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Actualmente, la osteoporosis supone un gran problema de salud, ya que concierne a gran parte de
la poblacion. Esta enfermedad 6sea es la que tiene mayor prevalencia en la sociedad, afectando
mas severamente a las mujeres. No obstante, las pruebas diagnésticas tradicionales presentan
ciertas limitaciones. El diagnéstico convencional se basa en la absorciometria de rayos X de doble
energia (DXA), técnica que mide la densidad mineral 6sea (DMO), generalmente en el cuello
femoral. A partir de estos valores se calcula la T-score, que representa la desviacion estandar
respecto a la DMO promedio de un adulto sano y determina la presencia de la enfermedad.

Las investigaciones realizadas en las Gltimas décadas en relacién con el hueso trabecular han
evidenciado que la osteoporosis provoca alteraciones en la microarquitectura trabecular. Sin
embargo, las técnicas diagnosticas actuales no proporcionan informacion sobre la microestructura
0sea, lo que constituye una limitacion significativa. Por ello, es crucial desarrollar nuevas
metodologias diagnosticas que incorporen el analisis morfométrico del hueso. Asimismo, estos
métodos deben utilizar escaneres de baja radiacién, pero con suficiente resolucion para
caracterizar de manera precisa la arquitecturatrabecular. Estos equipos permitirian la obtencion
de imagen sobre el propio paciente, ademas de poder realizar un seguimiento.

En este estudio se examina como varia la caracterizacién morfométrica del hueso trabecular en
funcion de la resolucion de las imagenes obtenidas mediante micro-CT. El objetivo principal es
identificar la resolucién minima necesaria paradetectar los cambios en la microarquitectura que
distinguen un hueso sano de uno afectado por osteoporosis.

Para el desarrollo de este trabajo, se ha llevado a cabo un andlisis de lamorfometria trabecular en
imagenes de micro-CT con una resolucién isétropa de 13.5 um. Para la segmentacion de las
imagenes, seempled el método de Otsu, lo que permitié eliminar la influencia subjetiva del usuario,
habitual en los procedimientos manuales. Posteriormente, la resolucion espacial de las imagenes
se modificd digitalmente a 27,54,81y 108 umYy se caracterizo la morfometria de cada muestraen
cada una de estas resoluciones. Finalmente, mediante un analisis estadistico ANOVA, se
identificaron los pardmetros morfométricos capaces de diferenciar entre huesos sanosy enfermos
en las distintas resoluciones evaluadas.

Los resultados obtenidos revelan que si es posible diferenciar muestras sanas de las osteoporoticas
mediantelos siguientes parametrosmorfométricos: ladimension fractal (D), lafracciénenvolumen
(BV/ITV), la separaciontrabecular (Th.Sp)y el nimero de trabéculas (Tb.N). Esta diferenciacion de
muestras 6seas es posible para todas las resoluciones estudiadas.
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1. Introduccion

La esperanzade vida ha aumentado notablemente en los paises desarrollados, dando lugar a una poblacion cada
vez mas envejecida. Como consecuencia, han incrementado la incidencia y la prevalencia de enfermedades
crénicas y degenerativas, muchas de ellas vinculadas al propio proceso de envejecimiento. Entre las patologias
mas frecuentes destacan las enfermedades 6seas como la osteoporosis, la artritis o la artrosis [1-3].

La osteoporosis supone un grave problemade salud publica, ya que es la enfermedad 6sea con mayor prevalencia
en lasociedad, afectando més severamente a las mujeres [4]. Esta patologiatiene como consecuencia directaun
elevado nimero de fracturas anuales que, ademas de suponer un elevado coste econdmico, tienen asociado el dolor
de los pacientes, las intervenciones quirdrgicas, medicacidn, rehabilitacion, etc. Por estos motivos, es esencial
poder diagnosticar la enfermedad en estados tempranos para poder evitar en la medida de lo posible las fracturas
Oseas [5]. Sin embargo, a pesar de que existe una prueba diagndstica ampliamente utilizada en el @mbito clinico,
también es generalizadamente conocido que presenta ciertos inconvenientes.

El diagnostico de la osteoporosis se realiza mediante una densitometria 6sea (Figura 1a). Esta prueba consiste en
la medida de la densidad mineral 6sea (DMO) en el cuello femoral o las vértebras lumbares. Las mediciones de
DMO se realizansobre unaimagen de rayos X de doble energia (DXA). A continuacion, se calcula el valor de la
T-score, quees ladesviacionestandar respectoal valor medio de DMOde un adultosano, que seré el que determine
si hay presencia de enfermedad o no en funcién del rango en el que se encuentre (ver Figura 1b) [6,7].

T-scores Estado del hueso

Medidas
DMO (g/cm?)

-1.5

Baja masa dsea
-2.0

b)

Figura 1. Diagnostico de la osteoporosis. a) Toma de muestras de densidad mineral dsea (DMO) en el cuello
femoral durante una densitometria 6sea (imagen extraidade [8]) y b) diagnéstico del estado del hueso en funcion
del célculo de la T-score.

En las Gltimas décadas, se han desarrollado investigaciones que han permitido concienciar de la gran relevancia
que tiene considerar la morfometriatrabecular [9]. En diferentes enfermedades 6seas, como la osteoporosiso la
artrosis, la microestructuradel hueso sufre cambios debidosa la propia patologia. Estudios como los de Dingy
Overgaard [10,11] han presentado resultados de morfometria global de muestras dseas con diferentes
enfermedades donde poder analizar los pardmetros morfométricos que caracterizan cada patologia. En trabajos
previos de este grupo de investigacion [12] se ha establecido que hay parametros morfométricos que permiten
diferenciar muestras sanas de muestras enfermas, incluso poder distinguir entre patologias, como son la artrosis y
la osteoporosis. Por otro lado, tenemos estudios como los de Stauber et al. [13,14] donde descomponen la
microestructura trabecular en estructuras mas pequefias como son los puntales y las placas. En estos casos, se hace
un estudio de morfometrialocal diferenciando los parametros morfométricos obtenidos paralos puntalesy para
las placas.

Todos los estudios relacionados con la morfometriadel hueso trabecular evidencian la importancia de incluir la
microarquitectura 6sea cuando se quiere estudiar el comportamiento estructural del hueso. Por lo tanto, debidoa
las modificaciones sufridas en el hueso trabecular, es imprescindible considerar los cambios en la morfometria a
la hora de estudiar este tipo de enfermedades dseas. Sin embargo, la densitometria 6seano incluye informacién de
la arquitectura trabecular, ya que las mediciones se obtienen de una imagen 2D. Este es uno de los principales
motivos por los que no siempre se diagnostica correctamente la osteoporosis [15]. A raiz de esta problemética,
surge la necesidad de investigar nuevas pruebas diagnosticas que incluyan la morfometria 6sea y requieran
herramientas disponibles en el ambito clinico.

La herramienta mas utilizada en los estudios morfométricos es el escaner de microtomografia computarizada
(micro-CT), ver Figura 2 izda. Con este tipo de escaner se puede obtener una alta resolucién, aunque presenta
ciertos inconvenientes como que las muestras Oseas tienen que haber sido extraidas del paciente previamente
debidoa la alta dosis de radiacion, por lo que esto imposibilita un seguimiento del estado 6seo del paciente. Por
estos motivos, es necesario el uso de escaneres que se puedan utilizar en la clinica con los que poder escanear el
hueso sin necesidad de extraerlo, con una baja dosis de radiacion, posibilitando el seguimiento del paciente. El
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escaner periférico de tomografia computarizada de alta resolucion (HR-pQCT) reline estas caracteristicas (Figura
2 dcha.), aplicando una baja dosis de radiacién (3-5 uSv de dosis efectiva por escaneado) y con unaresolucién de
entre 61-82 um [16]. Aun asi, presentaciertas desventajas como que la resolucién de adquisicion es menor que la
de un micro-CT y solo se puede utilizar en regiones periféricas del cuerpo.

‘W ‘

Figura 2. Escaner de microtomografia computarizada (izda.) y escaner periférico de tomografia computarizada
de alta resolucién (dcha.).

En el presente trabajo, se pretende evaluar la morfometria de muestras de hueso trabecular humanosano (HG) y
osteopordtico (OP) de imagenes con distinta resolucion. EI punto de partida son las imagenes adquiridas del
escaner micro-CT a 13.5 umy se ha modificado artificialmente la resolucidn de la imagen para obtener imagenes
con peor resolucién de la microestructuratrabecular. El principal objetivo es analizar qué resoluciones de imagen
permiten diferenciar muestras sanas (HG) de muestras osteoporoticas (OP) analizando su morfometria, con el fin
de saber si seria posible diagnosticar osteoporosis con los escaneres que se encuentran disponiblesen la clinica,
como el HR-pQCT.

2. Materiales y métodos

En este estudio se hanevaluado diferentes resoluciones de imagenes obtenidas a partir de un escaner micro-CT de
muestras de hueso trabecular sano (HG) y osteopor6tico (OP). El procedimiento seguido para desarrollar este
estudio se muestra en la Figura 3.

1. Preparacion muestras 2. Escaneado micro-CT 3 Cans{bln C.le resolucion 4. Segmentacion 5. Analisis
elaimagen
” Detector
o Fuente de B
m rayos X - Estudio de la
1 e L7 ¢ microestructura
trabecular
Muestra Otsu
‘ rotando
2
SO0 Modificacion
ﬂ‘\'&? del spacing
. Resolucion isétropa
3 de 13.5 um +
Oste?g}));ohco 27 pm Reconstruccion 3D3 Analisis estadistico
S 54 um ANOVA
EFR ,
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Figura 3. Esquema del procedimiento seguido para el estudio de la resolucion de imagenes CT que permite
diferenciar muestras sanas (HG) de las osteopordticas (OP).

2.1. Preparacion de las muestras de hueso trabecular humano

Las muestras 6seas analizadas proceden de cabezas femorales humanas obtenidas durante la cirugia de artroplastia
total de caderaen el Hospital Universitario Infanta Leonor de Madrid. A continuacion, se presenta el criterio

utilizado por los médicos para clasificar las muestras dseas en los siguientes grupos:

e Grupo sano (HG): muestras obtenidas durante la cirugia de artroplastia total de cadera en el proceso de
asistencia de una patologia mecanica en pacientes menores de 65 afos.
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¢ Grupo osteoporoético (OP): muestras obtenidas durante lacirugia de artroplastia total o parcial de cadera en
el proceso asistencial de fractura subcapital desplazada en pacientes mayores de 65 afios.

En este trabajo, se han estudiado 4 muestras sanas y 4 muestras osteoporoéticas procedentes de pacientes diferentes.
Dado que este estudio se centra en el hueso trabecular, el siguiente paso es desbastar las cabezas femorales para
eliminar el hueso cortical de la parte mas exterior. Para ello, se ha utilizado una sierra de corte metalogréafico
TR100 Evolution Remet (Italia).

Una vez tenemos Unicamente hueso trabecular, tal y como se muestra en la segunda imagen del apartado de
preparacion de muestras de la Figura 3, se procede a realizar cortes mas precisos con la sierra Microtom Struers
(Struers, Copenague, Dinamarca). Finalmente, las muestras 6seas obtenidas se sometieron a bafios de ultrasonidos
con agua destilada. De este modo, se eliminan los restos organicos y la sangre de las muestras paraque lleguen
limpias al escaner, ya que todo lo que contengan las muestras aparecera también en las imagenes micro-CT.

2.2. Escaneado micro-CT de las muestras dseas, cambio de resolucién de las imagenes y segmentacion

Tras la obtencidn de las muestras, se procede a realizar el escaneado micro-CT en la Estacion de Bioloxia Marifia
de A Grafade la Universidad de Santiago de Compostela. Se ha utilizado el escaner Skyscan (Bruker, Kontig,
Bélgica) con el que se han adquirido imagenes a una resolucién isotropa de 13.5 um (voltaje 100 kV, intensidad
100 pA, filtro de Al/Cu). Previamente a la segmentacion de las imagenes, se ha modificado manualmente en el
software ScanlP (Simpleware, Gran Bretafia) laresolucion espacial de las imagenes obtenidas en el micro-CT (ver
Figura 4). Las modificaciones realizadas se han aplicado para poder obtener peoresresoluciones de imagen mas
similares a las de los escdneres periféricos de alta resolucion (HR-pQCT).

Adquisicion micro-CT

13.5 um 81 um 108 um

Figura 4. Adquisicion deimagen a 13.5 umen el escaner micro-CTy modificacion de la resolucionde imagena
27,54,81y 108 pm.

Todas las muestras de hueso trabecular se han analizado a 13.5 pum (resolucién de adquisicion del micro-CT) y a
27,54, 81y 108 um (resoluciones modificadas manualmente). A continuacion, se han segmentado todas las
imagenes mediante el método de Otsu [17,18] para poder conseguir la reconstruccion 3D de las muestras. Este
método de segmentacidn es automatico, por lo que evita las posibles diferencias de umbral de segmentacion
elegido por la persona que segmenta las imagenes. De este modo, las diferencias entre las imagenes seran
Unicamente debidas al cambio de resolucién.

2.3. Analisis morfométrico y ANOVA

Los parametros morfométricos analizados son el grado de anisotropia (DA), ladensidad de conectividad (Conn.D),
la dimension fractal (D), el espesor trabecular (Th.Th), la separacion trabecular (Th.Sp), nimero de trabéculas
(Th.N), fraccién en volumen de hueso (BV/TV) y la relacién area/volumen de hueso (BS/BV) [12].

Finalmente, se ha llevado a cabo un analisis estadistico ANOVA, que permite evaluar si existen diferencias
significativas entre las medias de los distintos grupos de estudio. La hip6tesis nula ( H,) establece que no existen
diferencias significativas entre grupos, mientras que la hip6tesis alternativa (H,) determina que al menos una de
las medias es diferente. En este trabajo, cuando el p-valor es menor que 0.05 se rechaza la hipdtesis nulay se
concluye que hay desigualdades notables entre las medias de los grupos. En este estudio se evalUa si existen
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diferencias estadisticamente significativas entre la morfometria del hueso trabecular sano y el osteoporético, y
hasta qué resolucién es posible capturar estos cambios en la morfometria.

3. Resultados

Los resultados derivados del analisis morfométrico han permitido observar las variaciones que sufren los
parametros morfométricos evaluados conforme varia la resoluciéon de la imagen. En la Figura 5, se puede apreciar
como hay pardmetros morfométricos menos sensibles al cambio de resolucién de imagen, como son la fraccionen
volumen (BV/TV) o la separacion trabecular (Tb.Sp), que permanecen practicamente constantes. Por el contrario,
se pueden percibir ligeras variaciones entre los resultados obtenidos para la dimension fractal (D) o el nimero de
trabéculas (Tb.N).

Dimension fractal (-) Fraccion en volumen (-)
3 03
25 = 0,25
2 0,2
s E 0,15
o ——HG S —e—HG
1 oP 01 op
05 0,05
0 0
0 20 40 60 8o 100 120 Permiten diferenciar 0 0 a0 60 80 100 120
Resolucion (pm) Resolucién (um)
@ Th.Sp
@ Tb.N
Separacion trabecular (mm) @D Ntimero de trabéculas (mm)
09 @ BV/TV 14
0,8 1 1,2
07 -——
—~ 06 - B \\‘\\‘
E 0,5 g 0,8
& 04 —e—HG Z 06 —e—HG
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0,2
0,1

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
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Figura 5. Resultados promedio de los parametros morfométricos dimensién fractal (D), fraccion en volumen
(BVITV), separacion trabecular (Th.Sp) y nimero de trabéculas (Th.N) para muestras de hueso trabecular sanas
(representadas en verde) y osteoporoticas (representadas en naranja).

Las graficas presentadas en la Figura 5 muestran la evolucion de cada pardmetro morfomeétrico respecto de la
resolucion de imagen. Estos resultados siguen lamisma tendencia que los obtenidos por Isaksson etal. [19], donde
también se observaba un decrecimiento del valor de Th.N conforme empeora la resolucion de imagen o un valor
practicamente constante de lafraccionen volumenparavalores de resolucion de imagen de hasta 100 pm. Isaksson
etal. en 2011 [19] analizaron c6mo afectabael cambio de resoluciénde imagen en el calculo de la morfometria
Osea llegando hasta las 300 um. Concluyeron que las diferencias estructurales entre el hueso sano y el
osteopordtico dejaban de ser fiables cuando se utilizaban escaneres CT con resolucién de imagen por encimade
100 pm. Por su parte, Tabor en 2004 [20] compar6 la morfometriadsea para 150 y 300 um, donde también se
observo que la fraccién en volumen no presentaba diferencias entre ambas resoluciones. Asimismo, Kothari et
al.[21] en 1998 ya hicieron un estudio de estainfluenciaen resoluciones de imagen entre 100 y 1000 pm. En este
caso, comparar los resultados entre estudios es mas complejo, ya que su mejor resolucion es nuestra peor
resolucion. Sinembargo, para el caso de las muestras de fémur, Kotharietal. también observaronun decrecimiento
de Th.N que también se ha observado en nuestros resultados. Finalmente, se observa que el rango de resoluciones
estudiadas ha ido disminuyendo con los afios, debido al avance de las tecnologias en el ambito clinico, que ha
permitido desarrollar escaneres con mejores resoluciones.

En relacion con el analisis ANOVA, los resultados han revelado que de los ocho parametros morfométricos
Unicamente con cuatro de ellos es posible diferenciar entre muestras de hueso trabecular sanas (HG) y
osteopordticas (OP). Tal y como se reflejaen la Figura 5, la separacién trabecular, el nimero de trabéculas, la
dimension fractal y la fraccién en volumen permiten identificar las muestras patoldgicas y las sanas. Estas
diferenciaciones se manifiestan para todas las resoluciones estudiadas.

En la Figura 6 se presentan los resultados para la fraccién en volumeny para la separacion trabecular de muestras
sanas (HG) y osteoporoticas (OP) mediante graficos de cajasy bigotes, donde la recta rojarepresenta la media de
medidas del grupo. En la parte izquierda se muestran los resultados para la resolucion de imagen de 13.5 pum,
mientras que en la derecha observamos los correspondientes a la resolucién modificada de 108 um. Es posible
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apreciar las diferencias entre ambos grupos, pero ademas el analisis ANOVA ha revelado que son diferencias
estadisticamente significativas.

Fraccion en volumen (-){13,5 pm

Fraccién en volumen (-) 108 xzm
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Figura 6. Graficosde cajas y bigotes parala fraccionen volumen (BV/TV) y la separacion trabecular (Th.Sp),
que son dos de los parametros morfométricos que permiten diferenciar muestras sanas (HG) de las

osteoporéticas (OP). Se muestran los resultados de las dos resoluciones extremas analizadas.

4. Conclusiones

En este trabajo, se han analizado imagenes micro-CT de hueso trabecular humano sano y osteoporético con
diferentes resoluciones. Los resultados del analisis morfométrico han permitido evaluar las variaciones de los
pardmetros morfométricos conforme variala resolucion de la imagen, siendo algunos de ellos invariables como la
fraccion en volumen (BV/TV) o la separacién trabecular (Th.Sp). El analisis ANOVA ha evidenciado que es
posible diferenciar muestras de hueso trabecular sanas (HG) y osteopordticas (OP) mediante el estudio de su
microestructura conlossiguientes parametros morfométricos: dimension fractal (D), nimero de trabéculas (Th.N),
fraccion en volumen (BV/TV) y la separacidn trabecular (Th.Sp). Estas evidencias se mantienen para todas las
resoluciones de imagen analizadas (13.5, 27, 54,81 y 108 um).

Estos resultados manifiestan que es posible distinguir muestras sanas de las osteoporoticas hasta en imagenes con
resolucién de 108 um. Esto posibilitariael usodel escaner HR-pQCT parael diagndsticoclinico de la osteoporaosis,
ya que alcanza resoluciones de 61 a 82 um [15]. Sin embargo, la mayor limitacion que presenta este estudioes el
numero de especimenes analizados. Por lo que, es imperativo seguir analizando muestras para poder corroborar
estos resultados en un nimero mayor de muestras y poder afirmar que son concluyentes.

Finalmente, debidoa la naturalezade las muestras osteoporéticas, que proceden de pacientes mayores de 65 afios,
nuestros resultados no contemplan pacientes premenopausicas 0 postmenopausicas con edades inferiores a 65
afios. No obstante, una vez desarrollada la metodologia, seria posible aplicarlaa imagenes médicas de muestras
Oseas procedentes de pacientes de estas caracteristicas para comprobar si, en esos casos, es posible diferenciar
muestras sanas de las osteoporoticas.

Los resultados de este estudio presentan una iniciativa sobre la que seguir investigando para modificar el
diagndstico de la osteoporosis en la clinica. Se tiene conocimiento de la problemaética que tiene el diagnostico
actual de la osteoporosis y la importancia de introducir la microestructura ésea en esta prueba, ya que sufre
modificaciones cuando una personasufre esta patologia. Por lo tanto, poder obtener imagenes en escaneres
disponiblesen laclinica,como el HR-pQCT, que permitan diferenciar lamorfometria trabecular puede serun gran
potencial a la hora de diagnosticar esta enfermedad désea con tanta prevalencia en la sociedad.
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