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Función del Valor de Ṕıxel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
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BA Área de hueso
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Resumen

El hueso es uno de los tejidos más afectados durante los tratamientos de radioterapia.

Se ha reportado que la incidencia de fracturas después de un tratamiento de radiote-

rapia en pacientes con cánceres ginecológicos es del 14 %; además de un incremento

del 76 % del riesgo de fractura en cadera para pacientes que reciben radioterapia

como tratamiento para cáncer de próstata en comparación con los que se les realizó

prostatectomı́a radical. Pese a que las nuevas tecnoloǵıas permiten reducir el daño

por radiación en el tejido sano, hasta la fecha, no existe una solución curativa para

esta pérdida ósea inducida por la radiación, esta situación plantea la necesidad de

desarrollar modelos precĺınicos que permitan evaluar el proceso de inducción de la

radio-osteoporosis y formas de minimizarlo.

En este trabajo se evaluó el daño producido en tejido óseo tras la irradiación de la

región pélvica de ratas Wistar adultas con un haz de fotones de 6 MV. Se evaluaron

cuatro esquemas de irradiación de dos fracciones, con dosis totales de 4, 8, 12 y

16 Gy, y un esquema de cuatro fracciones, con dosis total de 16 Gy. Se obtuvieron

imágenes de microCT a los dos y cuatro meses después de las irradiaciones en un

experimento, y a las 3 y 7 semanas postirradiación para el otro experimento, con el

fin de evaluar cambios en la concentración de hidroxiapatita [HA] en la cadera y la

cabeza femoral. Después de la obtención de imágenes, los animales se sacrificaron

y se extrajeron los huesos del fémur para realizar estudios histológicos y de micros-

coṕıa electrónica de barrido para evaluar cambios en la microarquitectura del hueso

trabecular.

A los dos meses posterior a las irradiaciones, en el primer experimento se observó
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RESUMEN 3

una disminución del 25 % de [HA] en la cabeza femoral con respecto al control, en

todos los grupos irradiados. En la cadera, se observó una reducción del 30 % de [HA]

después de cuatro meses. El análisis morfométrico 2D con imágenes de microscoṕıa

SEM (técnica estereológica) obtuvo resultados congruentes con lo observado en tra-

bajos previos. Entre el control y el grupo prescrito a 12 Gy se observó un aumento

aproximado en el grosor trabecular del 40 % (p < 0.05) y disminución de aproxima-

damente 30 % en el número trabecular.

En el segundo experimento, no se observaron diferencias significativas (irradiadas

vs. control) en términos de [HA]. Este resultado se asoció al hecho de que eran ratas

jóvenes en el momento de las irradiaciones, pues se sabe que la reparación del daño

por radiación en el tejido óseo es más eficiente en ratas jóvenes que en ratas adultas.

Sin embargo, histológicamente se ven cambios. De igual manera, no se obtuvieron

resultados concluyentes en los parámetros morfométricos.

Los esquemas de irradiación fraccionados resultaron en daño óseo, lo cual se puede

asociar con la inducción de radio-osteoporosis. Es necesario aumentar el tamaño

muestral de los grupos en los que se observó claramente el efecto de la radiación

para corroborar la tendencia de los datos. Además se está trabajando en diferentes

técnicas de análisis de imágenes para cuantificar de manera más eficiente el daño en

la microarquitectura ósea.
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Introducción

1.1. El hueso y sus componentes

Los huesos están compuestos por materia orgánica e inorgánica. La materia inorgáni-

ca representa, aproximadamente, dos tercios de la masa del hueso y está compuesta

por fosfatos e hidróxidos de calcio, los cuales interaccionan para formar cristales de

hidroxiapatita. La materia orgánica está compuesta por células, vasos sangúıneos y

sustancia intercelular, principalmente colágena, la cual puede impregnarse comple-

tamente de sales de calcio sin que las células mueran al endurecerse dicha sustancia.

El osteoide es la porción orgánica sin mineralizar de la matriz ósea y está compuesta

principalmente de colágena tipo I [1, 2].

Las funciones principales del sistema óseo son proporcionar soporte estructural al

cuerpo, dar protección a los órganos vitales, proporcionar un entorno para la médula

y fungir como reserva de calcio y fosfatos. Los huesos están compuestos por dos tipos

de tejido: una capa externa dura llamada hueso cortical (o compacto) y una capa

interna de hueso trabecular (o esponjoso) constituido por una serie de laminillas o

trabéculas que delimitan espacios comunicados entre śı, ocupados por médula ósea

(ver Figura 1.1) [3, 4].
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 5

Figura 1.1: Representación esquemática del hueso (húmero proximal), en el cual se mues-

tran los dos tipos de hueso: trabecular y cortical [2]

Las células que constituyen los huesos son responsables de la producción, manteni-

miento y modelado óseo, e incluyen (ver Figura 1.2):

Osteoblastos: producen nueva matriz ósea en un proceso llamado osificación

u osteogénesis, además producen y liberan las protéınas y otros componentes

orgánicos de la matriz. Antes del depósito de las sales de calcio, esta matriz

orgánica se conoce como osteoide. Los osteoblastos ayudan a aumentar las con-

centraciones locales de fosfato de calcio por encima de su ĺımite de solubilidad,

lo que desencadena el depósito de sales de calcio en la matriz orgánica. Este

proceso convierte el osteoide en hueso [2, 3].

Células osteogénicas: células troncales que se dividen para producir células hi-

jas que se diferencian en osteoblastos. Mantienen la población de osteoblastos

y son importantes en la reparación de una fractura o grieta en un hueso. Se

encuentran en una capa interna, o endostio, que recubre las cavidades medu-

lares y los pasajes de los vasos sangúıneos que penetran en la matriz del hueso

compacto [2].

■ 

■ 

Cartílago de 
/ ' crecl m lento 

Hueso 
cortical 
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Osteocitos: son osteoblastos que se incorporan dentro del osteoide recién for-

mado, que eventualmente se convierte en hueso calcificado. Los osteocitos si-

tuados en las profundidades de la matriz ósea mantienen el contacto con los

osteocitos recién incorporados en el osteoide, los osteoblastos y las células del

revestimiento superficial óseo a través de una extensa red de pequeños conduc-

tos, conocidos como canaĺıculos, que permiten la comunicación intracelular y

extracelular, facilitando el paso de nutrientes y señales bioqúımicas [3].

Osteoclastos: células multinucleadas que derivan del linaje hematopoyético.

Son responsables de la resorción del tejido óseo, proceso por el cual se disuelve

la hidroxiapatita y da como resultado la reincorporación de calcio y fosfatos

óseos hacia la sangre. Se encuentran unidos a la superficie del hueso en sitios

de resorción ósea activa [2, 3].

Figura 1.2: Principales componentes del hueso a nivel celular y su localización [2].

El modelado óseo se produce cuando la resorción y la formación de hueso ocurren en

superficies separadas. Este proceso ocurre durante el nacimiento hasta la edad adulta

y es el responsable de la ganancia de masa ósea y cambios en la forma esquelética.

Por otro lado, la remodelación es la sustitución de tejido óseo viejo por nuevo, y

ocurre en el esqueleto del adulto para mantener su masa ósea. Este proceso implica

el acoplamiento de la formación y la resorción ósea y consta de cinco fases (ver

Figura 1.3) [3]:

■ 

■ 

Canalículo Osteocito Matriz 

Célula osteogénica 

Cavidad 
medular 

Endostio 

Matriz Osteoide Osteoblasto 

Osteoclasto Matriz 
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1. Activación: se estimulan los preosteoclastos y se diferencian bajo la influencia

de citosinas y factores de crecimiento a osteoclastos maduros y activos.

2. Resorción: los osteoclastos digieren la matriz mineral, es decir, el hueso viejo.

3. Reversión: se posicionan células mononucleares sobre la superficie del hueso.

Estas células preparan la superficie para que nuevos osteblastos formen el hueso

y proporcionan señales para la diferenciación y migración de los osteoblastos.

4. Formación: los osteoblastos sintetizan una nueva matriz ósea.

5. Quiescencia: los osteoblastos se convierten en células de revestimiento de hueso

en reposo sobre la superficie ósea recién formada.

Figura 1.3: Representación gráfica del proceso de remodelación ósea [3]

Osteoclastos Osteoblastos Células de 

1 1 

Osteocito 

revestimiento óseo 

Osteoide 

Matriz ósea 
calcificada 
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1.2. El cáncer y su tratamiento

El cáncer es una alteración del comportamiento celular causada por numerosas mu-

taciones genéticas y anomaĺıas en la producción y funcionamiento de las protéınas.

Las anomaĺıas espećıficas vaŕıan mucho, según el tipo de cáncer y el tipo de tejido

del que se originó. Por lo tanto, no hay una sola descripción de cáncer, dado que no

es una sola enfermedad; es en realidad, una clase de enfermedades relacionadas con

el crecimiento celular ilimitado que es potencialmente fatal para el organismo en el

que se desarrolla [5].

El tratamiento contra el cáncer es una serie de intervenciones, que incluyen ciruǵıa,

radioterapia, quimioterapia y en ocasiones la inmunoterapia, que tiene como objeti-

vo curar la enfermedad o prolongar la vida del paciente considerablemente, aśı como

mejorar su calidad de vida. El esquema de tratamiento implementado depende del

tipo de cáncer y en qué etapa se encuentra. En la mayoŕıa de los casos se usa una

combinación de las estrategias anteriormente mencionadas [6].

La radioterapia usa altas dosis de radiación ionizante para dañar las células cance-

rosas y reducir los tumores. Lo anterior es posible porque la radiación ionizante es

capaz de dañar a las células y retrasar su crecimiento al dañar su ADN y/o algunas

otras estructuras, como la membrana plasmática y las mitocondrias. Adicionalmen-

te, las células cancerosas se multiplican en mayor medida que las células normales, lo

cual las hace más radiosensibles [7, 8, 9]. En la radioterapia de haz externo, la radia-

ción proviene de una fuente externa al cuerpo, como un acelerador lineal (Linac) o

un irradiador de 60Co, que dirige el haz a la zona del tumor. Es un tratamiento local,

lo que significa que se irradian partes espećıficas del cuerpo. El principal objetivo

de la radioterapia externa es depositar una dosis de radiación alta en una región

tumoral delimitada causando el menor daño posible al tejido sano [9].
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El desarrollo tecnológico de los últimos años ha permitido mejoras en el diagnóstico

y el tratamiento del cáncer, las cuales han ayudado a aumentar la tasa de supervi-

vencia del cáncer a largo plazo [8, 9]. Por ejemplo, un estudio realizado con datos

de población estadounidense entre 2003 y 2009, reportó en 2017 una tasa de super-

vivencia a 5 años del 96.9 % para pacientes con cáncer de próstata [10].

1.3. Radioterapia y sus efectos en hueso

La radioterapia externa es un tratamiento ampliamente usado en pacientes con

cáncer; aproximadamente dos tercios de los pacientes con neoplasias malignas sóli-

das reciben radioterapia como parte de su tratamiento. Durante estos tratamientos,

el hueso es frecuentemente expuesto a la radiación, lo que puede provocar la pérdida

de la función medular y disminución de la densidad ósea, elevando el riesgo de sufrir

una fractura [11]. De esta forma, la radioterapia puede inducir una disminución en la

densidad mineral ósea (DMO) y/o una alteración en la microarquitectura del hueso,

además de daños en médula y el tejido hematopoyético.

Pese a que existen técnicas, como la radioterapia de intensidad modulada, que per-

miten restringir la dosis recibida en tejido (hueso) sano, prevalecen efectos que im-

pactan en la calidad de vida de los pacientes. El mecanismo subyacente del daño al

tejido esquelético inducido por la radiación ionizante aún no es del todo claro. Se sa-

be que posterior a la irradiación, en el hueso se puede presentar edema perivascular,

hemorragia de vasos pequeños, disminución de la perfusión y eventualmente fibro-

sis intimal, produciendo estrechamiento del vaso y una posterior oclusión vascular

[12, 13]. El tiempo que tardan en presentarse estos eventos y qué tan graves sean

depende de la dosis, y aunque el flujo sangúıneo puede eventualmente restaurarse

con el tiempo, puede presentarse una reducción permanente en la masa ósea y la

densidad ósea general [6].

A medida que una persona envejece, la médula ósea normal experimenta una con-
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versión gradual de médula roja a amarilla, progresa desde las extremidades hasta

el esqueleto axial y termina entre la segunda y la tercera década. Sin embargo, mu-

chas regiones dentro del esqueleto, incluida la pelvis ósea, la columna vertebral y

las metáfisis proximales de los huesos largos conservarán la médula roja [15]. Estos

sitios esqueléticos que retienen la médula roja son más susceptibles a los efectos de

la radiación, ya que las células mitóticamente activas son más sensibles a los efectos

perjudiciales de la radiación. Entonces, la alta tasa mitótica de la médula roja he-

matopoyética hace que estos sitios esqueléticos sean más vulnerables. La fibrosis de

la médula puede desarrollarse después de exposiciones a radiación únicas, repetidas

o crónicas, y una dosis de 40 Gy puede afectar permanentemente la capacidad de la

médula para soportar la hematopoyesis normal [16, 17].

Se sabe que casi inmediatamente después de la irradiación se presenta una reduc-

ción en el número de osteoblastos [18, 19]. Por otro lado, los efectos de la radiación

ionizante sobre los osteoclastos aún son variables; sin embargo, un resultado es cons-

tante, el hueso muestra un mayor número y actividad de osteoclastos en comparación

con los osteoblastos, lo que da como resultado una mayor resorción ósea y un mayor

recambio óseo trabecular, similar a la osteoporosis [19, 20].

La OMS (2007) ha establecido que se padece osteoporosis cuando la medida de la

DMO es menor o igual a -2.5 desviaciones estándar respecto de la media de adultos

jóvenes. Esta medida se determina con una absorciometŕıa de rayos X de enerǵıa

dual (DXA) en columna lumbar y en cuello femoral. Actualmente, dicha definición ha

quedado superada, ya que sólo considera la DMO para determinar el daño óseo y de-

ja de lado aspectos relevantes asociados con la microarquitectura trabecular [21, 22].

En la Figura 1.4 se muestran imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido (SEM)

de hueso trabecular sano y con osteoporosis debida a una edad avanzada del sujeto.

Es claro el daño del hueso de la derecha que se muestra poroso respecto al hueso

trabecular normal.
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Figura 1.4: Imágenes SEM de hueso trabecular de un adulto joven (izquierda) y de un

adulto mayor con osteoporosis (izquierda) [2]

En la Figura 1.5 se muestran cortes axiales de imágenes de microtomograf́ıa compu-

tada (microCT) de la región proximal de la tibia de una rata no irradiada y la imagen

de la misma región ósea dos semanas después de haber realizado una irradiación con

dosis total de 16 Gy, en cuatro fracciones iguales (fx). Se observa una alteración de

la estructura trabecular del hueso debido a la irradiación [23].

Figura 1.5: Corte axial de imágenes microCT de tibia de rata. No irradiada (A) e irradiada

en zona pélvica con una dosis total de 16 Gy (4 fracciones) [23]

Si bien las tasas de fractura dependen de la dosis de radiación y de la zona del

esqueleto que es irradiado, el aumento del riesgo de fractura es un efecto secundario

significativo de la radioterapia con un gran impacto en la calidad de vida del paciente,

especialmente en aquellos con neoplasias pélvicas y torácicas [11].

Hueso trabecular normal (SEM x25) Hueso trabecular con osteoporosis (SEM x21) 
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Antecedentes

La radioterapia es uno de los procedimientos ampliamente utilizado en el tratamien-

to del cáncer; sin embargo, los efectos secundarios asociados imponen una limitante

a su uso. Un análisis presentado en 2019 en el que se evaluaron 3,929 casos, obteni-

dos de trabajos publicados en el periodo que comprende de 1980 a 2018 (siendo el

62 % correspondiente a publicaciones del 2013 en adelante), reportó una incidencia

de fractura por insuficiencia pélvica posterior a la radioterapia para pacientes con

cánceres ginecológicos[24]. A su vez, un estudio realizado con 45,662 pacientes con

cáncer de próstata determinó que la radioterapia de haz externo aumenta significa-

tivamente el riesgo de fracturas de cadera en un 76 % respecto a pacientes a los que

se les realizó prostectomı́a radical [25].

A la fecha se han realizado diversos estudios, in vivo, ex vivo e in vitro, para co-

nocer los efectos de la radiación ionizante en el tejido esquelético y sus causas

[11, 14, 23, 26, 27]. Por ejemplo, estudios realizados en ratones mostraron que la

radiación indujo una disminución en la fracción de volumen de hueso trabecular en

la región proximal de la tibia, a partir de las dos semanas posteriores a la irradia-

ción, la cual persistió durante un periodo de 2 a 3 meses posteriores a la exposición

de los animales al campo de radiación. Los mismos estudios muestran resultados

de histomorfometŕıa ósea y análisis de qúımica sangúınea que sugieren como causas

más probables de la pérdida ósea, la disminución de la actividad de los osteoblastos

y el aumento en la actividad de los osteoclastos [28].

12
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Algunos estudios sugieren que existe una estimulación temprana de la resorción ósea,

es decir actividad osteoclástica, después de la exposición, que podŕıa contribuir a la

causa del daño óseo inducido por la radiación [29, 33]. A partir de la evidencia mos-

trada por los estudios precĺınicos, existe la posibilidad de que un aumento temprano

inducido por la radiación en la actividad de los osteoclastos pueda contribuir a la

pérdida de la densidad ósea observada como efecto tard́ıo de la radioterapia. Hay

evidencia cĺınica que puede respaldar esta pérdida ósea rápida y aguda, ya que se ha

observado una reducción en la densidad mineral ósea volumétrica en las vértebras

lumbares de pacientes con cáncer de cérvico uterino, 5 semanas después de que el

hueso se expusiera a una dosis total de 22.5 o 45 Gy de fotones de alta enerǵıa, sin

recuperación posterior un año después [30].

Se ha publicado una vasta cantidad de trabajos precĺınicos relacionados con mo-

delos de osteoporosis, dentro de los cuales los más estudiados son: la osteoporosis

postmenopáusica inducida por ovariectomización, la asociada al desuso y la inducida

por glucocorticoides [31]. En estos trabajos se analiza la densidad mineral ósea y la

calidad de hueso para determinar la existencia de daño en el tejido óseo, para lo cual

se usan diversas técnicas y parámetros; dentro de esta variedad se observa que los

más comunes son los parámetros de morfometŕıa ósea trabecular [32, 33, 34].

La morfometŕıa ósea cuantitativa es un método para evaluar las propiedades estruc-

turales de las trabéculas en el hueso esponjoso. La morfometŕıa trabecular anterior-

mente se evaluaba en dos dimensiones, en las que los parámetros estructurales se

inspeccionaban visualmente o se med́ıan a partir de secciones, y se infeŕıa el valor

de los parámetros en tres dimensiones sobre la base de la estereoloǵıa. Una limitante

particular de la morfometŕıa realizada en dos dimensiones es la naturaleza destructi-

va del procedimiento, lo que impide que la muestra se utilice para otras mediciones,

como podŕıa ser el análisis en diferentes planos. Este último es muy deseable debido

a la naturaleza anisotrópica del hueso esponjoso [35].



CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 14

Es por esto que se han desarrollado técnicas que permiten el análisis morfométrico

directamente en tres dimensiones. A continuación, se describen algunos parámetros

morfométricos de interés para este trabajo [36, 37]:

Volumen de hueso (BV): volumen que ocupa el hueso (BV) en el volumen total

de la región de interés (TV).

Grosor trabecular (Tb.Th): Medida promedio del grosor de las trabéculas. Se

reporta en micrómetros.

Espacio trabecular (Tb.Sp): Medida promedio de los espacios que contienen la

médula ósea. Se reporta en micrómetros.

Número trabecular (Tb.N): Es el número de trabéculas por unidad de longitud.

Tiene unidades de mm−1.

En el análisis morfométrico 3D, todas las medidas de parámetros se realizan directa-

mente del volumen reconstruido de las imágenes de microCT. La superficie de hueso

es calculada usando un método de “marching cubes”, el cual se realiza colocando

triángulos sobre la superficie del hueso. El volumen de hueso (BV) es calculado utili-

zando tetraedros construidos en la superficie del triángulo y el volumen total (TV) a

partir del conteo de voxeles. Para comparar muestras con diferentes tamaños se usan

ı́ndices estandarizados como la fracción de volumen de hueso (BV/TV). El grosor

trabecular es calculado usando esferas que se ajustan a la estructura de la trabécula

mientras que el cálculo del espacio trabecular se realiza usando el mismo principio

que para Tb.Th, pero ahora sobre los voxeles que contienen la médula ósea (Figura

2.1). El parámetro Tb.N se calcula como el inverso de la distancia entre las ĺıneas

centrales del hueso trabecular (Figura 2.1 B) [36].

Como se mencionó anteriormente, los parámetros de morfometŕıa ósea se pueden

obtener usando imágenes 2D y técnicas estereológicas, con la suposición de que las

trabéculas tienen una estructura de placas o ciĺındricas. Para esto, de la imagen

bidimensional, se mide el área de hueso (BA) y su peŕımetro (B.Pm) aśı como el

■ 

■ 

■ 

■ 
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Figura 2.1: Esquema del cálculo de parámetros morfométricos 3D [36]

área total de la ROI (TA) [36, 38], a partir de estos valores es posible calcular los

parámetros de la siguiente manera:

Tb.Th =
4

B.Pm/BA
(2.1)

Tb.N =

√
4
π

(
BA
TA

)
Tb.Th

(2.2)

Tb.Sp = Tb.Th(

√
4

π

(
BA

TA

)
− 1) (2.3)

Este método de morfometŕıa comparada con la “medición directa” con imágenes

3D ha mostrado ser un buen estimador de los parámetros; sin embargo, los resulta-

dos obtenidos deben de ser tomados con precaución. Uchiyama et al [39] compararon

parámetros de morfometŕıa trabecular evaluados con histoloǵıa (2D) y microCT (3D)

en la misma muestra de ilion humano; mostraron que BV/TV, Tb.N and Tb.Th me-

didos con histomorfometŕıa presentaron una mejor correlación con los obtenidos con

microCT.

En un estudio realizado en 2008, Willey reportó un protocolo experimental para la

inducción de osteoporosis por radiación en la región pélvica de ratas, en el que poste-

riormente se evalúo la administración de un antirresortivo como posible tratamiento

de la osteoporosis [23]. En dicho trabajo se implementó un protocolo de irradiación,

basado en el cálculo de la dosis biológicamente efectiva (BED), que modela la expo-

B 

1/Tb.N 
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sición a la radiación de la cadera de una paciente durante el tratamiento de cáncer

cérvico uterino. La BED indica cuantitativamente el efecto biológico de cualquier

esquema de fraccionamiento usado en radioterapia, teniendo en cuenta los cambios

en la dosis por fracción, la dosis total y el tiempo global de tratamiento, además

de la sensibilidad al fraccionamiento de las células determinado por el cociente α/β

[40, 41].

En el trabajo de Willey [23], para el cálculo del fraccionamiento en un estudio

precĺınico en ratas se consideró un tratamiento de cáncer cervicouterino, con dosis

total prescrita al tumor de 54 Gy, en 30 fracciones de 1.8 Gy cada una (lunes a

viernes durante 6 semanas); se estimó que al menos una región de la cadera recibe

aproximadamente el 50 % de la dosis por fracción (0.9 Gy), 27 Gy al final del tra-

tamiento. Para el cálculo de la BED se supuso que el cociente α/β es igual a 3 Gy

tanto en hueso de humano adulto como en rata; considerando la dosis recibida en el

hueso se obtuvo una BED de 35.1 Gy para el tratamiento de cáncer cervicouterino.

Esta irradiación en humanos fue modelada por una una dosis total de 16 Gy, en 4

fracciones de 4 Gy cada una, resultando en una BED de 36.8 Gy para el modelo

animal, lo cual indica que el efecto biológico en el modelo precĺınico será similar

al que se presenta en la región de hueso irradiada en un paciente. Es importante

resaltar que suponer que el cociente α/β es el mismo para hueso de rata adulta y

de humano no está bien fundamentado y tiene poca validez. Sin embargo, desde en-

tonces se utiliza por diferentes investigadores como una aproximación (estimación)

al no contar con datos experimentales [23].

En resumen, la radioterapia ha demostrado ser una modalidad de tratamiento efec-

tiva para el cáncer; aproximadamente dos tercios de los pacientes con neoplasias

malignas reciben radioterapia como parte de su tratamiento [42]. Es bien sabido que

el tejido óseo es uno de los más afectados durante un tratamiento de radioterapia

en pacientes de cáncer ginecológicos y de cáncer de próstata. Pese a que las nuevas

tecnoloǵıas permiten reducir el daño por radiación al tejido sano, hasta la fecha no

existe una solución curativa para esta posible pérdida ósea inducida por la radiación.



CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 17

Esta situación sustenta la necesidad de desarrollar modelos precĺınicos de radiotera-

pia que permitan evaluar posibles tratamientos contra la radio-osteoporosis.

2.1. Objetivos

General

Determinar un esquema de fraccionamiento de irradiación con un Linac de 6 MV en

rata Wistar adulta para la evaluar la inducción de osteoporosis en tejido óseo de la

región pélvica.

Espećıficos

Establecer un método de irradiación de la región pélvica de ratas adultas

Wistar.

Evaluar los cambios en la concentración de hidroxiapatita y en la microarqui-

tectura ósea, como resultado de las irradiaciones.

■ 

■ 
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Materiales y Métodos

3.1. Diseño Experimental

Se utilizaron ratas macho y hembra de la cepa Wistar provenientes del Bioterio de

la Facultad de Medicina de la UNAM. Los procedimientos con animales de expe-

rimentación se apegaron a las regulaciones y especificaciones técnicas de la NOM-

062-ZOO-1999 y al protocolo 027-CIC-2019 aprobado por el Comité Interno para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina,

UNAM con el fin de reducir el sufrimiento de los animales y minimizar el número de

espećımenes durante los experimentos. Los animales se alojaron en el Bioterio del

Instituto Nacional de Canceroloǵıa (INCan) con control de temperatura (25-28◦),

humedad relativa (40-60 %) y fotoperiodo luz/oscuridad de 14/10 horas, y se ali-

mentaron e hidrataron ad libitum. Se establecieron dos experimentos (A y B ) de

irradiación en zona pélvica. En el Experimento A se utilizaron ratas macho (n =

11 total) con un peso de 450-500 g; éstas se dividieron en un grupo control (n = 2)

no irradiado y tres grupos que fueron irradiados, diariamente, en esquemas de dos

fracciones (Tabla 3.1). En el Experimento B se utilizaron ratas hembra (n = 23

total) con un peso de 220-250 g, divididas en: grupo control (no irradiadas) (n =

3) y cuatro grupos experimentales (n=5) que fueron irradiados diariamente hasta

cumplir con el fraccionamiento (Tabla 3.2).

18
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Tabla 3.1: Irradiaciones realizadas para el Experimento A

Grupo n Dosis total [Gy] Fracciones

Grupo 1 3 4 2 (1/d́ıa)

Grupo 2 3 8 2 (1/d́ıa)

Grupo 3 3 12 2 (1/d́ıa)

Tabla 3.2: Irradiaciones realizadas para el Experimento B

Grupo n Dosis total [Gy] Fracciones

Grupo 1 5 4 2 (1/d́ıa)

Grupo 2 5 16 2 (1/d́ıa)

Grupo 3 5 24 2 (1/d́ıa)

Grupo 4 5 16 4 (1/d́ıa)

Cabe destacar que el Experimento A se planteó como un piloto; sin embargo, se

presentaron resultados interesantes por lo que se decidió incluirlos en este trabajo.

3.2. Verificación de distribución de Dosis

Para la irradiación de los animales se utilizó un Linac Varian TrueBeamTM STx del

Departamento de Radioterapia del Instituto Nacional de Canceroloǵıa. Dicho equipo

cuenta con una calibración dosimétrica realizada por los f́ısicos de ese departamento,

la cual se realizó siguiendo el protocolo del OIEA TPR 398 [43]. Este equipo está

diseñado para la irradiación de pacientes, por lo cual fue necesario verificar que

para nuestras condiciones experimentales se cumpliera que la distribución de dosis

de planificación coincidiera con la dosis impartida. La verificación dosimétrica se

realizó con peĺıcula radiocrómica GrafchromicTM EBT3.



CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 20

3.2.1. Calibración de Peĺıcula Radiocrómica

Para determinar la curva patrón de respuesta de la peĺıcula EBT3 se irradiaron por

triplicado peĺıculas de 3 x 3 cm2 a diferentes dosis, la cuales se especifican en la

Tabla 3.3. Las peĺıculas se colocaron entre placas de agua sólida de 5 cm de espesor.

La irradiación se realizó en el TrueBeamTM STx, con fotones de 6 MV, una distancia

fuente superficie de 100 cm (SSD, por sus siglas en inglés) y con un campo de 10×10

cm2, ver Figura 3.1.

Figura 3.1: Montaje experimental usado para la irradiación de las peĺıculas.

Las peĺıculas fueron escaneadas 24 horas antes y después de la irradiación usando el

escáner EPSON R© 11000-XL del Departamento de Radioterapia del INCan. Se co-

locó placa opaca sobre la cama del escáner, en la posición de calibración. El escaneo

se realizó en modo transmisión a 300 ppp de resolución espacial y una profundidad

de color de 48-bit.

De cada imagen se analizó una ROI en la región central de 0.5 x 0.5 cm2 para ob-

tener el valor medio de ṕıxel (I) y desviación estándar (σ). Para esto se utilizó el

software libre ImageJ (v1.51j8, National Institutes of Health, Estados Unidos). Estas

mediciones se realizaron sólo en el canal rojo, dado que se ha reportado que es el de

mayor sensibilidad y menor incertidumbre [44, 45].

10cm 

EBT3 

5cm 

5cm 
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Tabla 3.3: Valores de dosis nominales en agua correspondientes a cada conjunto de

peĺıculas

Peĺıculas Dosis±δD [Gy]

1-3 0.50 ± 0.01

4-6 0.75 ± 0.01

7-9 1.00 ± 0.01

10-12 1.50 ± 0.02

13-15 2.00 ± 0.02

16-18 2.50 ± 0.03

19-21 3.00 ± 0.03

22-24 5.00 ± 0.06

25-27 10.0 ± 0.1

28-30 15.0 ± 0.1

De las peĺıculas irradiadas a la misma dosis se calculó el promedio ponderado del

valor medio de pixel, Ī, y su incertidumbre asociada, σ̄

Ī =

∑3
k=1 (Ik/σ

2
k)∑3

k=1 (1/σ2
k)

(3.1)

σ̄ =

(
1∑3

k=1 (1/σ2
k)

) 1
2

(3.2)

A partir de estos valores, se calculó la densidad óptica neta (netOD) y su incerti-

dumbre (σnetOD):

netOD = log10

(
Īunexp − Īop
Īexp − Īop

)
(3.3)

σnetOD =
1

ln(10)

((
σĪunexp

)2
+ (σop)

2(
Īunexp − Īop

)2 +

(
σĪexp

)2
+ (σop)

2(
Īi,exp − Īop

)2

) 1
2

(3.4)
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donde unexp, exp y op, indican el valor correspondiente a una peĺıcula sin exponer,

expuesta y la placa opaca, respectivamente.

3.2.2. Verificación de la Distribución de Dosis

Para verificar la distribución de dosis en el modelo animal se diseñó un maniqúı de

agua, que consiste en dos semi-cilindros de acŕılico, con las dimensiones (ancho y

longitud) promedio de una rata de aproximadamente 12 semanas de edad y 300 g

de peso. En la Figura 3.2 se muestra el maniqúı y sus dimensiones. La peĺıcula se

colocó entre las dos partes del maniqúı y el isocentro se alineó al centro geométrico.

Figura 3.2: Maniqúı para verificación de distribución de dosis. El maniqúı se compone

de dos semi-cilindros huecos que se llenan de agua, entre los cuales se coloca la peĺıcula

radiocrómica.

Para planear la irradiación se obtuvo una imagen tomográfica del maniqúı, centrado

con los láseres, en un tomógrafo Siemens Somatom Sensation Open. Los parámetros

de adquisición fueron: 120 kVp, 270 mAs, con protocolo de imagen para cráneo, con
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corte de 1.5 mm, 250 imágenes. Posteriormente se procedió a exportar las imágenes

al sistema de planeación Eclipse (v.15.3, Varian Medical Systems) para generar un

plan de irradiación prescrito a 12 Gy, con cuatro campos cuadrados de 4.5 x 4.5 cm2

con técnica de caja. Se procedió a irradiar el maniqúı con la peĺıcula dentro y con la

distribución de dosis medida en la peĺıcula EBT3 y la distribución generada con el

sistema de planeación, se calculó el ı́ndice gamma mediante el software DoseLab R©

4.11.

El ı́ndice gamma (γ) es un parámetro que compara dos distribuciones de dosis, la

medida (experimentalmente) y la calculada (por el sistema de planeación), el cual

combina diferencias en dosis y distancia para calcular una métrica adimensional para

cada punto de la distribución [42].

Para cada punto de la distribución de dosis de referencia (rR) se evalúa la distan-

cia al punto evaluado (rE), ∆r(rR, rE) y la diferencia de dosis entre los dos puntos

∆D(rR, rE).

La diferencia en dosis se calcula como:

∆D (rR, rE) = DE (rE)−DR (rR) (3.5)

donde DE(rE) es la dosis en el punto rE de la distribución de la dosis calculada, y

DR(rR) es la dosis en el punto rR de la distribución de referencia (medida).

Entonces para cada punto en la distribución evaluada se calcula un valor Γ, usando

la siguiente ecuación:

Γ (rR, rE) =

√
∆r2 (rR, rE)

δ2
r

+
∆D2 (rR, rE)

δ2
D

(3.6)

donde δr y δD son los criterios en diferencia de distancia y dosis, respectivamente.

Normalmente se reportan como δD( %)/δr (mm). Desde un punto de vista geométrico

la comparación Γ se puede interpretar como una elipsoide, definida por δD( %)/δr
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(mm); los puntos dentro de ésta cumplen los criterios establecidos (Figura 3.3. [46,

47].

Figura 3.3: Esquema del principio de la verificación gamma. Modificada de [47]

Tomando el mı́nimo de la ecuación anterior se obtiene el ı́ndice gamma:

γ (rR) = mı́n {Γ (rR, rE) |∀rE} (3.7)

Se dice que cada punto evaluado pasa el criterio de aceptación si γ(rR) ≤ 1. En

pruebas de control de calidad para radioterapia de intensidad modulada la prueba

se considera aceptable si al menos el 95 % de los puntos comparados cumplen con el

criterio de aceptación.

3.3. Irradiación en el Modelo Animal

Simulación: se obtuvieron imágenes CT de cada rata con el tomógrafo Siemens

Somatom Sensation Open del Departamento de Radioterapia del INCan, con

los mismos parámetros descritos anteriormente para el maniqúı. Se utilizó una

malla de fijación (Orfit UON R©, U-plast 2.4 mm Micro Plus) del tipo utilizado

para irradiaciones de cráneo en pacientes, con la finalidad de reproducir el

posicionamiento de la zona de irradiación.

Planeación: se utilizó el sistema Eclipse, algoritmo de cálculo AAA, el cual es

usado para planear tratamientos de pacientes con cánceres en la región pélvica.

I' (rR, rE) Punto a evaluar 

. DE(rE) 
1 

1 /::,.D 

rR 
--~~~~:::µ..~1---l,,__,,:_ ___ X 

/::,.r 

■ 
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En el Experimento A se utilizaron dos campos (anterior y posterior) de 4 x

4 cm2; En el Experimento B se usó técnica de caja, cubriendo toda la zona

pélvica.

Irradiación: las irradiaciones se realizaron en el Linac TrueBeamTM STx, se

colocó la rata en la posición de referencia y se fijó con la máscara. Durante

todo el proceso la rata permaneció anestesiada con isoflurano (3 % en 100 %

O2). Previo a la irradiación de cada animal se realizó una tomograf́ıa de haz

de cono (CBCT) para corroborar que se encontrara en la posición correcta, de

no ser aśı se correǵıa y se proced́ıa con la irradiación.

Figura 3.4: Proceso de planeación e irradiación. A) y B) muestran imágenes del TPS,

irradiaciones planeadas con técnica de caja en zona pélvica. C) Imagen del proceso de

irradiación con el TrueBeamTM STx del Depto. de Radioterapia del INCan.

■ 
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3.4. Adquisición y Análisis de Imágenes de microCT

Las imágenes microCT se obtuvieron con el equipo micro PET/SPECT/CT Albira

Ars del Laboratorio de F́ısica Médica e Imagen Molecular del Instituto Nacional de

Canceroloǵıa. El módulo de CT del equipo cuenta con un tubo de rayos X de haz

cónico. Para este trabajo se usó un voltaje de 45 kV y una corriente de 0.4 mA.

Las imágenes en 3D se obtuvieron de la reconstrucción (por retroproyección filtra-

da) de las 600 proyecciones 2D obtenidas alrededor del objeto de estudio (cada 0.6◦).

En este trabajo se analizaron imágenes crudas, las cuales definimos como aquellas

que pasan por el proceso de calibración del CT, pero no se transforman a unidades

Hounsfield de referencia del equipo. El proceso de calibración consiste en la adqui-

sición de dos imágenes previas a la del objeto de estudio. La calibración se realiza

aplicando la siguiente ecuación:

Iraw = − ln

[
I0 − Idark
Iflat − Idark

× [Iflat − Idark]
]

(3.8)

donde Iraw es la imagen cruda, I0 la imagen del objeto de estudio, Iflat e Idark se

obtienen sin el objeto de estudio, pero en las mismas condiciones; la primera en

presencia del campo de radiación y la segunda sin el campo de radiación [48, 49].

3.4.1. Curva Patrón de Concentración de Hidroxiapatita ([HA])

en Función del Valor de Ṕıxel

Se utilizó el maniqúı CIRS MicroMouseTM Modelo 090 (Computerized Imaging

References Systems, Inc. USA), el cual proporciona una herramienta para la cuantifi-

cación de la densidad mineral ósea, a partir de la hidroxiapatita (HA), el componente

principal en los huesos de los mamı́feros. El maniqúı cuenta con 11 cilindros, con

diferentes concentraciones conocidas de hidroxiapatita, dentro de una estructura de

poĺımero tejido equivalente que simula la forma y tamaño de un roedor pequeño (ver

Figura 3.5).
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Figura 3.5: Esquema de dimensiones y concentraciones del maniqúı CIRS MicroMouseTM

Modelo 090.

A partir de las imágenes microCT del maniqúı se obtuvieron los valores de ṕıxel de la

región central de los cilindros 7, 8, 9 y 10 (cilindros con grosor similar al de los huesos

largos de ratas). En la Figura 3.6 se muestran las ROIs circulares de 0.875 mm Ø. Se

analizaron 10 cortes de la región central de los cilindros con distintas [HA]. Se realizó un

promedio de los valores de ṕıxel obtenidos para cada cilindro y a partir de estos valores

y de las concentraciones de hidroxiapatita conocidas se obtuvo la curva patrón ([HA] vs.

Valor de ṕıxel).

Figura 3.6: Corte axial del maniqúı en la región central de los cilindros 7, 8, 9 y 10, que

muestra las ROIs seleccionadas.
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3.4.2. Análisis de Imágenes microCT in vivo

Se adquirieron imágenes microCT de la región pélvica de las ratas en los tiempos estable-

cidos después de la irradiación. De estas imágenes se obtuvieron los valores de ṕıxel de las

regiones de hueso trabecular del cuello de cabeza de fémur y la cadera, de ambos lados,

derecho e izquierdo. En la Figura 3.7 se muestra la sección de la cadera, en varios cortes,

que fue analizada.

Figura 3.7: A) Reconstrucción 3D, la linea amarilla representa la sección de la cadera

que fue analizada. B) y C) muestran la misma región en cortes coronal y sagital, respec-

tivamente.

En la Figura 3.8 se muestran cortes axiales de una de las ratas y las ROIs definidas para

obtener el valor de ṕıxel promedio de cada región, dichas ROIs se propagaron a cuatro

cortes. Con el valor de ṕıxel se estimó la concentración de hidroxiapatita, a partir de la

curva patrón.

Figura 3.8: ROIs definidas en ambas regiones de estudio: cuello de cabeza de fémur (A)

y cadera (B).
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3.5. Análisis ex vivo

3.5.1. Adquisición y Análisis de Imágenes de Microscoṕıa

SEM

Los animales fueron sacrificados al finalizar los estudios de imagen mediante exposición a

CO2. Se extrajeron ambos fémures y se colocaron en formol al 10 % durante 24 horas para

su fijación.

El fémur derecho se fijó dentro de PMMA y posteriormente se cortó a la mitad y se

obtuvieron imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido en el Microscopio SEM JOEL

5600L del Laboratorio Central de Microscoṕıa del IFUNAM.

Figura 3.9: Muestra de cabeza de fémur preparada para la adquisición de imágenes de

microscoṕıa SEM.

En la imagen de microscoṕıa se definió la ROI sobre la región de hueso trabecular (Figura

3.10 A) del hueso y posteriormente la ROI se binarizó (Figura 3.10 B).

En la imagen binarizada se implementó el análisis morfométrico. Dado que las imágenes

son 2D, calcular el parámetro BV/TV no era posible, por lo tanto, se calculó su análogo

bidimensional, la fracción de área de hueso (BA/TA). Adicionalmente se calculó Tb.Th y

Tb.Sp con dos métodos. El primero es una extensión del estándar actual, que es ajustar

esferas al hueso trabecular y a los espacios, por lo que se ajustaron ćırculos a las mismas

estructuras y los valores promedios son los parámetros reportados. Para el segundo método
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se realizó la medición de área (BA) y peŕımetro (B.Pm) del hueso para el cálculo de los

parámetros a partir del modelo estereológico que asume que las trabéculas tienen geometŕıa

ciĺındrica. El cálculo se realizó con las ecuaciones (2.1), (2.2) y (2.3).

Figura 3.10: Segmentación de la imagen sobre la región de hueso trabecular y la misma

región después de la binarización.

Es importante notar que todos los estudios mencionados anteriormente, en los que se

analizan cambios en la microarquitectura ósea se realizaron con imágenes microCT de

alta resolución (tamaño de voxel 9-18 micras). Pese a que para este trabajo se obtuvieron

imágenes microCT, el equipo permite obtener imágenes con un tamaño de voxel de 125

micras, lo cual no permitió hacer una análisis morfométrico en 3D, por lo que se optó por

las imágenes de microscoṕıa SEM.

3.5.2. Histoloǵıa

El fémur izquierdo de las ratas se descalcificó en ácido fórmico durante dos semanas pa-

ra su procesamiento histológico. Se realizaron cortes seriados de 5 micras de grosor y se

tiñeron con Hematoxilina y Eosina (H&E).

La tinción con H&E es la más común para análisis histológico. La eosina es un colorante

con carga negativa por lo que tiñe, de color rosa, estructuras básicas. La mayoŕıa de las

protéınas contenidas en el citoplasma son básicas, por lo que se tiñen de rosa. En contras-

te, la hematoxilina se une a estructuras cargadas negativamente, dando una tinción azul
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o morada. El ADN y el ARN son ácidos, por lo que el núcleo y los ribosomas se tiñen de

morado [50].

Posteriormente los cortes se observaron en un microscopio óptico para evaluar el daño

causado por la radiación. Esta evaluación sólo se realizó para las ratas del Experimento B.

3.6. Análisis Estad́ıstico

El análisis estad́ıstico se realizó usando el software GraphPad Prism 8 (San Diego, Ca-

lifornia, USA), considerando valores promedio y desviación estándar. Las comparaciones

intragrupales se realizaron usando una ANOVA de una sola v́ıa seguido de una prueba

post hoc Bonfferroni. El nivel de significancia estad́ıstica fue fijado en p < 0.05.

El análisis de varianzas (ANOVA, por sus siglas en inglés) es el procedimiento estad́ıstico

inferencial más comúnmente utilizado en el análisis de experimentos [51]. El análisis de

varianza de una sola v́ıa se realiza cuando sólo se está evaluando una variable indepen-

diente en el experimento (es este trabajo dicha variable es la dosis total prescrita). Es un

procedimiento paramétrico que se utiliza para probar la hipótesis de que las medias entre

dos o más grupos son iguales, suponiendo que las poblaciones muestreadas siguen una

distribución normal [51, 52]. El rechazo de la hipótesis nula indica que existe diferencia

significativa entre dos o más grupos; sin embargo, no indica espećıficamente entre cuales

grupos. Por lo tanto, cuando se presentan diferencias significativas un segundo procedi-

miento estad́ıstico debe realizarse, conocido como comparación post hoc [51, 52].

Las pruebas post hoc son del tipo de las pruebas t en las que se comparan por pares

todos los grupos, para indicar en cuales se presentan las diferencias significativas [51]. Tres

de las pruebas post hoc más usadas son: Tukey, Scheffé y Bonferroni. Ningún método de

comparación es completamente mejor que los otros, cada uno tiene sus aplicaciones [52].

La prueba de Bonferroni usa umbrales basados en la distribución t [53] y tiene la ventaja

de que puede comprar muestras de diferentes tamaños[52, 53]. En comparación con otras

pruebas post hoc, el método Bonferroni es más riguroso que la prueba de Tukey, que tolera

los errores tipo I, pero menos riguroso que el muy conservador método de Scheffé [53].



Caṕıtulo 4

Resultados

4.1. Verificación de la Distribución de Dosis

En la Figura 4.1 se presenta la gráfica la curva patrón Dosis vs. Densidad Óptica neta. Esta

curva nos permite determinar, a partir de la netOD (relacionada con el oscurecimiento de

le peĺıcula) la dosis en agua a la que fue irradiada.

Figura 4.1: Dosis en función de la densidad óptica para la curva patrón de la peĺıcula

radiocrómica.
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Los puntos obtenidos se ajustaron a la siguiente ecuación, con un coeficiente de determi-

nación de 0.9994:

D = A · netOD3 +B · netOD2 + C · netOD

Tabla 4.1: Parámetros del ajuste asociado a la curva patrón de dosis en función de la

netOD

Parámetro Valor Desviación estándar

A 39.4 2.6

B 10.0 1.5

C 10.6 0.2

Para la verificación de la distribución de dosis se comparó la distribución calculada por el

sistema de planeación (EclipseTM), en el plano donde se colocó la peĺıcula y la distribución

medida con peĺıcula radiocrómica, utilizando el programa DoseLab R© (versión 4.11).

Figura 4.2: Distribuciones de dosis para el plan de verificación: A) sistema de planeación

y B) medición con peĺıcula

Se obtuvo una tasa de aceptación de γ del 100 % para los puntos evaluados dentro de los

márgenes del campo de irradiación establecido (4.5 x 4.5 cm2). El resultado de la prueba

se considera aceptable si al menos el 95 % de los puntos evaluados cumplen con los criterios

establecidos. Por lo tanto existe concordancia entre la medición experimental y el sistema

de planeación.
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4.2. Estudios microCT in vivo

La Figura 4.3 muestra la curva patrón de [HA] en función del valor de ṕıxel. Esta curva

nos permite estimar la concentración de hidroxiapatita en un hueso, a partir del valor de

ṕıxel promedio de una imagen microCT.

Figura 4.3: Concentración de hidroxiapatita en función del valor de ṕıxel y ajuste de la

curva patrón.

Los resultados de valor de ṕıxel (VP) se ajustaron a la siguiente ecuación, con un coeficiente

de determinación de 0.9998:

[HA] = A · V P 2 +B · V P + C

Tabla 4.2: Parámetros del ajuste asociado a la curva patrón de concentración de hidro-

xiapatita en función de valor de ṕıxel.

Parámetro Valor Desviación estándar

A 732.5 89.5

B 941.2 73.0

C -157.3 11.5

800 

700 

600 

500 
----,.,E 

400 ~ 
rn 
É.. 300 
~ 
~ 200 

100 

o 

-100 
0.1 

Datos experimentales 
--Ajuste cuadrático 

0.2 0.3 0.4 0.5 

Valor de pixel 

0.6 0.7 
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Las Figuras 4.4 y 4.5 muestran las concentraciones de hidroxiapatita, en el cuello del

fémur y la sección de cadera, obtenidas 61 y 110 d́ıas posteriores a la irradiación del

Experimento A.

Figura 4.4: Valores de [HA] obtenidos para cada región analizada en las ratas del Ex-

perimento A, 61 d́ıas posteriores a la irradiación. Cuello de fémur derecho (CFD), cuello

de fémur izquierdo (CFI), cadera derecha (CD) y cadera izquierda (CI). La notación “*”,

“**” y “***” indica p < 0.05, p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente.

Los resultados mostraron que en ambos cuellos de fémur se observa una disminución

de [HA] de aproximadamente el 25 % respecto al control a los dos meses posirradiación

(p < 0.001). En el caso de la cadera no se observó una reducción de concentración de

hidroxiapatita en la primera evaluación, fue hasta el estudio 110 d́ıas posirradiación que se

mostraron diferencias significativas, aproximadamente 30 % menor al control en los grupos

experimentales (p < 0.001). Para la evaluación a 110 d́ıas se mantuvo la disminución de

[HA] en CFD y CFI. De hecho, los datos en la región del fémur no presentaron diferencia

significativa entre la evaluación a 61 d́ıas y la realizada 110 d́ıas postirradiación.
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Figura 4.5: Valores de [HA] obtenidos para cada región analizada en las ratas del Ex-

perimento A, 110 d́ıas después de la irradiación. Cuello de fémur derecho (CFD), cuello

de fémur izquierdo (CFI), cadera derecha (CD) y cadera izquierda (CI). La notación “*”,

“**” y “***” indica p < 0.05, p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente.

En estudios previos reportados por diferentes autores en los que se evalúa el daño a hueso

producido por radiación en ratas, se han observado cambios en concentración de hidro-

xiapatita en etapas tempranas, 2 a 3 semanas posterior a la irradiación [11, 32, 54]. Lo

anterior motivó la evaluación de la [HA] en etapas tempranas postirradiación: 22 y 50

d́ıas. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 4.6 y 4.7 para los 22 y 50 d́ıas

posirradiación, respectivamente.
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Figura 4.6: Valores de [HA] obtenidos para cada región analizada de los sujetos del

Experimento B, 22 d́ıas posteriores a la irradiación. Cuello de fémur derecho (CFD), cuello

de fémur izquierdo (CFI), cadera derecha (CD) y cadera izquierda (CI). La notación “*”,

“**” y “***” inidca p < 0.05, p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente.

Figura 4.7: Valores de [HA] obtenidos para cada región analizada de los sujetos del

Experimento B, 50 d́ıas posteriores a la irradiación. Cuello de fémur derecho (CFD), cuello

de fémur izquierdo (CFI), cadera derecha (CD) y cadera izquierda (CI). La notación “*”,

“**” y “***” indica p < 0.05, p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente.
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Para la evaluación a 22 d́ıas no se obtuvieron diferencias marcadas de los grupos experi-

mentales con el grupo control. En el caso del CFI, se observan algunas diferencias entre

grupos experimentales, sin embargo no se encontraron diferencias significativas respecto

al control. En la evaluación realizada a los 50 d́ıas, tampoco se observa una diferencia

significativa entre los grupos irradiados y el control. Lo anterior se puede asociar a que las

ratas del grupo B son jóvenes (aproximadamente 12 semanas).

4.3. Imágenes de Microscoṕıa SEM

En la Figura 4.8 se muestran imágenes representativas del Experimento A obtenidas con

las microscoṕıas SEM. A partir de estas imágenes se realizó el cálculo de parámetros de

microarquitectura trabecular.

Cualitativamente, en el grupo control se observan espacios trabeculares de tamaños re-

lativamente homogéneos, además de que la región de cart́ılago de crecimiento (CC) se

presenta de manera normal; en la eṕıfisis se presentan trabéculas pequeñas, en compa-

ración con las presentadas en la metáfisis. En las muestras del grupo irradiado a 4 Gy

se presentan espacios trabeculares más largos que incluso se observan en la periferia del

hueso (cabeza de flecha); no se observa cart́ılago de crecimiento y en la eṕıfisis se muestran

espacios trabeculares de grosor similar a los de la metáfisis. En la imagen del grupo de 8

Gy se observan espacios trabeculares más gruesos comparados con el control, no presentan

región de cart́ılago de crecimiento y las trabéculas presentan mayor grosor en comparación

con las del grupo Control y son similares en eṕıfisis y metáfisis. El hueso de las ratas

irradiadas a 12 Gy presenta trabéculas alargadas y gruesas y tampoco muestra presencia

de la región del cart́ılago de crecimiento.
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Figura 4.8: Imágenes representativas de microscoṕıa SEM del de la cabeza de fémur de

los sujetos del Experimento A para grupo Control y 4, 8 y 12 Gy. La cabeza de flecha

señala la presencia de espacio trabecular en la periferia del hueso.

Al analizar las imágenes se obtuvieron los parámetros morfométricos, definidos en las

páginas 14 y 15. Lo obtenido para el parámetro BA/TA se muestra en la Figura 4.9.

Posteriormente se obtuvieron los parámetros Tb.Th y Tb.Sp con el plugin BoneJ; dichos

resultados se presentan en la Figura 4.10. Estos mismos parámetros, además de Tb.N, se

obtuvieron a partir del modelo esterológico (ecuaciones (2.1) a (2.3)), estos resultados se

presentan en las Figuras 4.11 y 4.12
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Figura 4.9: Fracción de área de hueso obtenida para cada grupo de los sujetos del Expe-

rimento A. La notación “**” indica p < 0.01

Figura 4.10: Tb.Th y Tb.Sp obtenido con BoneJ para cada esquema de fraccionamiento

de los sujetos del Experimento A. En ningún caso se presentan diferencias estad́ısticamente

significativas.
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Figura 4.11: Tb.Th y Tb.Sp obtenidos del modelo estereológico para cada esquema de

fraccionamiento de los sujetos del Experimento A. La notación “*” indica p < 0.05

Figura 4.12: Tb.N obtenido del modelo estereológico para cada esquema de fracciona-

miento de los sujetos del Experimento A. La notación “*” y “**” indica p < 0.05 y p < 0.01,

respectivamente.
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En BA/TA se observa un tendencia creciente con la dosis, sin embargo sólo existe dife-

rencia significativa (p < 0.001) con el grupo prescrito a 12 Gy. Respecto a lo obtenido con

BoneJ, pese a que cualitativamente se observan cambios en la estructura ósea, el análisis de

las imágenes no detectó cambios entre el grupo control y el experimental ni entre los gru-

pos irradiados a distintas dosis. Por otro lado, el análisis a partir del modelo estereológico

mostró diferencias estad́ısticamente significativas entre el grupo prescrito a 12 Gy y los

grupos control y 4Gy. Dichas diferencias se mantienen en los tres parámetros evaluados.

Adicionalmente, en Tb.Th y Tb.Sp se observa una tendencia creciente con la dosis y en

Tb.N decreciente.

En la Figura 4.13 se muestran imágenes representativas de las microscoṕıas SEM del

Experimento B. Cualitativamente, el grupo control presenta la región del cart́ılago de cre-

cimiento (CC) de manera normal, los espacios trabeculares son relativamente homogéneos

y presentes de manera normal tanto en eṕıfisis como metáfisis. Se observa pérdida parcial

de la zona de cart́ılago de crecimiento en los grupos irradiados, la flecha señala la sección

en la que comienza a perderse el CC. En el grupo de 4 Gy no se observan cambios con-

siderables respecto al control. En los grupos de 16 Gy, tanto en dos y cuatro fracciones,

se presentan espacios trabeculares más alargados y una menor presencia de espacios en la

eṕıfisis. En el grupo de 24 Gy se observa una zona altamente porosa en la eṕıfisis, además

la metáfisis presenta espacios trabeculares heterogéneos y de forma poco regular; es im-

portante mencionar que este grupo de animales se sacrificó 4 d́ıas después de finalizar las

irradiaciones, debido a complicaciones asociadas a los efectos de radiación.

En las Figura 4.14 se muestra la gráfica de la fracción de área de hueso. En la Figura 4.15

se presentan los resultados obtenidos con el análisis de BoneJ y en las Figuras 4.16 y 4.17

lo obtenido con el modelo estereológico.
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Figura 4.13: Imágenes representativas de microscoṕıa SEM de la cabeza de fémur de

cada esquema de fraccionamiento del Experimento B. La flecha señala la región en la que

deja de haber presencia de CC.
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Figura 4.14: Fracción de área de hueso (BA/TA) obtenida para los sujetos del Experi-

mento B. La notación “*” indica p < 0.05

Figura 4.15: Tb.Th y Tb.Sp obtenidos con BoneJ para esquema de fraccionamiento

de los sujetos del Experimento B. La notación “*” y “**” indica p < 0.05 y p < 0.01,

respectivamente.
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Figura 4.16: Tb.Th y Tb.Sp obtenidos del modelo estereológico para cada esquema de

fraccionamiento de los sujetos del Experimento B. La notación “*” y “**” indica p < 0.05

y p < 0.01, respectivamente.

Figura 4.17: Tb.N obtenido del modelo estereológico para cada esquema de fracciona-

miento de los sujetos del Experimento B. La notación “**” indica p < 0.01
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La fracción de hueso (BA/TA) no mostró cambios respecto al control. El análisis con

BoneJ indicó algunas diferencias en Tb.Th entre el grupos prescrito a 4 Gy y lo grupos

prescritos a 16 Gy, por otro lado en Tb.Sp no se observaron diferencias significativas. Al

realizar el análisis de esos mismos parámetros con el modelo estereológico, las diferencias

observadas en Tb.Th se conservaron; para Tb.Sp y Tb.N se presentaron diferencias entre

los mismos grupos que presentaron diferencias en Tb.Th. Sin embargo no se observó dife-

rencia respecto al grupo control ni un tendencia de los parámetros analizados.

4.4. Estudio Histológico (Experimento B)

En la Figura 4.18, se presenta una serie de imágenes histológicas teñidas con hematoxilina

y eosina, las cuales son representativas de cada uno de los grupos y corresponden a la

cabeza de fémur. Comparando las imágenes, histologicamente se observan diferencias en

los grupos experimentales con respecto al control.

En el grupo control se observa su centro de crecimiento de una manera homogénea de un

extremo a otro; en los grupos de 4 Gy y 16 Gy/2 fx se observa ligeramente más ancho en

la zona central, en contraste con el grupo de 16 Gy/4fx y 24 Gy, se observa el centro de

crecimiento más ancho en la zona central y delgado en los extremos.

En la zona de la eṕıfisis, todos los grupos presentan espacios medulares; sin embargo, los

experimentales tienen menor cantidad y forma irregular, cabe señalar que en el grupo de

24 Gy dichos espacios se encontraron vaćıos.

En la parte de la metáfisis, los grupos experimentales presentan mayor cantidad de espa-

cios medulares con respecto al control. A un aumento 10x (Figura 4.19), el grupo control

se observa vital y normal, con presencia de medula ósea y osteocitos en la periferia, os-
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teocitos en sus lagunas aśı como la presencia de ĺıneas concéntricas y diferentes grados de

mineralización (Figura 4.19 A).

A un aumento 10x en el grupo de 4 Gy (Figura 4.19 B) se observan pequeñas diferencias

con respecto al control; la cantidad de tejido medular se ve ligeramente disminuida al igual

que la presencia de osteoblastos y osteocitos.

El grupo irradiado a 16 Gy, tanto en dos y cuatro fracciones, presenta trabéculas de ta-

maño heterogéneo los cuales parecen fusionarse (Figura 4.18); es importante notar que los

espacios trabeculares están muy cerca de la periferia. A un aumento 10x (Figura 4.19 C

y D), en la zona medular se observa que las células hematopoyéticas se están perdiendo,

no hay presencia de osteoblastos y las ĺıneas concéntricas se observan más delgadas y en

general el tejido óseo es más eosinófilo (color rosado).

En el grupo irradiado a 24 Gy, se observa formación de múltiples trabéculas de tamaño

heterogéneo (Figura 4.18). A mayor aumento se identifica que los espacios medulares no

presentan células hematopoyéticas, no se observa la presencia de osteoblastos en la peri-

feria, en el hueso cortical se identifican osteocitos con un núcleo de mayor tamaño y sin

citoplasma, las ĺıneas concéntricas se van perdiendo a pesar de presentar el tejido óseo

una coloración basófila (morada) un poco más pálida que el control; al tener osteocitos sin

citoplasma, el tejido óseo terminaŕıa presentando necrosis(Figura 4.19 E).
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Figura 4.18: Cortes histológicos representativos de cada grupo, correspondientes al Ex-

perimento B. Cc= Centro de crecimiento. La flecha indica el centro de crecimiento y la

cabeza de flecha el espacio medular.
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Figura 4.19: Cortes histológicos teñidos con H&E a 10X representativos de cada grupo.

A); Control, B); 4Gy, C); 16 Gy/2 fx, D); 16 Gy/4 f y E) 24 Gy. ∗ indica a la Medula

ósea, la cabeza de flecha señala los osteoblastos, la flecha osteocitos y la flecha punteada

las ĺıneas concéntricas, + indica zona de menor calcificación.
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Discusión

Se estima que aproximadamente dos tercios de los pacientes con tumores malignos reciben

radioterapia como parte de su tratamiento y pese a que nuevas técnicas mejoran el depósito

de dosis de radiación, disminuyendo las regiones de tejido sano que es irradiado, el tejido

óseo sigue siendo uno de los más afectados durante un tratamiento de radioterapia en pa-

cientes de cáncer ginecológico y de cáncer de próstata. Se han realizado diversos estudios

sobre el efecto de la radiación en el hueso pero hasta la fecha no existe una solución cura-

tiva para esta pérdida ósea inducida por la radiación. Esta situación motiva el desarrollo

de modelos precĺınicos de radioterapia que permitan evaluar posibles tratamientos contra

la radio-osteoporosis.

Este trabajo tuvo como objetivo principal la determinación de un esquema de fraccio-

namiento de irradiación con un Linac de 6 MV en rata Wistar adulta para evaluar la

inducción de osteoporosis en tejido óseo de la región pélvica. Con este fin se estandarizó

un método de irradiación de la región pélvica de ratas y posteriormente se evaluaron los

cambios de concentración de hidroxiapatita y parámetros morfométricos del hueso trabe-

cular con dos técnicas distintas, además de una evaluación histológica.

Los resultados de la prueba de ı́ndice gamma mostraron concordancia entre la distribución

de dosis de planeación y de medición, dentro de los márgenes del campo de radiación, por

lo que se considera que el método de irradiación utilizado es adecuado. Recientemente,

otros investigadores reportaron [25] el efecto en el perfil de dosis, al utilizar un maniqúı

tejido equivalente con material óseo en su interior, irradiado con fotones de 15 MV y di-
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ferentes tamaños de campo. Se mostró que la magnitud del efecto sobre el perfil de dosis

en profundidad, debido a la presencia de tejido óseo fue de un 10, 5 y 3 % para campos

de 1x1, 3x3 y 10x10 cm2, respectivamente. Con la finalidad de descartar variaciones de la

dosis planeada y la depositada en nuestro modelo, actualmente se trabaja en un maniqúı

tejido equivalente con estructura ósea en su interior, que simule la región pélvica de las

ratas Wistar adultas.

En cuanto a la concentración de hidroxiapatita, en el Experimento A se observó una reduc-

ción considerable (Figuras 4.4 y 4.5) respecto al grupo control. Este efecto de la radiación

sobre el tejido óseo se puede relacionar directamente con su efecto sobre los osteoblastos.

Se sabe que los osteoblastos son los encargados de secretar la matriz orgánica; en esta

matriz se depositan los cristales de hidroxiapatita. En estudios previos se mostró que al

irradiar cultivos de células osteoblásticas con rayos γ de una fuente de Cs-137 se genera

una alteración en la expresión de citocinas que resultan en cambios en la diferenciación os-

teoblástica. Adicionalmente, la radiación ionizante induce una disminución en la viabilidad

celular de osteoblastos causada por la inhibición del ciclo celular debido a un arresto G2M

[26, 27]. Por lo anterior, la disminución de la actividad osteoblástica se puede considerar

como la principal causa de disminución de [HA] radio-inducida.

Por otro lado, en el Experimento B no se observó una disminución a los 22 y 50 d́ıas

posteriores a la irradiación; sin embargo, trabajos previos en los que se irradiaron zonas

localizadas de ratas hembras reportaron cambios en ese mismo parámetros a 2 y 3 semanas

postirradiación. Estudios in vitro [32] sugieren que en ratas adultas (≈ 4 meses, pesos≈ 350

g) se observa una disminución de la formación ósea debido a una menor población de células

del estroma y una menor capacidad de la diferenciación de estas células. Adicionalmente,

evaluaciones histológicas [33] mostraron que la regeneración ósea en grupos control estuvo

hasta 7 d́ıas por delante en ratas jóvenes, lo que indica de una disminución de la capacidad

regenerativa asociada a la edad de las ratas per se. Además la formación de hueso nuevo en

el grupo de ratas viejas irradiadas se presentó con un retraso muy marcado respecto a las

ratas jóvenes y al control, lo cual sugiere una mayor vulnerabilidad de las ratas viejas a la

radiación. Por lo tanto la ausencia de respuesta observada para las ratas del Experimento

B se podŕıa asociar a que éstas eran relativamente jóvenes (aproximadamente 12 semanas).
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Cabe mencionar, que pese a que los Experimentos A y B no son comparables (machos

vs. hembras), los sujetos del Experimento A teńıan el doble de edad, lo que posiblemente

favoreció la inducción del daño.

Respecto a la morfometŕıa de hueso trabecular, en el Experimento A se observan diferen-

cias cualitativas en las imágenes SEM y pese a que el análisis con BoneJ no refleja dichos

cambios, estereológicamente se perciben diferencias para todos los parámetros evaluados

(ver Figuras 4.13-4.17), entre el control y el grupo prescrito a una dosis total de 12 Gy.

A pesar de que no se observaron diferencias significativas, tanto del control con los otros

grupos irradiados como entre los grupos irradiados con diferentes fraccionamientos, se ob-

serva una tendencia en los datos.

Los resultados obtenidos para el Experimento A concuerdan con diversos estudios que se

han realizado con ratas de distintas cepa, sexo y con un modelo de inducción de osteo-

porosis distinto. En 2008 [23] se reportó un modelo de inducción de osteoporosis, en el

que se utilizaron ratas hembra Sprague Dawley de 20 semanas, irradiadas con un Linac

de 6 MV a 16 Gy en cuatro fracciones. La evaluación microCT ex vivo, realizada a las

2 y 4 semanas posirradiación, mostró diferencias significativas entre su grupo control y

el irradiado. Se presentó un aumento en el Tb.Th para la semana 2 (p< 0.1), aśı como

un aumento en el Tb.Sp y disminución del Tb.N en las semanas 2 y 4 (en ambos casos,

p < 0.01a las 2 semanas y p < 0.05 a las 4 semanas). Por otro lado, en 2013 [11] se evaluó

la hormona tiroidea PTH para la prevención de osteoporosis inducida por radiación. Se

utilizaron ratas macho Sprague Dawley con edad de un mes, las cuales fueron irradiadas

con un microCT a 2.88 Gy en 6 fracciones (una fracción cada 2 d́ıas). Se realizó un mi-

croCT ex vivo de la tibia el d́ıa 12, d́ıa en que recibieron la última fracción. Se observó

una disminución significativa (p < 0.01) de las ratas irradiadas respecto al control en los

parámetros BV/TV y Tb.N, mientras que un aumento significativo (p < 0.01) del Tb.Sp.

Tb.Th no mostró diferencias significativas respecto al control. Por último, en 2016 [32] se

publicó un trabajo que incluye la evaluación de cambios morfológicos del hueso trabecular,

en ratas hembra Wistar de 20 semanas sometidas a extracción de ovarios a la edad de

8 semanas. Se realizó evaluación con imágenes microCT ex vivo. Los parámetros BV/TV

y Tb.N tuvieron una disminución, respecto al grupo no ovarectomizado, con p < 0.004 y

p < 0.01; el parámetro Tb.Sp aumentó (p < 0.016) y Tb.Th no presentó diferencias.
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Es importante notar que los estudios mencionados se realizaron con imágenes microCT de

alta resolución (tamaño de voxel 9-18 micras). Pese a que para este trabajo se obtuvieron

imágenes microCT, el equipo con el que se realizaron cuenta con un tamaño de voxel de

125 micras, lo cual no permitió hacer una análisis morfométrico en 3D. Sin embargo, el

análisis estereológico, a partir de las imágenes SEM concuerda con las tendencias esperadas

en los parámetros Tb.Sp y Tb.N. Por otro lado, en el análogo bidimensional de BV/TV

(BA/TA) que se obtuvo en este trabajo, las tendencias son contrarias a lo observado en

los trabajos citados, lo cual se podŕıa explicar debido a un posible fusionamiento de las

trabéculas, como resultado de un mecanismo de respuesta a la radiación, lo cual también

explicaŕıa la tendencia creciente de Tb.Th. Sin embargo, el hecho de que haya una mayor

fracción de hueso, no implica que sea hueso sano; de hecho, se mostró en la sección ante-

rior que existe una disminución de aproximadamente 25 % de la concentración de HA en

la misma región del hueso irradiado respecto al control.

Los resultados obtenidos con el método esterológico indican que se podŕıan medir los

parámetros morfométricos y lograr detectar diferencias entre fraccionamientos.

Por otra parte, en el Experimento B, cualitativamente se observan cambios de los grupos

irradiados (16 Gy y 24 Gy) respecto al control. En términos del análisis morfométrico

realizado con BoneJ sólo se presentó diferencia, entre grupos irradiados, en el parámetro

Tb.Th. Con el análisis estereológico se obtuvo la misma diferencia en Tb.Th y adicional-

mente se presentaron diferencias entre los mismos grupos irradiados, para Tb.Sp y Tb.N;

sin embargo los datos no presentaron diferencias respecto al grupo control ni una tendencia

clara. Esto plantea la necesidad de evaluar nuevas técnicas de análisis de imágenes que

sean más sensibles a estos cambios observados en las imágenes SEM.

Como ya se ha descrito anteriormente [11], en las imágenes histológicas se observó dismi-

nución de osteoblastos en la zona de la médula (Experimentales vs. Control), lo cual puede

asociarse con una falta de remodelación ósea. Adicionalmente, en los grupos irradiados a

16 Gy y 24 Gy se evidenció una pérdida de células hematopoyéticas, lo cual se ha reporta-

do anteriormente como efecto tard́ıo de la radiación en hueso [17]. En las ratas irradiadas

a 24 Gy no se evidenció la presencia de médula ósea ni de osteocitos, siendo animales que



CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN 54

fueron sacrificados 4 d́ıas después de la irradiación debido a los efectos secundarios que se

presentaron.

Con base en las imágenes histológicas, se observó un efecto de la radiación a nivel mi-

croestructural y celular, sin embargo para poder cuantificar estos cambios se debeŕıa im-

plementar un estudio de inmunohistoqúımica para elementos celulares espećıficos, como

osteoclastos, osteoblastos y monocitos, con el fin de determinar el grado de mineralización.
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Conclusión

Los esquemas de irradiación implementados en este trabajo permitieron evaluar daño al

tejido óseo, en términos de la disminución de concentración de HA en el hueso y altera-

ción en los parámetros morfométricos BA/TA, Tb.Th, Tb.Sp y Tb.N cuantificados por

un método esterológico a partir de las imágenes SEM. La irradiación de ratas hembra

jóvenes no mostraron cambios contundentes en [HA]; no obstante, la inspección visual de

las imágenes SEM e histológicas, indicó que existen cambios morfométricos que podemos

asociar a la radiación. Por lo tanto los esquemas propuestos en este trabajo podŕıan funcio-

nar para desarrollar un modelo de inducción de osteoporosis por radiación. Sin embargo,

las limitantes en resolución del microCT utilizado hacen necesario mejorar las técnicas de

análisis para cuantificar cambios en la microarquitectura ósea.

Perspectivas

Incrementar el tamaño muestral de los grupos en los que se observó claramente el efecto

de radiación para corroborar la tendencia de los datos. Se evaluarán de nuevas técnicas

de análisis de imagen (i.e. análisis frecuencias o de texturas), que mejoren el cálculo de

parámetros morfométricos.

Cuantificar de manera adecuada y con la sensibilidad necesaria para observar los cambios

entre fraccionamientos, permitirá el cálculo del cociente α/β para hueso de rata Wistar

adulta, ya que asumir que éste tiene el mismo valor que el del humano no es del todo

adecuado para el desarrollo de un modelo de radio-osteoporosis.

55



Bibliograf́ıa

[1] Hirose, B. Y. H. (2013). Ciencias de la salud. Ciudad de México. McGraw-Hill Inter-
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[51] Heiman, G. (2013). Basic statistics for the behavioral sciences. Cengage Learning,

291-317.

[52] NIST/SEMATECH. (2013). e-Handbook of Statistical Methods. Recuperado de:

http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/ [Último acceso: Julio 2020].
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