem dessa figura, foi realizado um corte em
cada eixo no programa Avizo, de maneira a permitir a visualizacdo inicial do maior

numero de tecidos dentro do animal.

Figura 5.12. Cortes em trés eixos de corpo inteiro da amostra no estagio 24.

Um teste inicial de renderizacéo foi realizado com a tomografia de um girino T.

miliaris no estagio 46 (Figura 5.13), onde a morfologia de alguns tecidos como o cérebro
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e a faringe do anfibio ja se encontram mais desenvolvidas, bem como o cristalino e a

retina.

Figura 5.13. Fatia transversal na regido da cabeca do girino no estagio 46, mostrando o (1) cérebro, (2)

cristalinos, (3) retinas e (4) faringe do anuro.

A renderizacdo total desse espécime de estagio mais evoluido depende de alto
processamento computacional, devido ao tamanho do arquivo de cada tomografia que o

constitui, além da alta resolucdo que 0 mesmo se encontra.

5.2.1.Quantificacdo de estruturas

A quantificacdo do volume das estruturas que mais sofrem alterac6es morfologicas
durante o desenvolvimento do anfibio foi realizada em nove estagios de desenvolvimento
(28, 30, 32, 34, 37, 38, 40, 43 e 44), realizadas por segmentacédo 3D.

Nesses estagios, foram segmentados os ECD e tecidos 6sseos, sistema nervoso

central, notocorda e cristalinos, usando o programa Avizo.
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A) ECD e tecido 0sseo

A renderizacdo volumétrica dos ECD e tecidos 6sseos é mostrada na Figura 5.14,
por estagio selecionado, possibilitando ver a diferenca da morfologia esquelética desde o

estagio 28 até 0 44.

Estagios:

Figura 5.14. ECD e volume dsseo de cada estagio analisado.

No estagio 28, é notavel a pequena quantidade de ECD em sua formacdo, estando
concentrada na regido occipital, ainda na formacdo do cranio e anterior a distribuicdo de
carbonato de calcio para o corpo do animal. Com o desenvolvimento do anfibio,
diferentes regides sdo formadas, como membros posteriores e inferiores, conforme visto
em estagios ja metamorfoseados (43 e 44). Os volumes dessas estruturas podem ser

analisados na Tabela 5.1 e no gréafico representativo mostrado na Figura 5.15.
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Tabela 5.1. Volume estimado dos ECD e tecidos 6sseos segmentados dos espécimes de T. miliaris.

Estagio Volume (mm3)
28 3,86E-04
30 3,83E-02
32 4,88E-02
34 7,17E-02
37 1,38E-01
38 2,17E-01
(ECD) 1,78E-01
40 + = 3,59E-01
(0SS0) 1,81E-01
(ECD) 1,42E-01
43 + = 2,63E-01
(0SSO) 1,20E-01
(ECD) 1,95E-01
44 + = 3,36E-01
(0SS0) 1,41E-01
i ECD e Tecido osseo
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Figura 5.15. Gréfico referente aos dados da Tabela 5.1 sobre o volume 6sseo em cada estagio analisado.
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Conforme mostram os resultados das quantificacdes volumétricas dos tecidos
0sseos, 0 estagio 40 possui certa discrepancia em seu volume 6sseo, quando comparado
aos estagios mais avangados (43 e 44). Uma vez que o trabalho foi realizado com amostras
de diferentes estagios e, portanto, sdo espécimes diferentes, podem ocorrer variacdes
desse tipo em algumas estruturas. Fatores como a alimentacdo e habitat influenciam
significativamente no desenvolvimento desses animais, podendo proporcionar tais

diferencas.

B) Sistema nervoso central

O desenvolvimento do sistema nervoso central é notavel pelo processo de
segmentacdo. Em estagios menores, 0 mesmo tende a ser mais comprido, mas de menor
espessura, enquanto que em estagios maiores ocorre um encurtamento desse sistema, mas
com maior robustez. Isso ocorre devido a diminuicgdo e, consequente, apoptose caudal do
animal ao entrar na fase adulta. A Figura 5.16 mostra o desenvolvimento do sistema

nervoso central por meio da segmentacéo virtual.
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Estagios:

Figura 5.16. Sistema nervoso central de cada estagio analisado.

A Tabela 5.2 e a Figura 5.17 mostram a quantificacdo volumétrica calculada pelo
programa Avizo 8. Onde é possivel analisar o volume do sistema nervoso central em cada

estagio analisado.

Tabela 5.2. Volume estimado do sistema nervoso central segmentados dos espécimes de T. miliaris.

Estagio Volume (mm3)
28 3,80E-01
30 1,03E+00
32 1,05E+00
34 1,39E+00
37 2,31E+00
38 2,89E+00
40 3,92E+00
43 4,62E+00
44 4,85E+00
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Figura 5.17. Gréfico referente aos dados da Tabela 5.2 sobre o volume do sistema nervoso central em

cada estagio analisado.

No caso do sistema nervoso central, a tendéncia do aumento do volume desse
sistema é coerente com o esperado, que é aumentar conforme o espécime se aproxima da
fase adulta. Bibliografias da area ndo mostram valores sobre 0 mesmo para serem

tomados como referéncia, mas o aumento ja sugere concordancia com o que é observado

por meio de disseccao.

C) Notocorda

A notocorda é uma estrutura cartilaginosa localizada na cauda do animal, ainda no
estagio larval. E responsavel pela locomogdo do animal enquanto o mesmo ainda no

possui membros inferiores. A Figura 5.18 mostra as segmentacOes realizadas dessa

regiao.
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Estagios:

Figura 5.18. Notocorda de cada estagio analisado.

Tecidos cartilaginosos possuem dificuldade de serem marcados quimicamente para
analises em microCT. Contudo, a técnica de contraste de fase por propagacao foi capaz
de destacar a estrutura de forma que fosse possivel a segmentacdo, bem como permitir

sua quantificacdo volumétrica, mostrada na Tabela 5.3 e no gréafico da Figura 5.19.

Tabela 5.3. Volume estimado das notocordas segmentadas dos especimes de T. miliaris.

Estagio VVolume (mm3)
28 3,65E-01
30 5,86E-01
32 8,82E-01
34 1,08E+00
37 1,67E+00
38 2,14E+00
40 2,05E+00
43 9,56E-01
44 8,44E-01
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Figura 5.19. Gréfico referente aos dados da Tabela 5.3 sobre o volume da notocorda em cada estagio

analisado.

E notéavel o aumento de volume da notocorda até o estagio 38 e posterior diminuicdo
nos estagios mais avancados. Entre os estagios 38-41 ocorre a metamorfose do anuro, que
é quando sdo desenvolvidos seus membros posteriores e, em seguida, 0s anteriores. Em
conjunto a esta mudanca estrutural do anfibio, ocorre também a diminuicdo da cauda do
animal, até a apoptose ao atingir a fase adulta, resultando na diminuic¢do do volume dessa

estrutura.

D) Cristalinos

Na sequéncia das estruturas de maior alteragdo morfoldgica com o passar dos
estagios, foram avaliados também os cristalinos dos animais. Inicialmente, 0s mesmos
possuem dimensdes muito préximas a uma esfera onde, com o crescimento do anfibio,
passam a ter formas semelhantes a elipsoides de baixa excentricidade.

Na Figura 5.20 podemos ver a segmentagao dos cristalinos, arrumados em fileira,

para melhor visualiza¢do do seu aumento por estagio.
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Estagios:

Esquerdo

Direito

Figura 5.20. Cristalinos de cada estagio estudado.

O volume quantificado pelo programa Avizo pode ser verificado na Tabela 5.4,

separada por cristalino direito e esquerdo, e no grafico na Figura 5.21. De forma geral, as

quantificacGes volumétricas demonstram pequenas alteracGes entre os lados do cristalino

para um mesmo animal.

Tabela 5.4. Volume estimado dos cristalinos segmentados dos espécimes de T. miliaris.

Volume (mm3)

Estagio Direito Esquerdo
28 5,43E-03 5,48E-03
30 2,27E-02 2,20E-02
32 2,26E-02 2,24E-02
34 2,32E-02 2,41E-02
37 5,56E-02 5,24E-02
38 6,30E-02 6,35E-02
40 7,65E-02 7,47E-02
43 1,41E-01 1,44E-01
44 1,43E-01 1,36E-01
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Para a montagem do protocolo de imageamento, a utilizacdo do émbolo sobre a
pipeta, exercendo pequena pressdo, foi uma condicdo essencial para a aquisicao das
imagens microtomograficas. O escaneamento das amostras sem o émbolo gerava bolhas
dentro dos animais, pois, provavelmente a energia do feixe sincrotron era suficiente para
evaporar parte do etanol. A variacdo de pressdo, mesmo que baixa, resultou em possivel
aumento de seu ponto de ebulicdo, impedindo a formacdo de bolhas e a consequente
eliminacdo de artefatos de movimento, que eram gerados durante o percurso da bolha até
a superficie do liquido, saindo da boca dos animais. Utilizar a linha IMX para a montagem
desse protocolo proporcionou boas imagens, uma vez que possibilitou o entendimento do
comportamento da amostra em ensaios com energias mais altas, como foi no caso da linha
SYRMEP.

Os efeitos do contraste de fase aplicado nas amostras sao visiveis nas tomografias
nas duas linhas usadas, deixando as bordas dos tecidos internos (assim como a morfologia
do girino) muito evidentes. Com a utilizacao dessa técnica foi possivel observar diferentes
estruturas importantes para o estudo desses animais, como a justaposi¢cdo do sistema
nervoso central com a notocorda, estruturas orais, ossificagdo e estruturas cartilaginosas.
Desse modo, a técnica de contraste de fase foi fundamental no processo de segmentacédo
tridimensional das estruturas internas dos girinos, sem a utilizacdo de marcagdo quimica
por agentes de contraste, quem podem danificar a amostra. A ndo utilizacdo de
marcadores quimicos é ainda mais relevante quando hd um nimero limitado de amostras.

Na linha IMX néo foi necessaria a utilizacdo de algoritmos de recuperacao de fase,
uma vez que o efeito de fase foi baixo devido a energia relativamente baixa utilizada
durante a medida e menor coeréncia espacial, quando comparado a linha SYRMEP.
Portanto, apenas a reconstrucdo tomografica a partir dos sinais captados pelo detector de
raios X foi suficiente para visualizacdo das imagens. Em relacdo a linha SYRMEP, a
recuperacdo de fase foi condicdo fundamental para visualizacdo e renderizagdo
tomografica, devido ao fato de possuir energia consideravelmente maior quando
comparada a linha IMX. Efeitos de fase estdo intensamente presentes e podem ser notados
nos significativos efeitos de borda, causados devido a diferenga nos indices de refracao

de cada tecido interno.
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A segmentacdo 3D realizada pelo programa Avizo possibilitou a visualizacdo e
quantificacdo do volume de diferentes tecidos, como cristalino, sistema nervoso central,
inicio da formacdo Ossea, notocorda, figado e vesicula biliar, que s&o estruturas
importantes do ponto de vista biologico, pois auxiliam no estudo do desenvolvimento
desses animais. A regido do sistema nervoso central, ainda que bem definida, ndo possui
na fase larval todas as se¢des de um sapo adulto, como cerebelo, lI6bulos e demais
distribuicBes do sistema nervoso, mas a estrutura da massa encefalica j& € visivel nos
estagios estudados, abrangendo desde a regido do cranio até a cauda. Com o crescimento
do animal, a regido da notocorda tende a diminuir, causando a apoptose caudal, sendo
substituida pelo sistema nervoso central do animal.

A andlise qualitativa forneceu dados sobre o volume de estruturas que ainda ndo
foram registrados na literatura. Pesquisas da area de herpetologia, particularmente ligados
a anfibios, mostram a evolucédo da fase larval a fase adulta de maneira qualitativa e, em
geral, por meio de imagens de microscopio dptico. Esses trabalhos limitam-se a mostrar
mudancas anatdbmicas antes e pds metamorfose dos anuros, sem a quantificacdo de 6rgaos
ou estruturas.

Na area de microCT, pesquisas com anfibios geralmente investigam regiées como
0ss0s de sapos adultos e, em sua maioria, utilizando tomaografos convencionais por regime
de absorcéo. Um dos diferenciais deste trabalho encontra-se na anlise de estagios larvais
de anuros, com dissec¢do virtual e quantificacdo de estruturas que sofrem maiores
mudancas morfoldgicas durante o desenvolvimento do animal, usando imagens
tomogréficas obtidas por fontes de luz sincrotron.

Sob analise bioldgica, os dados obtidos por esse trabalho sugerem que a microCT
é uma potencial ferramenta para diferentes amostras bioldgicas. E uma técnica que auxilia
ndo s6 no estudo da evolucdo de espécies, mas no estudo do desenvolvimento de
estruturas internas e morfologia externa de uma espécie, utilizando o minimo de amostras
necessario, por ndo causar destruicdo das mesmas.

De forma geral, este trabalho apresentou viabilidade de ser realizado e concluido,
como mostram os resultados e imagens iniciais. Possui diferencial por ser a primeira
pesquisa realizada com a utilizagdo da técnica de luz sincrotron, com aplicacdo de
algoritmo de recuperacédo de fase em girinos da espécie brasileira Thoropa miliaris, de
maneira a estudar aquisi¢do tomografica em meio liquido. Outro resultado satisfatorio é

a visualizacdo do tecido cartilaginoso da notocorda, visto pela técnica de contraste de fase
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por propagacéo, sendo este grupo de tecidos um empecilho para estudos em tomdgrafos
convencionais.

Ao se escolher o estdgio larval desse anfibio como material de analise, torna-se
possivel pensar na reprodutibilidade desse ensaio tomografico em outras espécies, devido
ao fato de possuirem estagio larval basicamente analogos.

Em continuidade a essa pesquisa, visamos fazer a analise da transformacdo dos
depdsitos de célcio endolinfaticos (compostos acelulares) em tecido 6sseo celular. De
maneira que possamos mapear o percurso dos aglomerados de calcio dentro do organismo
do animal e, quantitativamente, levantar estatisticas histomorfométricas de seus 0ssos, ja
na fase adulta. No &mbito bioldgico, esse préximo passo pode responder questdes sobre
a quantidade de calcio dentro do corpo de um anfibio e, em um caso mais profundo,
auxiliar no estudo sobre as enzimas associadas a transformacao de um composto acelular

em tecido celular.
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ABSTRACT: In this work, in-line phase-contrast synchrotron microtomography was used in order
to study the external and internal morphology of Thoropa miliaris tadpoles. Whole-specimens of
T. miliaris in larval stages of development 28, 37 and 42, collected in the municipality of Mangarat-
iba (Rio de Janeiro, Brazil) were used for the study. The samples were scanned in microtomography
beamline (IMX) at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS). The phase-contrast tech-
nique allowed us to obtain high quality images which made possible the structures segmentation on
the rendered volume by the Avizo graphic image editing software. The combination of high quality
images and segmentation process provides adequate visualization of different organs and soft (liver,
notochord, brain, crystalline, cartilages) and hard (elements of the bone skeleton) tissues.
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1 Introduction

The use of X-ray microtomography (microCT) in the study of small animals, such as annelids [1],
insects [2] and amphibian embryos [3], is becoming more common since the last decades. Non-
invasive imaging such as microCT can produce finely resolved images of internal morphology of
biological samples in their natural state and without elaborate and time-consuming dissection or
histology [4]. In the context of the study of amphibians, the application of microCT to the study of
anurans is quite recent and commercial lab-based X-ray microCT system is still the most used [5-8].

In this work, we present the first qualitative results of the high-resolution noninvasive in-
vestigation of external and internal morphology of Thoropa miliaris tadpoles, using synchrotron
phase-contrast microtomography (SR-PhC-microCT). Among the species of the genus Thoropa
Cope, 1865 (9], T. miliaris has the widest distribution [10] and is found in rocky environments
near the coast in southeastern Brazil. A tadpole is the free-living aquatic larva of an anuran. As
a larva, it is non-reproductive and undergoes radical changes in morphology and ecology between
life stages, at the end of which, after a metamorphosis, it develops limbs and a more terrestrial life
style. Considering the dynamic nature of the process, the extensive morphological reorganization
poses profound questions about the ecological and evolutionary significance of complex life his-
tories [11, 12]. Therefore, it was thought worthwhile to investigate the developmental stages and
metamorphosis of Brazilian common species 7. miliaris.

Herein we describe external and internal morphological features like cartilage, muscles, and
other soft tissues muscles, sacs containing calcium, crystalline and skin at a range of developmental
stages. High-resolution synchrotron-based X-ray microCT imaging was conducted at the Brazilian
Synchrotron Light Laboratory (LNLS) at the new imaging beamline (IMX) which has remarkable
characteristics for biomedical applications.
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2 Materials and methods

2.1 Beamline setup

The imaging beamline, IMX, at LNLS extracts synchrotron radiation from bending magnet D6,
with an effective X-ray source size at the entrance point of the beamline of 391 umx 97 um (horizon-
tal x vertical) and a beam divergence of 808 pradx26 urad [13, 14]. The IMX can operate with either
monochromatic beam or white beam, though in this work merely white beam was used to reduce
acquisition times. The sample holder provides a high precision rotation, translation and reposition
of the sample in the beam path. Incorporated into the sample holder there is a high-speed slip-ring,
to allow for continuous rotation and an ultra-precision direct-drive stage for sample scanning. A
commercial indirect-detector system is used on the beamline, the detector position, as determined
by absorption or phase-contrast imaging techniques, can be adjusted along the beam path.

The image detection system consists of a 50 um YAG:Ce scintillator and a 2048 x 2048 pixel>
and one coupled charge device (CCD) camera, model PCO2000, with a pixel size of 7.4 um. A set
of lenses (Optique Peter microscope) enlarges the image displayed in the scintillator before being
acquired by the charged coupling device. Different magnifications can be applied depending on the
required spatial resolution.

2.2 Sample preparation

The description of anuran embryos and larvae is facilitated by the use of staging tables. Gosner’s
(1960) staging system [15] subdivides tadpole development in 46 stages, those below 25 being of
little use for identification. Ideally, tadpoles should be in stages 26 to 38 to be accurately identified.
At stage 46 metamorphosis is essentially complete. In this study, 7. miliaris tadpoles in stages 28,
37 and 42 were used to examine variations on morphological characters during development, which
should be useful in taxonomic and systematic studies.

All specimens examined in this study belong to the collection of Herpetology Laboratory of
the Federal Rural University of Rio de Janeiro, Brazil. Tadpoles were euthanized using tricaine
methanesulfonate (MS222, 250 mg/L) in aqueous solution by prolonged immersion for 10 minutes,
then fixed in formalin 5%. For the tomographic imaging, they were washed in distilled water for 10
minutes and subsequently each sample was dehydrated in a graded ethanol series (20%, 50%, 70%
and 100% each for 10 minutes each), and the samples were transferred into polypropylene pipette
tips containing 100% ethanol.

2.3 Data acquisition

The samples were scanned inside liquid solution (pure ethanol) placed in heat-sealed pipette tips at
its tip. The ethanol have being used because it was tested and it had the lowest linear attenuation
coefficient when compared to water and formalin 5%, besides being an agent of low fixing, where
the sample continues practically in its natural state and could be used for another study. The initial
scanning process of the samples at atmospheric pressure generated bubbles within the animals
because the energy absorbed was probably sufficient to evaporate some of the ethanol [16].

For this reason, a movable plunger was used over the pipette to increase, though little the pres-
sure under the ethanol that increased ethanol boiling point and as consequence, avoiding appearance
of bubbles. Any movement inside the sample generate artefacts that reduce image quality.
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For the acquisition of a full tomographic data set, the object was rotated around the tomographic
rotation axis and 1000 images were recorded over an angular range of 180°, within a total exposure
time of around 10min (0.6 s exposure time per individual image). To achieve phase sensitivity,
the sample-detector distance was chosen to be 10cm, using 2x magnification lenses, resulting in a
virtual pixel size of 4.11 um.

After the acquisition of the tomographic images, the slices were reconstructed using the
filtered backprojection algorithm PyRaft developed by the LNLS team, based in fast reconstructions
algorithms [17, 18]. The organs and tissues observed in the slices were segmented using the Avizo
8.0 graphic tool. Figure 1 shows the acquisition setup available at the IMX beamline.

Figure 1. IMX beamline acquisition setup.

3 Results and discussion

3.1 Virtual dissection

The phase-contrast effect provides appropriate edge enhancement of tadpole structures even if they
have a very similar X-ray attenuation coefficient. As an example, a virtual slice of the tadpole in
stage 28 (recent period after egg eclosion) is presented in figure 2. The internal structures were
identified by Herpetology Laboratory team after applying virtual segmentation process and volume
quantification.

Even in the initial larval stage, many structures are visible in tomographic images. As an
example we highlight the caudal myotomes, which form unities of costal and caudal musculature,
that in early stages envelop the notochord (midline mesodermal structure common in all vertebrate
embryos). In tadpoles classified as developmental stage 28 [15], endochondral bone structure is not
completely ossified. In this cases, as in the vertebral column and femur, there are still cartilaginous
structures which will later ossify. A similar ossification process is observed on the exoccipital
visualized in figure 2. In the tadpole’s mouth, it is possible to identify keratinized jaw sheaths [19].
Several details of the eyes are also discernible from dermic layered cornea to the lenses or crystalline.
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Figure 2. Virtual section in the sagittal plane through the body of 7. miliaris tadpole in stage 28 as obtained
by SR-PhC-microCT.

3.2 Three-dimensional segmentation

3D reconstructions of external general body appearance of specimens in 28, 37 and 42 stages,
respectively, are shown in figures 3, 4 and 5. The body of the tadpoles remained intact. To
reconstruct the 3D structure of the various elements of tadpole specimens 7. miliaris, we used the
segmentation tools of the Avizo software. The quality of the reconstruction is largely sufficient to
perform optimal segmentation due to the enhanced contrast provided to the X-ray phase-contrast
microtomography [20]. 3D rendered view of the segmented organs of 7. miliaris tadpoles in 28, 37
and 42 stages, respectively, are shown in figures 3(C), 4(C) and 5(C).

c .. . stalline
Caleification Brain  Cryst Allie

Cornes

e
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Figure 3. 3D rendering of 7. miliaris tadpole specimen in stage 28, by Avizo software: (A) external
morfology, (B) skin in low opacity and some internal structures, (C) some organs and muscles segmented
(brain, notochord, myotome, kidneys and crystalline).

In the developmental stage 28, a tadpole of 7. miliaris has complex oral structures, formed by a
keratinized beak (green) and five rows of keratinized teeth-like structures (white). These structure
are associated with the grazing feeding habits of the tadpole, and also helps keeping the animal
attached on the rocky wall. The caudal myotomes, segmented in figure 3(C) is a well-defined
muscular section of the tadpole tail, which is composed of similar muscular sequence. As part of
metamorphosis, in the subsequent stages, several structures of the animal are reabsorbed (suffers
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cellular programed death, or apoptosis) and that is reflected in the gradual decrease in the length of
the animal in subsequent stages.

In figures 4 and 5, a bone-like structure is easily differentiated in both stages. Likewise,
other soft tissues are clearly visible: brain, crystalline, heart, liver and kidney. Oral structures
and myotomes have no significant changes between such stages. In figure 5, the initial acellular
calcification in part of the endolinfatic system is observed (ECD); it extends caudally over the dorsal
part of the spinal cord; at the same time the liver and gallbladder are well developed.

Notochord

Figure 4. 3D rendering of 7. miliaris tadpole specimen in stage 37, by Avizo software: (A) external
morfology, (B) skin in low opacity and some internal structures, (C) some organs and muscles segmented
(ECD, brain, notochord, myotome, liver, kidney, heart and crystalline).
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Figure 5. 3D rendering of 7. miliaris tadpole specimen in stage 42, by Avizo software: (A) external
morfology, (B) skin in low opacity and some internal structures, (C) some organs and muscles segmented
(ECD, brain, notochord, myotome, liver, crystalline and gallbladder).

4 Conclusions

Metamorphosis is a model system to study vertebrate organogenesis. During amphibian metamor-
phosis, distinct remodeling in tail musculature resorption, internal organs and most of skeleton has
been reported.

The methodology used to microtomographies images acquisition was mainly based on scanning
in a liquid medium, under pressure (greater than atmospheric), and in the short propagation distance
of the beam for the phase-contrast. The increasing of pressure was an essential condition for the
success in microtomographic images acquisition, since the absorbed energy was not sufficient
to evaporate any alcohol, causing thereby bubbles formation. As for the phase-contrast, larger
distances than the one used in this work (10cm) generated the scattering of the beam in structures
with higher attenuation coefficients, such as ECDs, which has a higher attenuation coefficient due
to the high concentration of calcium in these structures.

According to the results presented herein, synchrotron X-ray microtomography with phase-
contrast provides an opportunity to describe in detail internal characters like skeleton, musculature
and organs of Brazilian species Thoropa miliaris at a wide range of developmental stages. The
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present study should be useful in pointing to characters and stages that are likely to contribute
indirectly toward a better understanding of larval evolution of Thoropa miliaris, allowing future
morphometric quantification of the different tissues of these tadpoles.
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