Herramienta para la segmentacion de estructuras oseas de
embriones de ave in ovo en imagenes de CT
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Resumen

Se presenta un método para la segmentacion de estructuras
oseas de embriones de ave in ovo en imdgenes de CT. La
cuantificacion del volumen de las distintas estructuras
segmentadas puede ser util como medida del desarrollo del
embrion dentro del huevo. Se hav alidado para un am plio
conjunto de imdgenes de embriones de diferentes dias de
incubacion.

1. Introduccion

En estudios de desarrollo del sistema neurologico central
de aves en estado embrionario, la determinacion de la
verdadera edad biologica es determinante para poder datar
adecuadamente los distintos eventos bajo estudio. Sin
embargo, es bien sabido que el dia y hora de la puesta del
huevo no puede utilizarse como referencia temporal dado
que existen mecanismos de sincronizacion del proceso de
incubacion que fuerzan la eclosion de los polluelos de
forma practicamente sincrona a p esar de que su puesta
pueda diferir en uno o varios dias [1].

Es por esto que se hace necesario el desarrollo de un
sistema de datacion no invasivo que permita determinar
con precision la edad (con resolucion de horas) del
embrion in ovo bajo estudio. Las técnicas de imagen
preclinica no invasivas abren una ventana a la posibilidad
de explorar el embrion sin apenas perturbar su desarrollo.
Una técnica para el estadiaje basada en la imagen de
tomografia de rayos X computarizada es la cuantificacion
del volumen de determinadas estructuras 6seas.

Sin embargo, la imagen resultante de un CT hecha aun
embrion en un huevo presenta serios problemas a la hora
de analizarla, como por ejemplo el bajo contraste entre el
tejido no 6seo y el tejido dseo todavia no calcificado, o el
gran efecto de endurecmiento del haz y de “cupping” que
introduce la cascara del huevo, bastante opaca en el rango
de las energia de los rayos X que se utilizan.

En este trabajo presentamos una técnica de segmentacion
de estructuras Oseas de embriones de ave in ovo en
imagenes de CT que solventan estos problemas y
proporciona resultados fiables.

2. Material y Métodos

El método propuesto consta de dos partes. La primera se
ha implementado en el lenguaje de programacion IDL
(Interface Data Language) y se ha integrado en la
plataforma “Multimodality Work Station” (MMWKS)
[2]. MMWKS es wuna interfaz de adquisicion,
reconstruccion, visualizacion y analisis de imagen
médica, especificamente disefiada para estudios de
animales de laboratorio, que permite integrar facilmente
la informacién proveniente de distintas modalidades. La
segunda parte del método se ha desarrollado mediante un
conjunto de macros en ImagelJ [3].

Las imagenes que se han utilizado en este trabajo se han
adquirido en un tomoégrafo computarizado disefiado en el
propio laboratorio, que es una evolucion del subsistema
CT de un equipo hibrido PET-CT comercial [4] (ARGUS
CT, SEDECAL Medical Systems, Madrid). La
adquisicion se ha realizado a5 0 kV y a 240 pA. El
resultado de la adquisicion es un conjunto de 360
proyecciones de 518x518x568 pixeles un tamafio de pixel
de 123.22 um.

2.1. Descripcion del método

El método implementado consta de dos etapas, la primera
que preprocesa la imagen para la segmentacion, y la
segunda que realiza la segmentacion y obtiene los
voliimenes de las estructuras.

1. Filtrado de las imagenes.

Las imagenes CT de embriones de ave pueden presentar
un artefacto conocido como “cupping” [5], que consiste
en un oscurecimiento mayor en el centro del huevo que
disminuye conforme se acerca ala céascara. Este efecto
puede cuantificarse en la imagen reconstruida mediante
perfiles (Figura 1). Partiendo de estos perfiles, se ha
realizado un filtrado de las imagenes que elimina el
mencionado gradiente, separando perfectamente la
cascara del interior del huevo que es la zona a segmentar
y que debera estar libre de artefactos.
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Figura 1. Arriba, imagenes CT original y filtrada con el mismo
nivel de ventana, respectivamente. Debajo, se pueden ver
superpuestos los correspondientes perfiles donde se puede

ver la eliminacion del cupping de la cascara.

2. Extraccion de las estructuras de interés.

Este paso consiste en la orientacion y extraccion de la
cabeza y la columna vertebral. Previamente, es necesario
mejorar la visualizacion de estas estructuras eliminando la
cascara de la imagen. Para ello se han utilizado los
métodos de crecimiento de semilla y umbralizacion que
incluye la MMWKS. Una vez que se ha eliminado la
cascara, se realiza la orientacion mediante una
herramienta que calcula los angulos de rotacion a partir de
ejes principales de la cabeza dibujados por el usuario
sobre la imagen.

A continuacién, y con objeto de disminuir los
requerimientos de memoria dado que se trata de imagenes
de gran tamafio y resoluciéon (290MB tipico), se ha
desarrollado otra herramienta que permite extraer la zona
de interés (cabeza y columna vertebral) dentro de un
elipsoide (Figura 2). El procedimiento consiste en dibujar
los tres ejes del elipsoide sobre la imagen en dos vistas
(sagital y coronal), de manera que se incluya todo el
volumen de interés. Con esas coordenadas, se calcula la
ecuacion del elipsoide y se recorta la imagen previamente
orientada.

Figura 2.Imagen CT de embrion de ave correctamente
orientada y recortada.

De esta forma, se obtiene una imagen mas pequeia que ya
se puede segmentar sin problemas de memoria.

3. Segmentacion manual de la cabeza y la columna
vertebral.

En esta etapa se realiza una segmentacion manual para
eliminar de la imagen aquellos huesos que no pertenezcan
a la cabeza o al a columna vertebral. Esta es una
segmentacion laxa que no requiere de una gran precision,
sino que mas bien permite acotar el area en el que se
encuentran las estructuras de interés, dado que dentro del
huevo los embriones adoptan posturas muy diferentes de
forma que en las imagenes tomograficas hay una
variacion casuistica de entrelazado de estructuras. El
resultado de esta segmentacion se guarda junto con una
mascara que enmarca toda la region (Figura 3), ya que
luego ambas se utilizaran en el método de segmentacion
propuesto.

Figura 3.Imagen segmentada (arriba) y mascara (abajo) que
incluyen solo la cabeza y la columna vertebral.

En la segunda parte se lleva a cabo la segmentacion de las
estructuras de interés. Para ello, se han programado
distintas macros en Imagel] que realizan las siguientes
tareas:

1. Aplicacion de un procedimiento de umbralizacion
automadtico para obtener una mascara del esqueleto.

Este procedimiento analiza la forma del histograma de la
imagen segmentada obtenida en el paso anterior para
establecer el umbral para segmentar la imagen y generar
una imagen binaria (Figura 4).

Figura 4. Mascara del esqueleto obtenida con el método
automadtico de umbralizacion.

Aun cuando el sistema de imagen proporciona imagenes
calibradas en unidades Hounsfield [6], los distintos
grados de osificacion de los embriones de diferentes
edades impiden que se pueda determinar un umbral de
segmentacion genérico, y por eso es necesario adaptarlo
sobre todas y cada una de los casos. Inevitablemente
apareceran estructuras aisladas que entren dentro del
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rango de umbralizacion pero que no seran de interés. La
aplicacion permite limpiar manualmente estas estructuras
aisladas y facilmente identificables de la imagen binaria
resultante del proceso de umbralizacion (Figura 4).

2. Segmentacion de estructuras de la base del craneo.

Este paso se realiza con una macroinstruccion que permite
segmentar manualmente las estructuras especificas
pertenecientes ala base del craneo; también utiliza de
forma interactiva las herramientas de edicion
proporcionadas por ImagelJ. La aplicacion muestra por
pantalla mensajes (Figura 5) con los pasos que debe ir
dando el usuario para conseguir la segmentacion correcta.

Figura 5. Captura de pantalla ejemplo de uno de los pasos que
muestra la macro para guiar al usuario.

3. Segmentacion del atlas, axis y tres primeras
vertebras.

Esta segunda macroinstruccion es similar a la del paso
anterior so6lo que, en este caso, sirve para segmentar las
estructuras de la columna vertebral. Una vez que se han
obtienen las dos mascaras (Figura 6), estas se utilizaran
para medir los volimenes de las regiones de interés.

Figura 6. Mascaras de las estructuras de la base del craneo
(arriba) y de la columna vertebral (abajo) en vistas sagital,
coronal y axial.

4. Calculo de volumenes

En este ultimo paso del método propuesto se calculan los
volimenes de las regiones segmentadas a partir de las
mascaras obtenidas en el apartado anterior y, ademas, el
volumen total, obtenido de la mascara segmentada en el
apartado 3 de la primera parte del proceso. Estos
volumenes se guardan en ficheros de texto que pueden ser
importados por los programas de analisis estadistico.

3. Resultados y discusion

Para probar el método se han segmentado 53 imagenes de
CT de embriones de ave de entre 15 y 20 dias de
incubacion. En cada una de las imagenes se han medido
los volumenes de dos regiones: las estructuras de la base
del craneo y el atlas, axis y las tres primeras vértebras.

A modo de ejemplo, se muestran en la tabla 11 os
resultados para un ave en la que se ha adquirido imagen
en todos los dias de incubacion del estudio.

Estudio Dias de Volumen Volumen
incubacion Basal (mm?) Vértebras (mm?)
101 15,39 43,43 6,35
104 16,60 82,09 20,18
105 17,46 103,76 24,42
108 18,65 123,95 34,83
109 19,39 130,13 36,25

Tabla 1. Resultados obtenidos para una ave (10) en los ultimos
cinco dias de incubacion.

Como se observa en la tabla, el volumen medido aumenta
conforme pasan los dias, tanto para la base del craneo
como para las vértebras. Este resultado es coherente con
lo que se esperaba obtener con este método.

El método propuesto mide el volumen de las estructuras
de interés reduciendo el tiempo de procesado de cada
imagen. Ademas, se elimina la dificultad que conlleva la
segmentacion manual ya que en la mayoria de los casos
resulta practicamente imposible de realizar debido a que
en estas imagenes, sobre todo en aves muy jovenes, se
hace muy complicado distinguir estas estructuras y
delimitarlas sin introducir errores sistematicos por parte
del usuario.

4. Conclusiones

Se ha desarrollado una herramienta para la segmentacion
de estructuras oseas de embriones de ave in ovo en
imagenes CT, que se ha integrado con las utilidades
disponibles en la plataforma MMWKS y con las de
Imagel. Los resultados obtenidos reducen el tiempo de
procesado y proporcionan segmentaciones mas fiables y
reproducibles.
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