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Resumen

Introduccion: El estudio de la micro-arquitectura ésea en modelos ani-
males se basa en el clculo de pardmetros morfométricos de hueso corti-
cal y trabecular, asi como de la densidad mineral ésea (DMO) en térmi-
nos de la concentracién de hidroxiapatita [HA]. Una técnica utilizada
para visualizar este tipo de estructuras es la micro-Tomografia Compu-
tarizada (microCT), la cual juega un papel importante en el campo de
la investigacién preclinica, siendo de gran interés obtener informacién de
la micro-arquitectura 6sea de animales sanos de experimentacion (ratas
y ratones) que permita su comparacién con modelos experimentales de
alguna enfermedad, por ejemplo osteoporosis y cancer. En este trabajo
se presentan los resultados de la caracterizaciéon de la micro-arquitectura
de tejido dseo de interés preclinico en ratas sanas utilizando imagenes
de microCT.

Método: Se tomaron imagenes de microCT en ratas sanas de la cepa
Wistar (n=9), organizadas en tres grupos en funcién de su peso: grupo
A (250 - 300 g), grupo B (300 — 400 g) y el grupo C (400 — 500 g). Se
calcul6 la concentracién de hidroxiapatita [HA], el espacio y grosor tra-
becular (Tb.Th y Th.Sp) en los huesos de calvaria, mandibula, cabeza de
fémur y la 5ta vértebra lumbar. Los estudios de microCT se realizaron
con el médulo microCT de un equipo de imagen molecular Albira ARS
(Oncovisién/Bruker, Espana). Las imagenes se obtuvieron utilizando
diferentes combinaciones de voltaje y corriente (45 y 35 kVp, 0.4 y 0.2
mA), cada una a 600 proyecciones. Las imagenes fueron reconstruidas
usando los algoritmos de reconstruccién FBP y CT High con tamaio de
pixel de 125 pym y 35 pum, respectivamente. Por ltimo, la caracteriza-
ci6én de la micro-arquitectura dsea en hueso trabecular (Tb.Th y Tb.Sp)
se realizé utilizando el plugin BonelJ del programa ImagelJ.

Resultados: En el cilculo de la concentracién de hidroxiapatita [HA]
no se observaron diferencias intra-grupales estadisticamente significati-
vas en calvaria y mandibula en los tres grupos de ratas. Por otro lado,
se presentaron diferencias inter-grupales estadisticamente significativas
asociadas con la variabilidad biolégica en téminos de la diferencia de
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edad y peso. En el caso de cabeza de fémur y la 5ta vértebra lumbar se
observaron diferencias intra-grupales estadisticamente significativas en
el Grupo C (peso > 400 g) debido a la atenuacién de la radiacién en el
tejido blando y en hueso, dando como resultado una disminucién en los
valores de pixel en las imagenes recontruidas. En los estudios que invo-
lucraron la reconstruccién de CT High, se observé que los pardmetros
de adquisicién de HD-HV (45 kVp a 0.4 mA) resultaron en la mejor
calidad de las imagenes para visualizar la micro-arquitectura désea, rea-
lizando el andlisis con dichos pardmetros; sin embrago la reconstruccion
de las imagenes con un tamafo de pixel de 35 pm resulté en una sobre-
estimacién en los valores de grosor y separacién trabeculares (Tb.Th y
Tb.Sp) asociados con una mala segmentacion en las imégenes.

Conclusién: El equipo de microCT Albira ARS permite realizar estu-
dios de cuantificacién de concentracién de hidroxiapatita [HA] en tejido
0seo. Sin embargo, no es Optimo para realizar estudios cuantitativos in-
vivo de micro-arquitectura 6sea de valores de grosor y separacion tra-
beculares (Th.Th y Tb.Sp), debido a la limitada resolucién espacial al
reconstruir las imdgenes con un tamano de voxel/pixel de 0.035 mm. Por
otro lado, la evaluacion cualitativa de las imagenes de estudios in-vivo
en ratas Wistar, indicé que el tejido trabecular puede ser visualizado en
adquisiciones con alta energia y corriente (45 kVp a 0.4 mA).



Capitulo 1

Antecedentes

Este trabajo se realizdé en colaboracién con el Laboratorio de Bio-
ingenieria de Tejidos del Posgrado de Odontologia de la UNAM, para
estudiar y caracterizar la micro-arquitectura de tejido dseo de interés
preclinico utilizando un modelo animal de ratas sanas de la cepa Wistar.

La caracterizacién de la micro-arquitectura osea se realiza mediante
célculos de pardmetros morfométricos correspondientes a hueso espon-
joso (trabecular) y denso (cortical), siendo estos estdndares universales
[Bouxsein et al., 2010] en la evaluacién de la “calidad” de la estructu-
ra Osea. En investigacién preclinica se realizan estudios in vivo usando
la técnica de micro-Tomografia Computarizada (microCT) a partir de
modelos experimentales en roedores o estudios ez-vivo usando biopsias
de huesos humanos o de roedores [Muller et al., 1998].

La técnica de microCT es muy utilizada, al ser no invasiva en estudios in
vivo, pudiendo reutilizar muestras de tejidos éseos (post-mortem) para
estudios posteriores. Por ejemplo, Ho.et.al. [Ho et al., 2013] obtuvieron
parametros de hueso trabecular comparando imégenes de un microCT
y un tubo dental de rayos-X de haz de cono (CBCT, por sus siglas en
inglés), creando bloques de estructuras de hueso trabecular con células
Oseas sintéticas a partir de grupos con diferentes densidades dseas.
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Existen muchos pardmetros estructurales que sirven para representar la
micro-arquitectura de hueso, los mas reportados para el estudio de hue-
so trabecular son la fraccién de volumen de hueso (BV/TV), el grosor
trabecular (Tbh.Th), la separacion trabecular (Th.Sp) y el nimero trabe-
cular (Th.N). Estos tltimos indican respectivamente el espesor prome-
dio que posee la estructura del hueso trabecular, la distancia promedio
que existe entre las cavidades de una trabécula a otra y el niimero de
trabéculas por unidad de longitud que es delimitado por una region de
interés (ROI) de una seccién de hueso.

En 2010, Bouxsein et.al. [Bouxsein et al., 2010] reportan una guia de-
tallada en la que senalan los pardametros fisicos que se deben tomar en
consideracion para realizar estudios in-vivo de micro-arquitectura dsea
usando un equipo de microCT. Estos incluyen el tamafno de voxel, el
cual describe la unidad discreta de cuantificacion en las imégenes tri-
dimensionales y el voltaje eléctrico aplicado al tubo de rayos-X, que
determina las energias maxima y promedio de los fotones emitidos.

Para evaluar la calidad del hueso en términos de su densidad mineral
6sea (DMO), dada generalmente en mg/cm?® de Hidroxiapatita (HA),
se recomienda el uso de un maniqui que contenga valores de referencia
de HA equivalentes a hueso, con el que es posible obtener un patrén
de referencia (o calibracién) que puede ser utilizado para evaluar la
calidad de hueso mediante imagenes de microCT. Por ejemplo, la uti-
lizacion de imagenes microCT en modelos con defectos dseos en cal-
varias de ratas permiten obtener informacién cuantitativa del proce-
so de remineralizacién asi como regeneracion ésea al evaluar micro-
arquitectura asi como concentraciones de hidroxiapatita ([HA]) rege-
neradas [Bouxsein et al., 2010].

La calidad del hueso es evaluada por medio de valores de DMO, sin
embargo esta sola no resulta suficiente para identificar el grado de ri-
gidez que posee el hueso para soportar esfuerzos externos provocadores
de fracturas. En consecuencia, pardmetros morfométricos asociados con
la micro-arquitectura désea, calculados con imagenes de microCT, deben
ser incorporados para realizar un andlisis mas detallado. El interés en
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la obtencién de estos parametros morfométricos radica en el uso de al-
goritmos matematicos complejos que describan las diversas estructuras
que componen al hueso de estudio.

El microCT juega un papel importante en el campo de la investigacion
preclinica en el drea de medicina regenerativa, ya que permite disenar
y evaluar estructuras tridimensionales, llamadas andamios, a partir de
imagenes digitales. Estos andamios se disenan poniendo especial énfa-
sis en su porosidad y conectividad, ya que estos pardametros influyen
en la proliferacion celular de tejido éseo que permitira la regeneracion
de hueso en zonas donde haya ocurrido una lesién de tamano critico,
el cual se define como la lesién méas pequena que no sana espontanea-
mente en un periodo largo de tiempo, incluso durante el lapso de vida
[Li et al., 2015].

1.1. Planteamiento y Justificacion

Investigaciones preclinicas para estudios de regeneracién dsea promovi-
da por andamios en defectos de tamano critico, requieren la obtencién
de informacién cualitativa y cuantitativa de la micro-arquitectura dsea
de huesos de interés (calvaria, mandibula, vértebra y cabeza de fémur)
en ratas sanas a partir de imagenes digitales en tres dimensiones.

El desarrollo de esta tesis consta en adquisiciones de imagenes por mi-
croCT para evaluar la calidad del tejido 6seo en ratas sanas, calculando
valores que sirvan como referencia para investigaciones futuras relacio-
nadas con regeneracién 6sea al evaluar concentraciones de hidroxiapatita
[HA], asi como analizar pardmetros de micro-arquitectura ésea asociados
con grosores y separaciones trabeculares en diferentes huesos, utilizando
un equipo comercial de microCT Albira ARS.
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1.2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:
Objetivo General

Caracterizar la micro arquitectura de tejido 6seo de interés
preclinico en ratas sanas de experimentaciéon utilizando image-
nes de micro-Tomografia Computarizada (microCT).

Objetivos Especificos

= Caracterizar la respuesta de un equipo de microCT, en términos
del nimero CT como funcién de la concentracion de hidroxiapatita,
[HA].

» Estimar la concentracién de hidroxiapatita [HA], en funcién del
peso de la rata, en los tejidos 6seos de calvaria, mandibula, cabeza
de fémur y la 5ta vértebra lumbar.

= Determinar los parametros morfométricos de micro-arquitectura
Osea a partir del grosor y separacion trabecular.
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Introduccion

2.1. Composicién del Tejido Oseo

El esqueleto humano esta formado por mas de 200 huesos de diferen-
tes tamanos y formas que determinan la movilidad, soporte y estructura
a los organismos; también se encargan en dar proteccién a érganos sen-
sibles como el cerebro, corazén, espina dorsal y ojos.

Los huesos juegan un papel muy importante en la bioquimica de los
organismos, sirviendo como un reservorio de calcio el cual es esencial
para la correcta conduccién nerviosa y la accién muscular. Por otro la-
do, la presencia de calcio en la sangre esta estrechamente controlado y
regulado por los huesos, ya que si los niveles de sangre caen por debajo
de un nivel normal, el calcio de los huesos es liberado para mantener
un nivel adecuado, y es excretado si sus niveles son demasiado altos
[Wilson, 2003].

El tejido déseo contienen células especializadas que ayudan a su creci-
miento y constante regeneracién, estas células son [F.M. UNAM, 2016]:

= Osteocitos: Estos son responsables del mantenimiento de la matriz
Osea, se ubican en cavidades rodeadas por material intercelular
calcificado. Su nutricién la realizan a partir de canales pequenos
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que penetran la matriz ésea conectando los osteocitos vecinos entre
si y con canales vasculares que penetran el hueso o algunos que
se ubican en membranas conjuntivas que revisten la superficie del
hueso. Estos se encuentran a milimetros de distancia de torrentes
sanguineos.

= Osteoblastos: Se encargan de sintetizar y secretar la parte orgénica
de la matriz 6sea durante su formacién. Se ubican siempre en la
superficie del tejido éseo.

= Osteoclastos: Estos son responsables de la reabsorcion del tejido
0seo, participan en el proceso de remodelacion ésea.

Los huesos a la vez estan formados por cristales minerales aproximada-
mente de volimenes iguales, teniendo forma de barras con didmetros y
longitudes de entre 2 y 7 nm y 5 a 10 nm, respectivamente. Estos cris-
tales estan formados por un compuesto quimico llamado hidroxiapatita
(HA), compuesto fundamentalmente por calcio y fosfato.

2.2. Clasificacion de los Huesos

Los huesos estan constituidos en su mayoria por fosfato de calcio y
colagena, siendo un mineral y una proteina que les proporcionan fuerza
y dureza asi como una estructura suave. Esta combinacién hace que los
huesos sean fuertes y flexibles para soportar esfuerzos o tensiones exter-
nas. Existen dos tipos de huesos como se observa en la Figura 2.1, hueso
cortical o denso y hueso trabecular o esponjoso [Pub Med Health, 2016].

El hueso cortical es denso y compacto, este forma la capa externa del
hueso brindandole firmeza. El hueso trabecular forma la capa interna
del hueso y tiene una superficie esponjosa la cual le brinda soporte y
flexibilidad, éste se encuentra al final de los huesos largos del esqueleto
apendicular y axial [blogspot.mx, 2016].

El arreglo espacial entre las cavidades del hueso trabecular es complejo
y ayuda en su conjunto a la contribucién para una mayor fuerza en un
elemento de masa pequena, brindando asi mayor rigidez al hueso. La
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Hueso

esponjoso sano

Figura 2.1: Representacién de hueso cortical y trabecular en cabeza de fémur
[Pub Med Health, 2016].

caracterizacién de la estructura del hueso trabecular ha sido utilizada
en estudios morfométricos de andlisis histologicos.

2.3. Morfometria Osea

Es un método utilizado en la evaluacién de la estructura de hueso
trabecular y cortical, a partir de calcular valores morfométricos corres-
pondientes, por ejemplo, a la densidad volumétrica ésea (BV/TV) o la
densidad superficial 6sea (BS/TV). Con estos se puede obtener medi-
das de la micro-arquitectura ésea de hueso trabecular, por ejemplo, el
grosor trabecular (Tbh.Th), separacién trabecular (Th.Sp) y el nimero
trabecular (Th.N) entre otros [B Cube AG, Switzerland, 2016], Figura
2.2.
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Grosor trabecular Separacion trabecular

Figura 2.2: Imagen que representa el grosor y la separacién de una estructura
de hueso trabecular. Tomado y modificado de [B Cube AG, Switzerland, 2016].

Los valores morfométricos asociados con hueso trabecular méas reporta-
dos son los siguientes [Bouxsein et al., 2010]:

» Grosor trabecular (Th.Th): Como se observa en la Figura 2.2, este
parametro se refiere al espesor promedio que posee la estructura
del hueso trabecular.

» Separacién trabecular (Th.Sp): Este pardmetro se refiere a la dis-
tancia promedio que existe entre las cavidades de una trabécula a
otra.

» Numero trabecular (Tb.N): Se refiere a la cantidad de trabéculas
que existen en una cierta regién de interés de hueso trabecular por
unidad de longitud.
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Para la obtencién de estos valores se utilizan imagenes digitales en tres
dimensiones obtenidas con un equipo de microCT. En estas imagenes se
pueden calcular los valores de interés midiendo distancias en el espacio
entre y sobre las trabéculas como se describe a continuacion.

2.4. Medicién del Grosor y Separacion Trabe-
culares (Tb.Th y Tb.Sp)

El célculo de la micro-arquitectura dsea se realiza con base a la
implementacién de algoritmos computacionales que presentan algunos
programas (softwares) especiales para el andlisis de morfometria désea.
Para el caso de hueso trabecular, estos realizan ajustes esféricos en las
imégenes reconstruidas de microCT sobre la estructura y a través de
las cavidades trabeculares para la obtencién de su grosor y separacion,
respectivamente. El valor del grosor y la separacion trabecular corres-
ponde al promedio total de los didmetros de las esferas ajustadas sobre
la estructura trabecular y a través de las cavidades de las trabéculas,
como se muestra en la Figura 2.3

£ )
-

N

(a) Grosor trabecular (b) Separacién trabecular

Figura 2.3: Imagen que ilustra el ajuste esférico para la obtencién de los valores
de grosor trabecular (a) y separacién trabecular (b) sobre una representacién
de estructura de hueso trabecular. Tomado y editado de [Bouxsein et al., 2010].
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2.5. Analisis de la morfometria de hueso trabe-
cular a partir del plugin BonelJ

Existen varios programas (softwares) que realizan el cdlculo de los
parametros morfométricos asociados con hueso cortical y trabecular, sin
embargo, muchos al ser comerciales fueron de dificil acceso para su uso
en este trabajo. Uno de los programas de andlisis mds utilizados, debi-
do a su uso libre, para los cdlculos de la morfometria dsea es el plugin
del software ImagelJ, llamado BoneJ [Doube et al., 2010]. Este permite
obtener valores morfométricos de hueso cortical y trabecular contando
con diversas herramientas que son utilizadas para explicar a detalle la
forma y componentes estructurales del hueso.

Doube et al. [Doube et al., 2010] propusieron un procedimiento para la
obtencién de los valores morfometricos asociados a hueso trabecular a
partir de imagenes de microCT, partiendo de la seleccién de una regién
de interés (ROI) sobre la estructura de hueso trabecular, Figura 2.4.

Micro Tomografl’a Computarizada

RS e,

¥

/
I‘#

L
‘l-'\.

Figura 2.4: Imagen representativa que muestra un corte de un estudio de

microCT a partir de la seleccién de una Roi sobre la estructura trabecular de
un hueso arbitrario de animal [Fuente directa].
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El BonelJ utiliza las imagenes de microCT binarizadas para realizar los
calculos de los valores morfométricos. De manera general las técnicas de
binarizacion de imagenes digitales estdn basadas en el cédlculo de un va-
lor llamado T o valor umbral T, este valor es el adecuado entre todos los
valores de grises que presenta la imagen que permite una 6ptima separa-
cién entre los valores de grises correspondientes al objeto de estudio (fo-
reground) y el fondo (background) de la imagen [Cattaneo et al., 2011],
obteniendo como resultado una binarizacién en las imdgenes (0 asociado
al fondo y 1 asociado a hueso trabecular), Figura 2.5.

Binarizacion de la imagen

Figura 2.5: Imagen representativa que muestra la binarizacién en la imagen
de microCT [Fuente directa].

Una vez binarizada la imagen, el plugin BonelJ realiza el calculo de los
parametros morfométricos correspondientes a hueso trabecular ajustan-
do esferas como se muestra en la Figura 2.6.
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Imagen
Binarizada

Figura 2.6: Imagen representativa que iliustra el ajuste de esferas, sobre y
dentro de las cavidades del hueso trabecular, usando el plugin BoneJ para

la obtencién de los valores asociados con el grosor y la separacion trabecular
(Tb.Th y Th.Sp) [Fuente directal.
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2.6. Visualizacién de hueso por medio de image-
nes de microCT

El principio fisico del funcionamiento de un microCT es el mismo
que de un CT convencional de uso clinico, obteniendo iméagenes digitales
en tres dimensiones, las cuales son adquiridas en diferentes proyeccio-
nes alrededor del objeto de estudio al detectar la radiacién trasnmitida
a través de éste (ver Apéndice A). Un gran numero de investigadores
realizan estudios preclinicos para evaluar variaciones en los parametros
morfométricos de la micro-arquitectura ésea en el hueso trabecular debi-
do, por ejemplo, a patologias dseas como la incidencia de osteoporosis, en
estudios relacionados con la regeneracion ésea a partir de modelos en de-
fectos de tamanos criticos asi como en cambios asociados con el envejeci-
miento, etc, [Bouxsein et al., 2010], [Hsu et al., 2016], [Liu et al., 2015],
[Andrade et al., 2013], [Liu et al., 2016].

2.7. Numero CT en una imagen de microCT

La imagen reconstruida de microCT es adquirida cuando existe un
numero suficiente de interacciones registradas sobre el detector de rayos-
X. La imagen resultante representa un mapa de la distribuciéon de los
diferentes coeficientes lineales de atenuacién en los tejidos involucrados
(ver Apéndice B).

Por otro lado, en cada proyeccién que constituye a la imagen de mi-
croCT se visualizan varias estructuras con diferentes propiedades de
atenuacién, al reconstruir la imagen por medio del algoritmo de recons-
truccién se les asignan diferentes valores numéricos a cada pixel/voxel.
Estos estdn relacionados con los coeficientes lineales de atenuacion co-
rrespondiente con los diferentes tejidos que conponen al objeto de estu-
dio, Figura 2.7, [Khan, 2010], [Bushberg and Boone, 2011a].
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Fuente de
Rayos-X

Imagen tridimensional presentada a partir de los planos anatomicos

+
(#cm

Adquisicion

-2l
.@ -

Algoritmo de reconstruccion

Proyecciones

Figura 2.7: El nimero CT es el valor numérico que es asignado a cada pixel
de la imagen de microCT, el cual se encuentra relacionado con la composicién
interna de los diferentes tejidos que posee el objeto de estudio a paritr del
coeficiente lineal de atenuacién. Imagen tomada y editada de [Lépez, 2016].

2.8. Factores que influyen en los estudios de
micro-arquitectura ésea a partir de image-
nes de microCT

Bouxsein et al. [Bouxsein et al., 2010] hacen mencién a diferentes
factores de importancia en las adquisiciones de las imagenes por mi-
croCT; asi como en su procesamiento para estudios que involucren la
evaluacién de la micro-arquitectura désea.
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2.8.1. Factores Fisicos

Energia del haz de rayos-X

Esta define la penetrabilidad de los rayos-X como resultado de la
atenuacién de la radiacion, ya sea por absorcion o dispersién, que se
presenta al atravesar el material. Los equipos de microCT operan en el
rango de energias asociadas a potenciales que van de los 20 kVp hasta
los 100 kVp. En las interacciones de los rayos-X a bajas energias (<
50 keV) predomina el efecto fotoeléctrico (ver Apéndice B.4, Figura
B.6), el cual depende de la energia de los rayos-X (E) como también de
la composicién interna del material (Z, nimero atémico, permitiendo
diferenciar en la imagen tejido blando y hueso.

Intensidad

La informacién contenida dentro de cada voxel de la imagen estd
limitada por el cociente de senial a ruido (SNR), el cual depende del
numero de fotones incidentes en el sistema de deteccién de rayos-X asi
como de la sensibilidad de los dispositivos cargados acoplados (CCD)
que componen al detector. La corriente producida dentro del tubo de
rayos-X es del orden de pA, siendo ésta la que determinard la inten-
sidad de rayos-X y el ruido aleatorio en las imégenes, un aumento en
la corriente del tubo se vera reflejado en el incremento de produccién
de rayo-X al aumentar el nimero de fotones emitidos. Otro factor que
influye en la intensidad es el tiempo por cada proyeccién, el cual de-
termina el tiempo total de produccion de los rayos-X a lo largo de una
adquisicién por microCT, éste a la vez es conocido como tiempo de ex-
posicién. Entre méas prolongado sea este tiempo el ruido en la imagen
reconstruida disminuird ya que aumentard la cantidad de rayos-X que
inciden sobre el detector.

Endurecimiento del haz de rayos-X

El espectro de emisién de rayos-X de los equipos de microCT es poli-
energético, y en ocasiones se asume que el espectro de energia incidente
sobre el objeto de estudio es equivalente al espectro de energia detec-
tado [Bouxsein et al., 2010]. Sin embargo, la absorcién y dispersién a
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través del objeto resulta en una mayor atenuacion de los fotones de ba-
jas energias del haz, permitiendo el paso de los de altas energias. Este
efecto da como resultado un “endurecimiento energético” del haz de ra-
diacién. Al endurecerse el haz de radiacién dentro del objeto de estudio
puede modificar el contraste, afectando en la calidad de las imagenes
reconstruidas.

Resolucién espacial asociada al tamano del voxel en la imagen

El tamano de voxel es un parametro de suma importancia a la ho-
ra de realizar adquisiciones por microCT, siendo éste el que determina
la resolucion digital que permite el equipo. Tamanos de voxel de entre
10 a 20 pm, no afectan la evaluacion en estructuras del hueso corti-
cal o trabecular en humanos o en animales grandes, los cuales tienen
grosores relativamente grandes (100 a 200 pum) [Bouxsein et al., 2010].
Sin embargo, ese tamano de voxel puede tener efectos significativos en el
andlisis de hueso trabecular de animales pequenos, como ratones y ratas.
Bouxsein et. al [Bouxsein et al., 2010] mencionan que al realizar adqui-
siciones de microCT, utilizando una baja resolucién espacial (tamafo
de voxel > 100 pm), para analizar estructuras trabeculares en roedo-
res con dimensiones aproximadamente de 20 a 60 um, puede resultar
en una sobre-estimacién asociado a los cédlculos de la densidad mineral
6sea (DMO) asi como en el cédlculo del grosor trabecular, Figura 2.8,
esto es debido al efecto de volumen parcial, el cual se refiere al efecto
cuando los voxels de la imagen son lo suficientemente grandes como para
abarcar varios tipos de tejidos de distintas densidades, como huesos o
tejido blando de diferentes 6rganos [Bushberg and Boone, 2011b]. Este
efeto ocurre generalmente en imagenes que no son reconstruidas en alta
resolucién (tamano de voxel mayor a las dimensiones de la estructura
del objeto a estudiar).
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Mandibula
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8.82 um 13.37 pm 35.32 um 43.74 um 104.87 um

Figura 2.8: Imagen representativa que ilustra la degradacién de las imége-
nes reconstruidas al realizar adquisiciones de microCT con diferentes tamanos
de voxel (8.82, 13.37, 35.32, 43.74, 104.84 pm, respectivamente) evaluando la
micro-arquitectura 6sea de una mandibula y tibia de rata. Tomado y editado
de [Liu et al., 2016].

2.8.2. Procesamiento de la imagen
Binarizacién

La binarizacion es un proceso critico a la hora de obtener los calculos
de la micro-arquitectura ésea, permitiendo diferenciar entre estructuras
Oseas calcificadas y no calcificadas. Para realizar una correcta binariza-
cién es necesario adquirir las imagenes con una alta resolucién, evitando
una sobre-estimacién en los valores asociados al calculo de la estructu-
ras de hueso trabecular, como se observa en las Figuras 2.9 y 2.10. Es
esencial comparar las imédgenes reconstruidas por microCT con sus co-
rrespondientes segmentadas, corroborando con esto que la forma de la
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estructura del hueso extraida del proceso sea una buena representacion
de la estructura de la imagen original [Bouxsein et al., 2010].

Figura 2.9: Imagen representativa que muestra la binarizacién de una imagen.
A) Representa la imagen original, B) representa la binarizacién adecuada de
la imagen, C) representa la pérdida de la estructura trabecular de la imagen
original, D) representa un sobre-engrosamiento de la estructura trabeular de-
bido a una mala binarizaciéon de la imagen por su baja resolucién. Tomada de
[Bouxsein et al., 2010].

En la Figura 2.10 se muestra un ejemplo de los efectos producidos en el
proceso binarizacién de la imagen al variar el kilovoltaje y el tamano de
voxel. Se observa que al variar el voltaje y dejando el tamano de voxel
fijo, sus respectiva binarizacién no presentan un cambio significativo
en comparacién con la binarizacion de las imagenes adquiridas con el
mismo voltaje pero variando los tamafos de voxel.
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Imagen Imagen Imagen Imagen
original  binarizada original  binarizada

Bz

64 kVp, 0.080 mm 73 kVp, 0.080 mm

90 kVp, 0.080 mm 90 kVp, 0.125 mm

90 kVp, 0.160 mm 90 kVp, 0.200 mm

90 kVp, 0.250 mm 90 kVp, 0.300 mm

Figura 2.10: Imagen representativa que ilustra la degradacién del proceso
de binarizacién de una imagen de estructura de hueso trabecular a partir de
reconstrucciones a diferentes voltajes y tamanos de voxel. Tomada y editada
de [Pauwels et al., 2015].
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Selecciones de regiones de interés (ROIs)

Un recurso importante en el proceso de segmentacién es la seleccién
de una region de interés, utilizando un método de contorno en el que
se define el drea de la seccion de hueso trabecular a estudiar en cada
proyeccién. Otra manera es utilizando regiones de interés uniformes, a
partir de selecciéon de regiones circulares o cuadradas, que engloben la
mayor parte de hueso trabecular. Sin embargo, éstas no permiten una
diferenciacién adecuada de hueso trabecular y cortical debido a la forma
y ubicacién anatémica que se llegase a presentar en el espécimen (Figura
2.11), [Bouxsein et al., 2010].

Hueso trabecular

Hueso cortical

Figura 2.11: Imagen representativa que muestra las diferentes regiones de
interés que se pueden considerar al realizar estudios de micro-arquitectura en
hueso trabecular. Se observa que al seleccionar regiones fde formas simples,
como el caso de A) o B), no se delimita correctamente el hueso trabecular
debido a las diferentes formas anatémicas que se presenten. En comparacién
con las regiones de C) y D), las cuales tienen una mejor delimitacién en hueso
trabecular al tomar un area mayor que abarca toda la estructura. Tomado y
editado de [Bouxsein et al., 2010].
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2.9. Calidad de la imagen en microCT

Resolucion espacial en término del tamano de voxel de la imagen

La resolucion espacial describe el nivel de detalle con el que se puede
observar un objeto dentro de una imagen; visto de otra manera, repre-
senta la distancia maxima en la que se pueden visualizar dos objetos
distinguibles e independientes. La relacion entre resolucién espacial y
tamaifio de voxel dependen de diferentes factores, por ejemplo, la atenua-
cién que se presenta al atravesar el objeto de estudio, el ruido generado
por el sistema de deteccion, el algoritmo de reconstruccién, la forma y el
tamano de la mancha focal del tubo de rayos-X, la apertura del detector,
la geometria de escaneo y el tamano de voxel de las imagenes. Es por
esto que por simplicidad, al referirse a la resolucion espacial se reporta el
tamano de voxel de las imagenes reconstruidas [Bouxsein et al., 2010].

Cociente Contraste a Ruido (CNR)

El CNR se refiere a la variaciéon del contraste de la intensidad de
la senial producida por un objeto independiente dentro de una imagen
en presencia de ruido. Por otro lado, el contraste se define como la
diferencia que hay entre los valores promedio de pixel en la imagen que
involucren regiones de interés (ROIs) del objeto de estudio respecto con
los del fondo. El CNR se definiéndose a partir de la ecuacién (2.1),
[Bushberg and Boone, 2011c¢]:

(fs - fbg)

O'bg

CNR = (2.1)
donde T y Tpy representan los valores promedio del niimero de pixel que
estan contenidas dentro de una region de interés del objeto de estudio
y del fondo de la imagen respectivamente, oy, representa la desviacién
estandar asociada al fondo.
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Materiales y Método

3.1. Modelo Animal

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=9), provenientes
del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM, las cuales se
distribuyeron en tres grupos de estudio en funcién de su peso. Grupo
A) 250 - 300 g; Grupo B) 300 — 400 g; Grupo C) 400 — 500 g. Durante
los estudio las ratas se mantuvieron en condiciones libres de patégenos,
con acceso a agua y alimento ad libitum manteniendo la temperatura y
humedad adecuadas de 27°C. Todos los estudios que involucraron a los
animales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el
uso y cuidado de animales de experimentacién (NOM-062-Z00-1999).

Figura 3.1: Rata Wistar [K-Bits, 2018].
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3.2. Adquisicion de imagenes de microCT

Las imagenes de este trabajo se obtuvieron con el médulo microCT
del equipo de imagen trimodal microPET/SPECT /CT Albira ARS (On-
covisién/Bruker, Espafia), ubicado en la Unidad de Investigacién Biomédi-
ca en Céncer, INCan/UNAM del Instituto Nacional de Cancerologia.
El médulo microCT consta de un tubo de rayos X Apogee 5500 (Ox-
ford Instruments, Reino Unido) con anodo de tungsteno y filtro in-
terno de 0.5 mm de aluminio; utilizando los voltajes de operacién de
35 y 45 kVp y corrientes de 0.2 y 0.4 mA. Cuenta con un detector de
panel plano (Hamamatsu C7942CA-ck12) [Oncovision/Bruker, 2013];
[Berumen-Murillo, 2016] (ver Apéndice C). Las adquisiciones se obtu-
vieron en la modalidad de 600 proyecciones, en esta modalidad se tiene
una matriz de 1200 x 1200 pixeles, el tamano de cada pixel es del or-
den de 125 x 125 pm?. Durante las adquisiciones, los animales fueron
anestesiados por via inhalatoria con isoflurano (Lisorane, Baxter Inter-
national Inc.) en una concentracién de 2 % en oxigeno. Las regiones de
interés para el andlisis de la micro-arquitectura dsea fueron la calvaria,
mandibula, cabeza de fémur y la 5ta vertebra lumbar, como se observa
en la Figura 3.2.

Mandibula

Cabeza de fémur

Figura 3.2: Huesos seleccionados para el cdlculo de la micro-arquitectura désea
[Fuente directa].
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3.3. Curva patrén para el calculo de la concen-
tracién de hidroxiapatita [HA]
Se utilizé un maniqui modelo CIRS 090 MicroMouse’™ el cual estd

compuesto por dos arreglos de barras de HA cilindricas con didmetros
diferentes, Figura 3.3.

27 mm

Corte transversal

—— Corte Coronal

L—Hsmm e

Figura 3.3: Composicién interna del maniqui de HA [CIRS, 2013].

Las barras 1 a 6 tienen dimensiones de 20 mm de largo y 2 mm de
didmetro; sus concentraciones de HA son de 0, 50, 100, 250, 500 y 700
mg/cm? respectivamente. Las barras 7 a 10 tienen 20 mm de largo y 4
mm de didmetro, con concentraciones de 0, 50, 250 y 750 mg/cm3 de
HA. El fabricante especifica que el cuerpo del maniqui estd hecho de un
material epoxico simulando una densidad equivalente a tejido blando.
Para el cédlculo de las curvas de referencia se realizaron las adquisiciones
utilizando las barras de HA con 4mm de didmetro, evitando asi el efecto
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del endurecimiento del haz de radiacién dentro del cuerpo del animal
[Bruker, 2017]. Se seleccionaron ROIs circulares de 1 mm de didmetro
en cada una de las barras de HA, propagadas 20 cortes sobre el plano
transversal.

3.4. Estimacién de la hidroxiapatita [HA] en las
imagenes de las ratas

Se utilizé el software m.PMOD Technologies (versién 2.95)
[PMOD Technologies, 2016], seleccionando regiones de interés (ROIs)
en las imdgenes de microCT en los huesos de la calvaria, mandibula, ca-
beza de fémur y la 5ta vértebra lumbar. La estimacién de la [HA] para
estos huesos de estudio se hizo mediante las imagenes de las ratas con
base en las curvas de referencia obtenidas con el procedimiento descrito
en la secciéon pasada.

Las imagenes de microCT correspondientes a estas dos primeras sec-
ciones fueron reconstruidas y analizadas usando el algoritmo de recons-
truccion FBP (Filtered Backproyection) (ver Apéndice D).

3.5. Caracterizacion de la micro-arquitectura dsea

Para el analisis de los parametros morfométricos de hueso trabecu-
lar se utilizé el software ImageJ (versién 1.51k) [ImageJ, 2016] mediante
el plugin Bonel (versién 1.4.2) [BonelJ, 2016]. Este es una herramien-
ta para el analisis y estudio de imagenes de hueso dando informacién
sobre geometria y forma trabecular, asi como el andlisis que engloba
estructura ésea. Para esto se trabajé con las imédgenes de microCT re-
construidas a partir del algoritmo de CT High (ver Apéndice D) ya que
las imagenes presentan una mejor resolucién digital teniendo un tamano
de voxel de 35 um. En esta seccién fueron seleccionadas ROIs cuadradas
de 0,520,520,5mm3 en calvaria y de 1,021,021,0mm? para el resto de
los huesos de estudio.
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3.5.1. [Evaluacién de la calidad en las imagenes por medio
del cociente contraste a ruido [CNR]

Con base a los trabajos realizados por Pauwels et. al, se evalué el
CNR de las imagenes de microCT reconstruidas con el algoritmo de CT
High a partir de la expresién (3.1):

IMGV; — MGV fondol

2 2
\/ g; + Ufondo

donde MGV ; representa el valor promedio de pixel dentro de una ROI
conteniendo al objeto de estudio y MGV opnq, €l valor promedio de pixel
de una ROI conteniendo el fondo de la imagen; 01-2 y 0}20 ondo Te€PTEsentan
sus desviaciones estdndares respectivamente [Pauwels et al., 2014].

CNR =

(3.1)

3.6. Analisis Estadisticos

Se usé el software IBM® SPSS Stadistics versién 22; realizando un
andlisis de varianza (ANOVA) verificando la existencia de diferencias
significativas inter-grupales e intra-grupales que esten asociadas al calcu-
lo de la DMO asi como de los parametros relacionados con la micro-
arquitectura Osea en los huesos de estudio tanto en hueso cortical y
trabecular en los diferentes grupos de ratas, ademas del cédlculo relacio-
nado con el CNR en las imagenes reconstruidas mediante el algoritmo
de CT High.

Para esto, fueron utilizadas pruebas post hoc por correccién de Bonf-
feroni, seleccionando el punto de corte con un valor de significancia
de p=0.05. Los valores reportados en este trabajo estan dados por sus
valores promedio + sus desviaciones estandares. Por otro lado, se utili-
zaron diagramas de cajas y bigotes (ver Apéndice E) para representar
la distribuciéon de los resultados asociados con la variabilidad bilégica
(diferencias entre peso y edad) del modelo animal usado.
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Resultados

4.1. Curvas de referencia para el calculo de la
concentracién de hidroxiapatita [HA]

A continuacién, la Figura 4.1 muestra las ROIs creadas en las image-

nes de microCT del maniqui de hidroxiapatita (HA) para la obtencién

de las curvas de referencia para el célculo de la HA usando las barras
de 4 mm didmetro del maniqui de HA.

Algoritmo de reconstruccion: FBP
45kVp @ 0.4 mA

27 mm

A

o

Figura 4.1: El volumen de las ROIs fue de 1 mm de didmetro propagadas
20 proyecciones equivalentes a 3 mm a través del corte axial. Las ROIs se
escogieron con un didmetro menor que las barras de HA, con el fin de evitar
efectos de borde.
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A partir de los valores conocidos de densidad mineral 6sea (DMO) del
maniqui, dados en mg de HA /cc, las curvas de referencia para el calculo
de la DMO se muestran en la Figura 4.2.

800

-

ADAV e e’ 750 mgjecc o
700 || Ajuste Best (HD-HV) s
LD-HV i -
Ajuste Best (LD-HV) o
600 | i HO-LV e & /
Ajuste Best (HD-LV)
_ LD-LV
500 Ajuste Best (LD-LV)
3 p
= 400 F #
£ v
O | e .
g 300 ‘/
&
200 | A /

100 |
50 mg/cc
0 mgjcc

[V

-100

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Valor de pixel

Figura 4.2: Curvas de referencia correspondientes a alto y bajo voltaje
(HV y LV) para concentraciones de 0, 50, 250 y 750 mg de HA /cc.

A continuacién se muestran las ecuaciones asociadas a los diferentes
parametros de adquisicién de corriente y voltaje (HD-HV; LD-HV; HD-
LV y LD-LV) para el célculo de la DMO:

DMO = 1449 % valordepixel — 221 (4.1)
DMO = 1487 x valordepizel — 228 (4.2)
DMO = 1014 * valordepizel — 1838 (4.3)
DMO = 1051 x valordepizel — 195 (4.4)

los valores de r fueron de 0.998 y 0.997 para HV y LV respectivamente.
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Con base en estas ecuaciones se realizo el cdlculo de la concentracion de
hidroxiapatita [HA] en funcién de los valores de pixel en las imagenes
de microCT en cada hueso de estudio de las ratas.

4.2. Cilculo de la concentracién de hidroxiapatita [HA] a partir
de las imagenes de microTomografia

A continuacién se muestran las ROIs seleccionadas para el calcu-
lo de la [HA] en los huesos corticales y trabeculares para la calvaria,
mandibula, cabeza de fémur y la 5ta vértebra lumbar, siendo propaga-
das en un total de 20 cortes en las imagenes de microCT. Las imagenes
mostradas a continuacién son representativas de los parametros de ad-
quisicién en HD-HV (45 kVp a 0.4 mA), reconstruidas con el algoritmo
de reconstruccion FBP. Cabe mencionar que no fue posible visualizar el
hueso trabecular en la calvaria debido a las limitaciones en el tamano
de pixel/voxel de 125 um, Figura 4.3.

ROI calvaria

Figura 4.3: Imagen representativa que muestra la ROI creada en las
imégenes en la calvaria de la rata para el cdlculo de [HA].

Las ROIs de hueso cortical y trabecular en la mandibula, Figura 4.4,
fueron seleccionadas en diferente region; la primera fue seleccionada en
la zona trasera de la zona molar debido a que esta zona posee una
mayor densidad, la segunda se seleccioné con base en el anélisis de hueso
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trabecular en mandibula de ratas realizados por Hsu et.al y Liu et.al,
[Hsu et al., 2016], [Liu et al., 2015].

»
o (A

pa.Y

ROI hueso cortical ROI hueso cortical

Figura 4.4: Imagen representativa que muestra la ROI creada en las
imégenes sobre en la mandibula de la rata para el calculo de [HA].

Las ROIs correspondientes a hueso cortical y trabecular en la cabeza de
fémur se muestran en la Figura 4.5.

A @ P

ROI hueso cortical | ROl hueso trabecular

-~

Figura 4.5: Imagen representativa que muestra la ROI creada en las
imégenes sobre en la cabeza de fémur de la rata para el célculo de [HA].
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Las ROIs correspondientes a hueso cortical y trabecular en la 5ta vérte-
bra lumbar se muestran en la Figura 4.6.

2 /

ROI hueso cortical ROl hueso trabecular

Figura 4.6: Imagen representativa que muestra la ROI creada en las
imégenes sobre en la 5ta vértebra lumbar de la rata para el cdlculo de
[HA].

A continuacion, en la Figura 4.7 se muestran los resultados obtenidos en
el célculo de la [HA] para hueso cortical en la calvaria, en donde se ob-
servaron diferencias inter-grupales (grupo A vs. By C) estadisticamente
significativas asociadas con los valores promedio de [HA] calculados en
los tres grupos, con un valor de significancia de p < 0.05. Cabe mencio-
nar que no se observaron diferencias significativas intra-grupales.
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Figura 4.7: Resultados de [HA] en la calvaria para los tres grupos.Se
observa la distribuciéon de datos dentro de las cajas correspondientes
a los diferentes parametros de adquisiciones de corriente y voltaje,
mostrandose el valor asociado a la media de la distribucién (simbolo:
A). El simbolo (*) indica diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los otros grupos, con valor de p < 0.05.

En la Figura 4.8 se muestran los resultados asociados al célculo de [HA]
en hueso cortical y trabecular en la mandibula, donde se observaron
diferencias inter-grupales (grupo A vs. By C en hueso cortical y grupo
grupo B vs. A y C en hueso trabecular) estadisticamente significativas
asociadas con el valor promedio de la [HA] calculados en los tres grupos
con un valor de significancia de p < 0.05. Por otro lado, no se presenta-
ron diferencias significativas intra-grupales tanto en hueso cortical como
trabecular.
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Figura 4.8: Resultados de [HA] asociados a hueso cortical y trabecular
en la mandibula para los tres grupos. Se observa la distribucién de da-
tos dentro de las cajas correspondientes a los diferentes pardametros de
adquisiciones de corriente y voltaje, mostrandose el valor asociado a la
media de la distribucién (simbolo: A). El simbolo (*) indica diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los otros grupos, con valor
de p < 0.05.
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Figura 4.9: Resultados de [HA] asociados a hueso cortical y trabecular
en la cabeza de fémur para los tres grupos. Se observa la distribucién de
datos dentro de las cajas correspondientes a los diferentes pardmetros
de adquisiciones de corriente y voltaje, mostrandose el valor asociado
a la media de la distribucién (simbolo: A). El simbolo (*) indica di-
ferencia inter-grupales estadisticamente significativa y (**) diferencias
intra-grupales (p < 0.05).
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En la Figura 4.9 se muestran los resultados asociados al calculo de [HA]
en hueso cortical y trabecular en la cabeza de fémur, en donde se obser-
varon diferencias inter-grupales estadisticamente significativas en hueso
cortical en los tres grupos y en hueso trabecular (grupo By C vs. A),
asociadas con los valores promedio de [HA]| calculados en los tres gru-
pos con un valor de significancia de p < 0.05. Ademds, se observaron
diferencias intra-grupales (grupo C vs. A y B) significativas en hueso
cortical y trabecular en los diferentes parametros de adquisiciéon de co-
rriente y voltaje.

Por 1ultimo, en la Figura 4.10 se muestran los resultados correspondientes
al célculo de [HA] en hueso cortical y trabecular para la 5ta vértebra
lumbar, en donde se observaron diferencias inter-grupales estadistica-
mente significativas (grupo A y B vs. C para hueso cortical y grupo B
vs. A y C para hueso trabecular), con un valor de significancia de p
< 0.05. Ademds se observaron diferencias intra-grupales significativas
(grupo C vs. A y B) en hueso cortical en los diferentes pardmetros de
adquisicién de corriente y voltaje.

En la Tabla 4.1 se muestran los valores promedio y sus desviaciones
estdndares correspondientes a los resultados del calculo de [HA] por
grupos para hueso cortical y trabecular.
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Figura 4.10: Resultados de [HA] asociados a hueso cortical y trabecu-
lar en la 5ta vértebra lumbar para los tres grupos de diferente peso.
Se observa la distribucién de datos dentro de las cajas correspondien-
tes a los diferentes parametros de adquisiciones de corriente y voltaje,
mostrandose el valor asociado a la media de la distribucién (simbolo:
A). El simbolo (*) indica diferencia intergrupales estadisticamente sig-
nificativa y (**) diferencias intra-grupales (p < 0.05).
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Tabla 4.1: Valores promedio y sus desviaciones estdndares correspondientes a
los resultados del célculo de la [HA] en los diferentes huesos para cada grupo.
[HA] (mg/cc) hueso cortical | [HA] (mg/cc) hueso trabecular

Grupos A B C A B C
Calvaria 590115 | 652421 | 669£45 - - -
Mandibula 503+49 | 641£24 | 608+£58 | 381438 | 45323 371146

Cabeza de fémur 276£23 | 53452 | 40098 | 314+14 | 373431 248+84
Sta vértebra lumbar | 413+6 | 529+28 | 468+62 | 184+12 | 250417 188427

Las diferencias significativas intra-grupales observadas en la cabeza de
fémur y en la 5ta vértebra lumbar, asociadas con ratas del grupo C,
podria deberse a una consecuencia del efecto de la atenuacion de los
rayos-X debido al aumento en la masa corporal (por tejido blando y
grasa) que se observa en las ratas de mayor peso, como se muestra en
la Figura 4.11.

Grupo A Grupo B

Figura 4.11: Imagen representativa que muestra una comparacion en
el aumento de la masa corporal (tejido blando y grasa). Se observa un
aumento significativo de masa en las ratas del grupo C), que cubre en
su totalidad el campo de visién (FOV). Imdgenes adquiridas con las
modalidades de HD-HV (45 kVp a 0.4 mA) y reconstruidas con FBP
con un tamano de voxel de 125 pm.
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4.3. Evaluacion de la micro-arquitectura ésea
en hueso trabecular

4.3.1. Calidad de la imagen a partir del cédlculo del cociente con-
traste a ruido (CNR)

La Figura 4.12 muestra las ROIs utilizadas para el cdlculo del CNR
en las imédgenes reconstruidas mediante el algoritmo CT High a partir
de los diferentes parametros de adquisicion de corriente y voltaje.

ROIs objeto

ROIs fondo

ROIs fondo

(a) ROIs CNR clavaria (b) ROIs CNR mandibula

(¢) ROIs CNR cabeza de (d) ROIs CNR b5ta vértebra
fémur lumbar

Figura 4.12: ROIs usadas para el cdlculo del valor de CNR en las imdgenes
para calvaria; mandibula; cabeza de fémur y la 5ta vértebra lumbar. Las di-
mensiones escogidas fueron de 0,520,5mm? para las ROIs correspondientes al
objeto y fondo.
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A continuacién se presentan los resultados correspondientes a los valo-
res promedio de CNR en las imdgenes de la calvaria, Figura 4.13, en
la cual se observaron diferencias intra-grupales estadisticamente signi-
ficativa asociadas con los valores promedio de pixel de las ROIs en los
grupos A, B y C usando el pardmetro de adquisicion de HD-HV (45
kVp a 0.4 mA), con un valor de significancia de p < 0.05.
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Figura 4.13: Resultados correspondientes al célculo del CNR en la calvaria en
los tres grupos. El simbolo (*) representa las diferencias intra-grupales signifi-
cativas (p < 0.05) en el pardmetro de adquisicién de HD-HV.

En la Figura 4.14 se muestran los resultados del CNR en las imagenes
de la calvaria, asociados con la Figura 4.13 a partir de los pardmetros
de adquisicién (HD-HV, LD-HV, HD-LV, LD-LV).
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Figura 4.14: Resultado que muestra el cambio en el CNR en las imdgenes de la
calvaria, adquiridas con las modalidades de HD-HV, LD-HV, HD-LV y LD-LV.
Las imagenes mostradas son las mas representativas de cada grupo asociadas a
los valores de CNR. La imagen de 6ptima calidad, relacionada con la que posee
el valor mayor de CNR, es la adquirida con la modalidad de HD-HV (45kVp
a 0.4mA).

A continuacién se presentan los resultados correspondientes a los valores
promedio de CNR en la mandibula, Figura 4.15, en la cual se observaron
diferencias intra-grupales estadisticamente significativa asociadas con
los valores promedio de pixel de las ROIs en los grupos A, B y C para
la modalidad de adquisicion HD-HV (45 kVp a 0.4 mA), con un valor
de significancia de p < 0.05.
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Figura 4.15: Resultados correspondientes al célculo del CNR en la mandibula
en los tres grupos. El simbolo (*) representa diferencias intra-grupales con valor
de p < 0.05 en el parametro de adquisicién de HD-HV.

En la Figura 4.16 se muestran los resultados del CNR en las imagenes
de la mandibula, asociados con la Figura 4.13 a partir de los pardmetros
de adquisicién (HD-HV, LD-HV, HD-LV, LD-LV).
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Figura 4.16: Resultado que muestra el cambio en el CNR en las imdgenes
de la mandibula, adquiridas con las modalidades de HD-HV, LD-HV, HD-LV
y LD-LV. Las imagenes mostradas son las mds representativas de cada grupo
asociadas a los valores de CNR. La imagen de éptima calidad, relacionada
con la que posee el valor mayor de CNR, es la adquirida con la modalidad de
HD-HV (45kVp a 0.4mA).

A continuacién se presentan los resultados correspondientes a los valo-
res promedio de CNR en la cabeza de fémur, Figura 4.17, en la cual se
observaron diferencias intra-grupales estadisticamente significativa aso-
ciadas con los valores promedio de pixel de las ROIs en los grupos A, B
y C para la modalidad de adquisicion HD-HV (45 kVp a 0.4 mA), con
un valor de significancia de p < 0.05.
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Figura 4.17: Resultados correspondientes al célculo del CNR en la cabeza de
fémur en los tres grupos. El simbolo (*) representa diferencia intra-grupal con
valor de p < 0.05 en el pardmetro de adquisiciéon de HD-HV.

En la Figura 4.16 se muestran los resultados del CNR en las imagenes
de la cabeza de fémur, asociados con la Figura 4.13 a partir de los
pardmetros de adquisicién (HD-HV, LD-HV, HD-LV, LD-LV).
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Grupo B

Grupo C

Figura 4.18: Resultado que muestra el cambio en el CNR en las imdgenes de la
cabeza de fémur, adquiridas con las modalidades de HD-HV, LD-HV, HD-LV
y LD-LV. Las imagenes mostradas son las mas representativas de cada grupo
asociadas a los valores de CNR. La imagen de éptima calidad, relacionada
con la que posee el valor mayor de CNR, es la adquirida con la modalidad de
HD-HV (45kVp a 0.4mA).

Por dltimo, en la Figura 4.19 se presentan los resultados correspon-
dientes a los valores promedio de CNR en la 5ta vértebra lumbar, en
la cual se observaron diferencias intra-grupales estadisticamente signi-
ficativa asociadas con los valores promedio de pixel de las ROIs en los
grupos A, B y C para la modalidad de adquisiciéon HD-HV (45 kVp a
0.4 mA), con un valor de significancia de p < 0.05.
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Figura 4.19: Resultados correspondientes al cdlculo del CNR en la 5ta vértebra
lumbar en los tres grupos. El simbolo (*) representa diferencia intra-grupal con
valor de p < 0.05 en el pardmetro de adquisiciéon de HD-HV.

En la Figura 4.16 se muestran los resultados del CNR en las imagenes
de la 5ta vértebra lumbar, asociados con la Figura 4.13 a partir de los
parametros de adquisicién (HD-HV, LD-HV, HD-LV, LD-LV).

45



CAPITULO 4. RESULTADOS

Grupo B

Grupo C

45 kVp @ 0.4 mA 45kVp @ 0.2 mA 35kvp @ 0.4 mA 35kVp @ 0.2 mA

Figura 4.20: Resultado que muestra el cambio en el CNR en las imdgenes
de la 5ta vértebra lumbar, adquiridas con las modalidades de HD-HV, LD-
HV, HD-LV y LD-LV. Las imagenes mostradas son las més representativas
de cada grupo asociadas a los valores de CNR. La imagen de éptima calidad,
relacionada con la que posee el valor mayor de CNR, es la adquirida con la
modalidad de HD-HV (45kVp a 0.4mA).

4.3.2. Calculo de los parametros morfométricos (Tb.Th,
Tb.Sp)

Por medio del calculo del CNR, en las imagenes reconstruidas con el
algoritmo de CT High, se observé que los valores de corriente y voltaje
con los que se obtiene un mejor valor de CNR es en la modalidad de
HD-HV (45 kVp a 0.4 mA). Por ello, los pardmetros morfométricos
asociados con la micro-arquitectura ésea fueron calculados a partir de
las imagenes adquiridas con la modalidad de HD-HV (45 kVp a 0.4mA).
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En la Figura 4.21 se muestran las regiones de interés usadas para el
calculo de los pardametros morfométricos.

Hueso Trabecular

ROI calvaria

| Hueso Trabecular

ROI mandibula

183 pixels

ROI vértebra

(c) ROI cabeza de fémur (d) ROI CNR vértebra (5ta lum-
bar)

Figura 4.21: Regiones de interés seleccionadas para el calculo de los
parametros morfométricos en las imagenes para calvaria; mandibula;
cabeza de fémur y la 5ta vértebra lumbar, reconstruidas a partir del
algoritmo C'T High a partir de la modalidad de HD-HV (45 kVp @ 0.4
mA) con tamarnio de pixel de 35 ym. Los voliumenes de las ROIs fueron
de 0,520,520,5mm3 para calvaria y de lzlzlmm? para el resto.

47



CAPITULO 4. RESULTADOS

A continuacién se muestran los resultados correspondientes al grosor
y separacion trabecular (Th.Th y Tb.Sp) en la calvaria, Figura 4.22,
donde no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos, asociadas con los valores trabeculares promedio calculados,
los cuales se muestran en la Tabla 4.2.
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Figura 4.22: Resultados correspondientes al grosor y separacién trabecular
(Thb.Th y Tb.Sp) en calvaria en los tres grupos. El simbolo (A), dentro de
los diagramas de caja, representa la media asociada con la distribucién de los
datos, los cuales no presentan diferencias significativas inter-grupales.

Tabla 4.2: Valores promedio y sus desviaciones estandar correspondientes al
grosor y separacién trabecular (Tb.Th y Th.Sp) en calvaria.

Grupos Tb.Th (mm) SD  Tb.Sp (mm) SD

A 0.306 0.050 0.268 0.028
B 0.321 0.035 0.255 0.026
C 0.355 0.083 0.317 0.045

A continuacién se muestra la Figura 4.23, presentandose el resultado de
la binarizacion de la imagen de microCT en la ROI de calvaria, usando
la herramienta de Optimise Threshold del plugin BonelJ.
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Tejido blando

ROI Calvaria

Figura 4.23: Imagen representativa de un C'T High de calvaria que muestra
la comparacion, en una respectiva proyeccién, entre la ROI con su respectiva
binarizacién, mostrandose los sitios correspondientes al calculo de Th.Th y
Th.Sp. En la imagen original se alcanza a visualizar una abertura dentro de la
cual se cree que exista la presencia de hueso trabecular.

A continuacién se muestran los resultados correspondientes al grosor y
separacién trabecular (Th.Th y Tbh.Sp) en la mandibula, Figura 4.24,
donde no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos, asociadas con los valores trabeculares promedio calculados,
los cuales se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 4.24: Imagen que muestra los resultados de grosor y separacion trabe-
cular (Tb.Th y Th.Sp) en mandibula para los tres grupos. El simbolo (A), den-
tro de los diagramas de caja, representa la media asociada con la distribucién
de los datos, los cuales no presentaron diferencias significativas inter-grupales.

Tabla 4.3: Valores promedio y sus desviaciones estdndar correspondientes al

grosor y separacion trabecular en mandibula.

Grupos Tb.Th (mm) SD  Tb.Sp (mm) SD

A 0.250 0.025 0.353 0.047
B 0.276 0.022 0.344 0.001
C 0.264 0.020 0.323 0.047

A continuacién se muestra la Figura 4.25, presentdandose el resultado de
la binarizaciéon de la imagen de microCT en la ROI de la mandibula,
usando la herramienta de Optimise Threshold del plugin Bonel.

50



CAPITULO 4. RESULTADOS

’;h."‘
o5

ROI Mandibula % \
-
L W

-
-

Figura 4.25: Imagen representativa de un CT High de mandibula que mues-
tra la comparacion, en una respectiva proyeccion, entre la regién de interés
(ROI) con su respectiva binarizacién; mostrdndose los sitios correspondientes
al calculo de Tb.Th y Tbh.Sp.

A continuacién se muestran los resultados correspondientes al grosor y
separacién trabecular (Th.Th y Th.Sp) en la cabeza de fémur, Figura
4.26, donde se presentaron diferencias (inter-grupales) estadisticamente
significativas (grupo C vs A y B) asociados a los valores promedio del
grosor trabecular (Th.Th) calculados, con un valor de significancia de
p<0.05, los cuales se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 4.26: Imagen que muestra los resultados de grosor y separacion trabe-
cular (Th.Th y Th.Sp) en la cabeza de fémur para los tres grupos. El sfimbolo
(A), dentro de los diagramas de caja, representa la media de la distribucién
de los datos y el asterisco (*) representa las diferencias (inter-grupales) signi-
ficativas con valor de p < 0.05.

Tabla 4.4: Valores promedio y sus desviaciones estdndar correspondientes al
grosor y separacion trabecular en cabeza de fémur.

Grupos Tb.Th (mm) SD  Tb.Sp (mm) SD

A 0.208 0.010 0.263 0.035
B 0.214 0.014 0.290 0.045
C 0.180 0.003 0.217 0.021

A continuacién se muestra la Figura 4.27, presentandose el resultado
de la binarizacién de la imagen de microCT en la ROI de la cabeza de
fémur usando la herramienta de Optimise Threshold del plugin Boneld.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

Figura 4.27: Imagen representativa de un C'T High de cabeza de fémur que
muestra la comparacién, en una respectiva proyeccién, entre la regién de interés
con su respectiva binarizacion; mostrandose los sitios de célculo de Th.Th y
Th.Sp.

Por dltimo, se muestran los resultados correspondientes al grosor y se-
paracion trabecular (Tb.Th y Th.Sp) en la 5ta vértebra lumbar, Figura
4.28, donde no se observaron diferencias (inter-grupales) estadisticamen-
te significativas asociadas con los valores promedio de grosor y separa-
cion trabeculares calculados, los cuales se muestran en la Tabla 4.5.
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Figura 4.28: Imagen que muestra los resultados de grosor y separacién tra-
becular (Tb.Th y Th.Sp) en la 5ta vértebra lumbar para los tres grupos. El
simbolo (A), dentro de los diagramas de caja, representa la media de la distri-
bucién de los datos.

Tabla 4.5: Valores promedio y desviaciones estdndar correspondientes al grosor
y separacién trabecular en la 5ta vértebra lumbar

Grupos Tb.Th (mm) SD  Tb.Sp (mm) SD

A 0.250 0.056 0.335 0.082
B 0.234 0.061 0.300 0.090
C 0.208 0.022 0.262 0.022

En la Figura 4.27 se presenta el resultado de la binarizacién de la imagen
de microCT en la ROI de la 5ta vértebra lumbar, usando la herramienta
de Optimise Threshold del plugin Boneld.

54



CAPITULO 4. RESULTADOS

Figura 4.29: Imagen representativa de un CT High de la 5ta vértebra lumbar
que muestra la comparaciéon de una ROI en una proyeccién y su respectiva
binarizacién, mostrandose los sitios de calculo para Th.Th y Tb.Sp.
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Capitulo 5

Analisis y Discusién

5.1. Curvas patrén

En la Figura 4.2, se observ6 que para un valor de [HA] conocido se
le asocian diferentes valores de pixel en las imagenes reconstruidas, re-
lacionadas con la diferencia de energia correspondiente con los voltajes
de 35 (LV) y 45 (HV) kVp, independientemente de las corrientes usadas
en el tubo de rayos-X. Los valores de pixel en las imagenes adquiridas
con 45 kVp son menores que los valores de pixel de las imagenes adqui-
ridas con 35 kVp, teniendo una mayor atenuacién debido al aumento
en la probabilidad de interacién de la radiacién. Cualquier valor de con-
centracion de hidroxiapatita [HA| que se quiera conocer, en funcién del
valor de pixel que se mida en las imagenes de microCT a partir de esta
calibracion, es calculada considerando la correcciéon por atenuacién den-
tro de las dimensiones equivalentes del maniqui, asociadas a las energias
correspondientes con los voltajes de 35 y 45 kVp.

5.2. Célculo de [HA] a partir de las imagenes
de microCT

En la Figura 5.1 se muestra regiones de baja calcificaciéon en las
imégenes de cabeza de fémur en ratas del grupo A, resultando en valores
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CAPITULO 5. ANALISIS Y DISCUSION

de [HA] menores en comparacién con los grupos B y C. Esto se debe
a que el crecimiento del fémur en ratas jévenes no ha alcanzado una
madurez que implique la total calcificacién del hueso.

Regiones de menor calcificacion
cabeza de fémur Grupo A (250-300g) E

Figura 5.1: Imagen de microCT representativa de ratas del grupo A,
que muestra las regiones de bajas calcificacion en las zonas de cabeza
de fémur. Imagen adquirida con las modalidades HD-HV (45kVp a 0.4
mA) [Fuente directa].

Por otro lado, en el grupo C se observé una disminucién en los resulta-
dos asociados a los valores de [HA] en cabeza de fémur y la 5ta vértebra
lumbar, ya que al adquirir las imdgenes con diferentes energias (45 keV
y 35 keV kV) la atenuacién de la radiacién en las ratas serd mayor al
haber un incremento en el tejido blando. En la Figura 5.3 se muestra
el resultado del factor de atenuacion correspondiente con las diferentes
energias efectivas calculadas para los diferentes valores de kVp utiliza-
dos, se considerd un grosor del tejido blando variando de 0.5 cm hasta
12 em y dejando fijo un valor de grosor de hueso cortical (0.5 cm). El
factor de atenuacién se calcul6 a partir de la expresién (5.1):

Iy
lnm = ,U/adiposo * xadiposo + Hhueso * Thueso (51)

donde el primer miembro de la ecuacién representa la fraccién de ate-
nuacion entre la intensidad inicial y la intensidad transmitida del haz,
Hadiposo Y Mhueso SON los coeficientes de atenuacion lineal del tejido adi-
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poso y el hueso, Tqdiposo Y Thueso cOrresponden a sus respectivos grosores.

Debido a que el equipo de microCT posee un espectro polienergético
de emisién de rayos-X, se calcularon los coeficientes lineales de atenua-
cién, Figura 5.2, para tejido blando y hueso cortical (tadiposo ¥ Khueso)
[NIST, 2016b], utilizando las energias efectivas (F.rs) calculadas pre-
viamente para este equipo [Rueda, 2017]:

eff (HD-HV 45 kVp a 0.4 mA) = 16.98 £+ 1.30 keV;
eff (LD-HV 45 kVp a 0.2 mA) = 16.19 £ 0.80 keV;
6ff (HD-LV 35 kVp a 0.4 mA) = 15.17 £+ 1.15 keV;
Eerr (LD-LV 35 kVp a 0.2 mA) = 13.89 £ 0.82 keV,

T
Hueso cortical ==
Tejido adiposo
Tejido blando (Cuatro e\ementos) —
Aquz B

Intervalo donde caen las energias efectivas
para HD-HV, LD-HV, HD-LV y LD-LV

-

01}

“0.001 0.01 01 1 10
Energia (MeV)

100

Figura 5.2: Imagen que muestra los coeficientes lineales de atenuacién maésicos
para hueso cortical; tejido adiposo; tejido adiposo compuesto por cuatro ele-

mentos y agua en funcién de la energia para el cdlculo del factor de atenuacion
[Fuente directal.

La Figura 5.3 muestra la razén de cambio del factor del atenuacion aso-
ciado al aumento del tejido adiposo en las ratas. Se determind que este
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Figura 5.3: Imagen que muestra el cdlculo del factor de atenuacién para las
modalidades de adquisicién (HD-HV; LD-HV; HD-LV y LD-LV), fijando el
grosor de hueso cortical (Xpyeso = 0.5¢cm) y variando el grosor de tejido adiposo
a partir de 0.5 cm hasta 12 cm [Fuente Directa].

valor, para las diferenctes modalidades de adquisicién (HD-HV /LD-HV,
HDHV/HD-LV y HD-HV /LD-LV), corresponde al 85 %, 72 %, 59 %, res-
pectivamente. Se observé que a partir de un cierto grosor de las ratas,
el célculo de la [HA] utilizando el maniqui de referencia no alcanza a
compenzar la correccion por atenuacion producida en las adquisiciones
de las imagenes con diferentes valores de kilovoltajes (35 y 45 kV).

Por otro lado, en la Figura 5.4 se grafica las secciones eficaces de Fo-
toeléctrico (1) y Compton (o) en un rango de energias de 10 keV a 1
MeV, mostrando el comportamiento de la interaccién de la radiacion, ya
sea por absorcién o dispersién, para tejido blando de cuatro elementos
[ICRU Four-Components (NIST)], hueso cortical; misculo esquelético;
tejido adiposo y sangre [ICRU-44 (NIST)] [NIST, 2016a].
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Figura 5.4: Imagen representativa de las secciones eficaces para el efecto Fo-
toeléctrico (7) y Compton (o) en el rango de energias de 10 keV a 1 MeV para
los componentes asociados al tejido blando de cuatro elementos, hueso cortical,
musculo esquelético, tejido adiposo y sangre [Fuente Directa).

Se observa que en el rango de energias efectivas para los diferentes
parametros de adquisicion de HD-HV, LD-HV, HD-LV y LD-LV, la ra-
diacién es absorbida a través del cuerpo de las ratas mayoritariamente en
los huesos (Z.s¢(HA) = 16.11 [Saito and Sagara, 2017]), teniendo poca
contribucién del efecto Compton asociada con la radiacién dispersa.

60



CAPITULO 5. ANALISIS Y DISCUSION

5.3. Analisis de la micro-arquitectura 6sea en
hueso trabecular

5.3.1. Anadlisis de la calidad de la imagen a partir del
CNR

A partir de la Figura 5.2 se observa que entre menor sea la energia de
los rayos-X la probabilidad de interaccion serd mayor que en el caso de
altas energias, ésto dentro del rango de las energias efectivas correspon-
dientes con los diferentes pardmetros de adquisicién utilizados en este
trabajo. El valor del contraste del objeto de estudio en las iméagenes
reconstruidas serd mayor al realizar las adquisiciones en bajas energias,
ya que habrd una mayor atenuacién al tener una probabilidad de in-
teraccién alta. Sin embargo, el contraste puede disminuir debido a la
presencia del ruido en las imagenes de microCT, el cual es definido co-
mo la desviacién estdndar de una cierta funcién aleatoria F'(IN) como
se muestra en la ecuacién (5.2), [Berumen-Murillo, 2016]:

1
o (F(N)) var[F(N)] Vi (5.2)
donde N representa el nimero de fotones que inciden sobre el detector
de rayos-X y var representa la varianza de la funcién aleatoria F/(INV). a
partir de esta expresion se observa que el ruido en las imagenes recons-
truidas aumentard al disminuir el niimero de fotones detectados.

En el caso de las imdgenes adquiridas usando 45 kVp a 0.4 mA (HD-
HV) se obtuvo un valor mayor en el célculo del CNR, en comparacién
con los demds pardmetros (LD-HV, HD-LV, LD-LV), esto debido a que
los rayos-X son maés penetrantes al atravesar el hueso y el tejido blando,
detectando una cantidad mayor de rayos-X transmitidos al ser menos
atenuados por el cuerpo del animal, més atn, en la Figura 5.5 se mues-
tran los espectros filtrados a la salida del tubo de rayos-X para los
kilovoltajes de 45 y 35 kVp.
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Figura 5.5: Simulacién de los espectros de rayos-X correspondientes a los
kilovoltajes de 35 y 45 kVp del equipo de microCT, filtrados por 0.5mm de Al
en la salida del tubo de rayos-X, tomado y editado de [Rueda, 2017].

Con esto se observa que al adquirir las imdgenes a 35 kVp la intensidad
de los rayos-X es menor comparada con la intensidad de 45 kVp, por lo
que al ser atenuados en la rata no llegan suficientes fotones al detector,
aumentando el ruido en las imagenes reconstruidas (ecuacién (5.2)). En
el apéndice F. se muestran las graficas asociadas al comportamiento del
contraste y el ruido en las imagenes recontruidas para los diferentes
huesos de cada grupo.

5.3.2. Anadlisis del grosor y separacién trabeculares

La principal limitante que se presenté en esta seccién fue la reso-
lucién espacial en las imagenes reconstruidas mediante el algoritmo de
CT High, con tamano de pixel de 0.035 mm, dando como resultado una
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sobre-estimacién en los valores de Th.Th y Tbh.Sp de las trabéculas al
realizar la binarizacion de las imagenes.

Bouxsein et al., [Bouxsein et al., 2010] menciona que la segmentacién
de la imagen debe realizarse comparando una proyeccion (si no es que
todas) de la imagen del estudio de microCT con su correspondien-
te imagen ya segmentada, asegurando con esto que el proceso de bi-
narizacién extraiga una buena representacién de la estructura dsea a
analizar. Si la imagen no estd binarizada correctamente se pueden ob-
tener errores de interpretacion en los valores de Th.Th y Tb.Sp, te-
niendo un sobre-engrosamiento de las estructuras trabeculares. Langton
[Langton and Njeh, 2016] menciona que una binarizacién global aplica
el mismo valor umbral a todos los cortes de la imagen de microCT, fun-
cionando de mejor manera en imagenes adquiridas con alta resolucién
y alto contraste, tal es el caso de la binarizaciéon usando el Optimi-
se Threshold del BonelJ. En este trabajo, las imagenes de microCT no
fueron adquiridas en alta resolucién (1000 proyecciones), fueron adqui-
ridas a 600 proyecciones con el fin de disminuir el tiempo de exposicién
de los rayos-X sobre los animales. Trabajos previos, realizados con es-
te equipo de microCT, reportan dosis impartida sobre la superficie de
ratones (BALB/c) con diferentes tiempos de exposicién [Rueda, 2017].
Realizando adquisiciones a 400, 600 y 1000 proyecciones (Standar, Best
y High Resolution, respectivamente), adquiriendo las imégenes con los
mismos pardmetros de corriente y voltajes utilizados en este trabajo.

En la evaluacién de micro-arquitectura osea, Feldkamp et al.,

[Feldkamp et al., 1989] realizaron estudios en muestras pequenas de tra
béculas obtenidas de biopsias de tibias y vértebras de humanos con un
tamafio de voxel en las imégenes de 60 pm. Por otro lado, Langton et
al. han reportado [Langton and Njeh, 2016] que una resolucién de 60
pm de tamano de voxel en las imagenes reconstruidas es aceptable para
la evaluacién de grosores y separaciones trabeculares en humanos, sien-
do a la vez ineficiente en estudios que involucren modelos de animales
pequernios (ratas y ratones). Otros investigadores [Kinney et al., 1995],
[Bouxsein et al., 2010] han reportado que los valores promedio de grosor
y separacion trabecular en animales pequenos son aproximadamente del
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orden de 50 ym y 150 pm.

Es importante hacer notar que antes de realizar cualquier proceso de bi-
narizacion en las imagenes, se necesita realizar las adquisiciones con la
mé&xima resolucién espacial, asociada con un valor de voxel/pixel menor
en comparacion con las dimensiones del objeto al que se quiera realizar
los estudios de microCT. Esto permite garantizar mediciones cuantita-
tivas de los valores de grosor y separacion trabeculares, evitando asi una
sobre-estimacién de estos valores a la hora de efectuar el andlisis.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se hizo evidente la
limitante resolucién espacial que presentaban las imagenes de microCT
con un tamano de voxel /pixel de 0.035 mm en C'T High del equipo Albira
ARS, la cual afecto los analisis de micro-arquitectura ésea. Por otro lado,
si se quiere realizar adquisiciones de microCT in-vivo que involucren
reconstrucciones de C'T High para visualizar estructuras dseas en ratas,
se recomienda utilizar los pardmetros de adquisicién de HD-HV (0.4 mA
a 45 kVp), obteniendo con esta modalidad valores mayores de CNR en
las imédgenes reconsruidas.
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Capitulo 6

Resumen y Conclusiones

Resumen de resultados

= Se obtuvo una respuesta lineal del equipo en el calculo de las curvas
de referencia de concentracién de hidroxiapatita [HA] en el rango
de 0, 50. 250 y 750 mg/cc.

» En el célculo de la [HA], para el caso de cabeza de fémur y la 5ta
vértebra lumbar se observaron diferencias intra-grupales al Grupo
C (pesos ;400 g), debido al endurecimiento del haz al adquirir las
imégenes en baja energia (LV-35kVp).

= Se observo que los pardmetros de adquisicién de las imagenes de
microCT en HD-HV (45 kVp @ 0.4 mA) el valor de CNR es mayor
en las imagenes reconstruida, visualizando mejor el hueso trabe-
cular.

= Las imégenes al ser reconstruidas con un tamano de pixel de 0.035
mm resulté en una sobre-estimacién de los valores de grosor y
separacion trabeculares (Th.Th y Tb.Sp) asociados con una mala
segmentacion en las imagenes.
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Conclusion General

El equipo de microCT Albira ARS permite realizar estudios de cuanti-
ficacién de concentracion de hidroxiapatita en tejido 6seo. Sin embargo,
no es adecuado para realizar estudios cuantitativos in-vivo de micro-
arquitectura ésea de los parametros morfométricos de grosor y separa-
cién trabecular (Th.Th y Th.Sp) debido a su limitada resolucién espacial
en las imagenes reconstruidas con tamanos de pixel de 35 pm. Por otro
lado, la evaluacion cualitativa de las imagenes, de estudios in-vivo en
ratas Wistar, indicé que el tejido trabecular puede ser visualizado de
mejor manera al realizar las adquisiciones con alta energia y corriente

(45 kVp a 0.4 mA).
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Apéndice

A.

A.1 Imagen por la técnica de Tomografia y micro-Tomografia
Computarizada

En la actualidad el diagnéstico a partir de imagenes médicas ha teni-
do un desarrollo tecnoldgico de gran demanda gracias a las aportaciones
de los nuevos conocimientos cientificos del area, desde el descubrimiento
de los rayos-X en 1895 por Wilhelm Roentgen y la creacion de la pri-
mera radiografia de mano; siendo la primera imagen médica anatémica
humana.

En la imagen médica del cuerpo humano se requiere un cierto tipo de
energia capaz de penetrar a través de los diferentes tejidos que lo forman;
cada uno con distintas densidades. Es por ello que para diagndstico se
utiliza radiacién electromagnética en forma de fotones, las técnicas que
utilizan este principio son los rayos-X ya sea para adquirir una radio-
graffa o una Tomografia Computarizada (CT, por sus siglas en inglés).

La energia que es requerida para generar imagenes médicas no solamen-
te se espera que penetre en los tejidos humanos, si no que a la vez exista
interaccion con éstos. No se podra generar imagen alguna al no presen-
tarse dichas interacciones; obteniendo asi informacién no 1til respecto
a la anatomia interna de la parte del cuerpo que se quiera estudiar. La
imagen médica utilizando la técnica de CT estuvo clinicamente disponi-
ble a partir de 1970 y fue la primera técnica que requiere el uso de una
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computadora para visualizar la imagen, es por ello que se considera una
técnica no invasiva.

Los equipos de CT constan de una fuente generadora de rayos-X y un
sistema de deteccion basado en la transmisiéon de los rayos-X a través
del objeto de estudio. Las imégenes hechas por CT son producidas al
momento que los rayos-X atraviesan alguna cierta parte del cuerpo en
angulos diferentes al rotar el generador junto con el detector alrededor
del objeto de estudio como se muestra en la Figura A.1.

Rotacion de la
fuente y ~
detector de 77 Fuente de
&~ rayos-X
rayos-X p ff / | W

/ / Haz de rayos-X \ \
N \

Detector de rayos-X

Figura A.1: Caracteristicas de la técnica de imagen por CT [FDA, 2018].

Los estudios por CT constan de varios cortes diferentes e individuales
del sitio de interés; obteniendo como resultado una imagen por medio
de un algoritmo matematico de reconstruccién a partir de las interac-
ciones recolectadas por el sistema de deteccion. La ventaja del CT es la
habilidad que tiene en reconstruir imagenes digitales anatomicas en tres
dimensiones, las cuales se presentan en tres cortes o planos anatomi-
cos diferentes llamados coronal o frontal; axial o transversal y sagital,
Figura A.2.
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Plano sagital

Figura A.2: Planos anatémicos [medicinaedith, 2016].

Los equipos de CT modernos pueden adquirir imégenes con un tamaino
de corte de 0.50 a 0.60 mm de espesor a lo largo de 50 cm en 5 se-
gundos. Esta tecnologia puede detectar anomalias en el cuerpo humano
asociadas a masas tumorales; fracturas de huesos; hematomas subdura-
les; aneurismas entre otras patologias [Bushberg and Boone, 2011¢].

Ademds, esta técnica proporciona un mayor contraste en hueso que en
tejido suave, por ello han aparecido nuevas mejoras que ayuden a estu-
diar de mejor manera la estructura ésea. En los anos 80’s la aplicacién de
la tecnologia del CT fue extendida del area clinica al drea de la investiga-
cién. El primer sistema de microCT fue concebido y construido por Jim
Elliott, [Microctworld, 2018]. Las primeras imagenes digitales mediante
estudios de microCT fueron hechas por [Elliott JC and Dover SD, X-ray
microtomography. J. Microscopy, 1982, 126:211-213.]; siendo la primera
publicacién que involucraba el uso de un equipo de microCT con un
sistema de deteccién de 50 um, reconstruyendo cortes de pequeiios ca-
racoles tropicales. Por otro lado, Feldkamp et.al fueron los primeros en
construir un equipo de micro CT con el propdsito para la evaluacion de
micro estructura dsea en tres dimensiones de hueso trabecular en ratas
de laboratorio y otro tipo de animales pequenos [Feldkamp et al., 1989].
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Con la presentacién de los equipos comerciales de microCT en 1994
[Stauber and Miiller, 2008], [Riiegsegger et al., 1996]; esta técnica co-
menzo6 a ser un estandar en las investigaciones relacionadas con estruc-
tura ésea.

Hoy en dia los equipos de microCT proporcionan una gama amplia en
técnicas de adquisicién de imagenes dirigidas a muchas aplicaciones, las
cuales van desde mediciones in-vivo o ezr-vivo; hasta la evaluacién de
tejido éseo en escalas micrométricas basados en estudios de animales
pequenos de experimentacién. Al igual que el CT, el microCT consta de
una fuente emisora de rayos-X y un sistema de deteccién; detectando
estructuras en el rango de escalas micrométricas debido a la diferencia
en las dimensiones que presentan las muestras de estudio, Figura A.3.

CcT

Micro CT

1000 um 100 um 50 um 10 um 1um

Figura A.3: Imagen representativa que ilustra el rango en las distintas es-
calas de deteccion de un CT y un micoCT. Izquierda a derecha: mano de
humano, hueso trabecular de humano y huesos de roedores. Tomado y editado
de [B Cube AG, Switzerland, 2016].
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A.2 Descripcion del sistema de los equipos de microCT
A.2.1 Sistemas de escaneo

El funcionamiento del sistema de escaneo del microCT se clasifica
en dos categorias como se observa en la Figura A.4. La primera estd
basada en la rotacién de la camilla, donde el ruedor gira en la camilla
mientras la fuente y el sistema de deteccién de rayos-X permanecen
fijos; adquiriendo la informacion a través de diferentes proyecciones a
distintos angulos. Los equipos de microCT que adquieren usando éste
proceso son equipos de primera generacién. En la segunda, el animal
se recuesta sobre una camilla fija; mientras que la fuente y el sistema
de deteccion rotan alrededor del animal, adquiriendo de igual manera
la informacién a través de diferentes proyecciones a distintos angulos.
Los equipos que usan éste proceso son equipos de tercera generacion;
perteneciendo la gran mayoria de los equipos microCT comerciales a
ésta generacién.

Rotacion del raton Rotacion fuente y detector
A) B) Fuente de rayos-X
Haz de rayos-X
Ratén incidentes

N

Haz de rayos-X

Detector incidentes

de rayos-X Ratén

Haz de rayos-X

Fuente de rayos-X transmitidos

Haz de rayos-X
transmitidos

Detector de rayos-X

Figura A.4: Sistema de escaneo de equipos de microCT . A) primera genera-
cién y B) tercera generacién. Tomado y modificado de[Li et al., 2008].

Li et. al menciona que los equipos de tercera generacién pueden garan-
tizar como resultado una imagen de alta resolucién espacial comparado
con los equipos de primera generacién ya que el animal puede perma-
necer inmévil; reduciendo de manera significativa el movimiento per-se
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asociado al tejido blando del animal durante adquisiciones de tiempos
largos [Li et al., 2008] .

A.3 Ventajas en el uso de equipos de microCT

Los sistemas de deteccion de los equipos de micro CT pueden de-
tectar estructuras del orden de alcanzan micrémetros (um), siendo su-
ficiente para la visualizacion y estudio de estructuras trabeculares en
huesos de animales pequenos con espesores aproximadamente de 30 a
50 pm [Bouxsein et al., 2010].

Las ventajas que se tienen al usar ésta técnica de imagen digital al
realizar estudios con estructura dsea son:

s Es una técnica no invasiva.

= Permite hacer cuantificaciones directas en imagenes tridimensio-
nales de morfologia trabecular; tales como su grosor y separacion.

= Se puede seleccionar y analizar a la vez un volumen de interés sig-
nificativamente grande en comparacién con modelos histolégicos
bidimensionales.

= Las cuantificaciones se pueden realizar con un rendimiento mu-
cho maés rédpido que en un anélisis histolégico de los parametros
morfométricos; utilizando huesos no descalcificados o a partir de
estudios in-vivo.

= La evaluacion de la morfologia al reutilizar los objetos de estudio
para otros ensayos posteriores.

A.4 Aplicaciones de un equipo de microCT

Existen diferentes estudios de los cuales se pueden hacer uso de
imagenes por microCT, Clark et. al mencionan algunas aplicaciones
usando equipos microCT en el drea de investigacién [Clark and Badea, 2014].
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Imagenes de Hueso

Se han realizado estudios de hueso en roedores debido a su alta
resolucién espacial y alto contraste en imédgenes de tejidos calcificados,
mas aun la creacién del microCT fue debida a estudios referentes a
micro-arquitectura ésea y densidad dsea.

Imagen Pulmonar

La imagen pulmonar de animales pequenos ha sido un desafio debido
a su tamafo y a su rapido movimiento respiratorio. A partir de ésta se
pueden estudiar diferentes modelos de enfermedades respiratorias tales
como enfisema y fibrosis pulmonar.

Imagenes de Corazén

Estos estudios han servido para visualizar la circulacién coronaria
en tres dimensiones en los corazones de roedores jovenes y envejecidos;
usando materiales radio-opacos. En estos estudios se requiere el uso de
agentes de medio de contraste para poder discriminar entre el miocardio
y la sangre.

Imagenes de Tumores

Para estos estudios el microCT ha sido de gran ayuda para la de-
teccion y seguimiento de masas tumorales, asi como la obtenciéon de
imagenes de angiogénesis tumoral, las cuales requieren el uso de medios
de contraste para la visualizacién de la vasculatura tumoral.

Im&agenes por medio de equipos trimodales microPET/SPECT/CT

Otra caracteristica importante que complementa los estudios por mi-
croCT es al juntar ésta con otras técnicas de imagen molecular como el
caso de la tomografia por emisién de positrones (PET) o la tomografia
computarizada por emisién de fotén tinico (SPECT); analizando imége-
nes tridimensionales combinadas o fusionadas de manera simultanea ob-
teniendo informacién estructural y metabdlica a la vez.
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B.

B.1 Produccién de rayos-X

Los rayos-X son producidos por la interaccion de particulas cargadas
con la materia, convirtiendo parte de su energia cinética en radiacion
electromagnética (fotones). El dispositivo que produce este tipo de ra-
diacién en el rango de energias usadas para diagnostico es el tubo de
rayos-X, Figura B.1; éste consta de electrodos que producen electrones
(catodo) y un blanco (dnodo) de cierto material, principalmente Tungs-
teno (W; Z=74). Estos estan situados dentro de una cubierta de metal
o vidrio sellada al vacio. El tubo consta a la vez de una fuente externa
de alto voltaje que acelera las particulas cargadas hacia el catodo, estas
componentes funcionan en conjunto para crear un haz de rayos-X con
una cierta intensidad y penetrabilidad [Bushberg and Boone, 2011c].

Electrones acelerados
Blanco de Tungsteno

Anodo de cobre Catodo

R\ : =

Fuente de alto voltaje

Ee

Rayos-X

Figura B.1: Estructura interna de un tubo de rayos-X. Tomado y modificado
de [Bushberg and Boone, 2011c].
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B.2 Tipos de rayos-X
Rayos-X de frenado (Bremsstrahlung)

La palabra Bremsstrahlung viene del aleman breemsen (frenar) y
strahlung (radiacién); radiacién de frenado. Los electrones producidos
en el catodo son acelerados hacia el 4nodo por medio de una diferencia
de potencial; adquiriendo una energia cinética igual al producto del valor
de su carga eléctrica y el potencial de aceleracién. Una pequena fraccion
de los electrones inciden dentro de las proximidades de los atomos del
anodo sintiendo la presencia de fuerzas Coulombianas; atrayendo a los
electrones cambiando su trayectoria y siendo desacelerandolos de forma
abrupta, produciendo una disminucién en su energia cinética al trans-
formarla en radiacion electromagnética en forma de fotones de frenado
(Bremsstrahlung) [Bushberg and Boone, 2011c].

La cantidad de energia perdida por los electrones y por lo tanto la
energia de los rayos-X resultantes son determinadas por el parametro
de impacto entre los electrones incidentes y los ntcleos atémicos del
anodo, debido a que la fuerza Coulombiana es proporcional al inverso
del cuadrado de la distancia. En la Figura B.2 se muestra un ejemplo
de la energia resultante de los rayos-X de frenado al variar el parametro
de impacto entre los electrones incidentes sobre los atomos del anodo
[Bushberg and Boone, 2011c¢].

Entre més cercana sea la interaccién entre los electrones y los atomos del
material del dnodo los rayos-X de frenado resultaran con mayor energia.
Aproximadamente el 3% de los electrones acelerados producirdn radia-
cién de frenado, el resto transferira su energia al anodo disipandose en
calor.
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Electrones incidentes
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3@ . Interaccién cercana
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N Interaccién lejana: baja
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Colision dirtecta con el nucleo:
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Figura B.2: Produccién de rayos-X de frenado (Breemstrahlung). Si el pardme-
tro de impacto es mayor que el radio nuclear, resultardn fotones de frenado de
baja energia (3). A una distancia més cercana del nucleo atémico (2) la fuer-
za Coulombiana serd mas fuerte causando una mayor desaceleracién en los
electrones, produciendo fotones de mayor energia. Si se llegase a tratar de un
impacto directo con el nicleo atémico (1); toda la pérdida en la energia cinética

del electron resultara en fotones de los més energéticos. Tomado y modificado
de [Bushberg and Boone, 2011c].

Espectro de Bremsstrahlung

El espectro de Bremsstrahlung representala probabilidad de distri-
bucién de los rayos-X de frenado en funcién de su energia (keV). En la
Figura B.3 se muestra un ejemplo de espectro de Bremsstrahlung gene-
rado con una energia maxima de 90 keV. El espectro no filtrado muestra
una relacién lineal inversa entre el nimero de fotones producidos (in-
tensidad relativa) en funcién de la energia méxima, determinada por
el voltaje de aceleracién (kVp) aplicado al tubo de rayos-X, mientras
que el espectro filtrado elimina los rayos-X de bajas energias siendo la
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intensidad relativa aumentada a un valor aproximadamente un tercio de
la energia maxima.

Espectro de Bremsstrahlung generado a partir de un voltaje de aceleracién de 90 kv

Espectro de Bremsstrahlung sin filtrar

/

Intensidad Espectro de Bremsstrahlung filtrado

relativa

Energia maxima de 90 kel

Energia promedio

1 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Energia (keV)

Figura B.3: Espectro de rayos-X de frenado. Tomado y modificado de
[Bushberg and Boone, 2011c].

Rayos-X Caracteristicos

Se llaman caracteristicos ya que son propios de cada elemento quimi-
co, por lo que su produccién depende del material con que esté hecho
el blanco del anodo y de la energia adquirida por los electrones a partir
del voltaje aplicado al tubo de rayos-X. Cada elemento quimico posee
un determinado ntimero de electrones distribuidos en capas electrénicas
(K, L, M, etc), las cuales poseen una cierta energia de ligadura (BE, por
sus siglas en inglés) propia en cada capa. Las capas que poseen mayor
energia de ligadura corresponden a las més cercanas al nicleo atémico
siendo la capa K la més energética [Bushberg and Boone, 2011c].

Este tipo de rayos-X se produce cuando los electrones al ser acelerados
a través del tubo de rayos-X inciden sobre el blanco; interaccionando
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sobre las capas electrénicas de los dtomos. Si la energia de un electrén
supera el valor de la energia de ligadura propia de cada capa electrénica,
se logrard arrancar mediante un proceso de colisién un electrén ligado a
dicha capa, produciéndose una vacancia. Dicha vacancia se llenara con
otro electrén proveniente de capas externas; esta transicion electrénica
dard como resultado la emisién de radiacion electromagnética en forma
de un fotén llamado fotén caracteristico, Figura B.4. La energia a la
cual salen emitidos estos fotones sera la diferencia entre los valores de
las energias de ligadura de las cuales se produjo la transicion electrénica
[Bushberg and Boone, 2011c¢].

Electron desprendido de la capa K

Electrén incidente
1

©

Emisién de Rayo-X caracteristico 4

Figura B.4: El electrén al ser acelerado incide sobre las capas electrénicas de
los dtomos del 4nodo (1). Si su energfa es mayor que la energia de ligadura de las
capas electrénicas, al colisionar con un electrén atémico de alguna cierta capa
lo arrancard dejando una vacancia (2). Para llenar dicha vacancia se producird
una transicién electrénica entre capas adyacentes o no adyacentes (3). Dicha
transicién resultard en la emisién de un rayo-X caracteristico (4). Tomado y
modificado de [Bushberg and Boone, 2011¢].
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Las transiciones electronicas pueden producirse de capas adyacentes o
no adyacentes, teniendo como resultado la produccién de picos carac-
teristicos de diferentes energias superpuestos en el espectro de Bremss-
trahlung como se muestra en la Figura B.5.

Para referirse cuando se realizé una transicién electrénica de capas ad-
yacentes o no adyacentes se usa como notacién « y [ respectivamente.
Por ejemplo cuando se produce una transicién de la capa L a la capa K,
se designa como un rayo-X caracteristico K, y Kg, cuando la transicién
se realiza de las capas M, N u O hacia la capa K. En términos de energia,
las transiciones Kg son mas energéticas que las K, debido a los valores
que presentan sus energias de ligadura [Bushberg and Boone, 2011c].

Espectro de emisién de Rayos-X

El espectro de rayos-X es la superposicion de los picos caracteristicos
con el espectro de Bremsstrahlung filtrado como se muestra en la Figura
B.5.

La energia en el espectro de rayos-X estd asociada con la diferencia
de potencial que acelerara los electrones producidos en el catodo. La
intensidad relativa se asocia a la probabilidad de produccién de rayos-X;
refiriéndose a la corriente producida por el flujo de electrones incidiendo
sobre el danodo. Si la corriente aumenta habra una mayor afluencia de
electrones interaccionando en el anodo y la produccién de rayos-X serd
mayor, lo que implicara que la intensidad relativa se vera incrementada
[Bushberg and Boone, 2011c].
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Figura B.5: Ejemplo de un espectro de rayos-X monoenergético filtrado con
anodo de Tungsteno y energia maxima de 90 keV. Los picos caracteristicos apa-
recen a ciertas energias caracteristicas asociadas al Tungsteno, visualizando las
transiciones K, y K. Tomado y modificado de [Bushberg and Boone, 2011c].

B.3 Algunos efectos fisicos que modifican el es-
pectro de emisién de rayos-X

El espectro de emisién del tubo de rayos-X es descrito en términos
de la cantidad; calidad y exposicién. Con calidad se refiere a la pene-
trabilidad del haz, con cantidad al nimero de fotones que componen
el haz y con exposicion a la proporcionalidad en la fluencia energéti-
ca del haz. Algunos factores que afectan el espectro de rayos-X son
[Bushberg and Boone, 2011c¢]:

» Material del 4nodo: Este afecta la eficiencia en la produccién
de Breemshtralung siendo proporcional al nimero atémico (Z);
ya que los electrones incidentes presentan una mayor interaccion
radiactiva con materiales de 7Z alta. Por lo que, el material que
compone al dnodo afecta en la cantidad de fotones producidos por
Breemshtralung y en la calidad de la radiaciéon caracteristica.
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» Voltaje (kV): Determina la energia maxima en el espectro de
Breemstralung; afectando la calidad del haz. La eficiencia en la
produccién de rayos-X estd directamente relacionada con el vol-
taje aplicado al tubo. Dentro del rango de energias usadas pa-
ra diagndstico; la exposicién es aproximadamente proporcional al
cuadrado del kilovoltaje (kV), como se muestra en la ecuacién

(B.1):

E « (kV)? (B.1)

Al haber un incremento en el kVp habrda un incremento en la
produccion de rayos-X asi como en la calidad y cantidad del haz.
Por ello, al haber un cambio en el voltaje debe ser compensado
realizando un cambio correspondiente en la corriente del tubo de
rayos-X asi como en el tiempo de exposicién (mAs).

» Corriente (mA): Es proporcional al nimero de electrones que
fluyen del cdtodo al 4nodo dentro del tubo de rayos-X por unidad
de tiempo. La exposicién del haz, para un valor de kV dado, es
proporcional a la corriente del tubo. El tiempo de exposicién se
define como el tiempo total en el que los rayos-X son producidos.
La cantidad de rayos-X es directamente proporcional al producto
de la corriente en el tubo y el tiempo de exposicién (mAs).

B.4 Interaccion de particulas no cargadas con la
materia

La radiacién electromagnética (fotones) al incidir sobre la materia
tiene varios procesos fisicos de interaccion descritos por medio del efecto
Fotoeléctrico; efecto Compton; Producciéon de Pares; efecto Rayleigh
y la Fotodesintegracion. Debido a que la radiacion es la transferencia
de energia a través de particulas cargadas u ondas electromagnéticas,
siendo los efectos Fotoeléctrico, Compton y Produccién de Pares los que
describen la transferencia de la energia de los fotones a través del medio
al cual inciden, ionizando la materia de forma indirecta. La probabilidad
de que se presenten alguno de éstos efectos fisios depende del nimero
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atémico del material (Z) y la energia de los fotones incidentes, como
se muestra en la Figura B.6, en la cual se observa que la aparicion del
efecto Fotoeléctrico estda asociada con bajas energias y elementos que
de bajo nimero atémico y conforme se incrementa la energia el efecto
predominante serd el Compton. A partir de una energia umbral de 1.022
MeV se tendrd la produccién de Pares (electrén (e™)/positrén(e™)).

1

120

100 -
s Regidn —
80 Region Produccién de Pares_]
Efecto Fotoeléctrico
Ndamero

atéomico (Z)60
40 Regién
Efecto Compton

20

I o B BE TN SRS I ) i

' T T

OO.O‘I 0.05 0l 0s | 5 10 50 100
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Figura B.6: Regiones que predominan los efectos Fotoeléctrico; Compton
y Produccién de Pares. 0 = 7 representa la igualdad en la probabilidad
de las secciones eficaces asociadas con el efecto Fotoeléctrico y Compton;
o = K representa la igualdad en la probabilidad de las secciones eficaces

asociadas con efecto Compton y Produccién de pares. Tomado y editado
de [Attix, 2008].

Efecto Fotoeléctrico (7)

Este es un proceso de absorcion en el cual un electrén, de la nube
electrénica de un dtomo, absorbe toda la energia de un fotén (hv) in-
cidente. El fotén desaparece cediéndole toda la energia al electrén; la
cual es usada para desprenderlo del atomo, Figura B.7. El fotén serd
emitido con una energia cuya expresién estd dada por la ecuacion (B.2)
[Cherry et al., 2012a)].
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E,- =hv— BE (B.2)

donde BE es el valor de la energia de ligadura asociada a la capa
electrénica de la cual fue desprendido el electron.

El electron no serd arrancado de su capa electrénica a no ser que la
energia del fotén incidente sea mayor que la energia de ligadura de
dicha capa. Por lo tanto, si se tienen fotones mucho mas energéticos se
pueden desprender electrones de capas mas internas al nticleo atémico.

Fotén incidente Electrén
arrancado

Figura B.7: El efecto Fotoeléctrico es un proceso de absorcién, ya que
el electrén absorbe toda la energia del fotén. Tomado y editado de
[Cherry et al., 2012a)].

Efecto Compton (o)

Este es un proceso de dispersiéon debido a que el fotén incidente
colisiona con electrones de capas més externas del nicleo atémico (elec-
trones débilmente ligados) cediéndoles parte de su energia. Por conser-
vacién de energia/momento se obtendra como resultado la dispersién
del electréon y foton; el cual es emitido a una energia menor que la
incidente y disperzado a un cierto angulo # como se ve en la Figura
B.8. La energia del fotén dispersado estd dada por la ecuacién (B.3)
[Cherry et al., 2012b].
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’ hv

hy = ————
Y TIT e(1 — cosh)
hv

donde ¢ = 5
me_c

vy hv es la energia del foton incidente.

A partir de la ecuacion B.3 se observa que la energia del fotén dependera
del angulo al cual es dispersado. Para valores de § = 7y 8 = 0 la energia
serd maxima y minima, respectivamente.

Fotén dispersado

Foton incidente /\/\/H Angulo de dispersién
.

Electrén
arrancado

Figura B.8: En este proceso el fotén incidente no desaparece, éste inter-
acciona con electrones débilmente ligados cediéndole parte de su energia
saliendo dispersado a una energia menor y a un dngulo 6. Tomado y edi-
tado de [Cherry et al., 2012b].

Produccién de Pares (k)

En este proceso el fotén incide sobre el nicleo atémico de una
particula cargada interaccionando con su campo eléctrico; el foton des-
aparece al utilizar su energia para crear un electrén (e¢~) y un positrén
(e1), Figura B.9. La energia en reposo del electrén y positrén es de
0.511 MeV, por lo cual la energia minima del fotén incidente debe de
ser de 1.022 MeV para que ocurra la produccién de pares. Por conser-
vacién la energia del fotén incidente estd dada por la ecuacién (B.4)
[Cherry et al., 2012c].
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EO = EefEeJr + 1,022 (B4)

donde E,- y E.+ son las energias del electron y positron respectivamen-
te.

Foton incidente e~ Electréon
(1.022 MeV)

Fotén de aniquilacion

Figura B.9: La energia minima para que exista la produccién de pares
es de 1.022 MeV; el positrén interactia con electrones de la materia
creando un proceso de aniquilacién, emitiendo fotones antiparalelos con
energias de 511 keV [Cherry et al., 2012c].
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B.5 Atenuacion de los fotones con la materia

Al incidir la radiacién electromagnética a través de un material con
un cierto grosor x, la probabilidad que ocurra alguno de los tres efectos
mencionados dependerd de la energia inicial de los fotones, la compo-
sicién electrénica o nimero atémico (Z) del material y de su grosor z.
La atenuacion es la disminucion de la intensidad inicial de los fotones
al atravesar el material con cierto grosor x, decayendo de manera expo-
nencial debido a las dispersién o absorcion que se presenten al atravesar
el material, la ley de atenuacién exponencial estd dada por la ecuacion
(B.5):

I(z) = Iye "= (B.5)

donde I representa la intensidad de los fotones después de haber atra-
vesado el material con grosor x, Iy la intensidad inicial y u representa el
coeficiente lineal de atenuacién; cabe mencionar que ésta ley de atenua-
cién solamente es valida en casos para haces de radiacién monoenergéti-
cos y filtrados [Bushberg and Boone, 2011d].

El coeficiente lineal de atenuacion u representa la probabilidad de in-
teraccién, dependiendo de la energia de los fotones incidentes asi como
del nimero atémico del material como se ve en la ecuacién (B.6):

w=uE,2) (B.6)

si se divide el coeficiente de atenuacién lineal entre la densidad del ma-
terial se obtiene el coeficiente lineal masico de atenuacién: pu,, = %.
Las interacciones maéas importantes de los fotones con la materia son
debidas al efecto Fotoeléctrico (1), Compton (o) y Produccién de Pares
(k), el coeficiente de atenuacion lineal engloba a los tres efectos a partir
de la ecuacion (B.7).

U=T+0+k (B.7)

Las magnitudes relativas de 7 , ¢ y k varian de igual manera con el
numero atémico (Z) y la energia de los fotones (E) de la siguiente manera
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[Cherry et al., 2012¢], [Bushberg and Boone, 2011d]:

= La componente del efecto Fotoeléctrico decrece rdpidamente al
incrementar la energia de los fotones y crece rdpidamente al incre-
mentar el nimero atémico, esto es:

T X —= (B.8)

Esta a la vez se incrementa de manera abrupta a energias corres-
pondientes a los valores asociados a las energias de ligadura de
cada capa electrénica, el efecto fotoeléctrico predomina para ba-
jas energias y en materiales con Z alta, Figura B.6. La presencia del
efecto fotoeléctrico a partir de imagenes creadas con de la transmi-
sién de rayos-X es la ausencia de fotones dispersados. El hecho que
la probabilidad de interaccién del efecto fotoeléctrico sea propor-
cional al inverso del cubo de la energia (1/E3) explica, en parte, la
degradacién de la imagen en términos del contraste al haber un au-
mento en la energia de los rayos-X [Bushberg and Boone, 2011d].

= Kl efecto Compton es un efecto de dispersion que predomina ma-
yormente en las interacciones de los rayos-X con tejido blando en
el rango de energias usadas para diagnéstico a partir de 26 KeV;
predominando hasta energias asociadas a los 30 MeV. En image-
nes realizadas por la transmisién de rayos-X los fotones disper-
sados seran mayormente detectados por el sistema de deteccion;
resultando en una degradacién en el contraste de la imagen por el
aumento de ruido [Bushberg and Boone, 2011d].

= La Produccion de Pares no ocurre en el rango de energias usa-
das en diagnéstico médico; llegando a ser los fotones no signi-
ficantes hasta que alcancen una energia minima de 1.022 MeV
[Bushberg and Boone, 2011d].
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B.6 Calidad del haz de rayos-X

Energia Efectiva y Capa Hemireductora

Para casos de haces polienergéticos, los cuales estdn compuestos por
diferentes espectros de energias, se hace mencién a la energia efectiva
(Eefr); la cual se refiere a la energfa asociada a un haz monoenergético
que posee la misma capa hemirreductora de un haz polienergético.

La capa hemirreductora (HVL, half layer value) es el grosor x que debe
de tener un cierto material para reducir la intensidad inicial Iy de una
haz de rayos-X monoenergético a la mitad, se obtiene a partir de la
ecuacién (B.9):

In2

HVL=—= (B.9)
"

donde p es el coeficiente lineal de atenuacién [Bushberg and Boone, 2011d].
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C.

C.1 Caracteristicas del equipo comercial Albira ARS (On-
covisién/Bruker, Espana)

En este equipo se pueden realizar estudios preclinicos con las técnicas
de tomografia por emisién de positrones (PET); tomografia por emisién
de fotén tnico (SPECT) y tomograffa computarizada (CT) en modelos
para animales pequenios, ratas y ratones principalmente. Es por ello
que éste se caracteriza por ser un equipo trimodal. En la Figura C.1 se
muestra una imagen del equipo Albira ARS asi como su composicién
interna, Figura C.2.

Figura C.1: Equipo trimodal microPET/SPECT/CT Albira ARS (Oncovi-
sién, Espania/Bruker) [Rueda, 2017].

El médulo de microCT del equipo Albira estd constituido de un tubo
de rayos-X Apogee modelo XTF5011 serie 5000 de la compania Ox-
ford Instruments; el cual produce un haz con geometria cénica. El tubo
consta de un dnodo de tungsteno (W) y un filtro interno de 0.5 mm
de aluminio (Al) con un valor de mancha focal de 35um. Los voltajes
de operacién provistos por el fabricante son 30, 35, 40 y 45 kVp con
valores de corrientes disponibles de 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 mA,
[Berumen-Murillo, 2016]. Las ventajas en el uso de este tubo de rayos-X
radica en el valor de mancha focal; haciéndolo adecuado para estudios
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de microCT en animales pequenos donde la resolucién espacial es un
parametro importante a considerar, ademas de que se puede seleccionar
los valores de voltaje y corriente antes de realizar cualquier adquisicién.

Posicionamiento del animal

Figura C.2: Composicién interna equipo Albira ARS. [Rueda, 2017]

El sistema de deteccion del microCT consta de un panel plano Ha-
mamatsu, Photonics C7942CA-ck12. El cual al incidirle rayos-X son
detectados por cristales de centelleo acoplados a un arreglo bidimensio-
nal de fotodiodos. El drea sensible del detector es de 12 x 12 cm? y posee
una matriz de 2400 x 2400 pixeles con un tamano de pixel de 25 pm
[Berumen-Murillo, 2016], [Rueda, 2017].

La fuente de rayos-X como el sistema de deteccion estan localizan en
geometria isocéntrica; coincidiendo el eje de rotacién del sistema fuen-
te/detector con respecto a la camilla, teniendo un campo de visién
(FOV) de 64 mm aproximadamente.

Dentro del software de la base de datos del equipo se encuentran distri-
buidos los valores de voltaje y corriente seleccionando combinaciones de
estos antes de realizar adquisiciones. En este trabajo las combinaciones
seleccionadas fueron de 45 kVp a 0.4 mA; 45 kVp a 0.2 mA; 35 kVp a
0.4 mA y 35 kVp a 0.2 mA etiquetadas dentro del software de adquisi-
ciones como HD-HV; LD-HV; HD-LV y LD-LV respectivamente.
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El equipo puede realizar adquisiciones con diferente nimero de pro-
yecciones, etiquetadas por modalidades en Fast; Low; Estandar; Good;
Best; High Resolution (HR) con valores de 120; 180; 250; 400; 600 y
1000 proyecciones respectivamente. Con el fin de reducir el tiempo de
exposicién de la radiacién sobre los animales se utilizé la modalidad
Best; adquiriendo los estudios a 600 proyecciones sobre 360°.

D.

D.1 Algoritmos de reconstruccion del equipo Albira ARS

El software del equipo consta de dos algoritmos de reconstruccién
llamados FBP (Filtered Back Proyection) y CT High, realizando re-
construcciones diferentes dependiendo de lo que se quiera visualizar y
analizar.

El algoritmo FBP reconstruye la imagen a partir de una matriz con di-
mensiones de x = 558; y = 558 y z = 516 voxeles, permitiendo seleccionar
el tamafio de voxel a 500 pm; 250 pm y 125 pm etiquetados por Low;
Medium y High respectivamente, aplicando esta seleccién inicamente en
las modalidades de Fast; Low; Estdandar; Good y Best las cuales abarcan
una matriz de deteccion en el detector de rayos-X de 1200 x 1200 pixeles.

Para la modalidad de High Resolution la matriz de deteccion del detec-
tor es de 2400 x 2400 pixeles con 1000 proyecciones; reconstruyendo a un
tamano de voxel de 50 pm obteniendo mayor informacién al reconstruir
las imagenes con mejor resolucion espacial. La desventaja de ésta radica
en el aumento del tiempo de exposicién de la radiacién sobre el animal,
va que las adquisiciones de los estudios tienen una duracién aproximada
de 30 minutos.

Por otro lado, el algoritmo de C'T' High reconstruye la imagen partiendo
de una seleccion previa de coordenadas del sitio de interés en la imagen
reconstruida con FBP; realizando una reconstrucciéon modificando la
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dimensiéon de la matriz de la imagen a x = 172; y = 173 y z = 230
voxeles, obteniendo una imagen con tamano de voxel de 35 um. Esta
reconstruccién realiza una reduccién digital en la matriz de voxeles de
la imagen reconstruida en FBP, realizando un anélisis més localizado
dependiendo de las dimensiones del hueso a visualizar. Se opta por esta
reconstruccion si el objeto a analizar no se puede visualizar con FBP.
En la Figura D.1 se muestran los resultados de las reconstrucciones en
FBP y CT High.

Coordenadas (x,y,z)

CT High

Figura D.1: Imagen que muestra los resultados de las reconstrucciones me-
diante el algoritmo FBP (A) y CT High (B). El CT High reconstruye una
seccién de la imagen a partir del FBP con un tamano de pixel de 35 pm; vi-
sualizando estructuras con mayor detalle. Imagenes representativas adquiridas
con las modalidades HD-HV (45 kVp a 0.4 mA) [Fuente directal.

E.

E.1 Composicion de un diagrama de cajas y bigotes

En este tipo de diagrama los datos experimentales se encuentran
distribuidos alrededor de la mediana de la distribucién; contenidos den-
tro de cajas o cuartiles Figura E.1. Estos diagramas son usados para
representar la distribucion de datos asociados a estudios que dependan
de variabilidades bioldgicas.
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Figura E.1: Caracteristicas de un diagrama de caja o bigote [Fuente directa].

Donde Q; y Qg representan los valores de los cuartiles inferior y superior
asociados con los valores minimos y méximos en los datos; Qg es el
cuartil con el valor asociado a la mediana de la distribucién de datos.
Los limites inferiores y superiores representan el rango de variacién en
los datos; distribuyéndose 1.5 veces el rango intercuartilario (RIC') por
arriba y por debajo de los cuartiles Qs y Qp respectivamente. Se les
denomina valores atipicos a los datos que caen por fuera de los limites
superiores e inferiores.

F.

A continuacién se muestran las graficas de contraste y ruido en las
imagenes reconstruidas con el algoritmo de CT High correspondientes
a la calvaria, mandibula, cabeza de fémur y la 5ta vértebra lumbar,
adquiridas con los distintos pardmetros de corriente y voltaje (HD-HV,
LD-HV, HD-LV y LD-LV). Se observé que el contraste es mayor en bajas
energias (35 kVp) debido a una mayor probabilidad de interaccién de la
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radiacién (Figura 5.2).

Calvaria

H

Contraste (u.a.) + SD
Ruido (u.a.) + SD

o _ o0z 7 7
Grupo B Grupo C Gru;IJo A Grupo B Grupo

Grupo A

Figura F.1: Valores del contraste y ruido en las imdgenes de la calvaria.

Mandibula

HD-HV

Ruido (u.a.) + SD

Contraste (u.A.) = SD

Grupo A

Figura F.2: Valores del contraste y ruido en las imagenes de la mandibula.
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Cabeza de fémur
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Figura F.3: Valores del contraste y ruido en las imdgenes de la cabeza de
fémur.

Sta Vértebra lumbar

HD-HV

=
N}
1

Ruido (u.a.) + SD

1
54
L

Contraste (u.a.) + SD

0.0

Grup:o A Grupo B Grlpo C

Figura F.4: Valores del contraste y ruido en las imdgenes de la 5ta vértebra
lumbar.

Sin embargo, los valores del ruido aumentan en las imdgenes adquiridas en
bajas energias asociadas con el kilovoltaje de 35 kVp, ya que al haber una baja
fluencia de fotones que se tiene en comparacién con la de 45 kVp (Figura 5.5),
el ruido en las imagenes reconstruidas aumenta al incidir una cantidad menor
de fotones en el detector de rayos-X, ecuacién (5.2).
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