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Resumen

El Glioblastoma multiforme (GBM) es el tipo de tumor mas comun que se presenta
en el sistema nervioso central en personas adultas (Moscote Salazar et al., 2010).
Existen estudios preclinicos que utilizan modelos murinos® a los que se les practican
xenoinjertos o aloinjertos ortotopicos; posteriormente el crecimiento del tumor se
estudia mediante imagenes obtenidas por histologia. Se ha observado que esta técnica
produce distorsiones geométricas y rupturas en el tejido de estudio, por lo que las
estimaciones cuantitativas de areas o volimenes tumorales no son muy precisas.

El propdsito de esta investigacién fue definir un protocolo de adquisicién de imagenes
microtomograficas para el estudio ex vivo de GBM con medio de contraste yodado no
iénico, que nos provea de informacién cualitativa y cuantitativa del tumor y regiones
internas del cerebro en un modelo murino.

Se determind que el protocolo 6ptimo se obtiene con voltaje de 50 kVp, corriente
de 1 mA, paso angular de 1° y con reconstruccion de las imagenes con tamano de
voxel de 70 pm. Se obtuvieron imagenes con informacién equivalente a la histologia
para dimensionar el tumor mediante la exploracion de cortes virtuales del cerebro de
los modelos murinos. Las adquisiciones tomograficas fueron realizadas con el equipo
de microtomografia computarizada desarrollado en el Instituto de Fisica de la UNAM.
El procesamiento de las muestras bioldgicas fue realizado con ayuda de expertos en la
materia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) del departamento
de Fisiologia de la formacion reticular.

El trabajo escrito se compone de cuatro capitulos. En el capitulo 1 se introduce
a las técnicas de imégenes tomograficas. Se exponen brevemente las caracteristicas
de un microtomografo de rayos X para estudios in wvitro y se discute la diferencia
con un tomégrafo para humanos. Se describen conceptos bioldgicos que ayudan
al entendimiento de la problemdatica del trabajo de investigacion. Se muestran
generalidades del GBM, los métodos de implantacién y las lineas celulares de GBM

! Los animales murinos corresponden a una subfamilia de roedores tales como ratas y ratones
(Benavides y Guenet, 2001).



mas usadas. Asimismo se menciona la importancia del uso de medio de contraste
para estudios tomograficos del cerebro. En este mismo capitulo podemos encontrar un
apartado sobre el manejo correcto de animales de laboratorio, en particular animales
murinos, de acuerdo a las normas nacionales e internacionales. En el capitulo 2 se
detallan los materiales utilizados en el proyecto de investigaciéon y la metodologia
seguida. En el capitulo 3 se muestran los resultados del trabajo de investigacién y se
realiza una discusién a partir de los mismos. En el capitulo 4 se describen las aplicaciones
dadas a las imagenes microtomograficas. La primera consiste en la realizacién de un
atlas y la segunda en el uso de estas imagenes para la planeacién de irradiaciones en
ratas. En el capitulo 5 se resumen las conclusiones surgidas de este trabajo.
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Capitulo 1

Conceptos basicos

1.1. Técnicas para la obtencién de imagenes tomo-

graficas

Un tomografo es un equipo dedicado a la obtencion de imdgenes de diferentes
areas del cuerpo; a estas imdgenes se les conoce como cortes tomograficos (Fig. 1.1).
Mediante algoritmos se logran obtener reconstrucciones tridimencionales y los planos
anatémicos en los que los cortes pueden mostrarse: cortes coronales, sagitales y axiales.
Las imégenes obtenidas no presentan superposicion de las diferentes estructuras como

ocurre en imagenes planas.

(b) (c)

Figura 1.1: Ejemplo de la obtencién de los cortes tomogréficos en los tres planos anatémicos

humanos en un estudio de resonancia magnética: (a) sagitales, (b) axiales y (c) coronales.

Podemos realizar una diferenciacion de las técnicas de imégenes tomograficas en
dos grupos. Las que muestran informacion funcional y quimica como la resonancia
magnética (RM), tomografia por emisién de positrones (PET) y la tomografia

1



Capitulo 1. Conceptos basicos

de emisién de fotén unico (SPECT). Las que despliegan informacién estructural
(anatémica) como la Tomografia Computarizada (CT).

1.1.1. Resonancia Magnética

La resonancia magnética (RM) utiliza radiacién no ionizante, empleando ondas de
radiofrecuencia (RF). La formacion de imagen con RM se fundamente en la abundancia
de hidrégeno en los cuerpos biologicos.

En presencia de un campo magnético externo los momentos magnéticos de los
protones se alinean en sentido paralelo a éste (magnetizacién longitudinal) y alrededor
de él, movimiento denominado como precesiéon (Girish Katti, et al., 2011).

Las senales para la formacion de las imagenes se obtienen aplicando un pulso de
RF que perturbe la precesion de los protones. Este pulso de RF produce dos efectos.
El primero es la disminucién de la magnetizacion longitudinal, ya que proporciona
energia a los protones para alinearse en sentido contrario al campo magnético externo.
El segundo efecto es la precesion en fase de los protones del hidrégeno provocando un
campo magnético en direccién transversal. Cuando el pulso de RF se interrumpe los
protones pierden energia. La energia perdida se libera en forma de corriente eléctrica
denominada eco, con esta senal se mide el tiempo en que la magnetizacion transversal
desaparece (T2) y el tiempo en que la magnetizacién longitudinal se restablece (T1). Los
tiempos T1 y T2 son propiedades intrinsecas de cada tejido por lo que proporcionan
informacién del mismo (Rivera D. M. et al., 2011). La senal captada mediante una
antena (Fig. 1.2a) se digitaliza en tonos de gris. Esta técnica permite una buena
diferenciacion entre tejido blando. La figura 1.2b muestra un estudio de RM cerebral.
La resolucion de las imagenes por RM es tipicamente de 2 mm en equipos de 2T.

© Ciasse Qsl - www.enciclopediasalud.com

(b)

Figura 1.2: (a) Resonador (b) Cortes anatémicos cerebrales por RM. Imagenes modificadas
de la referencia Salud(2014).



1.1. Técnicas para la obtencién de imagenes tomograficas

1.1.2. Tomografia por emisién de positrones

I emisor de

La tomografia por emisién de positrones (PET) utiliza un radiofarmaco
positrones para obtener imédgenes funcionales (estudio de procesos como el metabolismo
y flujo sanguineo). Los positrones al encontrarse con un electrén del cuerpo del paciente
se aniquilan produciendo dos fotones con direccién antiparalela y energia de 511 kV. La
aniquilacion proton-electrén se efectia cerca del lugar de captacién del radiofarmaco.
Los fotones generados salen del cuerpo del paciente y esta senal se capta, posteriormente
se convierten en sefiales electricas. El paciente se introduce en el escaner PET (Fig.
1.3a). Las imdgenes tomogréficas obtenidas se pueden apreciar en la figura 1.3b. La
resolucion de las imagenes obtenidas se encuentran en el rango de 1-6 mm (Granov et

al., 2013).

£ (8]

Aleoholico  Obeso Cocaindmana

P % R 2%

Mo fumador Morma Marma Morma
(b)
Figura 1.3: (a) Escaner PET tomado de la St Luke’s(2014). (b) Imégenes PET que muestran

la captacién del radiofdrmaco en personas adictas y sanas (imagen tomada de wikipedia).

1.1.3. Tomografia por emisién de fotén tinico

La tomografia computarizada por emisién de fotén inico o SPECT (en inglés single
photon emission computed tomography) utiliza un radiofdrmaco emisor directo de rayos
gamma que se introduce al paciente. La informacion obtenida en estas imagenes son
funcionales. La radiacion gamma sale del paciente y es detectada. EL equipo SPECT
consta de uno o dos detectores llamados cdmaras gamma. La cdmara gamma gira
alrededor del paciente en dngulos cada 3-6° para obtener la informacién (Fig. 1.4a).
Generalmente se hace un rotacion de 0-360° para obtener una reconstruccion éptima.
La resolucion espacial de las imagenes es de aproximadamente de 10 mm (Holly T. A.,
et al., 2010). Las imagenes SPECT muestran las concentraciones de actividad en una
region de interés en el paciente (Fig. 1.4b).

1'Un radiofdrmaco es un medicamento que contien materia radiactivo para uso clinico.



Capitulo 1. Conceptos basicos

control Parkinson
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(b)
Figura 1.4: (a) Equipo SPECT Siemens (NNM, 2014). (b) Imédgenes SPECT que muestra la

captacién de radionuclido en personas con parkinson (imagen tomada de Suetens, 2009).

1.1.4. Tomografia computarizada

La tomografia computarizada por rayos X o CT, es una técnica imagenoldgica
que provee de informacién anatémica, es decir, informacién util para identificar y
evaluar la localizacién de lesiones patoldgicas (Saba, 2011). Se utiliza en diagndstico,
en planificacion de tratamientos de radioterapia y seguimiento de pacientes.

Para realizar las adquisiciones tomograficas el paciente se introduce en el tomografo
clinico o convencional (Fig. 1.5a). El cabezal (gantry) contiene un TRX y un arreglo
de detectores que captan la transmision de rayos X a través del paciente en cada una
de las proyecciones. Para obtener las proyecciones el cabezal gira alrededor del paciente
de 0-360° a diferentes pasos angulares. Una vez posicionado en sincronia TRX-detector
a determinado dngulo, se emite la radiacién que sera captada por los detectores (Fig.
1.5b).

Figura 1.5: (a) Tomégrafo convencional GE, imagen tomada de la referencia Suetens (2009).
(b) Representacién esquematica de la obtencién de dos proyecciones (P1y P2), la imagen fue

modificada de la referencia Schoep et al.



1.1. Técnicas para la obtencién de imagenes tomograficas

El TRX se conforma de un catodo donde se desprenden electrones por emision
termoidnica y un anodo giratorio (Fig. 1.6). Los electrones inciden en el anodo y al
ser frenados se producen rayos X. El kilovoltaje méaximo que se establece entre anodo
y el catodo se conoce como kilovoltaje pico o kVp (Brosed Serreta A. y Ruiz Moreno
P.,2004). El voltaje regula la velocidad y energia de los electrones, ademds determina
la capacidad de penetracion del haz de rayos X. El calor liberado cuando los electrones
son frenados se disipa mediante un mecanismo de enfriamiento de circulacion de aceite.
Las manchas focales que se utilizan en clinica son variables. La potencia maxima de los
TRX se encuentra en el rango de 60-120 kW y el voltaje oscila entre 80 y 140 kVp.

Anodo

Mancha focal

Catodo

Figura 1.6: Imagen del catodo y dnodo del TRX de un CT clinico. Imagen modificada de
Bushberg et al. (2002).

Finalmente, mediante algoritmos de reconstruccién se obtienen los cortes anatémi-
cos y vistas tridimensionales del tejido de estudio. Los valores de pixel en las imégenes
estan relacionadas con la atenuacion de los rayos X en el tejido, por lo que las imagenes
CT representan un mapa de los coeficientes lineales de atenuacién. Una convencion
para expresar las intensidades o tonos de gris de los voxeles que se encuentran dadas en
unidades arbitrarias (u.a.) son los numeros CT. Este nimero reemplaza el valor de la
atenuacién con un nimero entero que se encuentra dado en unidades Hounsfield (HU).
Debido a que las diferencias entre los coeficientes lineales de atenuacion de los tejidos

son muy pequenas (del 0.5%), con la relacién 1.1 se expresan en nimeros enteros.

nimero CT [HU| = Hteside — Hagua o 15 (1.1)
Hagua

Donde fitejido Y Hagua cOrTesponden a los coeficientes lineales de atenuacion del tejido

y agua respectivamente.
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1.2. Sistema micro-CT

Los modelos animales son muy utilizados en investigaciones preclinicas, especial-
mente los modelos murinos, ya que presentan una gran ventaja sobre otros debido a la
facilidad de crianza y mantenimiento, ademés de desarrollar diversas lineas celulares
para ser injertadas en estos animales (Sughrue et al., 2009). La resolucién espacial en
un CT convencional es de hasta 0.2 mm (Kalender, 2006) por lo que estructuras de
dimensiones inferiores no podran diferenciarse, asi que no es lo suficientemente buena
para poder ver objetos tan pequenos como las estructuras internas de un cerebro de
rata.

Para ratas Wistar en el rango de peso de 200-250 g, el lado mas largo del cerebro de la
rata mide menos de 3 cm. Por esta razon, en escaneos de animales pequenos se utiliza un
tomografo especial llamado microtomégrafo (micro-CT) que cumple con las demandas
geométricas necesarias para una buena adquisicion de imagen, principalmente alta
resolucion espacial y buen contraste.

Los equipos micro-CT poseen detectores con tamanos de pixel del orden de decenas
de micras (de ahi su nombre). Esto significa que se alcanzan resoluciones espaciales del
mismo orden de magnitud, ayudando a visualizar estructuras muy pequenas (Paulos et
al., 2000). La resolucién espacial también se ve afectada por el tamano de la mancha
focal del tubo de rayos X, por lo que los tamanos de éstos no superan las decenas de
micras (Galvan de la Cruz, 2008). El contraste depende del espectro de emision del
tubo de rayos X y se define como la diferencia de los valores de gris de dos objetos de
interés (Suetens, 2009).

"
" ll/’ 3

Detector

Figura 1.7: (a) CT convencional o clinico. (b) Sistema micro-CT para estudios ex vivo



1.2. Sistema micro-CT

Una diferencia entre los CT convencionales (Fig. 1.7a) y el micro-CT del IFUNAM
(Fig. 1.7b) consiste en hacer girar el sujeto de estudio ya que generalmente se
colocard sedado, mientras que en un CT convencional seria incomodo mantener girando
al paciente por lo que el gantry se encuentra girando en este caso.

Una de las razones por las cuales en un micro-CT gira el soporte y no el TRX y
el detector en sincronia, se debe a que girar estos dos elementos implica el desarrollo
de mayor tecnologia mecanica para girarlos sincronizadamente por lo cual se elevan
sus costos y se hace necesario de un mayor espacio de trabajo; cabe mencionar que en
muchos casos el espacio esta limitado. Una desventaja de la rotacion de la camilla es la
obtencion de una resolucién mas baja respecto a equipos con gantry giratorio, ya que el
sujeto de estudio permanece sin movimiento (Li et al.,2008). Para estudios ex vivo esta
desventaja se anula por completo puesto que las muestran no presentan movimientos.

Ademas de las diferencias en el método de adquisicion de las proyecciones, existen
otras diferencias entre los tubos de rayos X utilizados en los sistemas CT convencionales
y los de micro-CT para investigaciones preclinicas, las cuales se muestran en la Tabla
1.1.

Tabla 1.1: Diferencias entre los tubos de rayos X utilizados en un sistema CT convencional

de los utilizados en un micro-CT.

Caracteristicas CT convencional micro-CT
Blanco Reflexion Transmision
Mancha focal Minimo~ 300 pm 1-10 pm
Anodo Rotatorio Fijo
Potencia de operaciéon kW W
Enfriamiento Liquido Aire

Los CT convencionales poseen blancos gruesos (dnodos) de reflexién. En éste tipo
de dnodo los rayos X se producen a diferentes profundidades y algunos de ellos sufren
atenuacion en el propio blanco, fenémeno conocido como autoatenuacion. Esta clase de
blanco presenta una menor eficiencia de conversion de la energia del haz de electrones en
rayos X, a diferencia de los &nodos de transmisién. Los tubos de rayos X para los equipos
micro-CT cuentan con blancos delgados asi que no presentan autoatenuaciéon (Khan,
2010). Sin embargo, la ventaja de los CT clinicos radica en que pueden absorber mayor
calor sin producir dano a consecuencia de la gruesa capa del blanco de tungsteno. Asi,

haces més energéticos pueden ser mejor tolerados por blancos de reflexion, permitiendo
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un flujo mayor de fotones (Schambach et al., 2010).

En los sistemas micro-CT para estudios in vitro generalmente se utiliza la geometria
de irradiacién con haz de cono, con apertura tal que cubra totalmente la muestra, con
la finalidad de disminuir el tiempo de adquisicién de las imagenes.

Schambach (2010) describe dos principios de construccién de sistemas micro-CT. El
primero para escaneos in vivo (Fig. 1.8 a), donde la fuente y el detector rotan alrededor
del sujeto de estudio simultanea y sincronizadamente. Aqui la distancia fuente-detector
(FD) permanece constante y por tanto la magnificacién también serd constante. La
resolucion geométrica que se obtiene depende del tamano del pixel y del tamano de la
matriz, asi como de la mancha focal de tubo de rayos X. El segundo sistema se construye
principalmente para estudios ez vivo (Fig. 1.8 b). A diferencia del anterior, en estos
sistemas el objeto de estudio rota mientras que la fuente y el detector permanecen fijos.
En este caso es posible ajustar la magnificacién, ya que podemos variar la distancia
fuente-objeto (FO) y la distancia objeto-detector (OD).

Fuente Fuente

Objeto

Rayos-x

I
Detector Detector

(a) (b)

Figura 1.8: (a) Arreglo de un sistema de micro-CT para estudios in wvivo. (b) Sistema de
escaner micro-CT para estudios ex vivo. Imagen modificada de la referencia (Schambach, et
al., 2010).

1.3. Medios de contraste en estudios tomograficos

Los equipos micro-CT utilizan energias en el rango de decenas de kV, por ello son
ideales para ver detalles en estructuras con coeficiente lineal de atenuacién (u) alto.

Sin embargo, para estructuras con coeficiente lineal de atenuacién bajo, tales como



1.3. Medios de contraste en estudios tomograficos

tejidos blandos, es mas dificil su visualizacion, por lo que se opta por la utilizacion de
agentes de contraste para aumentar artificialmente . Un medio o agente de contraste se
define como una sustancia que al ser introducidas en un organismo o materia es capaz de
opacificar o resaltar estructuras anatéomicas, tanto normales como patolégicas mediante
el cambio artificial en el nimero atéomico del tejido, y por tanto, en el coeficiente lineal
de atenuacién (Sartori, et al., 2013).

1.3.1. Medios de contraste basados en yodo para estudios del
cerebro

En el caso particular del cerebro, éste se compone de diversos tejidos con nimero
atémico (Z) similares entre si, encerrados por el craneo que posee un alto Z. En una
imagen tomografica el craneo se verd con gran facilidad asi como todos los huesos o
estructuras con alto Z, pero los tejidos blandos no se podran diferenciar. Por ello es
indispensable el uso de un medio de contraste si la finalidad del estudio tomografico es
la de evaluar diferencias entre tejido blando.

Los medios de contraste de la familia uro-mielo-angiograficos que se encuentran
comercialmente en México son el iopamidol, iohexol, lobitridol, iodixanol y la iopromida
(Rodriguez Nava et al., 2008). La iopromida (C1gH2413N50s) es un medio de contraste
considerado de uso universal para todas las exploraciones radiolégicas donde son
necesarias administraciones de dicho medio de contraste (Garcia Ménaco et al., 2011).
Este compuesto contiene yodo no iénico hidrosoluble ya que al ser suministrado
se expande de forma difusa por el espacio extracelular (Sartori et al., 2013). La
caracteristica de una sustancia no iénica es que al entrar en contacto con el agua o la
sangre se comporta como particula neutra. Al administrar contraste iodado no iénico
diluido en agua por via oral casi no es absorbido y se elimina por via fecal. Cuando se
realiza de forma endovenosa un 98 % se elimina por la orina mientras que el restante
por la via biliar.

Uno de los problemas presentes con el uso de medio de contraste en el cerebro es la
presencia de la barrera hematoencefdlica (BHE). Paul Ehrlich demostré la existencia de
esta barrera al inyectar colorante azul en varios animales de laboratorio teniendo como
resultado la ausencia de tincion en el cerebro y médula espinal, mientras que el resto
del cuerpo se tenia completamente (Janze, 1993). De ahi se pensé en la existencia de
una barrera que no dejaba pasar estas moléculas. Ahora se sabe que esta barrera aisla
el medio interno del sistema nervioso central (SNC) de la circulaciéon sanguinea como

mecanismo de proteccién contra infecciones comunes (Pascual Garvi, et al., 2004).
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La barrera hematoencefdlica se compone por endotelio vascular no fenestrado 2
que recubre el sistema vascular cerebral, pericitos, astrocitos y una membrana basal
compartida (Fig.1.9). Las células endoteliales son células aplanadas que recubren el
interior de los vasos sanguineos y de los capilares formando parte de su pared (Aird,
2007). Esto ayuda a mantener estable el liquido intersticial para un funcionamiento
neuronal adecuado.

Oligoendrocitd”

Lamina basal T
Célglas endoteliales

Figura 1.9: Sistema vascular neuronal y la estructura de la barrera hematoencefélica.

La mayoria de las moléculas del lumen capilar no pueden pasar por los espacios
intercelulares y la médula espinal; de la misma forma las macromoléculas del espacio
intercelular no pasan al lumen capilar. Algunas moléculas como vitaminas, aminoécidos,
glucosa y nucledsidos pueden penetrar la BHE mediante proteinas transportadoras,
con o sin difusién pasiva. De este modo, sélo las moléculas pequenas no cargadas
o macromoléculas en lipidos pueden disolverse a través de la membrana lipidica de
las células endoteliales para poder atravesarla. Los medios de contraste utilizados
son macromoléculas no idnicas hidrosolubles, por lo cual no tienen la capacidad para
atravesar la BHE (Patestas y Garther, 2006).

En estudios cerebral preclinico ez vivo con medio de contraste, el cerebro se sumerge
en el agente de contraste tal que penetra por difusion desde el exterior del érgano al
interior cerebral.

2Se conoce como endotelio vascular no fenestrado a las regiones del endotelio que no presentan
aberturas u orificios.
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1.4. Glioblastoma multiforme (GBM)

Se conoce como gliomas a los tumores que tienen su origen en la glia, un tejido
que tiene las funciones de dar soporte, remover productos de desecho y de almacenar
glucégeno para la nutricién de las neuronas y de neurotransmisiéon (Hernandez Reyna
et al., 2010). Aunque se desconoce la causa del GBM, éste es el mds comiin y mortal de
los tumores malignos en personas adultas (Moscote Salazar et al., 2010: American Brain
Tumor Association, 2012). Los gliomas se clasifican en grado I-IV de acuerdo a su nivel
de anomalia. El GBM es un tipo de glioma que por su agresividad se ha clasificado como
grado IV, y presenta un crecimiento muy rapido. A diferencia de los gliomas de grado
[-1TI, los GBM presentan necrosis y un incremento en el niimero de vasos sanguineos
que se forman alrededor del tumor (American Brain Tumor Association, 2012).

A nivel preclinico existen dos métodos principales para el estudio del GBM. El
primero de ellos es el estudio histologico tradicional; técnica invasiva que permite
diferenciar tejidos a nivel celular. Consiste en realizar cortes fisicos de los tejidos de
interés en forma de laminas muy delgadas (en el orden de micras) que se colocan en
un portaobjetos. Estos cortes son tenidos con colorantes que son elegidos de acuerdo al
tipo de célula a estudiar. Los cortes se colocan en un microscopio para su estudio y las
imagenes se capturan con diferentes magnificaciones. Este procedimiento se realiza en
cada uno de los cortes histologicos, por lo cual es una técnica que solicita inversion de
tiempo de varias semanas. Debido a las magnificaciones usadas se obtienen imagenes
de altas resoluciones espaciales. Con ésta técnica de imagen las reconstrucciones
tridimensionales son complicadas de obtener. Otra desventaja es que la utilizacion de

quimicos colorantes ocasionan contraccién y distorsién geométrica (ver Apéndice B).

La otra técnica utilizada es la Imagen por Resonancia Magnética (MRI), la cual
permite obtener imdgenes con detalle morfolégico del tumor, demarcar sus bordes
o la forma del mismo, e incluso, al utilizar un medio de contraste, observar las
distintas partes del tumor (descrito en la seccién 1.1.1). El problema con la MRI
son las distorsiones geométricas que se presentan en las imagenes debido a los altos
gradientes de campos magnéticos que se utilizan, sus altos costos de adquisicion y de

mantenimiento.

A este nivel las investigaciones se realizan en modelos animales con la finalidad de
valorar el patrén de crecimiento y el comportamiento histolégico. El estudio del GBM
en modelos animales es muy usado, y se opta por el estudio en ratas mas que en ratones,
debido a su eficiencia de tumorigénesis, reproducibilidad, tiempo de vida y debido al

tamafio de la rata para una mejor visibilidad del tumor (Sughrue et al., 2009).
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1.5. Tipos de implante y lineas celulares de GBM

Para investigaciones de tumores en modelos animales, existen diferentes tipos de
implantacién los cuales son clasificados de acuerdo al lugar y tipo de implantacién
realizado. Existen dos clasificaciones de acuerdo al lugar de implantacién de las células
tumorales.

El primero de ellos se conoce como implantacion ortotopica, lo cual significa que el
tejido tumoral se implanta en el mismo érgano de procedencia, asi permite reproducir
las caracteristicas histolégicas, patrones de crecimiento y su diseminacion en el érgano.
El segundo tipo es la implantacion heterotopica, las células se implantan de forma
subcutanea en alguna parte del animal diferente al 6rgano de procedencia. Se ha
encontrado que la diferencia entre estas dos técnicas radica en la tasa de crecimiento
del tumor, en la morfologia, respuesta inmune, asi como en los efectos de la terapia,
por lo que se recomienda el uso de modelos sitio-especificos del tumor (Rojas Martinez,
2002) como los que se obtienen con una implantacién ortotépica.

Por otra parte existen dos tipos de implantacion de acuerdo a la linea celular
utilizada. Los xenoinjertos corresponden a injertos de lineas celulares humanas en ratas
o cualquier otro modelo animal, mientras que los aloinjertos son tejidos tumorales
procedentes de células de ratén inoculadas en ratén (Rojas Martinez, 2002). La
desventaja que presentan los xenoinjertos corresponde a la pérdida de alteraciones
genéticas que son relevantes en gliomagénesis.

La linea celular C6 es un tipo de glioma de rata, y es una de las mas utilizadas para
reproducir los efectos del GBM, tales como invasion, crecimiento, migracién y ruptura
de la BHE (Tovar Franco, 2014). La expresién genética es similar a la reportada en
tumores cerebrales humanos. Fue producida por Benda y colaboradores mediante una
aplicacion repetitiva de N- nitrosometilurea durante un periodo de ocho meses en ratas
Wistar recién nacidas (Benda et al., 1968). Otra linea celular muy utilizada es la U-373
corresponde a una linea celular humana inoculada en ratas. Su utilidad radica en la

implantacién de tumor con la expresién genética humana (Tovar Franco, 2014).

1.6. Manejo de animales de laboratorio

El manejo de animales para experimentacién biomédica se debe realizar bajo
el cumplimiento de normas internacionales para la manipulacién de animales de
laboratorio, asi como bajo estricto apego a la norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0O-
1999, tanto para la reproduccion, el cuidado y uso de los animales de laboratorio. En esta

norma se establece que los animales se deberan encontrar en un espacio adecuado para
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cubrir sus necesidades bioldgicas y fisicas, a fin de garantizar las mejores condiciones
de vida. Cabe mencionar que todos los procedimientos con animales se realizaron con
estricto apego a la norma oficial mexicana NOM-062, y llevadas a cabo por el personal
calificado del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

De acuerdo a estas normas el uso de animales esta justificado en una investigaciéon
por su relevancia para la salud humana o animal, asi como para el avance del
conocimiento biolégico.

El niimero de animales utilizados se restringe al necesario para obtener resultados
cientificamente validos. Los animales deberan ser considerados como seres sensibles, por
lo que debe considerarse el uso apropiado para evitarles o minimizarles el dolor o estrés
severo. También se debera suponer que los procedimientos que causen dolor en humanos
causan dolor en otros vertebrados, asi que cualquier procedimiento se realizaré sélo bajo
sedacion, analgesia o anestesia.

Al finalizar el experimento, o en el momento que sea necesario, todo animal que
pueda sufrir dolor de manera severa o crénica, estrés o alguna discapacidad que no
pueda ser remediada, deberd ser sacrificado sin dolor (CIOMS, 1993).

1.6.1. Eutanasia en modelos murinos

En el caso especifico de la investigaciéon de GBM con células injertadas en ratas, en
donde sea necesaria la extraccion de los cerebros, los animales deberan ser eutanizados.
La finalidad de la eutanasia es disminuir o eliminar al minimo el dolor y estrés previo
y durante este procedimiento. Para lograr estos objetivos la técnica debe causar en el
animal:

= Inconsciencia rapida
» Pérdida de la funcién cerebral
» Paro cardiaco y/o respiratorio

La técnica debera reunir los siguientes requisitos:

Ser un método confiable y reproducible

Ser seguro para el personal involucrado en su uso

Poseer compatibilidad con los requerimientos y el propdésito del estudio

Tener un impacto ambiental minimo
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= Ser a prueba de fallas

= Localizarse en un sitio apartado de los cuartos de animales

Para el caso particular de ratas y ratones, el método recomendado para la eutanasia es
la inhalacién de bidxido de carbono (COg). Esto se debe a su rapido efecto depresivo y
anestésico, que conduce a la muerte por hipoxia en pocos minutos. Otra de las razones
es su facil adquisicién, es un gas barato y no inflamable y por tanto es seguro para el
personal. Ademas, no se acumula en los tejidos y por tanto no deforma la estructura
celular (Norma Oficial Mexicana, 1999). Otro método sugerido es la eutanasia mediante
una sobredosis de agentes anestésicos ya que cumple con los requisitos enumerados
anteriormente. Se conoce que para producir eutanasia en animales murinos, la dosis
empleada es de dos a cuatro veces mas que la dosis utilizada para generar anestesia.
Bajo esta prescripcion en el animal se induce inconsciencia antes de producir su muerte

por fallo cardiovascular y respiratorio (Flecknell, 1996; Bolant Herndndez et al., 1990).
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivos principales

Implementar y optimizar la técnica de adquisicién de imagen microtomografica con
medio de contraste ex vivo para la localizacion de GBM en cerebros murinos, asi como

determinar cualquier informaciéon anatémicamente relevante.

a. Optimizar los parametros de adquisicién de imagen: voltaje del TRX e intervalo

de muestreo.
b. Optimizar los parametros de reconstruccion: Tamano de voxel.

c. Calcular los contrastes tedricos de un maniqui de una solucién de medio de
contraste (maniqui tedrico) para determinar el kVp de las imédgenes a analizar.

d. Cuantificar la calidad de las microtomografias en términos del cociente senal a
ruido (SNR) y del cociente contraste a ruido (CNR).

1.7.2. Objetivos especificos

[. Calibrar las imagenes microtomograficas en unidades Hounsfield (HU) y

concentracién de medio de cotraste.
II. Cuantificar la absorcién de medio de contraste.

III. Utilizar el maniqui de calibraciéon en HU para estandarizar los tonos de gris de

las imagenes microtomograficas y expresarlos en nimeros-CT.

IV. Disenar y construir un maniqui de calibraciéon de concentracién de medio de
contraste para determinar en la obsorcion de yodo algunas regiones internas del

cerebro de la rata.
V. Medir las areas tumorales en las imagenes histolégicas y las microtomografias por

dos métodos: segmentacién con el software itk-SNAP y manual con ImagelJ.

1.7.3. Objetivos adicionales

1. Realizacién de un atlas cerebal murino.

2. Implementar las imagenes microtomograficas en la planificacién de irradiaciéon

cerebral total e irradiacién focalizada de animales murinos.
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3. Determinar la cantidad de estructuras visibles en las imagenes microtomograficas.

4. Demostrar la utilidad de las imagenes contrastadas para planificar tratamientos:
en un plan de irradiacién a cerebro total para conocer la dosis recibida en los
OARs y un plan de irradiacién focalizada.

1.8. Hipodtesis

Mediante la técnica de microtomografia computarizada con medio de contraste y
parametros optimizados es posible diferenciar estructuras internas en el cerebro de la
rata en estudios ex vivo.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1. Descripciéon y funcionamiento del micro-CT

El sistema micro-CT empleado (Fig. 2.1) se compone principalmente de un tubo de
rayos X, un detector de panel plano de alta resolucién espacial y un motor giratorio.
El sistema esta disenado para realizar preferentemente estudios ex vivo. Para obtener
las proyecciones se hace girar el soporte mientras que el tubo de rayos X y el detector
permanecen fijos, tal como se describi6 en el capitulo 1.

Detector
Y4
i

Figura 2.1: Equipo micro-CT del Laboratorio de Imagenes Biomédicas del Instituto de Fisica,
UNAM. (a) Soporte donde se coloca la muestra, (b) Movimientos lineales en la direccién de

la flecha y (c) laser de alineacién.

17



Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1.1. Tubo de rayos X

El tubo de rayos X es de la marca Oxford Instruments, modelo Apogee XTG5011.
Posee una mancha focal de 35 ym, anodo de tungsteno y ventana de berilio de 0.005
pulgadas. E1 TRX genera un espectro de fotones con energias que van desde 0 hasta el
valor del kVp méaximo. La probabilidad de que los fotones de baja energia atraviesen
al sujeto de estudio es casi nula. La formaciéon de la imagen se da por la deteccion
de los fotones que logran pasar al sujeto de estudio, por lo que los fotones de baja
energia no contribuyen a la formacién de la imagen pero si al aumento de la dosis
depositada (Bushberg et al., 2002). Para eliminar los fotones de baja energia que no
contribuyen considerablemente a la formacién de la imagen el tubo tiene adaptado un
filtro de aluminio de 1 mm de grosor. El haz de radiacién tiene forma de cono con 22°
de apertura. Los valores de operacién del voltaje van de 0 a 50 kVp como méaximo,

mientras que los de la corriente van de 0 a 1 mA.

2.1.2. Detector de panel plano

El detector de panel plano es de la marca Rad-icon modelo Shad-o-Box 2048.
Consta de cuatro paneles de fotodiodos CMOS acoplados a una pantalla centelladora de
oxisulfuro de gadolinio dopado con terbio (GdyO5S : T'h) de la marca comercial Kodak
Min-R de aproximadamente 80 pum de grosor. Posee 2048 x 1024 pixeles donde cada uno
mide 48 um de longitud por lado, el drea efectiva de deteccion es de aproximadamente
10 x 5 cm?. El tiempo minimo de lectura es de 367 ms/imagen y se digitaliza a 12 bits

por pixel.

2.1.3. Motor giratorio y soporte para la muestra

El sistema de control de movimiento permite realizar desplazamientos lineales
para trasladar el eje de rotacion para su alineacién correcta, asi como movimientos
rotacionales. El motor rotacional de la marca Standa modelo 8MR150-1, posee un
intervalo de rotacion de 0 a 36°0O con la capacidad de operar con una precisiéon a pasos
de 0.01°, a una velocidad de hasta 500 pasos/segundo. Sobre este motor se coloca un
soporte donde se fijan las muestras. Debido al movimiento rotacional de este soporte
se obtienen las diferentes proyecciones de la muestra o sujeto bajo estudio.

En la figura 2.1 se observan los elementos principales que integran el equipo micro-
CT que se utilizé para este trabajo. La distancia fuente-detector (FD) es de 297.32
mm, y que la distancia fuente-objeto (FO) es de 219.73 mm por lo que tenemos una
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magnificacion (M) de 1.35 veces el tamano real del objeto; este valor se obtiene de la
relacion que se describe en la ecuacion 2.1.
FD
M = 70 (2.1)

Es importante enfatizar que el proposito de esta investigacién es observar tumores
pequenos, por lo que cualquier presencia de artefactos por una mala alineaciéon puede
impactar en la calidad de la imagen de tal manera que no permita la deteccion del
tumor.

El algoritmo utilizado para la reconstruccion de las imagenes micro-C'T corresponde
al algoritmo de Feldkamp-Davis-Kress (Feldkamp et al., 1984) por lo que es necesario
conocer las coordenadas espaciales de puntos especificos. La alineacion correcta
disminuye o elimina artefactos en la reconstruccién (ver Apéndice A). Los pardametros
de alineaciéon de nuestro sistema cumplen con una alineacién correcta ya que el plano
de deteccién es perpendicular al plano central, donde el eje de rotacion se encuentra
a 89.989° respecto al plano central (Fig. 2.2). El método de alineacién del micro-CT
empleado se basa en el uso de un maniqui propuesto por Noo y sus colaboradores (Noo,
et al., 2000). Este método consiste en la alineacién de los centros de la mancha focal y
del detector, y la alineacion del eje de rotacion, el protocolo se discute con detalle en
el trabajo de Galvan de la Cruz (2008).

Plano de deteccidn

Eje de rotacion .

Fuente de
rayos X

Figura 2.2: Esquema de alineacién del sistema micro-CT, se muestran los diferentes planos
necesarios para una alineacién correcta. Imagen modificada de la referencia Noo et al. (2000).
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2.2. Material bioldgico

Las muestras bioldgicas fueron proporcionadas por el INNN. El procedimiento
de manejo de animales y obtencion de las muestras fue realizado por personal del
Laboratorio de Fisiologia de la Formacion Reticular de ese instituto.

Las muestras bioldgicas (cerebros murinos) corresponden a ratas de la linea Wistar
que fueron tratadas de acuerdo a las normas establecidas por el Comité de Bioética del
INNN.

Para la implantacién de células tumorales, los animales fueron anestesiados. Con
un aparato estereotdctico (Fig. 2.3) se posicioné una canula de acero inoxidable
en la corteza motora primaria. Posteriormente, se suministraron células tumorales
suspendidas en una solucién directamente en la corteza motor primaria a través de
una canula (Salas Bautista, 2014). De acuerdo al estadio de interés del tumor se deja
determinado periodo de incubacion, generalmente del orden de dias.

Figura 2.3: Aparato estereotdctico utilizado para posicionamiento.

El paso inicial de la preparacion para la extraccion de los cerebros consistié en
anestesiar a las ratas. Con el objetivo de preservar rédpida y uniformemente el tejido
cerebral en un estado similar al que tenfan la rata cuando se encontraba viva (Gage
et al., 2012) se les practicé perfusién intracardiaca con una solucién de formalina,
datos més precisos de encuentran reportados en Salas Bautista (2014). Finalmente, se
removieron los cerebros y se sumergieron durante cinco dias en una mezcla de solucién
salina y medio de contraste a una concentracion del 10 %. El tiempo de sumersién y
la concentracién de medio constraste fueron reportados como los valores 6ptimos para

este tipo de estudios en la publicacion realizada por Crespigny et al. (2008).
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2.2. Material biolégico

Se nos proporcionaron tres grupos de cerebros de rata Wistar con pesos en el rango

de 230 — 250 g, estos se describen a continuacién:

L.

Los elementos de este grupo fueron las ratas control (C). No presentan
tumoracion. La rata control 1 (C1) con peso de 238 g fue eutanizado minutos
antes de la adquisiciéon. C1 fue la tnica rata que no se sometiéo a perfusion
transcardial y tampoco fue sumergido en medio de contraste (Fig. 2.4a). La
adquisicion tomografica corresponde a la cabeza completa de la rata. La segunda
rata control (C2), corresponde al cerebro de la rata sometido a perfusién (Fig.
2.4b). C2 fue sumergida en medio de contraste a base de yodo durante 5 dias y fue
renombrada como control 2 con yodo (C2y) (Fig. 2.4c). Este grupo fue utilizado
para medir la variaciéon de los nimeros CT cuando la muestra no fue sometido a
ninguin proceso, cuando se le practicé perfusion y cuando fue sumergido en medio
de contraste.

Figura 2.4: (a) C1, rata control 1, (b) C2, muestra bioldgica de la rata control 2 con perfusién

y (c) muestra biolégica C2y, es decir, C2 con perfusién y embebido en medio de contraste.

IT.

Este grupo quedé conformado por 3 sujetos de estudio que fueron usados en la
determinacién del protocolo (Spi, Sps v Sps). Las muestra bioldgicas o sujetos
de estudio, se sometieron a aloinjertos ortotopicos de la linea celular C6. A fin
de obtener un analisis objetivo de las imagenes y determinar los parametros
adecuados para observar la lesion, no se especificé informacion alguna acerca
del periodo de incubacion, ni la ubicacion del aloinjerto. Después de la perfusion
transcardial, los cerebros fueron sumergidos en una concentraciéon 1:10 de medio

de contraste no iénico a base de yodo. Para establecer el protocolo se midio el
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cociente contraste-ruido y cociente senal-ruido (CNR y SNR respectivamente, por

sus siglas en inglés).

ITI. El tercer grupo se compuso por tres cerebros de rata con aloinjertos ortotopicos
de la linea celular C6 a diferentes estadios de tumoracion. Para este estudio
las ratas fueron perfundidas transcardialmente y los cerebros fueron removidos.
Posteriormente se sumergieron durante 5 dias en medio de contraste con una
concentracion 1:10. El sujeto de estudio S6,; corresponde a un cerebro de rata
con 6 dias, S8; con 8 dias y S10, con 10 dias de crecimiento del tumor. Con este
grupo se encontré el limite de volumen tumoral que se puede identificar con el
protocolo establecido.

2.3. Sofware utilizado

Se utilizé el programa XCOM propiedad del NIST (National of Institute Standards
and Technology) para obtener los coeficientes mésicos de atenuacién del medio de
contraste en las concentraciones que se utilizaron en este trabajo.

En la pégina principal tiene la opcién de elegir el tipo de material de estudio:
elemento, compuesto o mezcla. Asi como las energias a las que se desea conocer el
coeficiente de atenuacion, ya sea méasico o lineal. Permite elegir la forma de introducir
las energias entre la opcién a mano o de un archivo compatible (Fig. 2.5).

Nusional Institute of
Standards oo Technology.
Physicol Maas. Laboratory.

|
Element/Compound/Mixture Selection

In this database, it is possible to obtain photon cross section data for a single element, pound, or m{3ture (a bination of elements and compounds). Please fill out
the following information:

Help

[Identify material by:

© Element
© Compound
@ Mixture

of entering energies: )

@ Enter additional energies by hand
O Additional energies from file (Note: Your browser must be file-upload compatible)

Submit Information || Reset

Figura 2.5: Ventana principal del programa XCOM para el cdlculo de los coeficientes de

atenuacion.

22



2.3. Sofware utilizado

Una vez elegido la forma de introducir la informacién, aparece una segunda ventana
donde se escribe la férmula quimica del elemento, compuesto o mezcla, asi como la
fraccién de peso que tiene cada uno de los componentes. Se eligen los pardmetros que
se desea conocer y se introducen las energias o el rango de energia de estudio (Fig. 2.6).

Help

Enter the formulae and relative weights separated by a space for each compound. One compound per line. For example:

H20 0.9
Nacl 0.1

Note: Weights not summing to 1 will be normalized.

Optional output title: | |

Additional energies in MeV: (optional) (up to 100 allowed)

Graph options: Note: Energies must be hetween (}._(}(}1 = _‘1(}(}000 MeV (1 keV - 100 GeV) (only 4 significant figures will be used).
One energy per line. Blank lines will be ignored.

& Total Attenuation with Coherent Scattering

[ Total Attenuation without Coherent Scattering
[ Coherent Scattering

[ Incoherent Scattering

) Photoelectric Absorption .. @ Include the standard grid
[ Pair Production in Nuclear Field
) Pair Production in Electron Field Energy Range:
) None Minimum: [0.001 | MeVv
Maximum: 100000 | MeV

|_Submit Information | Reset |

Figura 2.6: Ventana secundaria del programa XCOM.
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2.4. Protocolo de adquisicién de imagenes en el

micro-CT

Los parametros que se determinaron fueron: el kVp del tubo de rayos X, el tiempo
de integracién, la corriente, el nimero de proyecciones y la resolucién espacial de las

imégenes.

2.4.1. Parametros de adquisicion tomografica
Intervalo angular de muestreo

Para obtener una buena reconstruccion tomografica fue necesario tomar proyec-
ciones alrededor de todo el objeto con el fin de disminuir la apariciéon de artefactos
(ver Apéndice A). Uno de los pardmetros que se determiné para establecer el protocolo
de adquisicién fue el intervalo angular para cada una de las proyecciones. Se tomdé un
conjunto de proyecciones con intervalo angular de 0.5 grados, ya que para intervalos an-
gulares més pequenos el tiempo de adquisicion y reconstruccién aumentan en multiplos
del tiempo empleado en adquisiciones con paso angular de 0.5 grados.

Las imagenes fueron adquiridas a 40 kVp, 1 mA y reconstruidas a 70 pm
con proyecciones de intervalo angular de 0.5 (720 proyecciones). Para obtener las
reconstrucciones a 1° y 2° se tomaron cada 2 y 3 proyecciones después de la proyeccién
a 0%, y asi realizar las dos reconstrucciones tomografica con 360 y 180 proyecciones
respectivamente.

La calidad de las imagenes a estos intervalos angulares se determind en términos

del CNR y SNR, de acuerdo a las siguientes relaciénes:

| S1— S |

2 2
oy + o5

Donde S; y S5 y corresponden a la senal 1 y 2; 01 y 09 representan las incertidum-

CNR = (2.2)

bres de las senales 1 y 2 respectivamente, estas senales pueden estar dadas en tonos de

gris o numero CT.

S
SNR = — (2.3)
o
Donde S y o corresponden a la senal promedio medida y su incertidumbre

respectivamente.

24
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Voltaje del TRX

De la literatura conocemos que el voltaje aplicado al tubo de rayos X esta rela-
cionada con el contraste en la imagen (Bushberg et al., 2002), y esto se debe a que
la intensidad de la corriente se relaciona con el cuadrado del kVp. Por esta razon se
realizd un andlisis tedrico para determinar voltaje con el que se obtienen imagenes con
mayor contraste.

Analisis teodrico del Voltaje
Para este analisis se consideraron los espectros de energia a 30, 40 y 50 kVp del tubo de
rayos X. Con el programa XCOM (NIST, 2014 a) se obtuvieron las secciones eficaces
tedricas de la mezcla de agua con medio de contraste en una concentracién del 10 %.
Se calculé el contraste radiolégico para determinar la energia que provea el contraste
mas alto a partir del diseno tedrico que se describe a continuacién.

El maniqui tedrico consiste de dos cilindros concéntricos (Fig. 2.7 a). El cilindro
exterior de agua y tiene un didmetro de 3 cm. El cilindro interior tiene 0.5 cm de

didmetro, y contiene una solucién de agua y yodo a una concentracién de 10 %.

Tubo de plastico

., D=3 cm
Solucion I |
Agua
de agua 7 { o /—\ gt
con yodo [~ : N ) »

«+«—— Jeringa —

Yy
]
el
v
v
—
=

k 4
Gd; 0,5
Detector

() (b)

Figura 2.7: (a) Maniqui tedrico disefiado para calcular el contraste. (b) Corte transversal del
maniqui y geometria utilizada para el calculo del contraste radioldgico.

Las intensidades transmitidas (I; e Iy ) se calcularon a partir de la ecuacién de
atenuacion exponencial para agua y la solucién de acuerdo a la ecuacién (2.4) y (2.5).

Il = Ioe_‘“ (24)

[2 = [ge_ul(D_d)_MQd (25)
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Donde I es la intensidad inicial que se obtuvo de los espectros del tubo de rayos X
que se reportan en el trabajo realizado por Moya Sanchez (2008). Los espectros del TRX
se obtuvieron experimentalmente, bajo las mismas condiciones del presente trabajo (ver
seccién 2.1). I e Iy corresponden a las intensidades transmitidas después de pasar por
agua y solucién de medio de contraste respectivamente; p; y ps son los coeficientes
lineales de atenuacién del agua y de la solucién de yodo y agua, respectivamente.

Los valores de las densidades y los coeficientes de atenuacién se obtuvieron de
la pagina del National Institute of Standard and Technology (NIST, 2014 b). Para
considerar la pelicula de GADOX de 100 pum con la que cuenta el detector, se calculo la
eficiencia cuéntica (1) de acuerdo a la siguiente relacién:

n=1—eto" (2.6)

Donde D’ corresponde al espesor de la pelicula de GADOX.

Las intensidades detectadas después de pasar por el agua (1) y el medio de contraste
(15) se relacionan con la eficiencia cudntica con las ecuaciones que se describen a

continuacion:

I =Iin (2.7)

Iy = I (2.8)

Finalmente, el contraste se calculé comparando la diferencia de la intensidad a la
salida de la solucién con la intensidad de fondo (intensidad transmitida en agua), como

se expresa en la siguiente ecuacion:

-
=27

'’ (2.9)
Los resultados de este analisis se usaron como guia determinar los voltajes de
adquisicion de las imégenes tomograficas.
Andlisis de las imagenes microtomogréaficas en funcién del kVp Para la

evaluacién de las imégenes microtomograficas se midié la relaciéon CNR, con la ecuacién
(2.2).
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2.4. Protocolo de adquisicién de imagenes en el micro-CT

2.4.2. Parametros de reconstruccion
Tamano de voxel

Otro de los parametros a determinar fue el tamano de voxel utilizado en la
reconstruccién. En este trabajo se utilizaron voxeles isotrépicos por lo que se
referird sélo a uno de sus lados como tamano de voxel. Este valor determina la resolucién
espacial de la imagen: a menor tamano de voxel la resoluciéon espacial es mejor, porque
permite identificar a dos objetos pequenos (con tamano mayor al tamano de voxel) que
se encuentran muy proximos entre si. Sin embargo, con el incremento de la resolucién
espacial el ruido en la imagen también incrementa, por lo que es necesario medir la
relacion senal a ruido (SNR) con la expresién 2.3.

Con el equipo utilizado la mejor resolucion espacial que se alcanza en las imagenes
es de 35 um. A partir de estas imagenes se agruparon pixeles para obtener imagenes
tamafio de voxel miltiplos de 35 pm. Por ejemplo, se agruparon cuatro pixeles (2x2)
para obtener una imagen con voxeles de 70 um por lado. Durante los experimentos
la corriente se mantuvo fija en 1 mA (méaximo del TRX) y se ajusté el tiempo de
exposicién para alcanzar una senal de 3 500 u.a. en el detector (4095 méxima)

En todas las muestras de estudio se realizo la identificacién cualitativa del tumor.
Por simple simetria se buscd alguna anomalia. Estas observaciones se validaron por
histologia del sujeto de estudio Sp; bajo el procedimiento que se describe en la seccién
2.7.

Para todos los cdlculos de SNR y CNR se eligieron las regiones de interés (ROIs)
en el cerebelo e hipocampo que presentaban regiones méas homogéneas en términos de
los tonos de gris. Esto se verificé con los histogramas de cada una de las ROIs (Fig. 2.8).
El SN R se determiné para las imagenes a 50 kVp con diferentes resoluciones espaciales
(35, 70 y 140 pum).

Intensidad [u. a.]
Intensidad [u. a.]

Distancia [mm)] Distancia [mm)]
(a) (b)

Figura 2.8: Histogramas de las regiones de interés en el hipocampo (a) y cerebelo (b).
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Capitulo 2. Materiales y métodos
2.5. Calibracion de las microtomografias

2.5.1. Calibracion en Unidades Hounsfield

En una imagen tomografica se utilizan los nimeros CT que corresponden a una
medida de la atenuacién de cierto tejido u 6rgano normalizada al agua. Por ello es
importante la realizacién de calibracién de las microtomografias en unidades Hounsfield
con la finalidad de estandarizar las mediciones realizadas de acuerdo a la ecuacion 1.1.
El maniqui para calibracién en unidades Hounsfield consiste de un cilindro de plastico
agua- equivalente para bajas energias (agua LE, por sus siglas en inglés) con ocho
insertos de varios plasticos tejido-equivalente de interés bioldgico (Fig. 2.9). Cada uno

de los insertos tiene un diametro de 0.5 cm y 3 cm de altura.

1. Teflén

2. Pulmén en inhalacién
3. Tejido adiposo

4. Hueso trabecular

5. Agua HE

6. Hueso cortical

7. Pulmén en exhalacién

8. Lucita

(a)

Figura 2.9: Maniqui para calibracién en unidades Hounsfield.

Los elementpos que componen los materiales utilizados en este maniqui se describen
con amplio detalle en la publicacién realizada por Woodard y White(1986) y se resumen
en la referencia Kikushima Palacios(2010).

Para realizar la calibracion en HU se midieron los valores en escala de gris de una
region de interés de los diferentes materiales y se aplicé la ecuacion 1.1. Para realizar
este procedimiento se usé el software ImageJ (National Institutes of Health, 2014).
La curva de calibracion se aplicé a cada una de las imagenes para convertir unidades
arbitrarias del detector (u.a.) a HU.
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2.5.2. Calibracién en concentracion de yodo

Este maniqui se compone de un cilindro hueco relleno de agua de 3 cm de didmetro
y 3 cm de altura. Contiene seis cavidades cilindricas equiespaciadas angularmente de
0.5 cm de didmetro y 2 cm de altura, ubicadas a 0.5 cm del borde (Fig. 2.10a). En
estas cavidades se colocd el medio de contraste a seis diferentes concentraciones, 3
concentraciones por debajo y 2 por encima del 10% (concentracién utilizada en las
muestras histolégicas). El medio de contraste que se utilizé fue a base de yodo no
i6nico de la marca comercial Iopamiron 300 (300 mg/ml) de Bayer.

-

3cm

-

1 cm-=

(b)

Figura 2.10: (a) Diagrama del maniqui de calibracién en concentracién de medio de contraste.
(b) Reconstruccion tridimencional del maniqui de calibracién de yodo.

Las concentraciones se enlistan a continuacion:

50 % (150 mg/ml)

25% (75 mg/ml)

10% (30 mg/ml)

5% (15 mg/ml)

1% (3 mg/ml)

0% (0 mg/ml)
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Posterior a la adquisicion en la imagen microtomografica del maniqui de
concentracion se midieron las senales, y se determind la relacién existente entre la
escala de gris y en nivel de concentraciéon de medio de contraste. Usando esta curva y

la de calibracién en HU se establecié una relacion entre HU vs. Concentracion.

2.6. Medicion de la absorcion de medio de contraste

en estructuras cerebrales

Para determinar la obsorcién de medio de contraste se utilizaron las muestras
control (C1, C2 y C2y). Las imdgenes se calibraron en numeros CT. Se definieron
ROIs en estructuras facilmente identificables en las microtomografias como el cuerpo
calloso, hipocampo y cerebelo. Posteriormente se midieron las HU de estas regiones. Se
calibr6 en absorcién de yodo y con las mismas ROIs con las que se midieron las HU se
midi6 el porcentaje de absorcion de yodo.

Se calculo la visibilidad porcentual de las estructuras internas del cerebro, esto es,
el contraste entre dos estructuras contiguas (contraste estructural) de acuerdo a la
siguiente relacion:

My — M.
Cgl%] = T (2.10)

Donde Cg corresponde al contraste entre las estructuras en porcentaje, Mjy; es la
medicién en el hipocampo y M., es la medida obtenida en el cuerpo calloso.

Se determiné la diferencia en los nimeros CT para las imagenes de las muestras
biolégicas sometidas a tres etapas diferentes del proceso: sin perfusién ni medio de
contraste, con perfusion sin medio de contraste y con perfusion més medio de contraste.
Esta diferencia se encuentra dada por el aumento de los nimeros CT (ACT') definida
con la expresion siguiente:

Meo, — Mcy
Meq

Donde el término Meo, representa la medicion del cerebro de la rata control con

ACT = (2.11)

perfusién y medio de contraste o de la muestra bioldgica sélo con perfusion. M¢
corresponde a la medicién de la muestra sin perfusion ni medio de contraste.

Para el caso del sujeto de estudio embebido en medio de contraste, las imagenes
microtomograficas fueron calibradas en absorciéon de medio de contraste. Con las
mismas ROIs utilizadas para medir los nimeros CT se midi6é la obsorciéon de yodo

en las mismas estructuras.
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2.7. Analisis del volumen del tumor

2.7.1. Procesamiento y adquisicion de imagenes histolégicas

Para validar la informaciéon mostrada en las microtomografias, se compararon las
imagenes microtomograficas con imagenes histolégicas del sujeto de estudio Sp;. El
procesamiento histoldgico corrio a cargo de investigadores del INNN, el procedimiento
se menciona brevemente en el Apéndice B. Para obtener las imégenes histologicas las
muestras fueron colocadas una a una en un microscopio.

Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio estereoscopico Leica MZ6. Las
capturas y el analisis de las imagenes histolégicas se realizaron con el software LEICA
IM500 version 6.5.6. Las adquisiciones histolégicas se tomaron con los objetivos 1.25x
para las imagenes mas pequenas, con 1x para las imagenes que se salian del campo
de visién del objetivo y con 0.8x para aquellas imagenes que eran demasiado grandes
para observarse en su totalidad en el campo de vision del objetivo 1x. Las resoluciones
espaciales manejadas por cada objetivo corresponden a 0.0084, 0.011 y 0.013 mm /pixel

respectivamente.

2.7.2. Segmentacién de volimenes tumorales

Para realizar el andlisis de los volumenes de los tumores en diferentes etapas
tempranas de crecimiento se utilizaron las muestras del grupos III (muestras biolégicas
con crecimiento tumoral de 6, 8 y 10 dias). Estas imdgenes fueron introducidas al
software de segmentacién itk-SNAP version 2.0.4 (Yushkevich, et al., 2006) mediante
archivos en formato Analyze (.hdr). La segmentacién fue realizada automaticamente
(por diferencias en tonos de gris y reconocimientos de bordes) y semiautomatica para
los casos en que la diferencia entre tonos de gris no era tan evidente. Se realizé un post-
procesamiento con el programa ImageJ 1.47v, con esta segmentacion se pudo extraer
el volumen correspondiente al tumor y el encéfalo. Las imagenes tomograficas fueron
calibradas en mm con el software ImageJ para poder usar la herramienta de cédlculo de
volumenes del que dispone el itk-SNAP.

Se realizé un segundo céalculo de los volimenes tumorales de las mismas muestras
biolégicas. Con el software ImageJ se dibujaron ROIs que delimitaron la region del
tumor, este procedimiento se realizé en todos los cortes que contenian tumoracion.
Una vez definidas las ROIs se midieron las areas del tumor en cada corte. Las areas
se midieron en las imagenes tomograficas con tamano de voxel de 35 y 70 pum. La

finalidad de este ejercicio fue determinar si con una mejor resolucion, la cuantificacién
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del tumor era més aproximada a lo medido en las imagenes histologicas. Debido a que
no se logré apreciar claramente la frontera del tumor, se dibujaron 11 ROIs que lo
delimitaron. A partir de ello se obtuvo el area promedio asi como la incertidumbre
asociada (desviacién estdndar de las mediciones).

En el caso especial de las microtomografias con tamano de voxel de 35 um, se
sumaron dos cortes para disminuir el ruido por el aumento de la estadistica de la senal.
Los voxeles utilizados para esta imdgen fueron de 35 x 35 x 70 pm?®. El volumen de la

lesion (tumor) quedé determinado con la siguiente expresion:

Vi = ZAi X Gi (2.12)
=1

Donde Vp, A; y g; corresponden al volumen, area y grosor de la i-ésima rebanada

respectivamente, y n es el niumero de rebanadas donde aparece el tumor.

Los volumenes después de la segmentacion fueron comparados con los volimenes

obtenidos por la medicion de areas en ImageJ.

2.7.3. Comparacion micro-CT e histologia

Se determiné si la extension de la lesion visible en las imagenes microtomograficas
correspondian con la extensién visible en las imagenes histologicas. Se comparo el
area de la lesién obtenida en cortes a la misma altura tanto en las imégenes
histologicas como en las microtomografias. Las muestras fueron cortadas por un
microtomo por congelacién para el procesamiento histolégico posterior a la adquisicion
microtomografica. Para estos casos no fue posible comparar volimenes, ya que en el
proceso de realizar los cortes histolégicos muy delgados (en el orden de decenas de
micras) algunos se pierden o se danan por el mismo proceso, quedando inservibles para

la reconstruccion tridimensional del tumor.
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Resultados y discusion

3.1. Protocolo de adquisicion de imagen

Se logré disenar una metodologia para la reconstruccién de las imdgenes empleando
el algoritmo de Feldkamp (FDK), frecuencia de corte de 0.7 de la frecuencia de Nyquist
y un filtro tipo Hamming. Se determinaron las variables involucradas en las adquisicion
(paso angular y voltaje pico) y reconstrucciéon (tamano de voxel) de las imagenes,
estos resultados se presentan en las siguientes secciones. Todas las microtomografias
mostradas en este trabajo se adquirieron con una corriente de 1 mA para garantizar la

fluencia maxima de fotones.

Las imagenes utilizadas en la determinacion del protocolo se muestran en una
escala de gris invertida respecto a lo que se obtiene de la reconstruccién. Es decir,
las estructuras mas atenuadoras que se aprecian en colores claros posterior a la
reconstruccién tomogréfica, luego de la inversion se ven con tonos oscuros. Esto
se realiza con la finalidad de que las imédgenes puedan ser facilmente analizadas y
observadas por el lector.

En las imagenes histoldgicas las fibras y el tumor se muestran en color claro similar
al observado en el cuerpo calloso (cc) y la comisura anterior (CA) como se ve en la
figura 3.1, mientras que en las imagenes microtomograficas se ven en tonos oscuros
(Fig. 3.2a). Al invertir los colores del corte tomogréfico podemos ver el cuerpo calloso
en color blanco, al igual que en la imagen histolégica (Fig. 3.2b). Esta simple accién
acelerd el proceso visual de localizacion de la lesion en la imagen microtomografica,
ya que al buscar un objeto claro en una imagen histolégica inmediatamente en una

microtomografia también se busca un objeto claro.
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Figura 3.1: Imagen del corte histolégico donde se muestra el corpus calloso (cc) y comisura
anterior (CA).

(a) (b)

Figura 3.2: (a) Microtomografia obtenida después de la reconstruccién tomogréfica; (b) al
invertirlas los colores oscuros representan las estructuras mas atenuadoras. Los valores de los

tonos de gris corresponden a unidades arbitrarias.

3.1.1. Intervalo de muestreo y paso angular

En la seccién 2.4.1 se indic6 que los muestreos se realizaron cada 2° (180
proyecciones), 1° (360 proyecciones) y 0.5° (720 proyecciones). En las imégenes
muestreadas cada 2° (Fig. 3.3 a) se observaron artefactos tipo moteado y raya,
debidos a un insuficiente nimero de proyecciones (ver Apéndice A). Para las imégenes

muestreadas cada 1° y 0.5° cualitativamente no existe diferencia visible en la calidad

34



3.1. Protocolo de adquisiciéon de imagen

de las imégenes (Figura 3.3b y ¢ respectivamente), ademés en ambas imédgenes se
identificé el tumor (sefialado con una flecha). Para el caso del 180 proyecciones el
tumor se confunde con los artefactos que presenta la imagen.

(a) (b) (c)
Figura 3.3: Cortes axiales del sujeto de estudio Sps. Los pardmetros de adquisicién de las

imagenes fueron 40 kVp, 1 mA y reconstruidas a 70 pm. Las imdgenes mostradas corresponden

al mismo corte reconstruido con diferente nimero proyecciones: (a) 180, (b) 360 y (c) 720.

En cuanto a los tiempos de reconstruccién (¢.) que se muestran en la Tabla
3.1 la diferencia si es notable. El tiempo necesario para una reconstruccion con 360
proyecciones corresponde a casi la mitad del tiempo necesario para la reconstruccion
con 720 proyecciones. Se encontré aumento en el ruido a menor niimero de proyecciones.
Esto es, cuando se aumenta el nimero de proyecciones de 180 a 720, el ruido disminuye
hasta un 29 %. Sin embargo, la senal es similar en los tres casos estudiados.

Tabla 3.1: Mediciones de los nimeros CT con una ROI circular de 34.86 mm? en el cerebelo

e hipocampo.

Nimero de Promedio [HU] stDev [HU]
, t,[s] CNR
proyecciones Cerebelo Hipocampo Cerebelo Hipocampo
180 142.10 1688 1460 98 59 2.0
360 280.84 1690 1459 85 44 2.4
720 555.77 1700 1466 84 42 2.5

NOTA: t, corresponde al tiempo de reconstruccién y stDev a la desviacién estandar por sus siglas en inglés.

Para el calculo del CNR se realiz6 la medicién de los niimeros CT en el hipocampo
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y cerebelo con ROI circular de 34.86 mm? tal como se aprecia en la figura 3.4.

©)

Figura 3.4: ROISs circulares utilizadas para la medicién del CNR y SNR. La ROI 1 corresponde
a la medicion en el cerebelo y la ROI 2 al hipocampo.

Las mayores diferencias porcentuales del SNR (ver Tabla 3.2) se encontraron en
el hipocampo. Las mediciones realizadas en las imagenes reconstruidas con 180 y 720
proyecciones poseen una discrepancia de 30 %, mientras que con 360 y 720 proyecciones
se encontré una diferencia del 5%. La diferencia entre los CNR para 360 y 720
proyecciones es de apenas 4 %, porcentaje que no es lo suficiente como para impactar
en la calidad de las imédgenes a simple vista. Sin embargo, para 180 proyecciones esta
discrepancia ya es del 20 % y la calidad de la imagen se ve disminuida.

Tabla 3.2: SNR y CNR calculados a partir de los ntimeros CT en el cerebelo e hipocampo.

Ntumero de SNR
. CNR
proyecciones Cerebelo Hipocampo
180 17.2 24.8 2.0
360 19.9 33.2 24
720 20.2 34.9 2.5

Como se puede apreciar en las imagenes y en la medicién del CNR la calidad de las
microtomografias reconstruidas con 180 proyecciones es menor que las reconstruidas
con 720 proyecciones. Sin embargo, para las imagenes con 720 y 360 proyecciones no

existié diferencia considerable. El tiempo que se empled en reconstrucciones con 360
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es casi la mitad que la utilizada con 720 proyecciones. Asi el tiempo fue un factor
determinante en la elecccion del niimero de proyecciones y por tanto el paso angular. De
esta manera para conformar el protocolo se decidié por adquisiciones microtomograficas

con 360 proyecciones, es decir, en pasos angulares de cada 1°.

3.1.2. Voltaje del tubo de rayos x

Se determiné el voltaje éptimo (tedrico y experimental) de adquisiciéon de las
imagenes. En la Fig. 3.5 se aprecia la curva de los coeficientes méasicos de atenuacién
tedricos de una solucién de agua con yodo (a una concentraciéon de 1:10) como funcién
de la energia y los espectros de energia (30, 40 y 50 kVp) del tubo de rayos X del
sistema micro-CT medidos por Moya Sénchez (2008).

Podemos ver que el borde K de la solucién de agua yodada se encuentra en 33.1 kV;
la energia a la que se encuentra el borde corresponde a un incremento en la probabilidad
de que los fotones que sufran interacciones favorezcan el efecto fotoeléctrico, principal

interaccién que contribuye a la calidad en la formacién de la imagen.

1.2 10°
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Figura 3.5: Coeficientes masicos de atenuacién tedricos de la solucién de yodo como funcién
de la energia. Espectros de energia del tubo de rayos X del sistema micro-CT a 30, 40 y 50
kVp (Moya Sanchez, 2008).

Con los espectros experimentales del TRX y de acuerdo a la geometria que se expone
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en la figura 2.7, se calcularon los contrastes tedricos aplicando la ecuacién 2.9. De la
Tabla 3.3 se encontré que el mayor contraste se obtiene con un voltaje de 50 kVp.

Sustentandonos en este analisis tedrico se decidié obtener imégenes microtomo-
graficas a 40 y 50 kVp. Se analizé la calidad de las mismas en términos del cociente de
contraste a ruido (CNR) y del cociente senal a ruido (SNR).

Tabla 3.3: Medicién de los contrastes tedricos (C’) a diferentes kVp.

Voltaje [kVp] c’
50 53.7
40 50.3
30 50.1

En la Figura 3.6 se aprecian cortes del sujeto de estudio Spy, obtenidas a 40 y 50
kVp, y reconstruidas con tamano de pixel de 70 pm. En estas imagenes se indica la
posicién de dos regiones de interés, una en el cerebelo y otra en el hipocampo, que
se usaron para el cdlculo del CNR. Los valores promedio y las desviaciones estandar
(stdDev) en las ROIs se obtuvieron con Imagel.

9, 9

(a) (b)

Figura 3.6: Corte axial del sujeto de estudio Spy adquirida a 40 kVp (a) y 50 kVp (b). La
ROI 1 se encuentra en la region de interés en el cerebelo y la ROI 2 al hipocampo.

La diferencia porcentual de los CNR mostrados en la Tabla 3.4 es de apenas 3.8 %. El
ruido o stDev es menor para 50 kVp. Si en la figura 3.7 buscamos estructuras tales como

cuerpo calloso, ramificaciones del cerebelo, tallo cerebral y el tumor, y las comparamos
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con el fondo, se ve un contraste ligeramente mejor en la imagen adquirida a 50 kVp
(Fig. 3.7 a y b). Por lo que a esta energia ademés de la mejoria en el contraste también

podemos identificar méas facilmente el tumor.

Tabla 3.4: Determinacién del CNR a dos voltajes con ROIs circulares de 43.12 mm? ubicadas

en el cerebelo e hipocampo.

Voltaje Promedio [HU] stDev [HU]
CNR
[kVp] Cerebelo Hipocampo Cerebelo Hipocampo
40 72.87 66.40 1.60 1.8 2.60
50 70.64 65.23 1.20 1.6 2.70

(a) (b)

Figura 3.7: Corte sagital del sujeto de estudio Sps. Las imagenes fueron adquiridas a 40 kVp
(a) y 50 kVp (b), en ambas imégenes pueden observarse las mismas estructuras con diferente

contraste.

Asimismo, se estudiaron variables que afectan al tiempo que se necesita para la
adquisicién y reconstruccion de la imagen. Estos pardametros fueron el tiempo de
integracion (t;) y el tiempo de reconstruccién (t,). El objetivo de este estudio es
optimizar el tiempo para obtener un estudio microtomografico.

De la Tabla 3.5 se determiné que el tiempo de integracién ! fue 2.4 veces menor
respecto a 40 kVp, y por lo tanto el tiempo de adquisicién se redujo en este factor.
Sin embargo, el tiempo de reconstrucciéon fue igual en ambos casos. Como resultado
de estos analisis se encontré que para la localizacion de los tumores las adquisiciones
tomograficas se optimizaban a 50 kVp .

IE] tiempo de integracién corresponde al periodo durante el cual la electrénica integra toda la
intensidad que se deposita en el detector (Knoll G. F., 2010).
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Tabla 3.5: Pardmetros de adquisicién de las imdgenes a diferentes voltajes.

Voltaje [kVp] 40 50

t; [s] 1.20 0.50

ty [s] 280.84 280.84
Proyecciones (pasos) 360 (1°) 360 (1°)
Tamano de voxel [ pm | 70 70

3.1.3. Tamano de voxel y el ruido

Se evalug el efecto del tamano de voxel (Vs) de las imagenes reconstruidas y el ruido
de la imagen. Las adquisiciones microtomograficas reconstruidas con tres diferentes
tamanos de voxel se muestran en la figura 3.8. Se observa que a menor resolucién
espacial, es decir Vs=140 pym (Fig. 3.8 ¢) el ruido disminuye, la baja resolucién se refleja
en poca definicién o delimitacién en las estructuras, e incluso la sustancia blanca 2 del
cerebelo no se logra apreciar en comparacion de la figura 3.8a.

(a) (b) (c)

Figura 3.8: Cortes transversales del sujeto de estudio Sp;. Las imégenes corresponden al
mismo corte. a) Imagen reconstruida con un tamano de voxel de 35 pm, b) 70 pm y c) 140

pm. En las imédgenes el tumor se encuentra senalado con una flecha.

2Parte del sistema nervioso central (SNC) compuesta por fibras nerviosas cubiertas de mielina.
En imagenes histolégicas se encuentras visibles con un color blanquecino tal como el cuerpo calloso y
ramificaciones del cerebelo (Ojeda Sahagtn J. L. e Icardo de la Escalera J. M., 2004).
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Por otra parte a mayor resolucién espacial (Vs=35 um), esto es, la de menor tamano
de voxel, mayor es el ruido que se aprecia como granulosidad en la imagen. Esto podria
afectar la observacién de un tumor muy pequeno ya que podria confundirse con el fondo.
En la imagen con tamano de voxel de 70 ym (Fig. 3.8b) se logra apreciar claramente el
tumor y las estructuras cerebrales; el ruido no es tan notorio y el contraste es bueno.

Un andlisis cuantitativo arrojé resultados similares a los encontrados por inspeccion
visual. De la medicién del SNR en el hipocampo e hipotdlamo (Fig. 3.9), se observé que
en ambos casos el SNR incrementa.

160

140}

120}

100}

801

SNR

60

40}

20+

0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Figura 3.9: Relacién senal a ruido medida en las zonas del cerebelo (linea sélida) e hipocampo
(linea punteada).

En la Tabla 3.6 se puede ver con mayor detalle el comportamiento en la senal y el
ruido al variar el tamano del pixel. Se observa el incremento en la senal al aumentar
el tamano de voxel, mientras que el ruido disminuye. Si elegimos una resolucion
espacial para conformar el protocolo de 140 um estaremos sacrificando definiciéon en
las estructuras, y no podriamos delimitar facilmente al tumor, pero ganariamos en la
disminucién del ruido. Por el contrario si elegimos una resoluciéon de 35 ym ganamos
definicion en las estructuras pero el ruido aumenta y correriamos el riesgo de no observar

o confundir el tumor. Por tanto se encontré que las imagenes a 70 pym son un buen
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compromiso entre resoluciéon espacial y ruido.

Tabla 3.6: Intensidades de gris medidas en la regién del hipocampo.

Tamano de voxel [yum] 35 70 140
S [u.a.] 27 55 110
o [u.a.] 1 0.86 0.72
SNR 27 64 153

NOTA: S es la senal o tono de gris de la imagen y o su incertidumbre.

3.1.4. Consideraciones adicionales en la determinacion del

protocolo

Como resultado final obtuvimos que los parametros 6ptimos para observar una lesion
pequena sin sacrificar la senal, el contraste y al mismo tiempo ganar en la disminucién
del ruido y tiempo de estudio, corresponde a un protocolo que se establecié con
pardmetros de adquisicién de 1 mA, tiempo de integraciéon de 500 ms, 50 kVp, 360
proyecciones en intervalos angulares de 1° y reconstruida con tamano de voxel de 70
Jom.

Es importante mencionar que se pueden realizar procedimientos adicionales a fin de
incrementar la calidad en la imagen. Por ejemplo, antes de la adquisicién de las imagenes
los cerebros se deben secar para quitar el acumulamiento de medio de contraste en la
superficie, ya que esto provoca regiones de alta atenuacion.

A fin de realizar las adquisiciones con mayor eficiencia, se encontré que al colocar
los cerebros en una base de espuma de poliuretano se pueden realizar adquisiciones de
hasta tres cerebros a la vez.

La Fig. 3.10a muestra de una reconstruccion tridimensional realizada con el software
ImageJ, podemos observar la base de espuma de poliuretano que soporta los cerebros.
Estos fueron colocados invertidos ya que de esta manera presentan mayor estabilidad
y no se mueven al girar el contenedor.

En la segmentacién que se expone en la Fig. 3.10b podemos ver que dentro del
tubo se encuentran dos cerebros, uno debajo del otro; la longitud del tubo es de 3.5
cm por lo que es posible aprovechar el espacio y colocar una tercer muestra, ya que las

dimensiones del detector lo permiten.
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Base de poliuretano Tubo de plastico

(a) (b)

Figura 3.10: (a) Renderizado de las imagenes microtomogréficas en un estudio simultdaneo
de dos cerebros. (b) Segmentaciéon de muestras biolégicas (S8; y S64) a partir de las

microtomografias adquiridas en un solo estudio.

La figura 3.11 se muestra como ejemplo del protocolo antes descrito. En las imagenes

es posible ubicar el tumor, cuya posicién se indica con una fecha.

(c)

Figura 3.11: Cortes sagitales de las muestras biolégicas (a) Sp1, (b) Spa y (c) Sps, en estas
imagenes la flecha senala la posicién del tumor.
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P —

Imm

(a)
Figura 3.12: Microtomografia del sujeto de estudio Sp;. En esta figura se muestran los (a)
cortes axiales, (b) coronales y (c) sagitales de la rata. En los tres planos se logra diferenciar un

tumor. La notacién indica la orientacién anterior (Anterior), posterior (Posterior), izquierda
(Left), derecha (Right), superior (Top) e inferior (Down).

Las imégenes de la Fig. 3.12 corresponden a cortes tomograficos en los tres planos
anatémicos de la rata. De esta forma podimos ubicar el tumor en el hemisferio izquierdo,
creciendo de la parte superior del cerebro, tocando el cuerpo calloso (cc). Se aprecia que
las dimensiones mas pequenas del tumor son de menos de 1 mm. La determinacién de
las dimensiones del tumor se detallan en la seccion 3.3.2 puesto que la determinacion
del protocolo tuvo como objetivo la identificacién del tumor.

3.2. Calibracion de las imagenes tomograficas

Las iméagenes de los maniquies de calibracién no se encuentran en tono de gris
invertido, ya que todas las imagenes obtenidas de las muestras biologicas primero se
calibraron en HU o en absorcién de yodo. Posteriormente para su anélisis se invirtieron

los tonos de gris.

3.2.1. Calibraciéon en HU

Para la calibracion en HU se tomaron ROIs de igual area en cada una de las

inserciones que se observan en la figura 3.13. En esta imagen el material mas atenuador
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corresponde al hueso cortical y se observa en un tono blanco (6), mientras que el menos

atenuador se puede distinguir en negro que corresponde al pulmén en inhalacién (2).

1. Teflén

2. Pulmoén inhalacién
3. Tejido adiposo

4. Hueso trabecular
5. Agua HE

° 6. Hueso cortical

7. Pulmén exhalacion

S mm 8. Lucita

Figura 3.13: Microtomografia del maniqui de calibracién en HU.

La figura 3.14 muestra la grafica de los nimeros CT como funciéon de los tonos de
gris y su ajuste lineal con R? = 1.
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Figura 3.14: Relacién del nimero CT como funcién del tono de gris.
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La relacién resultante fue:

Numero CT [HU] = 416667G — 1000 (3.1)

Donde G representa el tono de gris en unidades arbitrarias.

En la Tabla 3.7 se puede ver que el aire y el pulmén en inhalacion son los materiales
menos atenuadores. El material més atenuador por un gran margen es el hueso cortical.

Tabla 3.7: Nimero CT del maniqui de calibracién para el micro-CT evaluado.

Material Numero CT [HU] Incertidumbre [HU]
Aire -1000.00 0
Pulmén en inhalacién -999.69 5)
Pulmén en exhalacién -668.39 45
Tejido adiposo -378.24 49
Lucita -129.53 55
Agua LE 0 59
Agua HE 77.72 95
Hueso trabecular 1321.24 158
Teflén 1611.40 138
Hueso cortical 6171.00 482

3.2.2. Calibracién de absorcion de medio de contraste

Una vez que las imagenes fueron calibradas en HU (relacion encontrada en la seccién
3.2.1) se midi6 el valor del niimero CT en las seis regiones de concentracion de yodo y

en el aire.

En la figura 3.15 se ve que la regién mas atenuadora aparece en un color blanco

brillante (150 mg/ml), mientras que la menos atenuadora en negro (aire).
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1. 150 mg/ml (50 %)
2. 75 mg/ml (25 %)
3. 30 mg/ml (10 %)
4. 15 mg/ml (5%)
5. 3 mg/ml (1%)

6. aire

Figura 3.15: Microtomografia del maniqui de concentracion.

El mejor ajuste del niimero CT en funcién de la concentracion de medio de contraste
C[ %] se logré con un polinomio de segundo grado de la forma:

Nimero CT [HU) = —1.1412C%[ %] + 186C[ %] + 58.665 (3.2)

Con R? = 0.9996; esta curva se muestra en la figura 3.16.
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Figura 3.16: Curva de calibracién del nimero CT como funcién de la concentracién de yodo

presente en el maniqui.
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En la tabla 3.8 se muestran los datos graficados. Comparando los valores a los
obtenidos en la Tabla 3.7 se encontré que para concentraciones superiores a 10%
los ntimeros CT corresponden aproximadamente a los del hueso trabecular, para

concentraciones de 50 % eson superiores a los encontrados para el hueso cortical.

Tabla 3.8: Unidades Hounsfield medidas en las concentraciones de 0 hasta 50 %.

Concentracién [%] Numero CT [HU| Incertidumbre [HU]

50 6517 643
25 3936 399
10 1892 238
5 969 156

244 104
0 50 113

3.3. Analisis del tumor en las imagenes microtomo-

graficas

3.3.1. Comparacion con histologia

En la figura 3.17a se aprecia la imagen digitalizada de un corte histoldgico de la
muestra Sp; en el cual la lesion se encuentra delineada en negro. Mediante un analisis

3 en color morado os-

con microscopio fue posible diferenciar la tinciéon de los somas
curo, por lo cual podemos aseverar que la lesion observada en las muestras del grupo

IT corresponde a un tumor de GBM.

3Los somas son cuerpos neuronales que rodean al nicleo de la neurona; en éste término quedan
excluidos el ax6n y las dendritas (Singh, 2009)

48



3.3. Anélisis del tumor en las imagenes microtomogréficas

0.018 + 0.02

(b) (c)

Figura 3.17: Cortes coronales del sujeto de estudio Sp; a la altura del tumor. (a) Imagen
histoldgica, (b) microtomografia con tamano de voxel de 35 y (¢) 70 pm.

En la Tabla 3.9 se reportan las areas medidas tanto en la imagen histologica como
en dos imagenes microtomograficas del mismo sujeto de estudio (Sp;) con diferente
tamano de voxel. No se encontré una diferencia notable entre las areas medidas a 35
y 70 pm, pues dentro del margen de sus incertidumbres son practicamente iguales. La
diferencia desde el punto de vista practico radica en la delimitacién del tumor, ya que
por el ruido en la imagen a 35 pm se hace mas complicado el delimitar la frontera del
tumor de manera semiautomatica. Por esta misma razén la incertidumbre es mayor

para esta imagen respecto a la imagen a 70 pm de resolucién espacial.

Tabla 3.9: Areas obtenidas de las regiones delineadas en la Fig. 3.17.

Imagen histolégica Microtomografias
Tamano de voxel [pm)] 11 35 70
Area [mm?] 0.16 0.17 + 0.03  0.18 4 0.02

Al comparar estas mediciones con el area obtenida por histologia encontramos
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que, dentro de las incertidumbres asociadas a cada una de las mediciones, las areas
concuerdan entre si, por lo cual podemos afirmar que las imégenes obtenidas de acuerdo
al protocolo establecido poseen informacién similar a una imagen histologica para
cuantificar las dimensiones del tumor.

En la figura 3.18 se etiquetaron las regiones identificadas mediante comparacién con
la imagen de un atlas de referencia (Paxinos y Watson, 2007). Se buscaron 20 regiones,
de las cuales se identificaron 16 en la imagen microtomografica (Fig. 3.18a) y 18 en la
imagen histolégica (Fig. 3.18b), es decir, en las microtomografias se localizaron un 80 %
mientras que en las histolégicas un 90 %. Es muy probable que a la vista de personas
entrenadas esta diferencia sea menor.

En la figura C.1b del Apéndice C no podemos identificar las regiones de la corteza
marcadas en el atlas (Fig. C.la Apéndice C), quizd porque estas regiones fueron
delineadas de una observacion directa en el microscopio con grandes aumentos y
resoluciones espaciales, resoluciones que hasta ahora no se pueden alcanzar con nuestro
equipo. Otra de las razones puede ser que la captacion de medio de contraste en ellas
fue homogénea respecto a las estructuras vecinas, resultando asi indistinguibles.

Como parte del proceso de anélisis, las imagenes microtomogréficas fueron revisadas
por un experto en estudio de tumores mediante imagenes histolégicas del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Sus conclusiones reportan que cuentan
béasicamente con la misma informaciéon anatémica que las imagenes histolégicas con
las técnicas de tincién utilizadas en esta investigacion.

Si comparamos la imagen histolégica (Fig. 3.18b) con la imagen micro-CT (Fig.
3.18 a) podemos observar como el cuerpo calloso (cc) parece estar més separado en
la imagen histologica que en la microtomografia, y los espacios que contienen liquido
cefalorraquideo, como el tercer ventriculo (3V), parecieran ser mas grandes. En este
sentido una imagen de microtomografica es una representacién mas fiel del volumen del
cerebro de la rata, aunque existe una ligera variacién entre el volumen de las iméagenes

microtomograficas ex vivo respecto a la imagen CT cerebral in vivo.
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Capitulo 3. Resultados y discusién

3.3.2. Anadlisis del volumen del tumor

De los sujetos de estudio del grupo III el crecimiento del tumor fue de 6, 8 y 10.

Al aplicar la ecuacién 2.12 (seccién 2.7.2) se obtienen los volumenes tumorales
reportados en la tabla 3.10. Se encontré que los volimenes calculados en Imagel
corresponden con los volimenes obtenidos por segmentacién. También se muestran

los volimenes encefédlicos? de cada muestra biolégica.

Tabla 3.10: Voliimenes calculados mediante segmentacién con itk-SNAP y delineacién manual

del tumor en ImageJ.

- 3

Ezfjgjjs Crecimiento [dias] Volumen encefélico [mm?3] IX{?lsulilnAeges I[LnlzlggJ
S64 6 1074.00 0.37 0.38
S8Sy 8 1136.82 0.06 0.05
S105y 10 1055.80 0.25 0.24

Se esperaba observar un aumento en el volumen a medida que el tiempo posterior
a la inoculacién aumentaba. Sin embargo, se ve un volumen del tumor similar en los
sujetos de estudio S6, y S8, por lo que es evidente que dos dias de crecimiento del tumor
no marca gran diferencia entre los volimenes que logran alcanzar. Se identificé que el
volumen tumoral del sujeto de estudio S6; era mayor que las muestras S8; y S104.
Esto puede deberse a que el sistema inmunologico del sujeto de estudio S6; permitié un
crecimiento mas acelerado que en los otros dos casos mencionado.

Técnicamente el volumen minimo identificable fue 0.000343 mm?, correspondiente
a un voxel de 70 pm. En las imagenes que presentan diversas estructuras este volumen
es mayor. La identificacion del tumor fue méas complicada para el caso de los sujetos
con 8 y 10 dfas de seguimiento (ver Fig. 3.19).

4En este trabajo se maneja el témino volumen encefélico como sinénimo del volumen de la masa
cerebral.
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3.4. Cuantificacién del medio de contraste en las microtomografias

Figura 3.19: (a) Segmentacién de imagenes de las muestras biolégicas Sgq con 6 dias, (b) Ssg
con 8 dias y (c¢) Syoq con 10 dias de crecimiento del tumor.

Los volimenes medidos para los tumores con crecimiento de 8 y 10 dias fueron
menores que el mostrado por la muestra biologica de 6 dias de crecimiento. Los
voltimenes dificilmente observables corresponden a 0.06 (Sgq) y 0.25 (S104) mm?®, por

3 estariamos en el limite del volumen

lo que se estima que con tumores de 0.25 mm
identificable con el protocolo establecido. Por otra parte, volimenes por arriba de 0.37

mm?® se aprecian con facilidad (Fig. 3.20a).

(a) (b) (c)

Figura 3.20: (a) Microtomografia del sujeto de estudio S64 con 6 dias, (b) S8S,; con 8 dias y
(c) S10S4 con 10 dias de desarrollo del tumor. La flecha senala al tumor.

3.4. Cuantificacion del medio de contraste en las

microtomografias

La figura 3.21 muestra un corte axial de las ratas control C1 (Fig. 3.21 a) y C2
(fig 3.21 b) en tres etapas diferentes del procesos: (a) imagen microtomografica poco
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Capitulo 3. Resultados y discusién

después de la eutanizacién, (b) después de la perfusion y (¢) después del tratamiento
con medio de contraste.

Se aprecia que los numeros CT para las imdagenes obtenidas después de la
eutanizacién son menores con respecto a las imagenes de la muestra biolégica perfundida
y mucho menores que las microtomografias de la muestra bioldgica tratada con medio
de contraste. La barra de tono de gris en la imagen 3.21 muestra un rango de valores
mucho mayor para C1 ya que la estructura en tonos oscuros que se observa corresponde
al craneo, que como se sabe es un material altamente atenuador. Dentro del craneo en
tonos claros se encuentra contenido el encéfalo; los tejidos extracraneales también se
identifican en tonos claros, no habiendo una diferencia en los nimeros CT entre tejido

intra y extra craneal en una microtomografia sin medio de contraste.

HU 2233

Tejido extracraneal
(a) (b) (c)
Figura 3.21: Microtomografia de Cl1 y C2. (a) Cl posterior a la eutanizacién. (b) C2
perfundido con formalina. (¢) C2 perfundido y sumergido en medio de contraste.

Cuando se realizé la perfusiéon con formalina fue posible observar estructuras
internas tales como el cuerpo calloso, la capsula externa y las ramificaciones del cerebelo,
aunque con muy bajo contraste. De los cdlculos del constraste entre las estructuras (
Tabla 3.11) se encontré que es mayor en el caso de la muestra embebida en medio de
contraste, y que en constraste estructural también aumenta con la perfusion respecto

al sujeto recién eutanizado.
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3.4. Cuantificacién del medio de contraste en las microtomografias

Tabla 3.11: Porcentaje de contraste entre dos estructuras internas del cerebro para tres casos

de procesamiento.

Cl C2 C2
Cp [%] 78 102 185

Como se observa en la Tabla 3.12, las mediciones realizadas en las tres ROIs para
el caso de la muestra biolégica con medio de contraste superan valores de 1000 HU,
llegando a valores parecidos al teflén y hueso trabecular de acuerdo a los valores
obtenidos del maniqui de calibracién (ver Tabla 3.7 seccién 3.2.1). Los ntmeros CT
en la muestra biolégica perfundido (C2) son mayores a las HU medidas en las imédgenes
de la rata control (C1). Se sabe que la concentracién de medio de contraste en la que
se encuentra embebido el cerebro es del 10 %, y por lo tanto la mayor concentracién
que podra mostrar alguna estructura del cerebro es justamente del 10 %. Si todas las
regiones del cerebro presentaran la misma absorcién, ain con medio de contraste no
se podria observar la estructura interna del cerebro. Debido a que cada una de las

estructuras absorbe de manera diferente el medio de contraste éstas se pueden identificar

Tabla 3.12: Mediciones correspondientes a las tres ROIs mostradas en las imégenes de la Fig.
3.21

ROLI C1 C2 C2y

Ntimero CT [HU]  Ntimero CT [HU]  Niimero CT [HU]  Absorcién yodo [%)] (mg/ml)
1. Cuerpo calloso 47 £+ 55 482 + 32 1335 £ 45 6.8 + 0.3 (20.4 + 0.9)
2. Hipocampo 51 + 38 537 £ 30 1639 + 49 8.6 + 0.3 (25.8 + 0.9)
3. Cerebelo 140 + 46 539 £+ 31 1897 £+ 67 10.1+ 0.4 (30.3 + 1.2)

Anteriormente se habia mencionado que la estructura mas claramente visible es el
cerebelo, lo que se explica ya que la absorcién que tiene es la méxima (10 %), mientras
que el hipocampo y las ramificaciones del cerebelo corresponden a estructuras con
absorciones més bajas (Fig. 3.22). Los diferentes porcentajes de absorcién producen
gran contraste en las imagenes, de tal manera que es posible distinguir las diferentes

regiones internas del cerebro.
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= 11

0

Figura 3.22: Imagen microtomografica calibrada en absorcién de medio de contraste, la barra

en tonos de gris representa el porcentaje de medio de contraste.

En la Tabla 3.13 podemos ver el incremento de los nimeros CT en tres etapas
del procesamiento de las muestras bioldgicas. Se encontré que el aumento méaximo
ocurri6 en el hipocampo.

En la muestra con perfusion representa un aumento de 9.5 veces C1 y de 31.1 en la
muestra con perfusién y medio de contraste (C2y).

Tabla 3.13: Incremento del nimero CT de una muestra bioldgica después de un tratamiento

con perfusion y con medio de contraste.

ACT
C2 C2y
1. Cuerpo calloso 9.3 274
2. Hipocampo 9.5 31.1
3. Cerebelo 2.9 126

NOTA: ACT es el incremento de las HU de la rata control C2 (con perfusién)

y C2y (con perfusién y medio de contraste) respecto a la rata C1 (recien eutanizada).

56



Capitulo 4

Aplicaciones

4.1. Antecedentes

4.1.1. Atlas cerebrales

Un atlas cerebral murino es un mapa anatémico del cerebro de una rata o un ratén.
Se obtiene mediante el proceso de segmentacion, es decir, a través la delimitacion de
las regiones internas del cerebro utilizando diferentes tipos de imagenes anatémicas. De
manera tradicional, los atlas se construyen a partir de imédgenes histologicas (Fig. 4.1)

ya que contienen informacion estructural por diferenciacién celular.

= | Figure 164

o

) PN
Ra _"VH& B9 o2 By )

Lateral 0.40 mm

Figura 4.1: Ejemplo de la (a) identificacién de regiones en una imagen histolégica para
obtener (b) un atlas (Paxinos y Watson ,2007). Las regiones identificadas fueron la corteza

(Cx), hipocampo (hi), hipotdlamo (H) y comisura anterior (CA).
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4.1.2. Acelerador lineal y plan de tratamiento en radioterapia

Los aceleradores lineales (LINAC) para uso clinico son equipos generadores de haces
de electrones que son expulsados a una guia de onda para acelerarlos, posteriormente
se hacen incidir en un blanco para producir radiacién de frenado (Attix F. H., 2007).

Figura 4.2: Fotografia del acelerador lineal del INNN.

En el caso particular de tratamientos con radiacion ionizante de cabeza y cuello
se opta por el uso de terapias estereotaxicas, esto se debe a la delicada zona a tratar.
En el cerebro se encuentran regiones que controlan nuestros mas vitales sentidos y
habilidades, por ello se requiere de alta precision en la aplicacion de la radioterapia.
Mediante el uso de un sistema coordenado externo al paciente, ésta técnica permite
una localizacion precisa de la lesién. Con ésta técnica un haz colimado se enfoca hacia
la lesion mediante la localizacién esterotactica. El gantry del LINAC rota en torno a
la lesién, produciendo un arco de radiacion. La mesa es rotada en un plano horizontal
para formar otro arco, produciendo multiples arcos no coplanares de radiacion, lo que
asegura mayor dosis a la lesién y una disminucién a tejido cerebral circundante (Lujan
Castilla et al., 2005).

Existen diversas técnicas de aplicacién del haz de radiaciéon y su eleccién esta en
funcion al tipo de lesion a tratar. Las técnicas utilizadas en este trabajo se describen
brevemente a continuacion:

Arcos dinamicos
El acelerador gira sobre el paciente mientras el colimador adopta constantemente su
forma de acuerdo a la perspectiva de la lesiéon en cada angulacion, describiendo arcos
no coplanares. El gantry gira mientras se emite el haz de radiacion.
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Arcos estaticos
El acelerador gira sobre el paciente pero el campo de radiacion no cambia en cada
angulacién, por lo cual no es muy utilizado, es ideal sélo en caso de tumores circulares.
Actualmente existen proyectos de investigacion que utilizan irradiacion de animales
pequenos para los que los planes de tratamiento se han realizado con tomografias
convencionales y sin medio de contraste. Sin embargo, la calidad de las imagenes no es

buena, sobre todo porque las regiones internas del cerebro son indistinguibles.

Planificacion de tratamientos

En radioterapia la planificacién o planeacién de tratamientos es un proceso en el
cual se disena un tratamiento personalizado. Los parametros de eleccion son el tipo
de haz (electrones o fotones), la energia del haz de radiacién, si el tratamiento serd en
varias o una sesién (radiocirugia), la tecnica de aplicacién, el nimero de haces y las
posiciones de irradiacion.

El LINAC posee un software donde se realizan la planificaciones. Las imagenes
diagnésticas son necesarias (RM, SPECT, PET o CT) para la localizacién del blanco,
lesion o tumor. Sin embargo, el calculo de dosis se realiza en funcién de los coeficientes

de atenuacién de los tejidos, es decir, es indispensable introducir las imagenes de CT.
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4.2. Materiales y métodos

Se utilizé sistema de planeacion de BrainLab iPLanRT 2.6v Cranial consta
de ventanas con informacién de las coordenadas utilizadas por donde entra el
haz de radiacion, despliegue de los volimenes de las regiones por ejemplo de las
segmentaciones, cortes tomograficos de las imagenes diagnésticas, entre otras opciones
como la fusién de la segmentaciéon y microtomografia (ver figura 4.3). Respecto a los
calculos muestra una serie de herramientas que permite obtener los histogramas Dosis-
Volumen (DVH) de cada estructura definida como OAR y del blanco.
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Figura 4.3: Ventana del sistema de planeacién BrainLab.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Atlas cerebral murino

Una vez que se verificé la equivalencia de la informacion estrcutural de las imagenes
microtomograficas respecto a las imégenes histolégicas, fue posible identificar las
regiones de interés a segmentar, a través de la comparacion de las regiones con el
atlas publicado por Paxinos y Watson (2007).

La segmentacién de siete regiones de interés se llevo a cabo mediante el programa
itk-SNAP. Este procedimiento fue realizado de manera semiautomatico, ya que esto
nos permite definir regiones mediante diferenciacién de tonos de gris o deteccion de
bordes de la region seleccionada para cada uno de los cortes anatomicos, y corregir
la delimitacion de los bordes sélo en aquellos cortes en los que la segmentacion no se
llevé a cabo de forma adecuada.

4.2.2. Planificacion de irradiaciones

Se adquirié una tomografiaconvencional del cerebro de la rata que se introdujo al
sistema de planeacién para realizar el calculo de la dosis. La figura 4.4 corresponde
a un corte coronal de la cabeza de la rata. El estudio se realiz6 in vivo sin medio de
contraste. En el centro se observa un corte coronal de la cabeza. Las lineas paralelas

en los laterales corresponden a la caja de localizacién.

Figura 4.4: Tomografia helicoidal de la cabeza de una rata obtenida con un CT clinico.

El procedimiento de las planeaciones realizadas se describe a continuacién:
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1. Localizaciéon de la caja. Este procedimiento es indispensable, ya que el programa
de planeacién obtiene informacion de las coordenadas espaciales con los

marcadores de la caja y el sistema de referencia que utilizara.
2. Se carg6 la serie de imagenes a utilizar en el PatXfer 5.2.

3. Una vez que las imagenes fueron cargadas, se introdujo al sistema de planeacion

iPlan 2.6v Cranial y se realiz6 la fusiéon de imagenes.
4. Se fusionaron imagenes para la localizacién de estructuras.
5. Se contornearon los organos de riesgo (OARs).

6. Se realizo6 la planificacién de irradiacion.

Plan de irradiacién a cerebro completo

El plan de tratamiento se disefi con la técnica de cuatro arcos dindmicos (Fig. 4.5),
con prescripcién de 15 Gy al isocentro para cubrir con 12 Gy la periferia del cerebro con
un haz de fotones de un acelerador lineal de 6 MV. Los pardmetros de posicionamiento
del corresponden a 0° de inclinaciéon de la camilla, inicio y parada del gantry a 50° y
80° respectivamente, con el colimador a 65°.

Figura 4.5: Vista de haz de los 4 arcos dindmicos de la planeacién de irradiacion.

Plan de irradiacién focalizada

El plan de tratamiento se generd para irradiar el tallo con 110 Gy, usando fotones

con energia de 6 MV con la técnica de arcos y un colimador de 4 mm tal como se
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observa en la figura 4.6. Los parametros de posicionamiento corresponden a 0° para la
mesa y rotaciones de gantry desde 40° hasta 110°.

Figura 4.6: Coordenadas del sistema de planeacién. A-P corresponde al eje antero-porterior,

lat a los laterales y vert. a movimientos verticales (arriba y debajo de la cabeza de la rata).
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4.3. Resultados

4.3.1. Atlas cerebral murino

Las regiones segmentadas por ser referencias anatémicas en el cerebro de la rata
fueron el encéfalo (Bn), cerebelo (C) y comisura anterior (AC). Otras regiones de interés
fueron: el hipocampo que se encuentra involucrado en el proceso de neurogénesis .
El hipotdlamo debido a que se asocia al ciclo sueno-vigilia, impulsos bioldgicos (sed,
hambre y sexo) y control del sistema endécrino (regulacién de pardmetros sanguineos).
La corteza cerebral vinculada a funciones sensitivas y motoras. Finalmente, el tallo,
involucrado en la propagaciéon de crisis epilépticas, circulacién sanguinea, respiracion y
control del estado animico (Ojeda Sahagun e Icardo de la Escalera, 2004).

En la figura 4.7a se aprecia la microtomografia base para la segmentacién, asi como
la segmentacién de las siete regiones de interés. En la figura 4.7 b se muestra la

segmentacion realizada en uno de los cortes sagitales.

(b)

Figura 4.7: (a) Corte sagital de la microtomografia utilizada para la segmentacién. (b) Corte
sagital de la segmentacién obtenida.

Del archivo de segmentacion que incluye todos los cortes virtuales del cerebro de la
rata se obtiene un atlas tridimensional. Esta reconstruccién permite desplegar u ocultar
informacién (estructuras segmentadas) a conveniencia del usuario, asi como visualizar
las estructuras de interés en sus diferentes perspectivas, tal como se ve en la Fig. 4.8a
donde se observa una vista lateral del atlas 3D, mientras que el la Fig. 4.8b podemos

apreciar el mismo atlas visto desde la parte inferior del cerebro de la rata.

1La neurogénesis es un proceso que involucra la generacién de nuevas neuronas (Arias Carrion et
al., 2007).
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Figura 4.8: Visualizacién 3D de la segmentacién de las siete regiones de interés, (a) desde la

parte lateral y (b) desde la parte inferior del cerebro de la rata.

La importancia del atlas cerebral murino que se obtuvo radica en la practicidad
y rapidez de obtener el atlas a partir de imdgenes microtomograficas. Ademas se
demostré que es posible introducir el atlas elaborado en un sistema de irradiacion
para la planificacion de tratamientos, tema que se trata en la siguiente seccién.

4.3.2. Uso de imagenes segmentadas en la planificacion de

irradiaciones

Las imédgenes microtomograficas y el archivo de segmentacion se introdujeron al
sistema de planeacion iPlan RT dose 4.1v, mediante un archivo en formato Analyze
después de ser convertidas por el software (X)MedCon 0.13.0 (Sourceforge 2013). Es
importante mencionar que, aunque muchos otros programas convierten a este formato,
no poseen suficiente informacién de las coordenadas de la imagen para ser leidas por el
sistema de planeacion.

Debido a que las microtomografias contrastadas reportan un gran aumento en los
nimeros CT de la estructura cerebral estas imagenes se utilizaron solo para tener
una referencia de la ubicacion de las regiones cerebrales de interés, y no para realizar
el célculo de la dosis. Los nimeros CT en las microtomografias contrastadas estan
alterados a tal grado que el sistema de planeacion consideraria el cerebelo como hueso.
Por esta razén las imégenes cerebrales adquiridas en el tomégrafo para humanos fueron
utilizadas para el calculo de la dosis.

La fusiones realizadas fueron las siguientes: CT convencional con caja + Zoom de
CT convencional 4+ microtomografia contrastada + segmentacion realizada. La fusion

de las imagenes CT-zoom y microtomografia contrastada que se aprecia en la figura 4.9
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permitio la delineacién de las regiones de interés.

Figura 4.9: Corte sagital de la fusién de imagen CT-Zoom més microtomografia. Esta fusién

fue utilizada para la delineacién semiautomatica de estructuras de las interés.

Para realizar la delineacién de manera mas eficiente se realizo la fusion de la
segmentacion con la ampliacion de la tomografia convencional. El software lee el archivo
se segmentacion en tonos de gris, por lo que cada estructura tiene asociado cierto tono.
De esta manera pudimos realizar la delineacion automatica de las estructuras de interés
en tiempos mucho menores al necesarios para delinear de manera semiautomatica. En
la figura 4.10 se muestra el resultado de delinear las regiones de interés en la imagen
CT-zoom

Las imagenes fusionadas, junto con la delineacion de los contornos de las regiones
de interés, se introdujeron al software iPlan RT dose 4.1v para realizar el plan de
irradiacién. Para demostrar la utilidad de la herramienta desarrollada y a manera de
ejemplo se realizaron dos tipos de planes empleados en protocolos de investigacion que
actualmente se llevan a cabo en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. El
primero de ellos es un plan utilizado para conocer los efectos de la irradiacion en el
ciclo sueno-vigilia en irradiaciénn de todo el encéfalo. Se anadieron OARs extras como
el canal auditivo y la traquea, ya que a las ratas se les da seguimiento por 1, 30 o 60
dias posteriores a la irradiacién (Ballesteros Zebadia et al., 2014).

El segundo plan de irradiacion es empleado con el propdsito de observar el efecto

sobre crisis epilépticas al realizar irradiacion focalizada a un nicleo del tallo cerebral.
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Figura 4.10: Corte sagital de la delineacién de estructuras de interés en el CT-zoom, mediante

el uso del archivo de segmentacion.

Plan de irradiaciéon a cerebro completo

Para este plan de tratamiento se agregé la traquea como un érgano de riesgo (ver
Fig. 4.11). Es necesario conocer la dosis recibida por este érgano para no exceder su
radioresistencia. De no prever esta situacion podriamos generar complicaciones en la

rata al momento de la ingesta de comida y agua.

Se han reportado diversos estudios del efecto de la radiacién en el sueno de la rata
(Ballesteros Zebadua et al., 2012), pero en ninguno de ellos se encuentra mencién de la
dosis recibida en regiones tan importantes como por ejemplo el hipocampo. Mediante
el uso de las imagenes microtomograficas contrastadas y el atlas 3D realizado podemos
saber con mayor exactitud la dosis recibida por cada region segmentada.

Una vez realizada la planeacion se verificd la dosis al hipocampo asi como la dosis
al hipotalamo, debido a que cualquier dano en esta region tiene como consecuencia
un descontrol en el ciclo sueno vigilia (Mignot et al., 2002). Otra zona de interés
corresponde a la corteza cerebral, pues permite conocer la dosis con la que se cubre

toda la periferia del cerebro.
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Figura 4.11: (a) Delineacién de la traquea como érgano de riesgo. (b) Técnica de irradiacién
para el plan de efecto de la radiacién sobre el sueno.

En la figura 4.12 se muestran las curvas de isodosis, y se observa que la curva de 12

Gy cubre completamente el encéfalo.

Figura 4.12: Curvas de isodosis del plan de tratamiento de irradiacién a cerebro completo.

Debido a que las regiones de interés se definieron, se obtuvieron los histogramas

dosis-volumen (DVH, por sus siglas en inglés) de cada una de ellas (ver Fig. 4.13).
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Mediante la curva DVH vemos que el 90 % del volumen del encéfalo recibe 12 Gy. Por

otra parte el hipocampo derecho e izquierdo estan recibiendo cerca de 14.5 Gy.
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Figura 4.13: Histogramas dosis-volumen de las regiones de interés.

Plan de irradiacion focalizada

En el segundo ejemplo de plan de irradiacion se definié como blanco el ntcleo
reticular pontino, localizado en el tallo cerebral. El proposito de este tipo de estudios
es evaluar la propagacién de las crisis epilépticas (Faingold 1987). En las imégenes
microtomograficas solo es posible diferenciar facilmente el tallo cerebral, pero no el
nticleo. Mediante el uso de un atlas (Paxinos y Watson 2007) se logré posicionar el

isocentro en un punto de referencia considerado como cero.

El punto de referencia se encuentra sobre la linea media del tallo, entre los oidos,
centrado sobre la base craneal y a la altura del canal auditivo (Fig. 4.14). Las
coordenadas de localizacion del isocentro para esta planeacién corresponden a -48.2
mm en orientaciéon antero-posterior (A-P), a -1.7 mm lateral y -23.9 mm en el eje
vertical.
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.

a canal auditivo izquierdo
b canal auditivo derecho

(a)

Figura 4.14: (a) Imagen coronal , (b) axial y (c) sagital de un CT convencional de rata. El
punto de referencia corresponde a la interseccién de las lineas.

Apesar de que el ntcleo reticular pontino no se pudo observar las imdgenes
microtomograficas son de gran ayuda puesto que muestran regiones de referencia tutiles
para ubicar el blanco con mayor detalle que si se hiciera inicamente con el atlas. En la
figura 4.15 se muestran las curvas de isodosis para este plan de irradiacion. Se observa
que la curva de 104.5 Gy cubre al blanco (nticleo reticular pontino), mientras que el
tallo se encuentra cubierto totalmente por la curva de 13.21 Gy. Esta misma curva

cubre parcialmente el hipotalamo y el cerebelo pero no llega a tocar la corteza.
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Figura 4.15: Curvas de isodosis para una irradiacién focalizada.
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4.3. Resultados

Analizando las curvas DVH (Fig. 4.16) se ve que casi el 100 % del volumen del PTV
se encuentra cubierto con una dosis de 100 Gy, mientras regiones importantes como el
hipocampo e hipotdlamo reciben una dosis inferior a 10 Gy.

120 - - - -
B Hipotalamo
100 4 B Hipocampo
derecho
— 801 B Hipocampo
X izquierdo
g
60}
g Tallo
E [ ]
(=]
- 40l B Nucleo
B Cerebelo
20t
B Corteza
0 1 ! !
0 20 40 60 80 100

Dosis [Gy]

Figura 4.16: Curvas Dosis-Volumen (DVH) para las regiones de interés definidas en la
segmentacion.

Con estos ejemplos queda demostrado que el uso de imagenes microtomograficas
en sistemas de planeacién convencionales es aplicable y de gran ayuda para tener una
idea mas certera de las dosis en regiones especificas del cerebro. Como consecuencia

se evitaria danar regiones sensibles o importantes en el cerebro de modelos animales
pequenos.
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Capitulo 5

Conclusiones

En este trabajo se establecié un protocolo de adquisicion de imagen microtomo-
grafica con medio de contraste a base de yodo no-iénico para el estudio ezx wvivo de
glioblastoma multiforme en cerebros murinos.

El protocolo de adquisicién éptimo quedé establecido a una corriente de 1 mA para
garantizar la maxima fluencia de fotones. El intervalo de muestreo fue de 0 a 360°
con pasos de 1°, ya que se encontrd que los CNR en las imagenes reconstruidas con 720
proyecciones (pasos de 0.5°) y 360 (pasos de 1°) difieren solamente en 4 %. Sin embargo,
el tiempo de reconstruccion se ve reducido a la mitad cuando se adquieren proyecciones
cada 1°. Los cdalculos tedricos y experimentales sugieren un contraste ligeramente mayor
a un voltaje de 50 kVp; ademads el tiempo de integracién (y por tanto de adquisicién)
se ve reducido en 2.4 veces respecto a un voltaje de 40 kVp para lograr la misma
estadistica. Se analizé el SNR en tres resoluciones espaciales, siendo 70 pm el tamano
de voxel que representé el mejor compromiso entre ruido y resolucion espacial.

Una vez establecido el protocolo se adquirieron imagenes tomograficas con las que
se realizé la localizacion del tumor. Estas imagenes fueron comparadas con estudios
histolégicos realizados en la misma muestra bioldogica. Debido a que la técnica de
micrétomo por congelacién es destructiva, las muestran pueden sufrir danos como
ruptura de tejidos o la pérdida de cortes, por lo que no fue posible la comparacién
volumetrica del tumor entre la técnica histolégica y microtomografica. Sin embargo,
fue posible la comparacién entre areas del tumor en un solo corte calculadas con ambas
técnicas y dentro de los margenes de las incertidumbres resultaron iguales. Asi se

3

encontré que el volumen mas pequeno identificable fue de 0.06 mm?®, sin embargo,

estos volimenes tan pequenos estan al limite de volumen identificable. Por otra parte

3

se encontré que volumenes por encima de 0.037 mm® son facilmente observables

y cuantificables. Del andlisis de tumores en diferentes estadios de crecimiento se
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encontréo que no se puede observar diferencia alguna entre tumores con 2 dias de

diferencia de crecimiento.

Del anélisis de las imagenes de microtomografia encontramos que poseen bésica-
mente la misma informacién anatéomica que las imagenes histolégicas si el andlisis se
hace sin recurrir a un microscopio. Una de las ventajas encontradas en las iméagenes
microtomograficas es que son una representacion mas fiel del cerebro de la rata, ya
que no sufren las distorsiones que se presentan en las imagenes histologicas. En estas
ultimas hay regiones como el corpus calloso y la capsula externa que se separan mas
que otras regiones internas del cerebro, mientras que en una microtomografia no se

distorsionan.

De las calibraciones en nimero CT y absorcion de medio de contraste, se
encontré que gracias a que cada estructura del tejido absorbe en diferente grado
el medio de contraste se puede diferenciar estructura internas del cerebro en una
microtomografia con medio de contraste. El cuerpo calloso y las ramificaciones del
cerebelo son estructuras con menor absorcion de medio de contraste, a diferencia del
cerebelo, donde se encontré una concentracién de 10 %, es decir, una concentracién de

medio de contraste equivalente a la de la soluciéon en que se prepararon las muestras.

De las mediciones de los numeros CT en tres estructuras bien identificadas se
encontré que para una rata control recién eutanizada no hay diferencia alguna entre
tejido extra e intracraneal, midiéndose HU parecidas a las del agua. Después de la
perfusién los valores de los niimeros CT se incrementaron por un factor de 10, mientras
que en las imégenes microtomograficas contrastadas se alcanzaron incrementos de hasta
32 veces, llegando a valores parecidos a los del hueso trabecular.

La utilidad de las imagenes microtomograficas contrastadas en las planeacién de
animales pequenos se fundamenta en la visibilidad de regiones internas, que en este
caso corresponden a las estructuras intracraneales.

Se demostré que las microtomografias pueden ser 1tiles en sistemas de planeacion
de irradiacién a cerebro completo y focalizada, luego de ser convertidas en formato
Analyze, que proporciona un encabezado con suficiente informacion para que el sistema
de planeacion interprete las imagenes adecuadamente. Las imagenes microtomogréficas
contrastadas no sustituyen las CT convencionales de la rata, ya que estas iméagenes
contienen informaciéon de las coordenadas de la caja de localizacién. Ademas las
imagenes contrastadas no representan los nimeros CT reales del cerebro de la rata,
asi que la dosis calculada se realiza mediante los CT convencionales donde las
HU no se encuentran alteradas por el medio de contraste. Por tanto, las iméagenes

microtomograficas con medio de contraste son herramientas complementarias en la
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planeacion de tratamientos, ya que en ellas las estructuras internas del cerebro son
facilmente visibles. Mediante su uso podemos conocer la ubicacién de estructuras que
pueden ser de interés, por su radiosensibilidad o como érgano blanco.

La segmentacién de estructuras anatémicas realizada a partir de las imagenes
microtomograficas con medio de contraste fue muy ttil para reducir el tiempo de
delineacién de estructuras de interés de manera automatica mediante eleccion de
tonos de gris, reduciendo el tiempo de definicion del PTV y las OARs de 2 horas
aproximadamente a 20 min.
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Apéndice A

Artefactos en CT

La calidad de las imagenes en micro-CT se puede ver empanado por la aparicién
de artefactos. Los artefactos se definen como la discrepancia entre el nimero CT de
una imagen reconstruida y el verdadero valor del coeficiente lineal de atenuacién del
objeto en cuestion. Existen diferentes tipos de artefactos y sus causas. En este trabajo
cobran importancia dos de ellas: los artefactos por una mala alineaciéon del equipo y

por insuficiente ntimero de proyecciones.

() (b)

Figura A.1: (a) La imagen que esquematiza los artefactos producidos por una mala alineacién
del eje de rotacién de la muestra. (b) Imagen sin artefacto de alineacién. Las imégenes fueron
obtenidas de la referencia Galvan de la Cruz (2009)
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En el caso del sistema micro-CT del Laboratorio de Imdagenes Biomédicas del
Instituto de Fisica (UNAM), la muestra es colocada en un soporte que hace que gire
para obtener las proyecciones a diferentes dngulos. Si el eje de rotacion de la muestra
se encuentra movido los artefactos producidos ocasionan distorciones como los que se
muestra en la Fig. A.la, esto se debe a que las coordenadas del eje de rotacién son
incorrectas.

Cuado el numero de proyecciones es muy pequeno aparecen lineas oscuras y
brillantes intercaladas justo en a periferia de la imagen donde la densidad de muestreo
es pequena (Suetens P., 2009).

Figura A.2: Imagen que representa los artefactos tipo raya que aparecen por un nimero

insuficiente de proyecciones (Suetens P., 2009).
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Apéndice B
Procesamiento histolégico

Para obtener las imdgenes histologicas los cerebros fueron cortados con un
microtomo por congelacién, con un espesor de corte de 25 pm.

Las muestras se montaron en un porta-objetos y fueron tenidas con la técnica HE
(Hematoxilina-eosina) y tinciéon de Nissl (Kumar et al., 2010), En la figura B.1 se
muestran estas dos técnicas. Para la zona donde se sospechaba se encontraba el tumor
se utilizo6 la técnica HE, con la finalidad de observar mas facilmente la trayectoria del

mismo.

Figura B.1: Ejemplo de cortes coronales histolégicos con tincién de Nissl (a) y técnica HE
(b). Imégenes obtenidas por Martin (2009).
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Apéndice C
Atlas y corte histolégico

Para la identificacién de las veinte regiones tanto en la microtomografia como en la
histologia que se obtuvieron para este trabajo, se utilizé el atlas publicado por Paxinos
y Watson (2007). En la imagen C.la se muestra uno de los cortes del atlas que se utilizo.
La figura C.1b corresponde a la imagen histoldgica a partir de la cual se obtuvo el atlas
mostrada en C.1a.

Figure 73

Interaural 4.20 mm Eregma 480 mm

(a) (b)

Figura C.1: (a) En la imagen se muestra el corte coronal del atlas correspondiente a las
imégenes mostradas en la Fig. 3.18. (b) Imagen histolégica a partir de la cual se obtuvo el
corte coronal del atlas mostrada en (a). Las imdgenes se tomaron tal cual aparecen en la
referencia (Paxinos y Watson 2007).
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