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Images of X-Ray Fluorescence in Human Bones and Their Potential Application vivo

‘R. G. Figueroa;”,”E. Lozano & ™ M. A. Flores

FIGUEROA, R. G.; LOZANO, E. & FLORES, M. A. Imagenes de fluorescencia de rayos X en huesos humanos y su potencial
aplicacionin vivo. Int. J. Morphol., 29(3)1000-1006, 2011.

RESUMEN: El conocimiento de la concentracion y la distribucion espacial de los elementos quimicos presentes en
diferentes érganos y tejidos resulta un parametro (til para el diagndstico de determinadas patologias o niveles por sobre los
limites tolerables, por lo tanto el conocimiento de los elementos presentes en un tejido vivo, su concentracion y distribucion
espacial podria proporcionar informacion relevante respecto del estado de salud de un individuo. Se presenta una aplica-
cién de una nueva técnica de fluorescencia rayos X dispersiva en energia mediante barrido, la cual se puede aplicar a
muestras de diferente composicion y forma, a diferencia de, la mayoria de las técnicas existentes, que son aplicables solo a
muestras planas. Esta técnica permite la obtencidn de imagenes bidimensionales de los elementos quimicos presentes en
las muestras de un modo tanto mono como multielemental. En este trabajo es aplicada a un conjunto muestras 6seas
humanas y tarso y dedos@allus gallugpollo) faenado, obteniéndose una distribucion espacial 2D con diferentes niveles
de intensidad fluorescente dependiendo del elemento detectado y de su concentracion. Las imagenes logradas consideran
areas de hastal04 riiroon una resolucién espacial de hasta 0,253 ynem un tiempo de adquisicion de alrededor de 20
min. También se lleva a cabo un célculo de la dosis de la radiaciéon asociada a este tipo de andlisis XRF, encontrandose que
los niveles aplicados para la obtencién de una imagen XRF son tolerables. Lo anterior permite concluir que seria posible el
uso de esta técnica para una aplicagidrivo.

PALABRAS CLAVE: Imagenes con rayos X; Andlisis XRFin vivo

INTRODUCCION

La determinacion de los elementos quimicos presefiéllez & Bautista, 2005). Otro ejemplo de lo anterior lo
tes en organos Y tejidos se considera un buen indicadorod@stituye el cobre (Cu), al cual se le asocia con el cancer
ciertas patologias e intoxicaciones. El andlisis de fluorgger presentarse en altas concentraciones en células malig-
cencia de rayos X (XRF) en vivo, técnica descrita por pritas, entre 1.5 a 3eves respecto de sus valores normales
mera vez por Ahlgreat al (1976), permite la deteccion de(Anshul & Mumper, 2009). Por otra parte, el estroncio (Sr)
elementos presentes en el organismo que podrian provoestable posee efectos anti-osteoporoéticos, ya que inhibe la
estados patoldgicos. Entre éstos la presencia de plomo (Rsprcion 6sea y contribuye a aumentar la masa 6sea, en con-
en el organismo humano, y particularmente en el tejido éséi@ste con el estroncio radiactivo, el cuél induce efectos toxi-
es uno de los mas estudiados (Sahal, 1998; Jurkiewicza cos en las células 6seas (Pejati@l, 2004; Pors Nielsen,
et al.,2005; Gerhardssoet al, 2005). La exposicion pro- 2004; Marie, 1996; Mariet al 2001). Debido a que puede
longada al plomo tiene efectos deletéreos en diversos sistiercer efectos tanto benéficos como toxicos en los huesos,
mas ya que al competir con elementos esenciales tales c@amecesario evaluar su concentragidrnivo (Pejovic-Milic,
calcio y zinc altera procesos enzimaticos y metabdlic@904). Mediante un dispositivo portatil la técnica de fluores-
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cencia de rayos X dispersiva en energia (EDXRF) ha sido Para cada muestra a analizar se define la zona de in-
utilizada en vivo para determinar concentraciones de fierterés segun formay dimensiones de la misma, y por lo tanto
(Fe) en la sangre por sobre los niveles normales a través dalleomienzo de cada adquisicion son establecidos: el nume-
piel, lo que facilitaria el seguimiento de pacientes conrb de puntos por lado, el tiempo de adquisicion por punto, el
talasemia y hemocromatosis, asi como también ha permitigaso y el area de barrido. De acuerdo al paso y al diametro
la determinacion en vivo de la concentracion de mercurio (Hdg colimacion la resolucion espacial puede llegar a 0,25mm
en el rifidn en trabajadores laboralmente expuestos a este pte-pixel. El tiempo minimo de captura espectral XRF pue-
mento (Estevam & Appoloni, 2009). Por otra parte, se hate llegar hasta 1ms por punto con 256 canales de energia
reportado estudios en vivo de caracter multielemental pgrar espectro, dentro de los cuales es posible diferenciar to-
determinar la concentracién de elementos tanto mayoritaridas los elementos quimicos detectados, gracias a la buena
como a nivel de trazas, siendo detectados elementos taksolucion en energia (136 eV) de la unidad de deteccién
como calcio (Ca), estroncio (Sr), cinc (Zn), cadmio (Cd) {SDD) del dispositivo. La distancia MTRX-muestra va des-
plomo (Pb) (Borjessoet al, 1995; Borjessoet al.,1998; de un minimo de 1,4 cm hasta 2 cm y la distancia muestra-
Zaichicket al, 1999; Borjesson & Métson, 1995). SDD va desde 1,6 cm hasta 2,2 cm.

En general la técnica XRiR vivo se enfoca en la El XRFSD posee un software para el procesamiento
determinacion de la concentracion de elementos pesadosiernos datos almacenados en una matriz de nxm puntos, por
hueso, utilizando como blanco principal la tibia y las falareada punto de escaneo (x,y) guarda el espectro EDXRF aso-
ges Oseas. Hasta ahora no se conocen trabajos relaciona@ao, entregando finalmente un Gnico espectro que corres-
con la distribucién espacial de las concentraciones medigamde a la suma de todos los espectros generados durante el
de los elementos detectados mediante las técnicas convmarsido, del cual se seleccionan los picos de los elementos
cionales relacionadas con XRFvivo. guimicos de interés detectados para visualizar las imagenes

XRF correspondientes.

En este trabajo se presenta la aplicacion de esta me-
todologia a un conjunto muestras 6seas humanas y al tarso  La muestra a ser analizada se suspende en el aire por
y dedos de uallus gallus(pata de pollo) faenado, con elmedio de un pequefio y delgado soporte de bajo Z, de esta
propésito de determinar su capacidad de deteccion, la disanera se consiguen imagenes XRF con un contorno lim-
tribucién de elementos quimicos presentes en ellas y @o y sin la interferencia del sustrato.
factibilidad para obtener imagenes XRF en vivo. Los auto-
res basan este trabajo en un dispositivo de fluorescencia de Las muestras utilizadas en este trabajo corresponden
rayos-X mediante barrido (XRFSD) que incluye el desarre-huesos humanos tales como falanges de mano, patela, fé-
llo de un software y un firmware, que permite realizar barmmur, fibula y mandibula con remanentes dentarios. También
dos 2D en éareas de hasta 106.cm son analizados en el tarso y dedos d&altus galluscon

su correspondiente tejido blando. Dados estos materiales,
se definen las condiciones de referencia para la obtencion

MATERIAL Y METODO de las imégenes de los diferentes elementos presentes en las
muestras.
Se utilizo un espectrometro de EDXRF como dispo- En una primera etapa se adquieren espectros XRF en

sitivo de barrido, que se le denomié XRFSD, especialmenia conjunto de muestras dseas con el propdsito de determi-
disefiado y en proceso de obtencion de una patente deniarlos elementos que es posible detectar, las cuales son irra-
vencion. Este es capaz de adquirir imagenes de la distribiiadas en una zona fija. A continuacion se procede a realizar
cion 2D de elementos quimicos cor 22; la muestra ana- adquisiciones con barridos XRF, primero a las falanges de
lizada puede tener cualquier forma y un tamafio maximo dea mano y parte de una mandibula humana. Finalmente,
104 mni. La metodologia de adquisicion consiste en ucon el propoésito de aproximarse a una fluorescemei®o,
barrido paso a paso rectangular del cabezal (fuente deteerealiza el mismo procedimiento anterior pero en el tarso
tor) del brazo robético del XRFSD, a una distancia promg-dedos de uallus gallus.

dio de aproximadamente 1,5 cm por sobre la superficie de

la muestra. Esta distancia es elegida para una muestra plana Todas las imagenes originalmente logradas median-
con un criterio de méaximo acercamiento sin interferencta el XRFSD son procesadas mediante un software Image J
entre el tubo y el detector y con la maxima intensidad po¢NIH, 2011), el cual permite realizar una reduccion de ma-
ble a fin de asegurar una buena estadistica de conteo Ifmrun suavizado y una sustraccién de fondo, entre otros
cada punto de barrido. tratamientos, para mejorar la calidad de la imagen y definir
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las zonas en las cuales los elementos estan presentes. flaatea. En la Figura 2 se muestra una fotografia de la misma
ultimo procedimiento es fundamental en aquellos elememuestra anterior, junto con las correspondientes imagenes
tos cuyos picos asociados presentan una baja relacion sefiiF de algunos de los elementos detectados en ella, tales
a ruido. Todas las imagenes se normalizan a su intensid¢gadno P, Ca, Fe y Zn. En la Figura 3 se muestran las image-
méxima en una escala de 0 a 240 niveles sin embargones XRF correspondientes a una parte de una mandibula
aquellos elementos donde hubo una significativa sustrdmsmana en donde es posible observar, ademas de la presen-
cion de fondo la escala va del nivel de corte a 240. cia de piezas dentarias, que el espectro XRF asociado en
este caso es similar al encontrado en las falanges de la mano
humana. Finalmente, en las Figuras 4 y 5 se presentan res-
RESULTADOS pectivamente el espectro y las imagenes XRF correspon-
dientes al tarso y dedos de@allus gallus En este caso el
espectro XRF es notablemente diferente a los demas espec-
Se consideran seis muestras de huesos de diferents obtenidos de las piezas Gseas anteriores. Esta diferen-
tipo, en las cuales se detectan un total de 14 elementos: klg,se debe principalmente a un aumento del fondo del es-
Al, P, K Ca, Ti, Cr, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb, Sr and Zr, cuyapectro debido a la presencia de tejido blando, el cual genera
intensidades relativas respecto de la intensidad total corrasa mayor dispersién de la radiacion X que en ella interactda.
ponde a la suma de los picos fluorescentes, se muestran en
la Tabla I. Las muestras son irradiadas con una tasa de dosis
previamente calculada, aproximadamente igual|g20s,
En la Figura 1 se presenta el espectro XRF integredn un haz colimado de 2 mm a 1.5 cm de la muestra 'y con
correspondiente a una muestra de falanges de una manouma incidencia de 45°.

Tabla I. Intensidades relativas medias respecto de la suma de todas las intensidades de los picos principales (Ka y La)
asociados a los elementos detectados en las muestras 6seas medidas.

May oritarios Ca i . p Sr
0,800 0,048 0,028 0,027 0,025

Intermedios Ni Zr Pb
0,015 0,016 0,009

Trazas Mn Ti Cl s Vv
0,007 0,006 0,005 0,008 -

1000

Fig. 1. Espectro XRF
integral del esqueleto de
la mano humana en los
gue se muestra la pre-
sencia de 14 elementos,
los cuales son Mg, Al,
P, K Ca, Ti, Cr, Fe, Ni,
Cu, Zn, Pb, Sr and Zr.
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Fig. 3. Imdgenes XRF en intensidades relativas de los elementos P, Ca, Fe y Zn detectados en el hueso alveolar mandilalilar cerca
primer molar con su correspondiente fotografia visible.
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Fig. 4. Espectro XRF integral en el tarso y dedos d&aillus gallusen los que se muestra la presencia de 16 elementos
quimicos: Mg, Al, P, S, CI, K, Ca, Ti, Br, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb, Sry Zr.
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Fig. 5. Imagenes XRF
enintensidades relativas
de los elementos P, Ca,
y Fe detectados en el tar-
so y dedos de uBallus
galluscon su correspon-
diente fotografia visible.

DISCUSION

Las imagenes XRF que se presentan en la Figura 2
corresponden a una muestra en la que se detectan 14 ele-

. . mentos quimicos. Los que se muestran son aquellos que pre-

En todas la muestras 0seas analizadas se observa ung k : ) L - )

. ) ) . entan picos con mayor intensidad y relaciéon sefial a ruido 'y

mayor catidad en la intensidad fluorescente asociada al cal- . .
corresponden al P, Ca, Fe y Zn. La imagen correspondiente

cio en el hueso animal respecto de los huesos humanos .
. . .. al P muestra que este elemento esta presente en toda la ma-
dentro de estos es relativamente uniforme, con excepcion ge

. i Uiz 6sea de modo aproximadamente uniforme en todas las
calcio en la mandibula, que presenta una mayor proporcign . . )

. . T . alanges. La imagen del Ca corrobora la mayor intensidad
de intensidad, lo que indicaria una mayor presencia del ech'

o ’ e este elemento, mostrada en el espectro XRF de la Figura
mento en cuestion. Los elementos P, Niy Sr se encuentrarhen . - . o
. e ) ) .y la uniformidad del mismo como elemento principal en
proporciones similares en los diferentes huesos analizadgs

. a rpatriz Osea. Con respecto al Fe se observa unaimagen de
lo cual muestra que estos elementos se correlacionan cop e

mtcho menor intensidad que las anteriores ue este ele-
Ca. Por otra parte, los elementos Fe, Cu, Zn y Pb presentan d Y4

S . . ! m?nto de distribuye de un modo muy diferente; también es
significativas diferencias en las muestras analizadas, lo cua

S - . .%osible apreciar alli zonas muy intensas, las cuales corres-
indicaria una escasa 0 nula correlacion con la composicion

L . 8nden a los alambres metdlicos que unen las falanges, lo
elemental de la matriz 6sea y por lo tanto su presencia puede - . .
) S cual muestra que la técnica es capaz de diferenciar elemen-
ser explicada por otros procesos o por contaminacion o

o , s ajenos a la matriz 6sea bajo analisis. Finalmente es posi-
posicion a estos elementos. Ademas puede observarse en Jas

Y ; ble observar la imagen XRF correspondiente al Zn, donde
imagenes XRF correspondientes a las falanges que los €le- h S . . )
o 8€ observa un patron de distribucién algo mas intenso y di-
mentos que presentan una mayor variabilidad, tales comq €l . : .
o . erente al anterior. Se aprecia que este elemento tiende a

Fe y el Zn, muestran distribuciones no uniformes.

acumularse en la zona cercana a la epifisis de las falanges y
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a lo largo de éstas en un modo no uniforme. Al igual que gran interés y estudiado por varios grupos de trabajo debido a
el caso del Fe, aqui también aparecen zonas de alta interssis implicaciones para la salud humana, como se mencion6
dad y en las mismas posiciones, lo cual indica que el alambrgeriormente. Dada la intensidad que tiene el mini tubo de
utilizadotambién posee Zn. rayos X utilizado en el trabajo, s6lo es posible obtener fluo-
rescencia caractatica debido a las capas La del plomo,
Con respecto a las imagenes XRF que se observanateniéndose cuentas insuficientes en el tiempo que se realiza
la Figura 3, en general se puede apreciar un comportamieetdarrido para la obtencién de una imagen de su distribucion
similar al observado en la figura anterior pero con algunaglimensional. Obtener una imagen de este elemento requiere
diferencias destacables, como por ejemplo que el Fe apargempos de a lo menos 1 segundo por punto, intervalo necesa-
localizado en una zona bien definida en la base dentaria, 8opara que el pico caracteristico del mismo sea identificado.
embargo éste no se observa en la pieza dentaria misma. Pdrosanterior implica tener mucho tiempo la muestra en exposi-
parte el Zn muestra una localizacion dispersa no homogéneian para realizar un barrido en areas grandes, por lo tanto se
Por su parte el Cay el P siguen apareciendo de un modo femuiere para este caso, trabajar con un colimador de mayor
mogéneo, como en el caso de las falanges de la mano. diametro y tubos de mayo intensidad, para asi definir zonas
macro en que el plomo puede estar en mayor concentracion.
En la Fig. 4 se observan las imagenes XRF del tarso y
dedos dé&allus gallusgue muestran mapas de tres de los 17
elementos detectados, los que corresponden al Ca, K y E©ONCLUSIONES
Este es el caso més cercano de lo que seria una fluorescencia
de rayos Xn vivocon seres humanos, ya que el tarso y dedos
poseen un tejido similar. Aqui los efectos de dispersion Se ha mostrado que es posible detectar y determinar la
inelastica se hacen notar debido a la presencia del tejido bldistribucién de elementos quimicos presentes en muestras
do, lo que conlleva un empeoramiento de la relacion sefiabseas de forma irregular y gran tamafio a través de imagenes
ruido en varios de los elementos detectados, como por ejexiRF, obtenidas mediante un dispositivo XRFSD, especial-
plo Fe, Cu, y Zn entre otros, los cuales presentan una imageente disefiado para tal propésito. Las imagenes correspon-
aparente del elemento de interés con mayor intensidad, sugientes a los elementos Ca, P, Fe y Zn son facilmente obteni-
poniéndose en cada punto del material blando efectos glaes a partir de una sola adquisicion multielemental en un tiem-
generan fotones fluorescentes y fotones dispersados (efgmiatotal de alrededor de 20 min. Otros elementos detectados
Compton). Este problema de la separacién pico-fondo se detabién pueden ser mapeados, pero se requieren mayores tiem-
abordar en cada punto (x,y), restando el fondo a los fotorpess de adquisicion.
fluorescentes, lo que resulta una tarea de compleja resolucion,
dada la diversidad de formas en que puede presentarse la Se lograron imagenes de K, Cay Fe en el tarso y de-
muestra y lo complejo que puede llegar a ser el calculo akds de urGallus gallusfaenado sin embargo en este caso es
fondo en cada punto. Como una aproximacion el softwanecesario un mayor procesamiento de los datos debido al in-
Image J (NIH, 2011) permite llevar a cabo una sustraccion deemento del fondo generado por un aumento de los fotones
fondo plana, cuyo punto de corte es variable. Aunque es padispersados en el tejido blando.
ble calcular este punto, la descripcién de este proceso esta
lejos del propdsito de este trabajo. Las sustracciones de fondo El sistema es capaz de adquirir imagenes XRF
gue aqui llevan a cabo son mas bien para destacar las zonandtielementales en diversos tiempos de barrido, que depen-
donde los elementos se concentran. den tanto de las concentraciones como del paso y del &rea de
barrido, entre otros pardmetros. Los tiempos por imagen pue-
Estas imagenes XRF se han obtenido con barridos pakn variar desde unos pocos segundos a varios minutos u ho-
a paso, lo cual conlleva una pérdida de tiempo en los desples segln sea el caso, sin embargo cada espectro multielemental
zamientos entre punto y punto, que puede significar en alquuede lograrse con tiempos minimos de hasta 1 ms/p
nos casos un tiempo adicional de hasta un 110% del tiempo
neto. Para mejorar esto se esta trabajando en un modo paso a Las dosis minimas asociadas para la obtencion de una
paso con adquisicion permanente, lo que reducird considdraagen XRF estan dentro de niveles de radiacién tolerables
blemente el tiempo total en la obtencion de las imagenepara una aplicacion in vivo, por lo tanto, es posible utilizar
una menor dosis de radiacién al individuo que se sometasta técnica para obtener imagenes XRF de la distribucién de
este tipo de andlisis. los elementos quimicos presentes en huesos y 6rganos cerca-
nos a la superficie de la piel. A su vez, laniéa permite
En las muestras 6seas utilizadas se detect6 el conteplorar la presencia de mas un elemento simultaneamente,
do de plomo (Pb), como se muestra en la Fig. 1, elementodpendiendo del area de seleccion espectral que se elija.
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FIGUEROA, R. G.; LOZANO, E. & FLORES, M. A. Images of X-Ray fluorescence in human bones and their potential applinativa
Int. J. Morphol., 29(3)1000-1006, 2011.

SUMMARY: The knowledge of the concentration and spatial distribution that chemical elements present in different organs and tissues
is a useful parameter for diagnosis of certain diseases or element levels above limits accepted as healthy. Therefoentdgvetdprigues
to identify the chemical elements present in a living tissue and obtaining information about their concentration andtsipatiaindmight be
relevant to determine an individual's health status. This work presents an application of a new X-ray fluorescence teengyodispersive
by scanning, which can be applied to samples of different composition and shape, unlike most of the existing techniguxisabléyta flat
samples. This technique allows the acquisition of two-dimensional images of the chemical elements present in a sammladrelnotimonti-
elemental mode. In this work the technique is applied to a set of human bone samples and tarsus and fingefSadius defids(chicken),
obtaining a 2D spatial distribution with different levels of fluorescence intensity, depending on the detected elemeuinaedtitation. The
acquired images consider areas up to 104,mwith a spatial resolution of 400 M@and an acquisition time of about 20 min. Calculations of the
radiation dose associated with this type of XRF analysis were also carried out, and the findings show that the levedsolpgieant XRF
image are tolerable. The latter leads to the conclusion that it would be possible to use this technigqueifar gwplication.

KEY WORD: Bones XRF images;in vivo XRF
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