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Geometric analysis of the trabecular architecture in a bovine bone during the process of induced
demineralization

Abstract: Introduction. The mass use of digital radiology has made possible the study of different patholo-
gies through high quality diagnostic images. There are different diseases that affect bone tissue and which
produce mineral loss (1). Those diseases are characterized by loss of trabecular architecture and cortical
thinning (7), visible in radiology. Those changes lead the patient to suffer the risk of future fractures (8),
therefore it is considered important to analyze the geometry of the trabeculae in this kind of pathology in
order to anticipate fracture risk. Material and Methods. For this study, a bovine’s femur was chosen.
This was immersed in 4% acetic acid to produce demineralization. Measurement was performed (in Clinica
Alemana Santiago) every 24 hours by radiological imagings, which were obtained with digital radiology
(DR) to observe obvious radiological changes in trabecular population. The images were evaluated by a
freely available software called ImageJ® (23), by performing Trabecular measurements using the ROI tool,
acquiring the values of area, perimeter and circularity. Results. In the 10 trabeculae studied, we observed
and quantified changes in trabecular architecture, increasing the value of average area in 124%, perimeter
in 53% and no change in circularity during the demineralization process. Conclusions. With digital radiogra-
phy, it is possible to evaluate the trabecular architecture using geometric parameters, which indicate that
there are very small changes over time. An increase in size of the trabeculae was observed, trabeculae
was observed, but without loss of shape.
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Resumen: La masificacion de la radiologia digital ha hecho posible el estudio de diferentes patologias
mediante imdgenes de alta calidad diagndstica. Existen diferentes patologias que afectan al tejido dseo,
¥y que producen pérdida del mineral”. Aquellas patologias se caracterizan por la pérdida de la arquitec-
tura trabecular y un adelgazamiento de la cortical”), visibles en la radiologia. Aquellos cambios llevan al
paciente a caer en el riesgo de sufrir futuras fracturas®, por lo que se considera importante realizar un
andlisis de la geometria de las trabéculas ante este tipo de patologia, con el fin de prever riesgos de frac-
tura. Material y Métodos. Para realizar este estudio, se escogio un fémur de bovino. Este fue sumergido
en dcido acético al 4%, con el fin de producir su desmineralizacion. Se le realizé una medicion cada 24
horas mediante la adquisicion de imdgenes radioldgicas, que fueron obtenidas con un equipo digital directo
hasta observar cambios radioldgicos evidentes en la poblacion trabecular. Las imdgenes fueron evaluadas
mediante un software de libre acceso llamado ImageJ®®?%, realizando mediciones trabeculares mediante
la herramienta ROI, y se adquirieron los valores de drea, perimetro y circularidad. Resultados. En las 10
trabéculas estudiadas se observaron y cuantificaron cambios en la arquitectura trabecular, aumentando
el drea en un 124%, el perimetro en un 53% y la circularidad se mantuvo en promedio constante. Conclu-
siones: Mediante la radiologia digital, es posible evaluar la arquitectura trabecular mediante parametros
geomeétricos, los cuales nos indican que existen cambios muy pequefios a lo largo del tiempo. Se observo
un aumento de tamano en las trabéculas, pero sin pérdida de su forma.
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Introduccidn

Desde los inicios de la radiologia, en 1895 por
Wilhem C. Roentgen, esta técnica imagenoldgica ha
sido utilizada para la produccion de imagenes que tiene
como objetivo detectar las anomalias presentes en la
anatomia humana, que desencadenen una patologia
mucho mayor. Los diferentes desarrollos que se han
generado en la tecnologia, han beneficiado en gran
manera a la medicina diagndstica, generando cada
vez mas imagenes de alta calidad, y que son Uutiles
para realizar un diagnéstico y seguir un tratamiento.

Modalidades como la radiologia digital, la tomografia
computarizada, la mamografia, la densitometria 6sea,
la resonancia magnética y la ecografia, han cumpli-
do un papel fundamental en los servicios clinicos y
hospitalarios a la hora de prestar apoyo diagnéstico.
Existe una gran concentracién de poblacién adulta
dentro de la sociedad chilena, y en ella se presenta
una patologia muy conocida, que es la osteoporosis.
Las personas que sean mayores a 65 afios, o que
hayan tenido la menopausia antes de los 45 afos e
historia familiar de esta patologia son mas propensas
a sufrir esta enfermedad . La radiologia digital se ha
masificado de tal manera que gran parte de los centros
que prestan servicios por medio de las imagenes ya
cuentan con esta tecnologia, lo que hace posible que
la poblacién en general pueda acceder facilmente a
este método diagnéstico.

Sin embargo, el problema radica en que la radiologia
s6lo aporta informacién cualitativa y semicuantitativa
de la patologia osteoporoética”, la cual se caracteri-
za por diferentes cambios a nivel estructural. Entre
estos cambios se presentan los que se producen a
nivel trabecular, que influyen en gran manera en la
calidad del hueso. Es por esta razén que se planted
como pregunta de investigacioén: “; Es posible realizar
un analisis geométrico para describir la arquitectura
trabecular de un hueso de bovino, en un proceso in-

ducido de desmineralizacién, a través de la radiologia
digital?”. El propésito de este estudio es realizar un
andlisis geométrico de la arquitectura trabecular, ya
que ante la presencia de patologias degenerativas
del tejido 6seo es posible observar los cambios que
se producen estructuralmente, los cuales tienen
como consecuencia una mayor susceptibilidad a
sufrir una fractura.

Material y Métodos

Se utilizé un fémur de bovino, sin tratamiento
previo que altere la naturaleza trabecular de éste,
y/0 su densidad ésea.

Se realizaron diferentes cortes al fémur, para ca-
racterizar los cambios que sufrira durante el periodo
de estudio tal como lo indica la figura 1.

Para lograr realizar el proceso de descalcifica-
cion, utilizaremos acido acético al 4%, el cual, al
interactuar con los componentes calcicos del hueso,
como el carbonato de calcio, que actia como agente
secuestrador de electrones de éste, produciendo la
pérdida del mineral en su estructura como lo indica
la siguiente férmula:

CaCO, + 2CH,COOH —> Ca(CH,COOH),

El hueso fue sumergido en el acido acético por un
periodo de 2 semanas, y se retiré de éste ambiente
para la adquisicion de las imagenes cada 24 horas.
Se hizo un seguimiento de los cambios estructurales
de la arquitectura trabecular hasta que se observaron
cambios evidentes en las radiografias digitales, lo
cuales fueron evidenciado la pérdida de las trabéculas
en las imagenes digitales observada con respecto a
la imagen del primer (control). Las adquisiciones de
las imagenes radioldgicas fueron obtenidas gracias
a un equipo de radiologia digital directa de marca
Philips DigitalDiagnostic Eleva, que consta de un tubo

Figura 1. Fotografias del fémur de bovino que muestra el resultado del corte realizado y las dimensiones del elemento

en estudio.
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de rayos X (ceiling suspension CS), una mesa (single
side suspended table TH-S), un estativo (moveable
vertical stand VM) con un detector digital de silicio
amorfo y centellador de yoduro de cesio, un detector
digital inalambrico (wireless portable detector)®®,

En este caso se utilizé el detector digital ina-
lambrico. La técnica radiolégica fue de 55 Kb (kilo
volt), y 8 mas (miliamper-segundo) con un campo de
colimacién de 34 cm x 20 cm, a una distancia de 100
cm con respecto al detector inalambrico, adicionando
filtros adherentes de cobre y aluminio (0.2 mm Cuy
1 mm Al) para filtrar el haz primario de radiacion, tal
como lo indica la figura 2.

Las imagenes adquiridas fueron manipuladas
en cuanto a valores de contraste (0.3), brillo (0.7),
realce (0.7), detalle (0.65), y nivel de ruido (0) para
obtener una imagen de dptimas condiciones para
realizar la evaluacién, como se muestra en la figura
3. Las imagenes en formato DICOM que genera la
radiologia digital, tienen la particular caracteristica
de almacenar toda la informacion con respecto a

Figura 2. Fotografia que evidencia los filtros utilizados
y montaje segun los parametros de adquisicion de las
imagenes que serdn estudiadas.
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los parametros de adquisicion, la resolucion de las
imagenes, los niveles de grises presentes en ella®'??,
Estas fueron evaluadas mediante un software de libre
acceso llamado ImageJ® desarrollado por el National
Institute of Health (INH) y que puede ser descargado
gratuitamente (http:/rsbweb.nih.gov/ij/index.html)3).
En todas las imagenes se escogié una region que
fue evaluada diariamente hasta identificar cambios
evidentes en una poblaciéon de 10 trabéculas del
hueso de bovino, mediante el software de analisis
de imagenes ImagedJ®, haciendo un ROI en cada
una, con el fin de analizar los cambios estructurales
y geométricos como el area, perimetro y circularidad.
Para poder realizar las mediciones y obtener los
datos mediante el software, fue necesario realizar
los siguientes pasos:

Figura 3. Fotografia de la imagen radiolégica del hueso,
que serd analizada por el software ImageJ®.
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1. Delimitacion del area a estudiar: Se selecciond la
diafisis femoral para la evaluacion de los cambios
trabeculares, cuya distribucion permite una mejor
visualizacién durante el proceso inducido de desmine-
ralizacion. El area delimitada se muestra en la figura 4.
2. Realizacion de medidas con herramienta ROI.: el
software de andlisis de imagenes ImageJ®, posee
diferentes herramientas que pueden hacer posible
el estudio de las dimensiones trabeculares dentro de
la estructura 6sea del hueso de bovino. En la barra
principal de herramientas, existe una llamada “Freehand

File Edit e Process Analyze Plugins Window Help
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Figura 5. (a) muestra el software ImageJ®, donde es posible
observar la barra de herramientas que indica la opcion Freehand
selections. (b) Mediante la herramienta Freehand selections es
posible realizar diferentes formas de ROI, en las trabéculas a
estudiar; (c) en la opcion Analyze - Set mesaurements, donde
se seleccionan los pardmetros que quieren ser evaluados
mediante el ROI; (d) en la opcion Analyze = Measure es
posible observar los valores dados por ImageJ®.
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selection”, la cual permite realizar diferentes formas en
una region de interés a evaluar. Al seleccionar todas
las trabéculas a evaluar, en la barra de herramientas
existe la opcion “Analyzea Set measurements”, donde
se seleccionaran todas las opciones que son necesarias
para la evaluacion trabecular. Luego de realizar tal
tarea, nuevamente en la barra de herramientas se
selecciona la opcién “Analyze Measure”, lo cual nos
entregara todos los valores que en este caso queremos
evaluar (area, perimetro y circularidad), como indica
la figura 5.

Figura 4. Se muestra el drea escogida, donde se evaluard
la arquitectura trabecular y los cambios que se producen
durante el proceso de desmineralizacion.
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3. Seleccion de datos y creacion de gréficos: final-
mente, luego de haber realizado las mediciones a las
10 trabéculas seleccionadas en las 15 imagenes, los
datos son copiados y pegados en una tabla Excel,
con el fin de que éstos sean graficados. Se calculé el
promedio del area, perimetro y circularidad de todas
las trabéculas, y fueron agrupados para generar los
graficos.

Resultados

Durante este estudio, se simulé un proceso de
desmineralizaciéon, como el que ocurre patoldgica-
mente en la osteoporosis. Los resultados del area,
perimetro y circularidad de las trabéculas fueron
promediados con el pasar de los dias, arrojando los
siguientes resultados.

Andlisis del area

El promedio diario del area de la poblacién trabe-
cular estudiada, durante los dias en que se realiz6 el
estudio, fue posible observar un crecimiento en los
valores que se comporta de manera lineal, lo que nos
indica que existe aumento de tamafo con el pasar de
los dias durante el proceso de desmineralizacion, con
respecto al control de un 126% (Tabla I, Figura 6).

Analisis del perimetro

Aligual que el &rea, fue posible observar también
un incrementoen los valores, que se comporta de
manera lineal, lo que nos indica que existe aumento
de tamafo con el pasar de los dias durante el proceso
de desmineralizacion, con respecto al control de un
53% (Tabla Il, Figura 7).

Tabla I.

Dia Area
(mm?)

1 (Control) 3,58
2 3,70
3 4,14
4 4,53
5 4,81
6 5,02
7 5,20
8 5,50
9 5,86
10 6,05
11 6,24
12 7,26
13 7,40
14 7,71
15 7,85
16 8,04
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Figura 6. Area en funcidn de los dias.

20,0

Dias v/s Perimetro (mm)

Pm’imnfrrg

& Perimetro
(mm)

=0,3551x + 10,414
R*=0,9239

10 20

Niac

Figura 7. Perimetro en funcion de los dias.

Tabla Il.

Dia

Perimetro
(mm)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

1

12

13

14

15

16

(Control) 10,48
10,50
11,63

3,03
11,81
12,95
13,02
13,58
13,08
13,65
13,67
15,03
15,35
15,12
16,01
16,01
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Andlisis de circularidad

En este valor geométrico en el promedio diario de
la poblacién trabecular estudiada, fue posible observar
que los valores se mantenian dentro de un rango, lo
que demostré que no hubo variacion significativa de
los valores diarios en las trabéculas. Ello nos indica
que a pesar de que existe un aumento de tamano, las
formas de las trabéculas no cambiaron con respecto
al control (Tabla Ill, Figura 8).

Tabla lll.
Dia Circularidad
1 control 0.3903
2 0.427
3 0.39775
4 0.3525
5 0.42675
6 0.389125
7 0.3815
8 0.39225
9 0.43714286
10 0.40428571
1 0.42885714
12 0.418
13 0.4086
14 0.4496
15 0.3976
16 0.409
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0,00 | |
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Figura 8. Circularidad en funcion de los dias.

Discusidn

La técnica planteada, nos muestra que la tra-
bécula crece sin cambiar su forma a medida que
el hueso pierde minerales, que es lo que pasa con
enfermedades tales como la osteoporosis, donde el
riesgo de sufrir una fractura a medida que pasa el
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tiempo es inminente.

Estudios anteriores avalan esta teoria donde se
demuestra pérdida de volumen y arquitectura trabe-
cular®. Entonces creemos que es posible realizar
estudios en pacientes que tengan pérdida de desmi-
neralizacién con radiografias digitales, en un periodo
determinado, para asi poder analizar mediante esta
técnica de bajo costo y facil acceso si existen cambios
en sus trabéculas y prever posibles fracturas con un
tratamiento oportuno.

Como limitante se puede mencionar que todos
estos pasos que se consideran dentro de la meto-
dologia, son totalmente operador dependiente, por
lo que es de suma importancia que el investigador
sea totalmente minucioso a la hora de reproducir el
estudio.
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