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[... CUALESQUIERA QUE SEAN LAS FORMAS CON SE ENCUBRA A LA REPUBLICA, AUNQUE 

SE TRATE DE LA REPUBLICA MAS DEMOCRATICA, SI ES BURGUESA, SI EN ELLA CONTINUA 

EXISTIENDO LA PROPIEDAD PRIVADA SOBRE LA TIERRA Y LAS FABRICAS Y SI EL CAPITAL 

PRIVADO MANTIENE EN ESCLAVITUD ASALARIADA A TODA LA SOCIEDAD, [...] ENTONCES 

TAL ESTADO ES UNA MAQUINA DESTINADA A LA OPRESION DE UNOS POR OTROS. Y ESTA 

MAQUINA LA PONDREMOS EN MANOS DE AQUELLA CLASE QUE DEBE DERROCAR EL PODER 

DEL CAPITAL. RECHAZAREMOS TODOS LOS VIEJOS PREJUICIOS DE QUE EL ESTADO ES LA 

IGUALDAD PARA TODOS, PUES ESTO ES UN ENGANO: MIENTRAS EXISTA LA EXPLOTACION, 

NO PUEDE HABER IGUALDAD. EL TERRATENIENTE NO PUEDE SER IGUAL AL OBRERO, EL 

HAMBRIENTO NO PUEDE SER IGUAL AL HARTO. ESA MAQUINA, LLAMADA ESTADO, ANTE 

LA CUAL LA GENTE SE DETIENE CON RESPETO SUPERSTICIOSO, DANDO FE A LOS VIEJOS 

CUENTOS DE QUE ES EL PODER DE TODO EL PUEBLO, EL PROLETARIADO LA RECHAZA, 

DICIENDO QUE ES UNA MENTIRA BURGUESA. NOSOTROS ARREBATAMOS ESTA MAQUINA A 

LOS CAPITALISTAS Y NOS APROPIAMOS DE ELLA. CON ESTA MAQUINA O GARROTE 

DESTRUIREMOS TODA EXPLOTACION; Y CUANDO EN EL MUNDO NO HAYA QUEDADO LA 

POSIBILIDAD DE EXPLOTAR, NO HAYAN QUEDADO MAS PROPIETARIOS DE LA TIERRA Y DE 

FABRICAS, NO OCURRA QUE UNOS SE HARTAN MIENTRAS OTROS PADECEN HAMBRE, 

SOLAMENTE CUANDO ESTO YA NO SEA POSIBLE ARROJAREMOS ESTA MAQUINA AL 

MONTON DE LA CHATARRA, ENTONCES NO HABRA ESTADO 

Y NO HABRA EXPLOTACION [...}. 

“at V.L Lenin. 1988. Acerca del Estado. En: “Obras completas” T.39, pags 69-96. Ed. Progreso, Mosca. 

“PERSONAS REALMENTE CONVENCIDAS DE HABER 

IMPULSADO LA CIENCIA, NO RECLAMARIAN LIBERTAD PARA 

LAS NUEVAS CONCEPCIONES 

AL LADO DE LAS ANTIGUAS, SINO LA SUSTITUCION DE 

ESTAS ULTIMAS POR LAS PRIMERAS” 

V.L Lenin. 1977.2 Qué hacer? Editorial el hombre y su tiempo. 

   



  
  

RESUMEN 

En este trabajo se hace un estudio de tipo morfolégico y estructural, en la apatita 
bioldgica procedente de huesos de distintas antigiiedades y clases de Vertebrados; estudio 
que incluye la propuesta de un modelo para la estructura de! carbonato de hidroxiapatita, 
acorde con las variaciones obtenidas experimentalmente de los parametros reticulares de 
muestras procedentes de distintos organismos. 

Este trabajo incluye técnicas de andlisis muy variadas (analisis térmico, tratamicntos 
térmicos, tratamientos quimicos, espectrosocopia Raman e Infrarroja, microscopia 
electronica de barrido, analisis nucleares y difraccién de rayos X), y de estas sobresale Ia 
técnica de difraccién de rayos X. Esta offece la posibilidad de estudiar estructuralmente 
fases cristalinas y en cierta medida fases amorfas. Estas ultimas mediante el uso de Ja 
llamada ecuacién de Debye, aplicada exitosamente en el presente trabajo, al analizar tejido 
oseo integro (sin tratamiento), en el cual se tienen presentes las fases mds caracteristicas de 
este tejido, ta del carbonato de hidroxiapatita (cristatina) y la correspondiente a la colagena 
tipo I (amorfa). 

Se debe sefialar que el uso de tratamientos térmicos a altas temperaturas en tejida 
Oseo antiguo, con el fin de generar cambios de masa, debido a la calcinacién de la colagena 
tipo 1, han sido ocupados para implementar técnicas de fechamiento relativo con cierto 
éxito (“Método de Fechamiento por colageno residual”. Vento, ef a/.198)). Ello motive a 
que en el presente trabajo se implementara una técnica para semicuantificar la fase organica 
con respecto a la inorganica, examinando los correspondientes espectros de difraccién de 
rayos X de tejido éseo antiguo integro (sin tratamiento) y asi obtener una evaluacién por 
otra técnica, del método de fechamiento relativo por colageno residual. 

Con el mismo interés de fechar material éseo, hay autores (Bartsiokas & Middleton, 
1992, Person, et a/. 1995) que han propuesto una relacién analitica de tipo logaritmico entre 
la antigiledad de las muestras y el llamado indice de cristalinidad: Este ultimo (obtenido por 
técnicas de difraccién de rayos X por polvos) esta relacionado con {as caracteristicas 
morfoldgicas de los cristales de catbonato de hidroxiapatita; propuesta de fechamiento que también ha sido analizada en el presente estudio enfatizando adicionalmente la estrecha 
relacién entre el indice de cristalinidad y la morfologia de los microcristales. 

   



  

INTRODUCCION 

El tejido dseo es hasta hace poco tiempo, una herramienta de cuantificacion 
temporal para entierros y eventos histdricos; asi como modelo para el disefio de nuevas 
estructuras en ingenieria de biomateriales. Las estructuras mineralizadas en sistemas 
biolégicos son muy comunes y como toda estructura biolégica esta sometida a procesos 
evolutivos que las modifican de manera constante. Un caso muy comin es el del tejido 
éseo, el cual se estudia generamente desde su macroestructura, es decir, lo que se considera 
exclusivamente anatomia. Para el disefio de una nueva estructura, con fines de implantacion 
deben integrarse estudios biolégicos que describan y expliquen la evolucién, los procesos 
bioquimicos y biofisicos relacionadas a este tejido, de tal forma que podamos generar un 
material lo mas parecido, en forma y funcién, al tejido que se pretende sustituir. Situacién 
que no se hace en los estudios de ciencia de materiales, por el uso de pocas variables, 
alejando estos tipos de andlisis de los sistemas vivos. Lo anterior se debe, principalmente, a 
la imposibilidad de hacer nuevas lineas de estudio, que sin abandonar el reduccionismo, 
puedan dar respuestas a problemas bioldgicos; como la posicién de un ion en una estructura 
mineral biolégica, como varia esta microestructura con respecto al tiempo en el organismo 
o en un proceso de fosilizacién, o cémo se da Ja interaccién entre dos estructuras biolégicas 
que tienen multiples funciones; y es de gran importancia para un grupo muy diverso de 
organismos vivos, estos son, los vertebrados. 

La importancia del tejido éseo en los vertebrados consiste en que es un almacén de 
sustancias inorgdnicas relacionadas al metabolismo y confiere la proteccién y sostén de 
6rganos y tejidos. En términos bioldgicos, es una estructura muy comun que parece ha dado 
la posibilidad de invadir nuevos ambientes, haciendo independientes a los organismos del 
medio acudtico. Este tejido es considerado, en ciencia de materiales un composite, con 
principalmente dos fases, que son las fibras de colagena y el carbonato de hidroxiapatita 
(CHAp), (Ozin, ef a/.1997), Esta ultima fase (mineral e inorganica) se encuentra en forma 
cristalina, es cerca del 70% del peso seco total del teiido éseo y su estructura cristalina no 
es conocida con todo detalle, aunque se sabe que esta pertenece al tipo estructural de las 
apatitas, con simetria hexagonal. 

Dentro de las apatitas, es la hidroxiapatita, Cas (PO4)3 OH, en la que se basan 
generalmente los estudios de sintesis y disefio de materiales (Mann, S. 1993, Merry, J.C., et 
al. 1998). Para estudiar el carbonato de hidroxiapatita, se han empleado técnicas como la de 
difraccién de rayos X para polvos con el fin de obtener sus pardmetros estructurales. De 
esta fase, existen varios modelos que describen la inclusién det ion carbonato (CO;*), 
acompaiiada posiblemente de otros iones como sodio (Na*), Potasio (K*), oxhidrilo o 
hidroxilo (OH), etc., dentro de ia estructura apatita. Como consecuencia de esas 
inclusiones idnicas, la apatita biolégica adquiere diversas propiedades que resultan dificiles 
de reproducir en compuestos sintéticos (Zapanta-LeGeros, 1965), En virtud de ello, en este 
trabajo se hace un estudio de tipo morfolégico y estructural, en la apatita bioldgica 
procedente de huesos antiguos y modernos; estudio que incluye la propuesta de un modelo 
para la estructura del carbonato de hidroxiapatita, acorde con las variaciones que pudieran 
encontrarse en los parametros reticulares de muestras procedentes de distintos organismos.



  

Para analizar exclusivamente la apatita bioldgica, se le requiere separar de la fase 
organica (colagena tipo 1), en la cual se encuentra embebida, resultando de suma utilidad el 
uso de distintas técnicas quimicas y térmicas de separacién, que han sido aplicadas en el 
presente trabajo. De esta manera el modelo a proponer para el carbonato de hidroxiapatita 
se puede estudiar ventajosamente mediante el andlisis de su espectro de difraccién de rayos 
X al no estar presente la fase organica. 

La técnica de difraccién de rayos X también oftece la posibilidad de estudiar 
estructuralmente fases cristalinas y en cierta medida fases amorfas. Estas ultimas mediante 

el uso de la Hamada ecuacién de Debye, aplicada exitosamente en el presente trabajo, al 
analizar tejido seo integro (sin tratamiento), en el cual se tienen presentes ambas fases, el 
carbonato de hidroxiapatita (cristalina) y colagena tipo I (amorfa). 

Por otro lado, se debe sefialar que el] uso de tratamientos térmicos a altas 
temperaturas en tejido dseo antiguo, con el fin de generar cambios de masa, debido a la 
calcinacién de la coldgena tipo 1, han sido ocupados para implementar técnicas de 
fechamiento relativo con cierto éxito (“Método de Fechamiento por colageno residual”. 
Vento, ef af.1981). Ello motivé a que en el presente trabajo se implementara una técnica 

para semicuantificar la fase orgénica con respecto a la inorganica, examinando los 
correspondientes espectros de difraccién de rayos X de tejido dseo antiguo integro (sin 

tratamiento) y asi obtener una evaluacién por otra técnica, del método de fechamiento 

relativo por colageno residual. Con el mismo interés de fechar material éseo, hay autores 
que han propuesto una relacién analitica de tipo logaritmico entre la antigiiedad de las 
muestras y el llamado indice de cristalinidad (Bartsiokas & Middleton, 1992, Person, et al. 

1995). Este ultimo (obtenido por técnicas de difraccién de rayos X por polvos) esta 
relacionado con las caracteristicas morfolégicas de los cristales de carbonato de 
hidroxiapatita; propuesta de fechamiento que también ha sido analizada en el presente 
estudio enfatizando adicionalmente la estrecha relacién entre el indice de cristalinidad y la 
morfologia de los microcristales. 

En sintesis, los objetivos propuestos para la presente investigacién contemplan el estudio de 
huesos antiguos y modernos, en lo que respecta a su morfologia y estructura, bajo la dptica 
de las posibles aportaciones al estudio de biomateriales. De esta manera, los principales 
puntos propuestos como objetivos fueron los siguientes: 

1. Establecer un modelo estructural para la incorporacién del ion carbonato (CO3”) dentro 
de la estructura de la apatita (técnicas experimentales empleadas: difraccién de rayos X 
por polvos, espectroscopias Raman e¢ infrarroja). 

2. Aislar la fase mineral, carbonato de hidroxiapatita, usando técnicas quimicas y térmicas 
para llevar a cabo el punto anterior 

3. Establecer los cambios en la celda unidad de las muestras seas mediante el uso de la 
metodologia de Rietveld, para el andlisis de espectros de difraccién de rayos X por 
polvos policristalinos, con el objeto de que el modelo propuesto para inclusion de ion



  

carbonato, mas la posible compatiia de otro ion, pueda explicar la diversidad de 
sustituciones ionicas generadas de forma natural (ademas de la técnica de difraccién de 
rayos X, se usaron técnicas nucleares para llevar a cabo un anilisis quimico elemental). 

4. Aplicacién de la ecuacién de Debye para modelar la intensidad de rayos X dispersada 
por la componente amorfa (colagena tipo I) presente en el tejido dsea (en los espectros 
de difraccién de rayos X de polvo de tejido dseo). 

5. Aplicacién de un andlisis semicuantitativo para establecer la proporcién de colagena en 
tejido dseo (experimentos de difraccién de rayos X). 

6. Implementar la metodologia citada en el punto anterior para evaluar la aplicabilidad del 
método de fechamiento relativo por colageno residual (Vento, et a/,1981) en material 
seo antiguo (difraccién de rayos X). 

7. Establecer si el uso del indice de cristalinidad (Método de Bartsiokas & Middleton, 
1992) resulta reproducible para fechamiento de material éseo antiguo (difraccién de 
rayos X). 

En el capitulo 1 (Generalidades sobre tejido dseo) se ofrecen los conocimientos para 
poder entender el papel que juega este trabajo dentro la investigacién sobre tejido dseo, asi 
como el fundamento tedrico de las técnicas empleadas en la metodologia experimental de la 
presente investigacién. 

En el capitulo 2 (Materiales y Métodos) se plantean los procedimientos que se 
relacionan con Ja preparacién de muestras y las condiciones bajo las cuales se Ilevaron a 
cabo los experimentos. 

El capitulo 3 (Resultados) contiene los resultados obtenidos, En el capitulo 4 
(Discusién) se hace una discusién de los resultados presentados en el capitulo 3, 

Finalmente, en el capitulo 5 (Conclusiones) se presentan fas conclusiones 
principales, dando los alcances y posibilidades de las técnicas usadas en el andlisis de tejido 
6seo y las principales aportaciones al estudio de biomateriales. 

 



  
  

1. GENERALIDADES SOBRE EL TEJIDO OSEO 

Et hueso constituye un tipo muy denso y especializado de tejido conjuntivo. Como 
un hormigén armado, la matriz dsea es una mezcla de fibras resistentes (que soportan las 
fuerzas de tensién) que son principalmente fibras de colagena (ver figura 1), y de particulas 
sdlidas, principalmente carbonato de hidroxiapatita, entre otros fosfatos de calcio, que 
resisten la compresién. 

En el vertebrado adulto ya se ha mineralizado cerca del 60% del peso seco corporal, 
siendo esta estructura el esqueleto. El volumen ocupado por fas fibras de colagena es 

aproximadamente igual al que ocupa la fase mineral (las particulas sdlidas). En el hueso, las 

fibrillas de colagena se ordenan en capas regulares en forma estratificada, de tal manera que 
las fibrillas de cada capa se disponen paralelas entre si, y perpendiculares respecto a las 
fibrillas de las capas contiguas (fig. 1). 

  

Fig.1. Se observan tas fibrillas de coldgena tipo I. Micrografia electronica de hueso fetal desmineralizado 
(11,000x) (Tomado de Grynpas, 1977) 

El hueso tnicamente puede crecer por aposicién, es decir, mediante el depdsito de 
matriz adicional y de células sobre las superficies libres del tejido duro, esto es, que hay un 
tejido anterior sobre el cual se forma un nuevo tejido. Lo anterior se debe a que las células 
osificadas ya no pasan por mitosis y mas bien funcionan como sustrato para el desarrollo de 
otras que se adicionan (Carter, 1990). 

La matriz sea es secretada por las osteablastos, que se haflan en la periferia de la 
mairiz existente y depositan nuevas capas de hueso sobre elas. Las células englobadas en 
esta matriz, de colégena I, forman junto con ella el material osteoide, que posteriormente se 
calcifica. Las células incluidas en el material 6seo calcificado son, Hamadas ahora 

osteocitos. La matriz 6sea se genera por los osteoblastos y se erosiona por los osteoclastas. 
Los osteoclastos son células polinucleadas originadas de células madre hematopoyéticas 
(Alberts, ef al. 1994.). La funcién de los osteocitos es mantener en buenas condiciones la 
matriz dsea, siendo esto una suposicién generada a partir de la poca_ cantidad de reticulo 
endoplasmico rugoso y aparato de Golgi en este tipo celular (Cormack, 1986) 
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Las funciones que realiza el tejido éseo son muy variadas; puede fungir como un 
soporte, una palanca, un tejido de unidn, un protector, un almacén de calcio, un contenedor 
del tejido hemopoyético, etc. 

Li Microestructura sea 

En el hueso hay algunos tipos celulares y tipos de materiales constituyentes, de tal 
modo que microscépicamente, y de forma estructural, se considera a la osteona (fig. 2) 
como unidad funcional estructural y casi permanente del hueso. Esta estructura se ve como 
distintas capas de material mineral con forma de tineles concéntricos, y en cada linea axial 
que determina un tunel se observan células, los osteocitos (Tatarinov, 1976). No siempre en 
hueso encontramos osteonas, sélo en hueso compacto. Las osteanas también se denominan 
sistemas haversianos y corren paralelamente al eje longitudinal del hueso, y puede 
observase en estos un vaso central que irriga de nutrientes a los osteocitos situados en sus 
respectivas lagunas. Perpendicularmente al eje longitudinal, y de forma radial, corren los 
canales de Volkmann, por los que pasan vasos sanguineos, que son extenciones de los 
vasos procedentes de los canales de Havers. Como todo tejido, esta abastecido de nervios, 
vasos sanguineos y linfaticos (Cormack, 1986). 

  

Fig.2. Representacion esquemdtica de las osteonas o sistemas de Havers {2) del tejido dseo. Se puede 
observar hueso esponjoso (1) la gran vascularizacién (3), osteocitos (4) y las capas concéntricas (5) 
caracteristicas de este tejido (Tomado de: Enciclopedia visual Salvat, 1970}. 
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L.2.Colégena en hueso 

La colagena es una familia de proteinas que distingue a los animales y no esta 
presente en vegetales y bacterias. De manera curiosa, representantes de esta familia de 
proteinas se encuentran en sistema nervioso de artrépodos (Adams, 1978). No hay ninggn 
Phylum sin colagena, y es la proteina mds abundante en los tejidos animales (Rossert & 
de Crombrugghe, 1994). 

La colagena tipo I (figura 3a) forma cadenas basadas en trimeros de cadenas alfa*. 
Una caracteristica de la colagena tipo [ es la presencia del aminodcido hidroxiprolina -Acido 
4-hidroxi-2-pirrolidinecarboxilico- (Pauling, 1988), ef cual no puede formar puentes de 

  

Fig.3. (a) Modelo de colagena tipo | (Pauling & Corey, 1951). Las esferas mds pequetias de color negro 
representan Gtomos de carbon del esquelete de los aminodcidos (un dtomo de carbén @ es indicado por una 
Jlecha. Los residuos asociados a los carbones a no se representan en la figura) y las esferas mds claras son 

oxigenos del carboxilo del aminodcido y las esferas negras mds grandes son los nitrégenos. (b) 
Hidroxiprolina distintiva de la colagena tipo 1. EL OH en el cuarto carbén 0 quinto carbén lo diferencia de 
fa prolina (Tomado de Pauling, 1988). 

* En Ja nomenciatura de este tipo de proteinas, se ha encontrado que la mayoria de los autores mencionan 
“cadenas alfa”, cuando por lo menos un autor dice que son hélices alfa (Parsche & Nerlich, 1997). 
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hidrégeno (ver figura 3b), deformando en secciones, la cadena alfa (Morrison & Boyd, 
1976). Seguin autores, este aminodcido es responsable de tal conformacién estructural, sin 
conocerse de] todo hasta ahora de qué forma interviene la simetria de este aminodcido en la 
estabilidad y conformacién terciaria y cuaternaria de esta macromolécula (Rossert, & de 
Crombrugghe, 1996). 

La fibra de colagena se forma a partir de cadenas triple hélice de procolagena que al 
asociarse, mediante puentes de agua y enlaces covalentes intra- ¢ intercadena, con otras, se 
les denomina tropocolagena y de esta forma se crea Ja fibra de colagena. 

De la fase organica dsea, entre el 90-95% es colagena tipo I, y el resto son otros 
tipos de colagenas, proteogiucanos, glucoproteinas, sialoproteinas, proteinas séricas y 
fosfolipidos. 

Al parecer la calcificacién de hueso se inicia entre sus oquedades, y existen varios 
modelos para su explicacién (Woodhead-Galloway, 1980). Algunos estudios, entre los que 
figuran los analisis por difraccién de neutrones (Viidik, & Vuust, 1980.), han determinado 
que el crecimiento de la fase cristalina en fas oquedades se inicia en la region amino- 
terminal de la colagena I. 

Los espacios entre los sitios terminales de la tropocolagena, en una fibra de 
coldgena, son los centros de nucleacion (ver figura 4) para el depdsito y formacién del 
fosfato de calcio, y posteriormente carbonato de hidroxiapatita, en la formacién de hueso 
(Hames, et al. 1997). 

  

Fig. 4. Regiones donde se depositan los cristales de carbonato de hidroxiapatita (CHAp) en la 
molécula de coldgena I en tejido dseo (tomado de Carter, t 990). 

Los estudios hechos para dilucidar los procesos de calcificacién (Brés, E.F. 1992, 
Carter, 1990, Combes, et al. 1999) hacen sdlo referencia a los cambios en las fases 
cristalinas que preceden a la formacién de hueso, escudrifiando las distintas facetas que 
\ievan a la formacion de) carbonato de hidroxiapatita, sin bases experimentales sélidas. 
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El papel desempefiado por las fibras de colageno en el fenédmeno de nucleacion, es 
una piedra angular, pues sin esta proteina simplemente no hay nucleacidn. Sin embargo 
experimentalmente, es decir, in vitro se han podido asociar al proceso de nucleacién de 

carbonato de hidroxiapatita, otras proteinas como la albuimina sérica. En el caso de esta 
Ultima proteina, se ha determinado experimentalmente que su efecto calcificador depende 

de su concentracién, y seria entonces consecuente pensar que puede estar relacionada con la 

calcificacién primaria de tejidos que originalmente no deberian estar calcificados, tal como 
vasos sanguineos y otros (Combes, 1999). 

13, Fase mineral en hueso 

Se acepta que la fase mineral del hueso esta compuesta por microcristales, no 

estequiométricos de la hidroxiapatita (HAp), con una deficiencia de calcio de entre el 5 y 
10 % y notorias cantidades de jones carbonato, con respecte de otros tejidos calcificados 
como los dientes (un valor dado es 7.4% en LeGeros-Zapanta, R.1994). 

1.3.1. Estructura de la Hidroxiapatita (HAn) sintética 

La estructura de fa hidroxiapatita sintética, con formula quimica Cas(PO4);OH, 

pertenece al sistema cristalino hexagonal y su simetria es descrita por el grupo espacial 

P63/m. Su celda unidad tiene los pardmetros a=9.418A yy c=6.884A y posee 2 formulas 

quimicas en cada celda unidad. Tiene dos tipos de calcio: Ca(1) y Ca(2), que se diferencian 

entre si por sus nimeros de coordinacién (n.c.}, que son 9 y 7 respectivamente. 

gjec 

  

Fig. 5. Modelo de la estructura de la hidroxiapatita sintética, con formula quimica Cas (PO) ;OH. 
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Los calcios tipo | se apilan unos a otros en direccién del eje c de la celda unidad hexagonal (los poliedros de coordinacién de mayor tamatio en fa fig. 5 ¢ indicados como 
Ca(1)) y cada una de estas pilas o columnas se unen entre si mediante grupos fosfato 
(tetraédricos) que les confieren rigidez. En (a estructura hexagonal (fig. 5) los calcios tipo 2 
se encuentran rodeados por los calcios tipo | (los poliedros de coordinacién de tamafio 
medio}, donde fos tres calcios de tipo 2 también se relacionan en grupos de tres, de forma 
concéntrica y en su parte central hay iones OH’ (ver fig. 5) (Vaughan, 1970, Merry, ef al. 
1998, Zapanta-LeGeros, 1965, Heredia, er al.1998). 

1.3.2. Morfologia de la fase mineral 

EI tamafio y forma del cristal varia entre especies, asi como con ta edad, tipo de 
hueso, enfermedades y dietas, por ser un tejido din&mico en homeostasis con todo el 
organismo. Aigunos anélisis experimentales indican que la HAp se vuelve mas 
estequiométrica entre mayor cantidad de cristal se asocie, del mismo modo que hay un 
aumento de tamaiio en los cristales. 

  

Fig. 6. Esta micrografia muestra tas distintas formas adoptadas por tos cristales al variar las cantidades {%) de carbonatos presentes en los cristales de hidroxiapatita sintélica (%CQ, en A=0.5, B=12.8 Tomado de LeGeros, 1994). 

Se ha encontrado experimentalmente (LeGeros, 1994), que la fase mineral del 
hueso, puede, contener dos tipos de microcristales: 

1. En forma de aguja y 
2. En forma de hojuela (aunque las opiniones acerca de fa morfologia estin muy 
divididas, ver tabla | y fig.6). 

El tipo 1, de acuerdo {a concentracién de ion carbonato en hueso, es al parecer el 
que s¢ encuentra presente en este tejido, sin haber evidencias experimentales fuertes que 
sustenten esta idea (LeGeros, 1994). 
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El tipo 2 se encuentra en hueso al remover la matriz orgdnica y ambos se encuentran 
en preparaciones anhidricas para microscopia eléctrénica de transmisién. Se dice, tambiéa, 
que fa forma y tamaiio de los cristales no varia significativamente al mineralizarse el tejido. 
De esia forma, en ef ser humano adulto, los cristales miden de 25-30 nm x 2.5-5 nm, 
aunque este dato puede variar entre autores (Carter, 1990 y ver tabla 1). 

Tabla I. 
Relacion de dimensiones y formas para los microcristales de hidroxiapatita. 

  

  

        

Dimensiones Forma Origen Tomado de 
{en nanémetros) 
50x25x10 Aguia Biolégico Ham, A.W. 1953. 

A0x10%1-3 Aguja Bialégico Guyton, AC. 1989. 
20-40% 1.53 Placa Biolégico Bu Park, J. 1984. 
50*28x2 Placa Biolégico Bartsiokas, A. &Middleton,A.P.1992 
7*Bx 20-100 | Aguja Biolégico Heaney, R.P.1996, 
89x50« 150 Placa Bioldgico** | Bres, EF. 1992. 
  

*@ = diémetro 
**= sdlo en este caso los datos se refieren al microcristal de cHAp del esmaite dental, y los demas datos, 
pertenecen a mineral dseo. 

Actualmente no se sabe cémo se relacionan las fases que componen al tejido dseo y 
es reciente el estudio de sus formas de interaccién (Francillon-Vieillot, ef ai, 1990). Sin 
embargo, andlisis recientes determinan que fendmenos como la osteoinduccidn, estd 
relacionada con las caracteristicas morfoldgicas de Ja fase inorg4nica (es decir, la forma de 
los cristalitos de carbonato de hidroxiapatita). 

Lad fases inorgini k 

Los iones presentes en hueso son: calcio, iones fosfato derivados del acido fosférico 
(ortofosfatos), iones inorgénicos (asociados a sodio, magnesio, estroncio), carbonatos, 
citratos, fluoruros, silice, manganeso y bario. Para muchos jones mencionados, su 
ubicacién no es exclusiva del hueso, sino también de los dientes. El hueso contiene cerca 
del 50% del sodio y 65% del magnesio corporal (en promedio un adulto de 70 kg. tendria 
cerca de 63 gramos de Na* y 2) gramos de Mg”" totales), La distribucién de estos iones 
varia no sélo por regiones corporales, edades, tipos de nutricién, patologias, etc, sino 
también por tipos celulares relacionados a hueso, pues estos jones actian como 
catalizadores de ciertas reacciones enziméticas, pero su concentracién en fiquido 
extracelular estaria entre 1.8 y 2.5 mEq/L para et Mg** y 142 mEq/L para el Sodio. En el 
tejido dseo se encontrarjan distribuidos en la fase inorganica, es decir, en la fase mineral 
(Guyton, 1989). Los célculos hechos a partir de fos datos de concentraciones para Mg" y 
Na’, con et fin de obtener estos mismos valores para hueso, dan como resultado 0.175 
miligramos de Mg”* por cada gramo de hueso y 1.1776 miligramos de Na* por cada gramo 
de hueso. Como en cualquier mineral, los iones que sustituyen a los iones originales en 
hueso, producen cambios en Ia estructura cristalina. Por ejemplo, si un ion fluor sustituye 
al grupo OH’ en ta hidroxiapatita (ver tabla 2), ahora se le denominara fluorapatita, si se usa
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cloro en lugar de fluor, entonces es cloroapatita y asi sucesivamente (Lacout, & 
Taitai,1994, LeGeros, 1994). 

La forma en que los iones se incorporan a la fase inorganica del hueso es hasta 
ahora poco conocida en detalle, pero se han encontrado datos como los siguientes 
(Vaughan, 1970): 

Tabla 2. 
Jones propuestos en un madela de sustitucién para el cristal de ta hidroxiapatiia. 

(Cuadro tomado de Vaughan, 1970.) 

Ubicacién del ion en: 

Capa de * Superficie Interior Jon 
hidratacion del cristal del cristal desplazado 

Ton Sdio en agua 

K* si no no Ninguno 

Na‘ si si no 

Mg** si no no 
uo,” si no si Ca” 
sr si si si 
Ra* si si si 

cr si no no Ninguno 

Citrato* si no no 
CO,? si si no PO,” 

F si si si OH” 

* Seguin este modelo de sustitucién idnica, el microcristal de hidroxiapatita posee ciertos niveles de 
interaccién con et medio circundante, lo cual indicaria que hay sitios estructurales donde seria imposible 
extraer iones para plasma. El autor (Vaughan, 1970) determina que estas son las denominaciones para esas 
regiones: Capa de hidratacién, superficie det cristal ¢ interior del cristal. (Cuadro tomado de Vaughan, 1970.) 

Los iones procedentes del tejido éseo, como debe suponerse, son muy variados en tipos y 
concentraciones para poder mantener fa homeostasis del organismo, la cua} se basa en 
sistemas de retroalimentacién, que io equilibran con respecto al entomo, mediante 
hormonas (Guyton, 1989). 

Las fases presentes en hueso no solo pueden diferenciarse Por su ofigen organico o 
inorganico, sino por la disposicién de su estructura interna, como es el caso de los amorfos, 
sean estos organicos o inorganicos. 
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Las evidencias actuales que determinan las relaciones entre la fase organica 
(especialmente colégena 1) y la inorgdénica (amorfa y ctistalina) son los enlaces 
fosforilados de una de las cadenas de la colagena (en el aminodcido glutamina en forma de 
y-glutamil fosfato) que podria traer como consecuencia asociacién con algunas fases 
inorganicas (Eyre, 1996). Las fases inorgénicas presentes en hueso son aun poco conocidas, 
pero se establece que son principaimente: 

E} fosfato dicalcico (Ca2P07), el fosfato dibasico de calcio (CaHPO,), el fosfato tricalcico 
(Ca;(PO),) (Rivera, 1997) y el fosfato monohidrogenado (HPO,”)( Ozin, et al. 1997). 

Algunos autores (Combes, et a/. 1999) han propuesto la existencia del fosfato octocalcico 

(Cag; (PO4)s - H2O}, por ser muy semejante, en estructura, a la hidroxiapatita en hueso, 

pero los andlisis de difraccién de rayos X no fo han registrado, tal vez por ser una 
estructura no totalmente cristalina o totalmente amorfa (Combes, et al. 1999). Otros autores 

(Curry, et al. 1971) comentan que el fosfato de calcio (Ca2(PO,)3) amorfo es precursor de 

la biomineralizacién, junto (0 alternativamente) a la brushita (CaHsPO.) (Curry, et al. 
1971) aragonita (CaCOs) y witloquita (B-Ca; (POs)2). Las propuestas van encaminadas a 
relacionar los fosfatos de calcia con la biomineralizacién ésea. 

Propuestas de sustitucién de iones en la estructura de la hidroxiapatita. 

Los parametros de interés para examinar el problema de las sustituciones iénicas 
son generalmente: las valencias, radios iénicos, nimeros de coordinacién y simetria puntual 
del elemento o grupo funcional (ver tabla 2 y 3). 

En general, Ja bibliografia indica que los iones foréneos {ver tabla 2), en la HAg, 
sustituyen a los iones OH’ o a los PO,’”,en la estructura del carbonate de hidroxiapatita, 

cambiando las propiedades de este material (LeGeros, 1994, Vaughan, 1970, Bu Park, 
1984). Son pocos fos autores que comentan la forma en que se balancean fas cargas al 
haber el intercambio idnico, que aleja de la estequiometria al cHAp. Las dos formas 
consideradas, de balance de cargas, tendrian dos mecanismos de accién dependiendo de la 
movilizacion de |. iones al integrarse un ion carbonato a la estructura de la hidroxiapatita: 

1. De inclusién de iones (LeGetos, 1994, Vaughan, 1970, Bu Park, 1984). En este caso, 

los iones incorporados son los mismos que aparecen en ta tabla 2 y son sumamente 
discutidos por los autores (LeGeros, 1994, Curry, ef al. 1971) debido a sus cargas y 

radios iénicos, pues podrian sustituirse en la estructura por su radio iénico pero no por 
su carga, 0 viceversa, o simplemente no ser un ion comin en Ia naturaleza, pero por sus 
caracteristicas quimicas si podria ser un ion sustituible. 

2. De exclusidn de iones (Brés, 1992). En este otro caso, se considera que al introducirse 
un ion carbonate deben ser sustituidos 2 iones OH- y por otro lado af inclyir un ion 
carbonato, éste sustituye a un PO,” y el balance de cargas seria acompafiado por la 
pérdida conjunta de un Ca”* y de un OW. Bl carbonato se meteria en ta estructura del 
cristal y no en las superficies (Bres, 1992). 
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Tabla 3. Numeros de coordinacién y Radios lonicos de iones presentes en tejido dseo 
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Ion N.C. (numero de coordinacién) | Radio ldnico (A}* 

Ca™ 7 1.06 
Ca" 1.18 
Na" 1.12 

1.24 

1.46 

K" 1.55   

(Valores tomados de Giacovazzo, et al, 995) 

*Para estos iones se incluyen solamente los radios iénicos mas parecidos a los determinados en la estructura 
del carbonato de hidroxiapatita (CHAp), lo cual no quiere decir que son los tinicos pasibles, pero al determina 
el intercambio iénico, los tamafios se consideraron limitantes a estas sustituciones, lo que quiere decir que 
para considerar alguna sustitucién se pretendid hacerla con ignes de la misma carga y de tamaiios semejantes. 

L5.Propiedades fisi fmicas y biolégicas det k 

El hueso tiene la capacidad de transformarse por cambios en su entormno y, en 
ciencia de materiales es considerado un composite, lo cual significa que es un material 
polimérico reforzado con una o mas fases organicas o inorganicas (Ashby, & Jones,1993). 

Las estructuras éseas estan disefiadas para cumplir ciertas funciones (huesos largos, cortos, 
con articulaciones moviles, etc.), lo cual hace una diferencia macroscépica en los mismos 
huesos. 
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Figura 7, Modelo de Fibrilia de colagena. Corte transversal mostrando las posibles zonas de nucleacion, 
( Tomado de Carier, 1990) 
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Los patrones fisicos del material 6seo son moldeables (hasta cierto punto) con 

respecto a tensiones del medio. En el caso de su estructura celular, se ha mencionado que 
tiene patrones fractales, lo cual podria reflejarse en un comportamiento no lineal (del tejido 
6seo con respecto al medio) debido a los cambios en el entorno (Majumdar, ef a/. 1993). 
El conocer algunas de tas caracteristicas del hueso y su compleja estructura, como tejido, 
nos lleva a reflexionar sobre sus propiedades mecanicas, y por lo tanto como ut 
biomaterial. 

  

Los materiales composites son materiales multicomponentes, generalmente 
compuestos de fibras reforzadas o mezclas de ceramicas y polimeros con propiedades 
bioldgicas (fig.7). Las propiedades de los materiales composites pueden ser muy variadas, 
pero de forma general se pueden enunciar tres: 

1, Contienen dos o mas fases distintas pero estrechamente relacionadas. Estas 
pueden ser continuas 0 discontinuas. 

2. Cada wna de estas fases estan relacionadas por mecanismos de adhesion en la 
interfase de una o mas fases 

3. Las propiedades del material composite son distintas de fos materiales que 
componen cada fase. 

(Ozin, et al. 1997) 
El conocimiento de los componentes totales de} tejido dseo, es importante desde la 

perspectiva de la toxicologia médica, para poder sintetizar un material lo mds parecido al 
tejido 6seo y que no genere rechazo al implantarse. Al hablar de materiales para restitucion 
de partes éseas, estamos indirectamente hablando de la sustitucién mecanica, sin olvidar la 

porcién correspondiente a [a fisiologia. 

Uno de los motivos del estudio de la mecanica dsea es entender los riesgos a los que 
| est4 sometido por sus cafacteristicas arquitecténicas. Estas han sido estudiadas desde hace 

largo tiempo, por ejemplo Galileo determiné que el hueso es directamente influenciado por 
| tensiones mecdnicas debido a sus funciones normales. Como un material, el hueso es 

considerado como anisotrépico, no lineal, y viscoelastico. , 
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Como cualquier objeto en la naturaleza, el hueso padece deformaciones cuando se le 
aplica una fuerza. Si el hueso se constrifie, sin poder moverse o si fuerzas iguales se le 

aplican, ocurren deformaciones, produciendo una resistencia interna a la fuerza aplicada. La 

resistencia interna es conecida como esfuerzo el cual se define: 
4 

4 

Esfuerzo = Fuerza/ Area. (i) 

Desde el punto de vista estructural los tipos de esfuerzos a los que puede estar 
sometido un hueso, se pueden clasificar en tres tipos: tension, compresién y corte. 

     



Tabla 4. Principales valores para hueso humano como material (Tomado de Einhorn, TA 1996) 

  

  

    

Hueso Direccién y tipo Densidad ente Modulo de elasticidad 
de carga (g/cm*) 10° MPa) 

Fémur medio, Tension 1.85 17,000 
corteza longitudinal 

Compresién 1.85 17,000 
jongitudinal 

Corte 1.85 3,000 
longitudinal 

Tensién, 1.85 11,500 
Transversa 

compresién 1.85 11,500 
transversa. 

Trabécula de cuerpo | Compresién 0.31 76 
Vertebral       
  

EI hueso tiene toda esta variedad de propiedades mecanicas debido a la diversidad 
de conformaciones del composite éseo. De esta forma, tenemos que la fase mineral 
contribuye a la resistencia a tensiones y compresiones, dependiendo del tipo de hueso, la 
viscoelasticidad corresponde a la matriz orgdnica. La relacién entre geometria estructural, 
composicion ésea y propiedades bioquimicas ilustran {as importantes interacciones entre 
forma y funcion. La forma en que los factores bioquimicos (hormonales) afectan las 
propiedades de este material son debidas a cambios metabdlicos. Los cambios en el médulo 
de elasticidad o en la resistencia a fuerzas extremas es a través dei cambio en el tamaiio de 
cristales, imperfecciones en los cristales y remodelaje éseo. Para que exista un remodelaje 
éseo relacionado con los ca.abios mecanicos, se debe presumir que hay lineas celulares 
encargadas de este trabajo, sdlo que hasta ahora no hay mas que dos candidatos; las células 
del revestimiento (de origen osteoblastico) y osteocitos, inclinandose hacia estos ultimos 
como mecanotransductores (Einhorn, 1996). 

La forma de ver las estructuras bioldgicas calcificadas, varia con la division de las 
propiedades de los materiales que estas estructuras contienen, pero el entender estas 
estructuras por separado no garantiza entender la estructura original o completa. 

Para el caso del hueso, el entendimiento de sus propiedades radica en conocer las 
interacciones entre las estructuras subcelulares, como los cristates y las proteinas 
estructurales. Por ejemplo, en estructuras éseas, las hojuelas o agujas de carbonate de 
hidroxiapatita, es decir, los microcristales con estas formas, se deben formar y disponer 
segiin el ambiente mecdnico actuante sobre el hueso, de esta forma se modificarian sus 
propiedades mecanicas de este tejido (Currey, 1990). 
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L$. Modelos estructurales propuestos en fa literatura Lcart te hidroxiapati 

1.6.1. Carbonato de Hidroxiapatita 

La presencia de iones carbonato sustituyendo a los iones fosfato (Mery, et al. 1998) 
y su descomposicién, no esta establecida biolégicamente, sino exclusivamente para 
materiales sintetizados in vitro. En este tipo de analisis se encuentra que la relacion 
estequiométrica puede variar de acuerdo al medio circundante, en que el CQ2 se incorpora 
a Jas muesiras en forma de carbonatos (CO3”) y donde la apatita ésea debe estar baja en 
estos iones (Femandez, et al. 1998.), pues es deficiente en ellos de manera natural (el 
contenido de estos es algo que define a la HAp ésea) y la apatita procedente de} hueso no 
es estequiométrica. 

1.6.2. Caracteristicas estructurales del ion Carbonato 

Una de las incégnitas del mineral dseo se refiere a la ubicacién del ion carbonato en 
la celda unidad del carbonato de hidroxiapatita (CHAp). La importancia de este ion radica 
en que algunas propiedades como la reabsorcién y la dureza mecanica dependen de su 
posicién en el cristal, asi como de su concentracién en él (Zapanta-LeGeros, R. 1965). 
Aunque en el caso del esmalte dental, parece que las caracteristicas de dureza corresponden 
al acomodo de los cristalitos en la superficie del diente, donde al estar mas ordenados y mas 
perpendiculares a la superficie, su dureza es mayor. Lo mismo podria ocurrir en la 
superficie del hueso (Ceve, et al.1980). 

El atomo de carbono forma enlaces covalentes y su radio covalente es 0.77A 
(Pauling, 1988). Por otro lado, el acido carbénico y sus derivados tienen tres estructuras de 
resonancia (Ver A, B y C de la figura 8) siendo esta resonancia completa para el ion y algo 
inhibida en el Acido y sus ésteres. La estructura resonante requiere que el ion carbonato sea 
plano, con anguios de unién de 120° y tres distancias C = © iguales a 1.32A. La 
configuracién trigonal plana del ion fue haliada en el estudio original, por rayos X, de la 
calcita y desde entonces ha sido verificado examinando otros carbonatos cristalinos 
(Pauling, L. 1965). 

         



  

Fig. & Este esquema representa ta resonancia de los electrones en ef ion carbonato (CO;"). 
Para este ion se ha establecido una estructura plana (tomado de Pauling, 1965). 

EI estudio del material dseo antiguo se practica cominmente por los antropdlogos, 
arquedlogos, paleontélogos, etc., con el fin de reconstruir el pasado de algun organismo, su 
ubicacién en el tiempo y su relacién con el medio. Desde esta visién se pueden conocer Jos 
padecimientos que este organismo tuvo en vida, por la composicion de elementos presentes 
en el tejido dseo; esto seria un acercamiento a la ecologia de poblaciones. El hueso antiguo 
pasa por procesos de caracter inorganico que le confieren cambios, y estos, en algin 
momento pueden ser utiles para implementar una técnica de fechamiento. 

Importan, entonces, los procesos que fe pueden afectar, cuando ya no se encuentra 
bajo la fisiologia del organismo. Los tres tipos principales de Procesos que afectan al hueso 
antiguo son segiin Piepenbrink (1989) : 

I. Solvatacién y sustitucién homoiénica o heteroiénica en la red cristalina. No 
necesariamente afecta la integridad de la microestrcutura del hueso. 

2. Disolucion de la hidroxiapatita y recristalizacién isomérfica y/o hetermomérfica. Este 
tipo de descomposicién quimica est relacionada con los valores de pH del medio. Este 
cambio, en ocasiones, conlleva cambios en la estructura cristalina. 

3. Descomposicién heteroidnica y heteromorfica. En este proceso se cambia la estructura 
original debido a cambios en tos iones sutituyentes. 

Para fa dataci6n, la obtencién de cronologias reviste una trascendental importancia 
en el conocimiento histérico de eventos y, es en este contexto, donde el estudio de huesos 
puede proporcionar una metodologia para fechamiento (Vento, et af 1981). 

1.7.1. Fechamiento por Colageno* Residual 

El hecho de que la colagena ésea se elimine a tasas posiblemente constantes hace 
pensar que para un lugar determinado se pueda relacionar la fecha de muerte de un 
organismo con fa cantidad de colégeno presente al momento de su estudio. Esta técnica es 
sumamente rapida y muy econédmica, y aunque es destructiva, su funcionamiento estA aun 
bajo estudio. La forma en que opera es relacionando antigtiedades conocidas de organismos 
de una misma regién (con las condiciones de enterramiento lo mas semejante posibles) con 
la pérdida de ta masa del material organico del hueso por medio de combustién de la 
muestra de tejido éseo. Los valores obtenidos sdlo son validos para esa localidad. Esta 
técnica tiene origen en el fechamiento. dsco en los paises del este de Europa (Vento, et qi. 
1981). La téenica requiere de una previa calibracién que no se tiene en la mayoria de los 
lugares. 
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“La gente que ocupa esta técnica se refiere a la colagena como “colageno”, en masculino, aunque la 
nomenciatura castetlana para las macromoléculas sea siempre en términos femeninos. Nosotros la tomamos 
como sinénimos 

. - 

2.1. Difraccion de rayos X 

El uso de la técnica de difraccién de rayos X, en el estudio de minerales es de suma 

importancia, inclusive para la biologia, no sdlo desde la vision de identificacion de 

materiales minerales en los organismos (siempre y cuando sean cristalinos), sino por el 
andlisis de estructuras que es posible determinar (es decir, la ubicacién de todos los 4tomos 
en el espacio). Esta técnica se aplica en substancias que se pueden cristalizar, por ejemplo 
e] caso de muchas proteinas. La difractometria de rayos X en material poco ordenado o no 
cristalino tiene apenas un desarrollo incipiente. 

El estudio de proteinas se ha !levado a cabo gracias a las técnicas de crecimiento de 
cristales, pero en la naturaleza, las proteinas no se encuentran en este estado, es decir, 

cristalinas (su cristalizacion es una tarea realmente dificil y en ocasiones imposible). 

Los datos obtenidos por difraccién de rayos X de las proteinas permiten la 
obtencién de sus pardmetros estructurales. Como un ejemplo mas, de aplicacién de la 
técnica de rayos X, tenemos en el estudio de los virus. El estudio de las estructuras de los 
virus se ha fundamentado, en general, en patrones de difraccién de rayos X de 
monocristales (Ryzhkov, 1956). 

Los rayos X se producen al bombardear un metal con electrones de alta energia. 
Cuando los electrones penetran en el metal se desaceleran y emiten radiacién en un 
intervalo de longitudes de onda. Esta radiacion es continua y sobre este continuo aparecen 
sobrepuestos unos cuantos picos agudos de alta intensidad. Estos picos tienen origen en la 
interaccién de los electrones incidentes con los electrones de las capas internas de los 
Atomos: una colisién expulsa un electrén y un electrén de mayor energia desciende a la 
vacante, emitiendo el exceso de energia como un fotén de rayos X. Estos rayos se Ilaman 
“caracteristicos”, por que su energia y longitud de onda, dependen del elemento que los 
origina. 

El fendmeno de difraccién y la ley de Bragg 

En general, la difraccién es un fenémeno que se presenta cuando las ondas (de 
cualquier tipo) de un haz incidente interfieren entre si después de haber sido dispersadas 
por un arreglo de objetos (moléculas y/o dtomos) que se encuentran a su paso y que 
presentan un arreglo periédico tridimensional. 

Esto es, la onda viaja en el medio, y al encontrarse con un obstaculo, la onda se 
dispersa en distintas direcciones, posteriormente a la dispersién por los obstaculos, las 
ondas interfieren. La interferencia constructiva de estas ondas se expresa matematicamente



  

por medio de la ley de Bragg. 
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Fig. 9. Esta imagen representa el fendmeno de difraccién y las reflexiones a angulos especificos de 2@ El 
valor de 20es el éngulo entre del haz incidente y el haz detectado. 

En la fig. 9 se pueden observar 2 haces que inciden en 2 centros dispersores 
distintos (A y B), entonces tenemos que el dispersado por B Heva un recorrido extra 
definido en la figura por el doble de dsen®. Para que los dos haces estuvieran en fase, se 
requeriria que el recorrido extra, del haz dispersado en B, fuera igual a un mimero entero 
(n) de longitudes de onda (A); esta es justamente la condicién de Bragg. La obtencién de 
esta formula es una construccién geométrica, en la cual se obtiene: 

nd= 2d sen 0 (2) 

La técnica de difraccién de rayos X ocupada por nosotros fue la de polvos, donde, a 
diferencia de los materiales en forma de monocristal, tenemos muchos cristalitos, es decir, 
polvo policristalino. Este material, al colocarlo en un portamuestras, idealmente queda 
arreglado al azar, consiguiendo que el haz de rayos X Hegue a la muestra incidiendo en 
todas las disposiciones de Jas caras de los cristalitos. En muchos casos, es posible obtener 
de esta manera la suficiente informacién para determinar la estructura cristalina de la 
muestra de interés. Esta técnica ofrece la ventaja de que se pueden analizar muestras que 
no son monocristales, Para aplicar los métodos directos de determinacién de estructuras 
cristalinas, el cristalito debe tener cuando menos unos cuantos milimetros en sus 
dimensiones. Lo anterior tiene un significado muy importante en Biologia, pues los 
materiales biolégicos estin o bien en estado amorfo o bien, en estado policristalino 
(dientes, conchas, pelo, escamas, etc, son ejemplos de materiales biolégicos amorfos y/o en 
forma de polvo). 

Los difractogramas obtenidos a partir de un material policristalino son graficas de 
angulos 20 (°) versus intensidad (cuentas), donde 26° es ¢] angulo entre el haz incidente y 
el haz difractado (ver figura 9, ley de Bragg).
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La importancia del andlisis mediante la difracci6n de rayos X en este trabajo, radica 
en poder estudiar y/o determinar el arreglo de los 4tomos en la estructura de los cristalitos 
det hueso, pues estos son la estructura basica de la fase mineral del tejido dseo. La forma 
de obtener esta estructura es a partir del andlisis de las intensidad en 1a grafica de 26° vs. 
la Intensidad. Esos maximos de intensidad ocurren cuando se cumple la condicion de 
Bragg, (para los planos de atomos con indices h, k,l. Con respecte estos planos ver 

apéndice 1) de la red cristalina, y es a partir de los 4ngulos 26° que se pueden obtener las 
distancias entre planos y sus submiltiplos enteros por medio de la ley de Bragg (Fig.9). La 

intensidad esta dada por: 

Tras [Frys (3) 

N 
nil hx, +ky, +12,) 

Fu=LSe oe (4) 
jel 

donde F,4; es el llamado factor de estructura del cristal, W es el numero total de atomos en la 

celda unidad, y f, x; » z son el factor de dispersién y las coordenadas cristalograficas del 
atomo j. 

Metodo Rietveld. 

El método de Rietveld es un método de ajuste por el método de minimos cuadrados de un 
patron de difraccién calculado con un patrén de difraccién obtenido experimentalmente. El 
método fue propuesto originalmente por Rietveld para datos de difraccign de neutrones y, 
posteriormente se implementé con mucho éxito en el andlisis de datos de difraccién de 
rayos X. El ajuste por minimos cuadrados usados en la metodologia Rietveld se basado en 
la minimizacién de la siguiente expresién: 

S=S worst? (5) 
iat 

donde yi° son las cuentas graficadas en el eje vertical del patron de difraccién obtenido 
experimentalmente en funcién del angulo 2@ y yi* es el valor calculado de ese mismo 
numero de cuentas, en funcién de 26 de acuerdo con la siguiente formula 

2 

ye" =ST my LPy\Fyy| (20, — 20,,,) + B, © 
AL 

donde § es el factor de escala, myx: el factor de multiplicidad de los planos hkl, LPya et 

factor de Lorentz y polarizacién, Fr el factor de estructura, © la funcién que describe los
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contornos de las reflexiones y Bj es el término que describe el fondo del patron de 
difraccién. El método de Rietveld original incluye e! ajuste de pardmetros estructurales de 
un modelo propuesto como son: coordenadas cristalograficas, factores de temperatura, y 
factores de ocupacién. 
El orden que se sigue para efectuar el refinamiento de los pardmetros estructurales es 

1. Coordenadas cristalograficas. Generalmente se empieza con los atomos mas 
pesados, dejando al ultimo los atomos ligeros. 

2. Parametros de los momentos magnéticos (en el caso de estructuras magnéticas). 
3. Factores de temperatura isotrépicos. 
4. Factores de temperatura anisotrépicos. Si se refinan estos parametros, los 

factores de temperatura isotrépicos correspondientes se dejan en cero. 
5. Factores de ocupacién. No se refinan si la fase es estequiométrica y no es una 

aleacién o solucién sélida (las concentraciones -en partes por millén- no se 
pueden detectar mediante el ajuste de los factores de ocupacion). 

Anélisis de materiales amorfos: la ecuacion de Debye. 

El andlisis estructural de proteinas, o de materiales organicos en general, es de suma 
importancia por sus implicaciones biolégicas, en términos de biomedicina, evolucién y 
farmacologia. Las estructuras biolégicas especialmente se caracterizan por estar en estado 
amorfo, y las expresiones analiticas que se ocupan para su andlisis son bastante distintas a 
las ocupadas en materiales ordenados, es decir, cristalinos. A principios de siglo, Peter 
Debye f6rmulé la ecuacién que lleva su nombre, donde se asume que los 4tomos estan 
agrupados en ta muestra de forma homogénea y estadisticamente isotrépica (como ocurre 
en un gas, casi todos los liquidos y en muestras de cristales muy pequefios y dispersados) 
con grupos idénticos de atomos, de geometria conocida y orientacién azarosa. La ecuacion 
de Debye es: 

sen(Qr, Donwgg = Sf LO o 
ui Qr, 

donde Q = 4zsen6/A, 0 es el angulo de Bragg. La suma anterior es sobre todas las parejas 
de dtomos i y j separados una distancia ry, con factores de dispersion Fi y fj, que constituyen 
todo el volumen del material amorfo que difracta. 

En el método de Rietveld, la ecuacién de Debye se trunca ocupando los 6 términos més 
importantes, que son de la forma: 

Bi senQd/Qd; (8) 

donde dj la distancia entre dos atomos y Bg es proporcional al producto de los factores de 
dispersin de cada dtomo (ff y 7) y al numero de veces en que esta pareja, y distancia 
interatomica, aparece en el volumen del amorfo que dispersa los rayos X. Los pardmetros 
Bai y dj se tienen que afiadir en el proceso de minimizacién por minimos cuadrados, De 
esta forma, del ajuste de estos parametros, para un material amorfo dado (en nuestro caso 
colagena) es posible extraer los parametros estructurales mas comunes, que le cofresponden 
para definir su estructura, es decir, las distancias interatémicas mas frecuentes (di).
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2.2. Tratamientos quimicos 

El uso de sustancias quimicas como posibles “‘extractores” de sustancias organicas, 

en material éseo, resultan utiles por no ser necesario el incremento de la temperatura. 

En nuestro caso, se sabe que fa coldgena es demasiado estable no sdlo a los 

cambios de temperatura (temperaturas asociadas al medio fisioldgico), sino también a los 

cambios del medio quimico (Holmgren, S.E., et a/.1998). 

Esta reportado que la estabilidad de la coldgena tipo I es alta en muchos tipos de 
soluciones en las que se encuentre (Ver 1.1. Microestructura ésea), y no es la excepcién el 
caso del NaClO (hasta 24 horas) y HCl, reactivos ocupados por nosotros con el fin de 

extraer 1a colagena del hueso. 

2.3.Tratamientos térmicos 

El analisis térmico consiste en examinar el cambio en las propiedades fisicas o 
quimicas de una muestra en funcidén de la temperatura. Las propiedades mas comunes son: 

1. Determinar los cambios de temperatura en las muestras con respecto a una muestra de 
referencia, asociando estas a transiciones de fase 0 a reacciones que surgen en la 
muestra para ciertos valores de temperatura (Anilisis térmico diferencial), 

2. Cambios en e! peso a temperaturas determinadas (Andlisis termogravimétrico) y, 

3. Deteccién de cambios en el calor absorbido 0 emitido por ta muestra (Calorimetria 
diferencial de barrido DSC). 

El anilisis térmico se usa comunmente para materiales inorganicos como 
minerales, alfareria, 2'caciones metalicas, etc. Aunque esto no quiere decir que no se pueda 
ocupar para materiales organicos como potimeros. Las propiedades de los materiales que se 
pueden medir son muy variados y contemplan fa descomposicion térmica de sdlidos y 
liquidos, reacciones sélido- sélido y sdélido- gas, asi como identificacién de fases, pureza y 
transiciones de fase, entre otras (DUPONT, 1987). 

2.4, Técnicas nucleares, P.LX.E, y R.B.S. 

Las técnicas analiticas de origen nuclear han sido ampliamente utilizadas en la 
caracterizacion de la composicién superficial de los materiales. En todos los casos el haz 
proviene de un acelerador de particulas, donde se pueden seleccionar estas, es decir se 

pueden acelerar protones, electrones, particulas alfa, iones, etc. De entre toda una gama de 

técnicas, destacan la Emisién de Rayos X Inducida por Particulas (P.I.X.E.), la 
Retrodispersién Elastica de Particulas -o Retrodispersién de Rutherford- (R.B.S.) y el 
Anilisis por Deteccién de Retroceso Elastico (E.R.D.A.). Todas son técnicas de anilisis 
multielemental y no destructivas. En el caso de P.IX.E., el haz de iones, generalmente por
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medio de una linea de vacio, se dirige hacia la muestra, de esta manera las _particulas 
incidentes chocan con los dtomos, expulsando etectrones de las capas internas de este, 

ionizAndolo. El 4tomo ionizado llenard las oquedades de los electrones expulsados con los 
electrones de las capas mds externas, emitiéndose como consecuencia, rayos X y Gamma 
caracteristicos para cada elemento. En el caso de R.B.S. se detectan las particulas que en un 
momento anterior chocaron con ios atomos de la muestra. Los atomos se identifican debido 
a que las particulas incidentes tienen una misma energia y al producirse el choque con los 
nucleos de ta muestra las particulas incidentes dejan en el micleo una cantidad energética 
proporcional a fa masa del dtomo que la dispersé. Se usa especialmente para establecer {a 
estequiometria del material ocupado (Ruvalcaba-Sil, 1998, Bucio, 1997). 

Todas estas técnicas se pueden emplear simuitaneamente, variando, exclusivamente, 
los detectores ocupados. Las resoluciones de los elementos detectados varian respecto a 
las intensidades de tas particulas lanzadas, es decir, algunos elementos o grupos de 
elementos tendran mejor resolucién a partir de ciertas energias, como es el caso del 

Carbono, que a 1.8 MeV (protones) su resolucion es poca, no asi al aumentar a 4.4 MeV 

(particulas alfa), donde no sdlo mejora la resolucién del Carbono, sino también las del 
Fésforo y Calcio, elementos de suma importancia para nuestro analisis. En la técnica de 
E.R.D.A. a 3.0 MeV (ntcleos de Helio) se detectan los elementos de tamafio més 
pequefio, es decir, el Hidrégeno y el Helio, para lo cua! en este caso se tiene que “tamizar” 
el haz detectado con una placa, con el fin de detectar exclusivamente el Hidrégeno. 

2.5. Microscopia Electronica de Barrido (M.E.B) 

El microscopio electronico (M.E.) es una herramienta de gran importancia para 

estudios biolégicos a nivel microestructural, aunque tiene origen, y es usado 
principalmente, en ef estudio de materiales no bioldgicos. El hecho de que haya sido 
primeramente ocupado en ciencia de materiales, donde generalmente no se requiere de 
hacer preparaciones especiales, provocé un retraso en el! andlisis de materiales biolégicos, 
en los cuales se tiene que hacer una prepatacién meticulosa, para que el haz de electrones 
no queme {a muestra o conduzca apropiadamente a los electrones y no se vean 
borrosidades, las cuales son producto de fa mala conductividad electrénica del haz de 
electrones en las muestras bioldgicas (ta conductividad electronica puede aumentar si se 

depositan peliculas delgadas de algun material conductor, como grafito, oro, plata, etc). Lo 
anterior es debido a que el material biolégico esta constituido, generalmente, por Atomos 
que forman enlaces covalentes (con electrones localizados) por lo que, no presentan gran 
capacidad para conducir los electrones que son utilizados para “iluminar” la muestra en el 
M.E. 

La forma de conseguir una buena preparacién es a base de fijadores que actian con 

enzimas lisogénicas bloqueandolas para evitar la destruccién tisular, lo anterior con 
respecto a fijar y preservar el tejido. Para solucionar el problema de !a baja densidad, a los 
electrones, se incuba el material biolégico con un oxidante muy fuerte derivado de un metal 
pesado, generalmente tetréxido de osmio (OsO«). Este reactivo, ocupado con una solucién 

amortiguadora actia también como fijador (Carabez, 1998). Para el caso de los cortes en el 
tmicroscopio electronico se deben hacer de alrededor de 0.15 jam de espesor, y si es de alta 

resolucién entonces de 0.01 2 0.06 jum, también de espesor. 
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2.6.Espectroscopias Raman ¢ Infrarroja. 

El origen de las lineas espectrales en espectroscopia molecular es la emisién 0 

absorcién de un fotén cuando cambia la energia de una molécula. En espectroscopia de 
emisién una molécula experimenta una transicién desde un estado més alto de energia a 
otro mas bajo y emite la energia en exceso como un fotén de cierta frecuencia. Las 
espectroscopias de emisién y absorcién proporcionan fa misma informacién con respecto a 
las separaciones de niveles de energia, pero son razones practicas las que determinan la 
técnica a ocupar. 

La espectroscopia Raman explora los niveles de energia examinando las 

frecuencias presentes en 1a luz dispersada en lugar de la luz absorbida. Un rayo intenso de 
luz monocromatica, por lo general en la regién visible del espectro, incide sobre la muestra 
y fa intensidad de la luz dispersada es observada en Angulo recto con respecto al rayo 

incidente. La mayor parte de la luz dispersada tiene la misma frecuencia que la luz 
incidente, pero una pequefia parte de la luz dispersada tiene frecuencias diferentes de 1a del 
rayo incidente. Las diferencias de energia entre las lineas débiles y la linea principal 
corresponderan a las transiciones vibracionales y/o rotacionales en el sistema estudiado 
(Galindo, 1983) 

La espectroscopia Infrarroja se emplea para identificar y determinar 
cuantitativamente la presencia de distintas sustancias en mezcias. También se pueden 
obtener las bandas de las sustancias procedentes de la mezcla, con el fin de hacer una 
identificacién de fases. Se fundamenta en la absorcién de la energia del infrarrojo (de la 

gama de longitudes de onda consideradas para el infrarrojo que estén entre 1pm y 100yum ) 

por la muestra, que es equivalente a su energia de vibracién. Estas energias de vibracion 
son caracteristicas de las moléculas, las cuales dependen a su vez, de fos tipos de enlace, 

pues las frecuencias de vibracién dependen de la rigidez de los enlaces (Morcillo, 1980). 
Las razones por las que se ocupan en el presente trabajo estas dos espectroscopias se 
relacionan a fos grupos funcionales que se pretenden ubicar, fos que se pueden ocultar en 
otras frecuencias, especialmente en la espectroscopia infrarroja, debido a la amplitud de la 
sefial del agua y OH (un ejemplo es el ion carbonato). De este modo, 1a espectroscopia 
infrarroja tiene la posibitidad de usarse para una gama muy extensa de grupos funcionales 
y, la espectroscopia Raman para determinar con precision algunos grupos funcionales que 
por sus frecuencias de vibracién son muy semejantes (Parker, 1983). 

2.7.1. Colageno residual 

Las disminuciones del contenido de ta fase amorfa en ef material dseo, debido a la 

degradacién de colagena, se puede cuantificar por diferencia de pesos al calcinar a 
muestra generandose asi la técnica de fechamiento por col4gena residual. Para obtener 
los datos de material calcinado y masa original se hace una simpfe operacién para obtener 
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el porcentaje de pérdida de esta fase. La masa ocupada puede variar y lo costoso de esta 
técnica es el tiempo que se requiere para proceder y obtener los datos, de tal forma que se 
vuelve cansada y tediosa. En este trabajo, se propone una variante del andlisis por 
colageno residual, Hevando a cabo experimentos de difraccién de rayos X. Donde se 
ocupa la siguiente relacién para llevar a cabo la cuantificacién de la colagena 

Trex =(L2o Trasx)100 

Siendo Ino ef pico caracteristico de la fase amorfa (colagena) para 20 = 20° € Iméx el pico 
con intensidad mds alta de la fase de carbonato de hidroxiapatita, aproximadamente en 20 
= 32°. 

2.7.2, Indice de cristalinidad 

El analisis de los datos obtenidos de experimentos de difraccién de material éseo antiguo 
llev6 a ciertos autores a considerar la técnica como posible prospecto para determinar 
antigiiedades relativas (Bartsiokas & Midleton, 1992 Person, et al.$995). 

Las fechas obtenidas a partir del ltamado indice de cristalinidad, se relacionan con 
las alturas y grosores de ciertos picos (0 intensidades) caracteristicos del carbonato de 
hidroxiapatita, estos mAximos de intensidad caracteristicos del carbonato de 
hidroxiapatita corresponden a las intensidades 112, 300 y 202, que segin el modelo de 
estos autores (Bartsiokas, ef a/.1992) se relaciona con !a fecha de muerte del organismo. 
Con este mismo procedimiento, sdio que tomando como {limite inferior de cada reflexion 
una horizontal, es el caso del otro autor (Person, ef a/.1995), que adicionan un dato mas, 
correspondiente al pico 211, y su método siendo un poco distinto al de los autores 
anteriores, en realidad no define mucho (los picos correspondientes a cada uno de los 
indices hki se representan en la fig. 10). 

Al medir esos parametros se obtiene un cociente (ver fig. 10), que se relaciona 
con la antigiiedad del organismo, creando asi, una grafica de antigtiedades Vs. indices de 
cristalinidad considerada como “de alta relacién lineal”, con lo que, se supone podrian 
obtenerse fechas de muerte. Tal indice de cristalinidad (de Bartsiokas) se define como: 

Indice de cristalinidad = 10 (a/b) 

Dénde a y 6 son alturas de los picos en el patron de difraccién (Ver fig. 10) (Seguin 
Bartsiokas & Middleton, 1992). 

Los autores determinan que su grupo tiene una representatividad muy buena, con 
lo que afirman que su técnica de fechamiento puede ser ocupado para distintas épocas, 
distintos organismos y distintos entornos (Bartsiokas & Middleton, 1992). Con esta 
visidn, distintos autores han discutido estos resultados y algunos han hecho variaciones, 
que sin dar una interpretacién micrdestructural, intentan mejorar la técnica, variando 
algunos parimetros como el conocimiento de los contextos de enterramiento, las especies 
de los organismos, etc. (Person, et al. 1995). Estos autores definen el indice de 
cristalinidad como:
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Indice de cristalinidad = (utv+w)/h 

Donde u, v, wy A son alturas de los picos en el patrén de difraccién (Ver fig. 10) (Person, 
et al.1995) 
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Figura 10. Representa los datos que algunos autores ocupan para fechar material dseo. En realidad sélo 

difieren un poco en el método y en una intensidad. En el caso del Indice de cristalinidad de Bartsiokas & 
Middleton, 1992. LB. = 10 (a/b) y para Person, ef al. 1995 consiste en L.P.— (ut+v+wy/h 

(ver Bartsiokas & Middleton, 1992 Person, et al. 1995).
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3. MATERIALES Y METODOS 

Las muestras de tejido seo antiguo de origen antropolégico fueron obtenidas del 
laboratorio de fechamiento, del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas, de fa 
Universidad Nacional Auténoma de México a cargo de la M. en C. Luz Lazos Ramirez y 
del proyecto de estudios de maestria de la M. en C. Heju Jang Cho, del mismo Instituto. 

Las muestras de tejido 6seo antiguo, de distintas clases de animales proceden de la 
coleccién del museo-laboratorio de Paleontologia de la Universidad Auténoma de Baja 
California, Ensenada y fueron donadas por el M. en C. Francisco Javier Aranda Manteca. 
Las muestras de tejido dseo actual de distintas clases de organismos proceden de 
colecciones particulares. 

Las muesiras fueron sometidas a distintos tratamientos, dependiendo !a informacién 
que se deseaba obtener y la cantidad de muestra. Para esto se hicieron divisiones entre 
material antiguo y moderno y posteriormente las respectivas divisiones taxonémicas (ver la 
relacién de muestras que se presentan en este trabajo y sus tratamientos en el cuadro 1). 

Cuadro |. Relacién del nombre de las muestras con sus 
Caracteristicas y andlisis al que fueron sometidas. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

Muestra Tipo de muestra Sometida a anailisis 

Sirenio2. Antigua, Fésil. Perminetalizada, Costilla de sirenio. | DRX, DSC, MEB. | 

Ballena Actual, Crineo. DRX 
Cranave Actual, craneo de ave. DRX 
Crancone Actual, craneo de conejo. DRX 

Crancarp Actual, créneo de carpa. DRX 

Cranrocd Actual, craneos de roedor. DRX 

Cranrana Actual, ctineo de rana. DRX 
Crantort Actual, créneo de tortuga. DRX 
Mochorej Actual, créneo humano. DRX 
Crancoco: Actual, craneo de cocodrilo. DRX, Re R 

Crantib Actual, craneo de tiburén. DRX 
Cazontib Actual, craneo de_cazén. DRX 
Crandelf2 Actual, crineo de delfin. DRX 
MI Actual, hueso largo de vaca. DRX, TT y nuclear. 
M2 Antigua, bueso largo de yaca no _fésil. DRX, nuclear. 
M3 Antigua, no fosil. Arqueolégico, Humano. DRX, nuclear. 
MS Antigua, no fésil, Arqueolégico, Humano. DRX, nuclear 
M6. Antigua, no fésil, venado, DRX, nuclear 
G0 (Granada) _| Actual, radio humano. DRX,DSC y TQ. 

Poll. Actual, fémur de polio para produccién de came. MEB     

DRX=Difractometria de rayos X, DSC=Calorimetria diferencial de barrido, MEB=Microscopia electronica de 
Barrido, R=Espectroscopia Raman, IR=  Espectroscopia Infrarroja, TT=tratamiento térmico y 
TQ tratamientos quimicos. 
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BLP ind tici . \ 

Se prepararon muestras de tejido dseo con los siguientes fines: 

a) Separar la componente amorfa (principalmente colagena tipo 1) por tratamientos 
térmicos, quimicos y fisicos (como la ultracentrifugacién). Con la separacién de la 
coldgena, la componente mineral aisiada (carbonato de hidroxiapatita), pudo ser 
sometida a los andlisis de estructura, cantidad de carbono, calcio y nitrégeno, 

cristalinidad, y tipo de grupos funcionales incorporados a la estructura. 

b) Examinar los cambios de la estructura en funcion de la temperatura, o tratamientos 

quimicos en una muestra de tejido dseo. 
c) Aniéalisis estructural por la técnica de difraccién de rayos X en los diversos tipos de 

tejido dseo. 
d) Fechamiento relativo de muestras antiguas de tejido éseo mediante las metodologias 

propuestas por Bartsiokas & Middleton, 1992 y Vento, et al. 1981 (colageno residual). 

3.1.1. Experimentos de Difraccién de rayos X 

La técnica ocupada por nosotros fue fa de polvos, de esta forma, fas muestras fueron 

molidas en un mortero de agata y luego tamizadas (malla # 325). Se acupd un difractoémetro 
Siemens D5000 para polvos, con un tubo de rayos X con radiacion CuKa (A=1.54056 A), 
con un generador Kristalloflex operando a 40kV y 28mA. La configuracion de rendijas fue: 
2mm a ia salida del tubo 2mm al inicio de recepcién, 0,6mm en el monocromador y 0.6mm 
en el detector. Los experimentos se realizaron llevando a cabo un barrido por etapas en 20 
desde 8 hasta 80 , con un tamafio de paso A2 6= 0.02 *en un tiempo de 9 segundos. 

3.1.2. Métodos de separacién 

: . cas fae eg 
Tratamientos-qulmnicas HC side lath dcica 524). y C10 thipoclorito de sodio 12% 

e Un par de muestras granada (GO), fue puiverizado y sumergido en una solucién de HCI 
0.1 N durante una hora. 

e Estas mismas muestras fueron sometidas a NaCl0 a distintos tiempos (20 min., 60min., 
y 24h) 

La determinacién de los cambios en las fases y cantidades de materia amorfa y cristalina se 
cotejaron por difraccién de rayos X. 

L : te 

E] conjunto de muestras procedente de un hueso de radio humano (etiquetados 
como granada 6 G0), fueron finamente pulverizadas en un mortero de agata, y tratadas a 
distintos tiempos (0, 3, 12 y 72 horas) a una temperatura de 650°C. Con esto se buscéd 
seguir la evolucion de las componentes del hueso (carbonato de hidroxiapatita, colagena y 
fases secundarias) y fa concentracién de elementos quimicos (Ca, C, N) en funcién dei 
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tiempo de tratamiento a 650°C. 
Con el fin de identificar las temperaturas en las cuales ocurren transiciones de fase 

(por ejemplo la oxidacion del nitrégeno y carbén relacionados con 1a fase organica), se 
dieron tratamientos térmicos a otro lote de muestras (etiquetadas como m14, hueso de 
diafisis de fémur humano) a diferentes temperaturas: 25°C, 396°C, 500°C y 850°C, durante 
una hora. 

3.1.3. Centrifugacion y tratamientos térmicos 

Se pulveriza un hueso en un mortero con bolas de gata, se tamiza (con una mala # 
325) y posteriormente se calienta, con agua, hasta hervir durante un periodo determinado 
de tiempo, y se ultracentrifuga en caliente (en nuestro caso se ocuparon tubos eppendorf de 
1.5 ml). De esta forma se separan las fases organica e inorganica. Esta técnica se 
fundamenta, en cierto modo, en ta centrifugacién por diferentes densidades, ya que al 
calentar la muestra, hay una disociacién de los trimeros de colagena e integracién de estas 
a la fase acuosa, generando dos fases, donde [a mds densa corresponde al carbonato de 
hidroxiapatita y la menos densa a la coldgena y otros amorfos organicos. 

3.1.4, Experimentos de Analisis térmico (DSC y TGA) 

Se usé un equipo modular de andlisis térmico DUPONT 9000 (méddulo calorimetro 
de barrido, DSC y médulo para termogravimetria, TGA). Las muestras para analisis 
térmicos fueron puestas en crisoles de aluminio y calibradas con estos mismos crisoles. Lo 
Unico que diferencia a una muestra y otra, en su Preparacion, fue la masa puesta en dicho 
crisol de aluminio que, segtn fa densidad de la muestra, oscilaba entre 1.5 mg para el caso 
de 1a colagena y 5 mg para las muestras con fase cristalina. Los intervalos de temperatura 
empleados fueron desde temperatura ambiente hasta 600°C (para DSC) y 650°C (para 
TGA) a una velocidad de 10°C/min. 

3.1.5. Técnicas Nucleares: P.LXCE, y R.B.S. 

Las muestras después de haber sido tamizadas, se prepararon en una pastilladora de 
acero inoxidabie (con un centimetro de diametro) a una presién de 2.5 toneladas métricas. 
Las pastillas se expusieron al haz de un acelerador de particulas Pelletron NEC de 3.0 MV, 
en la terminal de alto voltaje, equipado con una cdmara para el andlisis simultaneo por 
R.B.S-P.LX.E, 

3.1.6. Microscopia Biectronica de Barrido (M.E.B.) 

En el caso de nuestras muestras, debido a que poseen zonas cristalinas, lo unico que 
se hizo fue introducirlas al microscopio electrénico, con una pelicula de plata al vacio, para 
aumentar [a conductividad electronica. El tamafio de grano expuesto al haz de electrones 
fue menor que 44j1m (se ocupd un tamiz del # 325). Por otro lado se analizé el hueso sin la 
parte correspondiente a fas sustancias organicas, la forma de retirar las sustancias organicas 
fue por combustién (650° C por 72 horas) seca en un homo. Para estos analisis se ocupé un 
microscopio JEOL 5200 operando a un voltaje de 25 KV. 
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3.1.7. Espectroscopias Raman ¢ Infrarroja : 

Se montaron muestras mezcladas con KBr en una concentracién de 10 (KBr): | 

{muestra) y se hicieron 30 repeticiones de cada andlisis. El peso de la muestra fue 10 mg 
para cada uno de los andlisis. Se ocupé un espectrémetro marca Nicolet para registrar los 
espectros de Infrarrojo (FTIR) y Raman. Los intervalos en que se llevaron los registros 
fueron entre 400 y 4000 cm” (para infrarrojo) y entre 70 y 3400 cm’ (para Raman). 
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4, RESULTADOS 

1 bai [a inclusion de CO; 

Los datos bibliograficos indican que en los sitios de PO,*, se tiene la sustitucion 
por el grupo carbonato CO;”, en porcentajes de entre el 8-10%. Las cargas de los fosfatos 
desbalancean las de los carbonatos, por lo tanto deberia_existir un ion monovalente que 
equilibre las cargas. Para el caso anterior, de balance de cargas, supusimos la existencia un 
oxhidrilo (OH) en el interior de la estructura, entre el carbonato y las torres de Calcios 
NC. 9 (ver fig. 11), el cual estaria formando la punta de una pirdmide que tendria de base 
af ion carbonato (ver figuras 5, 8 y 11). En esta piramide que tiene como base al ion 
carbonato, se tendria a todos los oxigenos (incluyéndose el del ion OH’) en los vértices, 
quedando de esta forma el hidrégeno del ion OH’, interno en la piramide, en resonancia con 
los pares libres de electrones de los oxigenos de la base de CO;” (Heredia, A. et al. 1998). 

  

   

    

Oxhidrilo 
Calcio tipo IE 

Tetraedro de ion fosfato 
Torres de Calcio tipo I 

Ton carbonato 
sustiquyende al 
fosfato 

Fig.11, Modelo propuesto en este trabajo para sustituir un ion fosfato por un carbonato mas un oxhidrilo, 
marcados estos ultimos dos con flechas blancas, 4 
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4.2. Andlisis del model | método de Rietveld 

Mediante la _metodologia Rietveld se modelé la inclusion del CO, y al hacer el 
ajuste se obtuvieron datos realmente satisfactorios para la muestra de sirenio (fig.12 y tabla 
5). Se eligié la muestra de sirenio por no contener material orgénico ni impurezas, de este 
modo, no se requirié hacerle ningun tratamiento, asegurandose asi, la no contaminacién o 
alteracién del material éseo. Estos datos fueron posteriormente utilizados para modelar 
también los otros espectros de difraccién presentados en este trabajo (ver tabla 6). 
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Fig. 12. Difractograma de fa muestra Sirenio donde se ajusta el modelo estructural, por el método de 

Rietveld. En pequerios circulos se muesira el espectro observado, en linea continua ef espectro calculado. En 
la parte inferior se muestra la curva que muestra la diferencia del espectro observado con el caleulado, En 
barras verticales se indican las posiciones de las reflexiones de Bragg. 

Las figuras de mérito para evaluar la calidad del ajuste por e) método de Rietveld estén 
definidas por las siguientes expresiones: 

R del perfil pesado (12) 
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(13) 

(14) 

(15) 

R del factor de Estructura (16) 

La calidad de los refinamientos, ademas de determinarse a partir de los valores anteriores, 
es de mucha utilidad observar graficamente fas diferencias entre los valores calculados y 
los esperados (fig.12). Los datos mostrados en la tabla 5 y la grafica 12 son indicatives de 
fa buena calidad del ajuste por el método de Rietveld, del modelo propuesto. 

Tabla 5. Valores de bondad del ajuste --r el método Rietveld de la muestra de sirenio (de la fig.12) 

  

  

  

Muestra. Niimero de Valores de las diferencias | Parametrosdela | “Y”isotrépica y 
Parametros {entre los resultados Red (A). valor de Lorenz. 

refinados observados y esperadas. 

Sirenio2 Costitia | 18 X?=3.56, RB=5.83, a=9,3436 Y¥=0.14676 
de sirenio. Fésil. | RfER339 66.8793 Ls=0.18081             
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4.3, Anal | métade de Rietveld deh ‘ 

En nuestro caso, se ocupé la estructura de la hidroxiapatita y se incluyeron d4tomos 
de carbono, permitiendo asi, la sustitucién principatmente propuesta; fa cual es de un CO,” 
(més OH’) por un PO,*. Los valores mas bajos para las figuras de merito en huesos 
madernos (ver tabla 6), al momento de llegar a la convergencia, indican que es el valor de 

minima diferencia entre ambas graficas. En este andlisis también contemplamos la 
morfologia del cristalito, asignando forma de agujas para la fase mineral de los huesos 
modernos. A mayor valor de los pardmetros Y y Ls indicados en la tabla 5 y 6, se tienen 
tamafios promedio de cristalito mas pequefios y grado de anisotropia mas elevado 
frespectivamente. 

Tabla 6. Aqui se presentan variaciones estructurales de distintos tipos éseos y los valores que confrontan lo 

observado con lo esperada en la metodologia Rietveld. 

  

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

Hueso. Tipo y Numero de | Valores de las diferencias { Pardmetros de la [“Y” isotrépica y valor 

origen. Parametros | entre los resultados Red (A). de Lorenz. 
Refinados. | observados y esperados, 

Sirenio2 Costiila de 18 X?=3.56 a=9,3436 Y=0.14676 

sirenio. Fésil. RB=5,.83, Rf 3.39 c=6,8793 Ls=0,18081 

Ballena (actual) 5 X7=4.48 [ a=9.43907 ¥=0.68272 
RB=8.16, Rf=4.36 6.90585 Ls=0.4445 

Cranave (craneo de 15 X15 a=9.42502 Y=0.65275 
ave actual) 68, Rf&4.28 c=6,89673 Ls=0.45089 
Crancone (craneo de 15 7 15 a=9.424272 Y¥=0.69109 
conejo actual) RB=12.04, Rf=5.37 c=6.892123 Ls=0.34506 
Crancarp (craneo de | 5, X=6.17 a=9.41257 Y=1.24528 
carpa actual) RB=104, R&S.14 o=6.90158 Ls=0.00132 

Cranroed (crineos | |, X7=2.89 a=9,469029 Y=0.88199 
de roedor actual) RB=6.09, R&3.11 6=6.898454 Ls=0.6185 
Cranrana (crineo de | 1, X=4.78 a=9.48659 Y¥=0.71223 
rana actual) RB=6.41, RFF3.81 c=6.9280 Ls=0.78481 
Crantort (craneo de [ X7=4.86 8=9.385984 Y=1.38613 
tortuga actual) RB=8.55, R&4.41 6.873302 Ls=~0.37878 
Mochorej (crineo 15 X'=4 38 a=9.442676 Y=O.S1271 
Gumano actual) RB=8.3, R&481 6.911037 Ls=0.42963 
Crancoce (crineo de 15 ETT a=9.429207 Y¥=0.66213 
cocodrilo actual) RB=6.97, Rf=3.56 6.90009! Ls=0.48846 
Crantib (créneo de 15 X=29 9=9.422988 Y=0.72917 
tiburdn actual) RB=S.06, R(=2.65 £=6.886841 Ls-0.6127 
Cazontib (craneo de. B X=232 a=9,37407 Y¥=0.79887 ~t 
cazén) RB=9.67, R63 £=6.84436 Ls=0,77338 
Crandelf2 35 X74) a=9.39339 Y=0.28665 

RB=6.11, R394 6=6,894 Ls=0.33448 
  

En Ia figura 13a y 13b se puede observar [a variacién de Jos parémetros reticulares (0 
parametros de la red) de acuerdo con distintos tipos de animales actuales. 
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1.4. Andlisis de hueso: hidroxiapatita y f f 

El anilisis de tas estructura cristalina del carbonato de hidroxiapatita, para todos os 
tipos dseos, se modeld bajo la metodologia Rietveld. En todos los casos se observaron los 
picos caracteristicos de ta hidroxiapatita, los cuales coinciden, en su mayoria, con jos del 

carbonato de hidroxiapatita. En la mayoria de los casos, excepto en algunas de las muestras 
tratadas (térmicamente y/o quimicamente, que claramente disminuyen la cantidad de 
materia amorfa), 0 muy antiguas, se observé una gran cantidad de fase amorfa, que por 
comparacién con los difractogramas, determinamos que se trata de coldgena tipo |. 

Los datos determinados en ja muestra de craneo de tiburén (0 cazén) a partir del 

refinamiento de Rietveld los consideramos como buenos y los ocupamos para determinar 
los pardmetros de la fase amorfa, es decir, la colagena tipo { asociada a los cristalitos de 
carbonato de hidroxiapatita (ver fig.14 y tabla 7). Estos pardmetros se obtienen usando la 
ecuacién de Debye (ver 2.1. Difraccién de Rayos X; ecuaciones 7 y 8), que es una suma 
infinita de términos, pero su uso en la metodologia Rietveld sdéio posee hasta seis (aunque 
pueden ocuparse mas) por considerarse que es un mimero suficiente de términos para 

representar adecuadamente ia dispersién amorfa de la colagena. 
Los distintos parametros obtenidos por nosotros relacionan a las distancias mas 

comunes en la colagena, tal como enlaces tipicos. Estas distancias pueden ser los periodos 
de la hélice, las distancias mas comunes entre los grupos funcionales, etc., tal como lo 
mostramos en la tabla siguiente (tabla 7). 

Tabla 7. Se presentan distancias tipicas de la molécula de colagena tipo I y su procedencia. Estas distancias 
estan relacionadas con las estructuras que definen la estructura tridimensional, desde la estructura 
secundaria hasta la cuaternaria. 

  

  

  

  

  

Modelo Amino-amino [ Carboxilo-amino { Carbén-oxigeno del | Diametro de | Periodo de 
(en A) del mismo a.a.* carboxilo terminal la superhélice | una sola 

(en A) (en A) (en A) hélice (en A) 

Por Pauling’ 35 25 Ls 

2 Datos generales’ 50 10 

4 
Por nosotros: 
(Método de Rietveld) 

dj 3.42 2.55 1.20 5.07 10.99 
B® 792 -900 on 282 244               

a.a. = aminodcido. 
‘ Pauling y Corey. ,1951. 
2Voet, D. & Voet, J., 1995. 
> B, son parémetros son proporcionates al producto de los factores de dispersion de los atomos i, j yala 
frecuencia en que se presenta la distancia interatémica 4; en la estructura de la colagena tipo I. 
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Fig. 14. Patron de difraccién de créneo de tiburén. Muestra refinada mediante el método de Rietveld, para 
obtener los pardmetros estructurales de la fase amorfa (lobs= espectro obtenido del difractémetro, 
teale=espectro obtenido con modelaje mediante el métodoRietveld, lobs-calc=diferencias entre el 
difractagrama obtenido y el calculado). 

4, 

4.5.1, Tratamientos y Anilisis térmico 

En el anafisis de DSC notamos distintas transiciones del material. Hay un primer 
valle (antes de la linea vertical, ver fig.15 A) que no corresponde a la muestra, sino a la 
estabilidad de la velocidad de calentamiento, El pequefio valle y posterior elevacidn, 
marcado con 2 lo explicamos a partir de la deshidratacién de la muestra. En los picos 

sefialados como 3 y 4 no los hemos podido asociar, de forma explicita, a cambios en el 
tejido dseo, pero en relacién a cada una de las fases (la fase mineral y la fase cristalina), la 
pérdida del material amorfo organico se genera por su combustién y eliminacién de la 
muestra, cercano a 350°C (fig.15 B). 
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Fig.15 A y B. Grdfica de flujo de calor Vs. Temperatura (A). Calorimetria Diferencial de Barrido de una 
muestra de hueso humano (G0). Consideramos que et valle con niimero 1 corresponde a la estabilizacion de 
Ja velocidad de calentamiento. Por esto consideramos pertinente contemplar los datos posteriores a este 
valle. El pequetto valle numerado con 2, corresponde a la deshidratacién de fa muestra (cercano a 100° C). 

Los picos 3 y 4 no los hemos asociado, con precisidn, a un evento térmico pero creemos que guarda relacién 

con el desprendimiento de energia por parte de los componenies de la coldgena tipo 1 0 con cambios 
estructurales en la porcién apatitica. Grafica de temperaturas Vs. pérdida de peso (B). Andlisis 
termogravimétrico,; en 1a caida | se ha perdido cerca del 25% del peso total y es debida a la fase organica. 

Eu la caida 2 se ha perdido mds del 30% del peso total de la muestra. 

Se hace evidente que ta cresta correspondiente a 450° C esté relacionada a la fase 
inorganica y no a la organica, esto se observa en la muestra fosil de costilla de sirenio, 
dénde sélo se tiene la fase mineral (fig.16). Hay autores que piensan que algunas de estas 
crestas, especialmente la cercana a 350° C (la que no se aprecia en la fig. 16 y si en la 
fig.17), se deben al flujo de iones en la estructura del carbonato de hidroxiapatita (Reyes- 
Gasga.J. et ai.1997, Reyes-Gasga. J. ef af 1999). Nosotros sélo podemas decir que no se 
trata de la fase mineral, sino de la fase organica (fig 15). 
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Fig. 16. Calorimetria diferencial de Barrido de una muestra de costilla de sirenio fosil. Como en la figura 
anterior, la cresta y el valle I y 3, respectivamente, estén asociados a ta estabilizacién de la velocidad de 

calentamiento y, ef valle 2 corresponde a ta deshidratacion de la muestra {cercano a 100° C), la cresta 
numerada con 4 no la hemos asociado, todavia a un proceso quimico especifico. 
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TEMPERATURA (°C) 

Fig. 17. Calorimetria Diferencial de barrido de una muestra de coldgena de 

600 

tendon de aquiles de Bovino 

(SIGMA). La cresta 1 corresponde a la estabilizacién de la velocidad de calentamiento {como én las dos 
figuras anteriores). La region 2 corresponde a la deshidratacién de la muestra, la region 3 na se ha asociado 
@ un procese en particular, pero pensamos que se relaciona a reacciones entre 

fa cresta 4 (que es cercana a 350° C) sélo aparece en las muestras de colégena 
los residuos de aminodcidos: 
yes la temperatura ala que 

algunos autores (Reyes-Gasga, et al.1997, 1999) reportan conductividad superidnica en la fase inarganica. 
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aparicién de una (cercana a 37.5 de 209, que corresponde a dxido de Calcio (CaO, es decir, cal) debida a la 

combustion del material éseo. Se observan cambios en ta cristalinidad, represeniados por el aumento de las 

intensidades (alturas de las reflexiones) y disminucion del ancho del pico. La grdfica donde se indica la fase 

Fig. 18. Patron de difraccién de Rayos X (muestra ml). Se aprecian tos cambios en las fases, incluyendo la 

| de CaO esta calcinada 4 850°C. 

Los cambios generados en las estructuras gracias a a calcinacién del material a 

distintos tiempos son producto de la oxidacién del material cristalino y amorfo, tal como 

cuando se genera CaO. Cuando se somete al material seo, a distintos tiempos de 

calcinacién hay un aumento de las intensidades y disminucién de los grosores de los picos, 

Jo que indica que fa fase cristalina se hace més cristalina (fig. 18). 
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4.5.2. Tratamientos quimicos 

En {os tratamientos quimicos, e| hueso puiverizado o completo, resulté sumamente 
estable a los reactivos, lo cual se demuestra en el tamafio del “fondo” en los difractogramas 
a diferentes tiempos de exposicién a fos reactivos, indicando una pérdida minima de 
colagena, al grado de no haber diferencias apreciables entre estos difractogramas (ver fig 
18), lo que indica que fos tiempos de exposicién 0 concentraciones deben variar, por lo 
menos para una metodologia como Ia seguida por nosotros. 
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Fig.19. Patron de difraccién de Rayos X de una sola muestra de material dseo (muestra GO}, tratada con 
HCLy sin wratar. La gréfica (1) sin tratamiento quimica y ta (2) tratada con HCI 0.1 N/ 1 hr. No se aprecian 
cambios que determinen pérdida de material orgénico a inorgdnico, es decir, no se ve diferencia entre los 
patrones de difraccidn | y 2, La mayoria de las citas bibliogrdficas indican que ef HCI es un reactive que 
modifica claramente la composicién quimica y microestructural del tejido dseo (Parsche & Nerlich, 1997, 
Johnsson, 1997}. 

La mayoria de los datos bibliograficos indican que el HC! es un reactivo que modifica 
claramente la composicién quimica y microestructural del tejido dseo, del tipo que se trate 
(Parsche & Nerlich, 1997, Johnsson, 1997). Sin embargo nuestros resultados no 
comprueban lo citado en Ia literatura basandonos en los mismos tratamientos. 
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Fig.20. Cambios de tas estructuras cristalinas a partir de calcinacién (a 650°C) a distintas tiempos 
(muestra ml). El aumento de los picos y disminucién de grosores de estos mismos implica que se estan 

generando cambios estructurales en el microcristal, tal como el aumento del tamafio en estos. 

Algunas formulas estequiométricas para la Colagena tipo I se pueden escribir como; 

C4Hs 70) 3N (De: indice Merck, ver gelatina (gelatin), 
C36HssO113NSo.009 (De: Vaughan, 1970.) 

De aqui se puede calcular que el valor de nitrégeno por gramo de bueso es 

aproximadamente del 5%. 
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4.6.1. RBS - PLXE, Simultdneos: PLXE Calcio y Fésforo. RBS Oxi Cart 

En el caso del carbén detectado, no se puede determinar si pertenece a una 
sustancia orgénica (colagena tipo I) o a una inorganica (ion carbonate). Por lo que se 
planearon experimentos para detectar las diferencias en este tipo de dtomos, basandose en 
aportar cada una de las fases y hacer el andlisis, de tal modo que se puedan apreciar 
cambios en los tipos atémicos y en concentraciones, como para poder despreciar estos 
Atomos de una u otra fase. 

Tabla 8. Resultados de R.B.S.- P.LX.E, en muestras de interés argueologico de hueso. 

  

  

  

  

  

          

Muestra Ca ¢ P ° CalP 
1 vaca 10 5.64 5.71 27.86 1.7513 
Z vaca 10 0.371 5.71 26.4 1.7513 _4 
3 Humano 10 9.56 5.71 32.34 1.7513 
5 Humano 10 2.06 5.97 276 1.675 
6 venado 10 19 3.71 28.6 17513         

1.7. Datos de Mi ia Electrénica de Barrid 

Para esta técnica (M.E.B. fig. 21) se ocupé plata para recubrir las muestras, por fa 
poca conductividad electronica de estas. Las imagenes obtenidas por microscopia de 
barrido determinan que los granulos de carbonato de hidroxiapatita aumentan con respecto 
aj tiempo, no sélo eso, también las muestras antiguas carecen sustancialmente de 
compuestos orgénicos (Fig. 21 A y B). En este contexto, se determina que jas muestras 
carecen de compuestos orgénicos por el poco brillo que presentan, indicando que, hay 
buena conductividad electronica. Las muestras seleccionadas para este trabajo fueron las de 
costifla de sirenio (fésil) y las de hueso de pollo (tratado con HCI), las cuales presentan 
cambios, no sélo por las distintas antigiiedades, sino también por las diferencias especificas 
entre grupos. Las estructuras con materiales amorfos, como las proteinas, se observan como 
supérficies rugosas que, creemos, corresponden mayoritariamente a proteinas asociadas a 
tos microcristales de cHAp, como en el caso de la muestra tratada de pollo (fig. 21 C y D). 
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Fig. 21. ABCD. Micrografias elecirénicas de barrido de tejido dseo de (A y B) Costilla de Sirenio fosil y (Cy 
D) fémur de pollo tratado con HCI 0.1 N. Sélo son dos muestras, con respectivas amplificaciones, que son B 
¥ D. Enel caso de {a Costilla de sirenio (A y B) se aprecian granulos de hidroxiapatita de cerca de 50 nm de 
didmetro. Para fa muestra de fémur de pollo (C y D) se observan estriaciones producto de las proteinas 
asociadas af mineral éseo, y su ampliacién (en D} corresponde a la regién con un évalo blanco. 

4,8, Datos de Espectroscopias Raman ¢ Infrarroja, 

Gran parte de tos datos ofrecidos por ta literatura (Best, et al. 1997, Merry, ef al, 
1998, Wu, ef al. 1999), para ubicacién de tipos de grupos funcionales esté basada en 
sintéticos, pues el andlisis de materiales biolégicos es realmente dificil de interpretar. Uno 
de los grandes debates, relacionado con la estructura del carbonato de hidroxiapatita 
consiste en localizar especialmente dos tipos de iones; el carbonato y el oxhidrilo. En ef 
caso del oxhidrilo, hay autores (Wu, et al. 1999) que establecen que este tipo de iones no 
estén presentes en el mineral seo y si consideran la existencia de carbonato. Los valores, 
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para la identificacién, de estos grupos funcionales son: 

Para O-H y CO;” 3600cm’ Para espectroscopia Infrarroja (Best, S., ec a. 1997). 

Para sustitucién de CO,” entre L410 y 1540 cm, también para Espectroscopia 
Infrarroja.(Merry, J.C., et af. 1998). 
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Fig. 22. Espectroscopia Infrarroja (Numero de onda Vs. Transmision) de tejido éseo procedente de créneo 
de cocodrilo. Se sefialan algunos grupos funcionales relacionados exclusivamente con las fases presentes en 

el tejido dseo, 
1.Amina en solucién (NH;"). A aprox. 3280 cm’. 
2.Tiol enlazado a un hidrégeno, a aprox. 2400 cm. 
3.Amina primaria (NH) de 1650-I580 env’, 
4.Aming alifatica (C-N) de 1220 a 1020 cm’. 

SEster fosférica (P-O-C} de 1090 a 1030 cm. 
6.Disulfuro (S-S) de 550-450 cm’. Cercanamente a este se ubican enlaces caracteristicos de derivados de 
yodo (de 600 a 80 cm). 

En general, para la estructura de la colagena, podemas determinar ta presencia de 
grupos relacionados a los aminodcidas, tal como los COO" (COz}, los amino- y los C-H 
(CLeikin, S., et al. 1997) ver fig. 22). Los espectros Raman e Infrarrojos de un material 
compuesto son ciertamente dificiles de interpretar, pues los componentes pueden ser 
similares en sus grupos funcionales, es por esto que se pretende siempre estudiar las fases 
por separado, en nuestro caso ef carbonato de hidroxiapatita con la fase amorfa, es decir, la 
fase protéica, en forma mayoritaria colagena tipo I (ver fig.24, espectroscopia Raman de 
Tendén de Aquiles).   

3 

: 
' 

   



46     
Fig. 23. Muestra de iejido dseo tamizado de cocodrilo actual. Los ejes son: Intensidades (Unidades 
arbitrarias) Vs. Frecuencias (ondas om), 

Se muestra la Espectroscopia Raman de hueso, con algunas frecuencias caracteristicas de grupos 

funcionales como: 
1. Piridinas con sustituciones en {as posiciones 2 y 4, (en Ias longitudes de onda entre {000 y 985 cm” }, 
enlace C-O del carbonate (en 1078 cm", Esta frecuencia tomada de: Tu, A.T. 1982}. 
2. Alguil Sulfatos SO; (1196-1188 cm"). 
3. lones carboxilato CO;. (entre 1440- 1340 om’) 
4. Entre 1198 y 1211 cm’ Para hidroxiprolina y tiresina. 

(Frecuencias de: Parker, F.S. 1983.) 
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Fig. 24. Espectro Raman de coldgena de tendén de Aquiles de bovino (A) y (B) de gelatina de piel de 
ternera (Tomado de: Parker, FS. 1983).
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Podemos deducir, de fas figuras 23 y 24, que la mayoria de los datos aportados por 
ambas espectroscopias corresponden a grupos funcionales de la colagena, esto es debido a 
ta gran diversidad molecular a partir de los aminoacidos. En estas muestras de tejido dseo 
es evidente la presencia de grupos funcionales que no estan relacionados con ninguna de las 
fases, lo que indica, consideramos, que son producto de la relacién de ambas fases; tal es el 
caso del grupo funcional P-O-C, el cual puede (y sdlo puede) estar relacionado con la 
interaccién de: 

1. El carbonato de la hidroxiapatita y el fosfato de algun aminoacido. 
2. El carboxilo de un aminodcido con el fosfato de la hidroxiapatita. 

Los grupos funcionales descritos desde un inicio, en este trabajo no necesariamente 
fueron ubicados en los espectros Raman o Infrarrojos, lo cual consideramos debido a {as 
distintas fases, a la hidratacidn, etc., que pueden originar sobreposiciones de algunos picos 
en grupos funcionales determinados, en el caso del ion carbonato se aprecia un pico 
(sefialado con una flecha) en todas las muestras que esta muy cercano a la sefial de las 
piridinas. 
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En los analisis hechos a muestras antiguas de tejido dseo y ta obtencién de su 
respectivo indice de cristalinidad, tenemos que los resultados no coinciden con la propuesta 
original de los autores Bartsiokas, & Middleton, 1992, Person, et al. 1995. La exposicion 

de estos resultados (tabla 9 y fig. 25 y 26) sdlo indican una gran dispersién en los datos 
infiriendo la no telacién entre estos valores (los de indice de cristalinidad) y las 
correspondientes antigtiedades. 

Tabla 9. Muesira los indices de cristalinidad y las antigiiedades de las técnicas propuestas. Es evidente la 
diferencia en cifras de una técnica y otra, a partir de los valores otenidos. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Muestra, Lc. B* [1C.P.** LDRX.*#* |" Antighedad (afios). 
Mi 2.55 6.50 100 
M3 3. 1.60 600 
M4 3.68 5.00 | 1500 
M5 3.60 2.14 800 
M6 1.84 0.50 2500 
M7 3.95 2.97 300 
m8 831 0.11 550 
Cuicuil2 1.88 0.19 758 2250 
hl 3.22 0.10 9.1682 614.5 | 
Oztoy-14 281 0.10 8.6234 1450 
Tiatl97 3.23 0.16 8.8531 3150 
Tlat27 0.98 2.97 7.3215 3150 
h2-Xcamb 3.23 0.19 7.7124 1350 

Tlaloc!5 3.24 0.22 6.5904 1300 
GOn-L 1.73 0.00 14.0165 30 
SnjeroM3 1.32 0,02 12.4682 274.5 
Xoch-el7 1.83 0.00 10.6876 2250 
Mochore} Li 0.03 18.486 15 

Snpew7eS 3.33 0.26 65418 185 
Snppulet 1.40 0.03 16.2333 485 

Snjer-mi ZAis 0.00 12,1366 2745 
Sapurelé 097 9.00 185 
Snpu7e!s 021 0.02 185 
Cuicuilt 2.68 O17 2250 
Hicuitz 5.17 0.25 10 4SE6 
Equid-il 7.24 0.45 4SE6 
Crandelf 3.79 0.21 is 

[g0-3sem 434 0.23 30 
Bovinen 2.03 0.02 250 
Mandibula de Mastod. 4.32 1.65 25,000   
  

*L.C. B. indice de Cristalinidad de Bartsiokas y Middleton. 
**1.C. P. indice de Cristalinidad de Person, A, et af. Como el LC.B. esta multiplicado por ua factor de 10, se 
hizo lo mismo con este, para equiparar los datos. 

***1. DRX indice de fechamiento con datos obtenidos de los espectros de difraccién de rayos X. 
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Fig.25. Grafica de Antigiedades (afios antes del presente) Vs. indice de Cristalinidad propuesto por 

Bartsiokas, et al. 1992, Consideramos muestras con un mismo contexto de enterramiento, aun asi la variacion 
entre los datos y el indice de cristalinidad es muy evidente. 
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Fig.26. Grafica de Antigiedades (afios antes del presente} Vs. indice de Cristalinidad propuesto por Person, 

et al, 1995. Consideramos muestras con un misma contexte de enterramienta, aun asi la variacién entre les 
datos y el indice de cristalinidad es muy evidente, lo que, cansideramos, invalida esta metodologia de 
fechamiento . 
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Sin embargo, en la modificacién del método de colageno residual presentada en este trabajo 
para fechar material éseo a partir de las intensidades a cierto angulo en el patron de 
difraccién si se logra establecer una tendencia (Fig. 27), tendencia que los mismos autores 
también logran establecer a partir de calcinacién del material dseo, sin hacerlo a 
temperaturas donde se genera esta fase (Wysoczanski — Minkowics. 1969). 
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Fig.27. Grafica de Antigiedades (afios antes del presente) Vs. indice obtenido a partir de Difracién de rayos 

X propuesto por Vento. et al,1981. Consideramos muestras con un mismo contexto biolégico. observando 
algo semejante a un decaimiento exponencial. 
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5. DISCUSION 

5.1. Modelo de Inclusion de ion Cart 

Todos los datos bibliogrificos describen (ver 1. Generalidades Sobre el tejido dseo) 
una gama muy amplia de iones que se pueden encontrar en la estructura del carbonato de 
hidroxiapatita, sin ser descrita su incorporacién con detalle. 

E! modelo propuesto por nosotros consiste en intercambiar un ion fosfato (los 
tetraedros de la figura 5) por un carbonato enlazado, mediante un puente de hidrégeno, (ver 
figura 11) a un ion OH’, Este modelo es compatible con la idea de uni ensanchamiento (0 
disminucién) de la estructura cristalina en el parametro a observada en et carbonato de 

hidroxiapatita presente en huesos de distintas clases de animales (figura 13a, 4.Resultados). 
De esta manera, otros iones como K, Na, Sr, etc. se acomodarian en la estructura 
ensanchando 0 contrayendo el parametro a afectando muy poco el valor del parametro ¢ 

(como se puede observar en la figura 13b de! capitulo 4). 

Con respecto a los datos obtenidos de las espectroscopias, se puede determinar la 
existencia del grupo COs” en {a estructura (a los 1410, 1540 y 3600 cm” en el espectro 
infrarojo, y a los 1078 cm’' en el espectro Raman). En el espectro infrarojo, Ja sefia) de los 
modos vibracionales de CO; se solapa con las sefiales asignadas para OH , H,O y otros 
grupos, de modo que no és obvia la interpretacién. En los espectros Raman, la sefial que - 
corresponde al grupo CO; se observa mas clara (figura 23, capitulo 4). 

Observando ofros picos menos importantes, destaca de manera especial, [a 
correspondiente a los enlaces P-O-C. Esta sefial puede estar relacionada con la interaccion 
entre las fibras de colagena y microcristales (Lacout & Taitai, 1994). No se ha descrito con 
detalle si la interaccién colagena-microcristales involucra un carbén de carbonato o de 
aminodcido y tampoco si el f6sforo esta en la parte organica, como parte de un aminodcido 
o en la inorganica, como parte del ion fosfato en el cristal, dando lugar al estudio de 
interfases en bioestructuras, interfases semejantes a las fibras de coldgena tipo [ asociadas a 
una fase inorganica cristalina. 

5.2. Analisis de Huesos Moderns 

En las muestras de craneo de delfin (crandelf), donde se encontraron picos con 
intensidades sumamente altas y estrechas , se interpreté como un tamaito de cristal mayor 
que las otras muestras. En este caso, se trata de una muestra tratada con el mismo 
procedimiento técnico que el resto de las muestras, ademas se hizo una repeticién de los 
experimentos y del analisis y los resultados fueron los mismos. Una situacién que pudo 
influir en el aumento de la cristalinidad de la muestra mencionada fue ta interaccién de esa 
muestra con materiales altamente cristalinos y soluciones idénicas, pues fue encontrada en 

una regién costera donde el comin denominador del medio, contempla altas 
concentraciones de iones, que pudieron originar cambios estructurales internos, tal como 
sustituciones idnicas, traduciéndose en aumento del tamaifio de cristal. 
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Bajo este marco, descartamos la existencia de distintas fases, producto de la 

interaccién con otros minerales, pues los difractogramas de estas muestras no presentan 

intensidades correspondientes a otras estructuras cristalinas. 

Los parametros reticulares a@ y c muestran valores con de dispersién distintos, 

teniendo el parametro a mds variaciones que ef parémetro c, en los distintos tipos de huesos 

de animales modernos, Esto est4 de acuerdo con e| modelo de estructura propuesto pot 

nosotros para el carbonato de hidroxiapatita, donde los iones que se incluyen en la 

estructura, preferentemente ocasionan variaciones en el! parametro a. 

En el caso de las muestras de tiburén (Caztib) también se observaron ciertas 

modificaciones microestructurales, como ensanchamiento del fondo a partir de las grandes 

cantidades de materia amorfa. En realidad esta muestra es la que presenta mayor cantidad 

de fase amorfa y enmascaramiento de picos por esta. El refinamiento del espectro de 

difraccién de rayos X de esta muestra incluyé el uso de la ecuacion de Debye. 

£1 uso de la ecuacién de Debye para modelar la componente amorfa (colagena tipo 

I) nos permitio constatar que es posible determinar algunos parametros de tipo estructural 

en la colagena I, Dentro de estos pardmetros figuran las distancias interatémicas mas 

frecuentes presentadas en 1a estructura colagénica. Esto abre toda una gama de 

posibilidades, relacionada con la capacidad de determinar algunos parametros de ese tipo 

de sélidos, sin necesidad de cristalizarlos (ver tabla 7 fig.14). La importancia de no hacer 

los andlisis de 1a sustancia monocristalina, o simplemente cristalina, radica en que la 

naturaleza tiene un disefio y generalmente para estudiarlo hay que transformarlo, siempre 

infiriendo los posibles cambios estructurales producto de la manipulacién del objeto de 

estudio; teniendo pérdidas de informacién. 

Es entonces que las posibilidades de estudiar los materiales en un estado lo mas 

parecido al original pueden proporcionar los datos mas cercanos a la _ realidad; 

especialmente cuando se trata de bioestructuras y sus interfases. 

5,4, Generacion de fases inorgénicas y 
estabilidad térmica del material seo 

5.4.1. Fases inorganicas 

La génesis de nuevas fases en el material dseo (por tratamiento térmico) esta 

relacionada con la técnica de fechamiento de material dseo, por colageno residual, donde se 

mide la masa perdida por la muestra (colégena) al tratarsele a una cierta temperatura. Sin 

embargo, los autores de esta posible técnica de fechamiento no hablan de la aparicién de 

otras fases, ni de la salida del ion carbonato del carbonato de hidroxiapatita (Vento, ef ai. 

1981) que podrian traer variaciones en las medidas y alterar los datos relacionados a 

cambios en peso, hidratacién y variacidnes estructurales. 
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Nosotros detectamos, que cuando el material éseo es tratado a 850°C, aparece como 
nueva fase el 6xido de calcio (CaO, de nombre comin cal). Este dato es muy importante 
porque hay una gran cantidad de trabajos cientificos que ocupan indistintamente valores de 
temperatura para hacer sintesis y separacién de compuestos inorgdnicos con fines 
biomédicos y de disefio de biomateriales (Suetsugu, & Tanaka, 1999., Ciineyt Tas, 1997, 
Yin Hsu, et af. 2000) sin contemplar la existencia de CaO, fo que, necesariamente generaria 
cambios en el resultado, pues lo que siempre se espera tener es hidroxiapatita, o a lo mas, 
carbonato de hidroxiapatita. 

5.4.2, Estabilidad térmica del material 6seo 

Nosotros analizamos, ademas de! material dseo, también a cada uno de sus 
componentes y notamos que los cambios son de ia porcién organica, es decir, de la 
colagena tipo 1 (SIGMA). Son claramente identificables tas sefiales relacionadas con {a 
deshidratacién de la muestra y pérdida de material per combustién y ao por cambios de 
fase (fig.15 A y B). 

Consideramos que hacer otro tipo de anilisis resultaria de mucha ayuda para 
conocer los procesos quimicos que atraviesa la desnaturalizacién de las fases dseas: estos 
andlisis podrian ser espectroscopias Infrarroja y Raman bajo el intervalo de interés, donde 
se encuentran las transiciones que hemos observado y que estamos reportando en este 
trabajo. 

5.5, Microestructura y fechamiento. 

La técnica de fechamiento mediante los datos de diftaccién de rayos X los hemos 
considerado muy dispersos y sin un significado diagenético concreto (ver fig. 13, 25 y 26). 
Descartamos entonces que a través de los indices de cristalinidad definidos por Bartsiokas 
(1992) 90 por Persan (1995) se pueda implementar una técnica de fechamiento de muestras 
de tejido dseo. Por otro lado, }a técnica de colagena residual adaptada a la medicién de 
colégena por técnicas de difraccién de rayos X, muestra una tendencia que resulta de 
interés analizar con mas detalle a fin de poder establecer su utilidad como técnica de 
fechamiento. 

5,6, Andlisis eb \ éenk 1 

De forma general, presentamos solo un grupo de datos de muestras antiguas, que 
por R.B.S.- P.1.X.E. fueron caracterizadas. Séto elegimos un grupo de elementos quimicos 
que estan en mayor proporcién en este tejido, que, consideramos, son el “comin 
denominador” para las muestras dseas de cualquier antigiiedad y tipo (ver 4.6. Andliis 
elementales por técnicas nucieares). Los valores para la hidroxiapatita sintética dan un 
cociente Ca/P= 1.666 y los valores tipicos encontrados por nosotros (tabla 8) son de 1.75. 
El valor de este cociente esta de acuerdo con la idea de grupos fosfato, por grupos 
carbonato; reforzando nuestro modelo de sustitucién idnica en el cristal de carbonato de 
hidroxiapatita. 
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521 . ligena L- cristal 

Lo descrito en términos de establecer una telacién amorfo-cristal, hay algunos 
autores (Mann, 1993) que establecen la gran importancia de esta interfase, que contempla 
Ja forma en que se asocian los cristales y las sustancias no cristalinas, sean estas organicas 0 
inorganicas. 

La forma de asociacién de estas dos fases se puede observar a dos niveles: el 
primero a nivel estructural y el segundo a nivel quimico. Esto va encaminado a relacionar 
ciertas regiones de ambas estructuras desde el punto de vista geométrico y el quimico. Esto 
es mas claro cuando se muestran y comparan los parametros estructurales tanto de la 
colagena tipo I como del carbonato de hidroxiapatita. De esta manera tenemos que las 
dimensiones de la HAp son muy semejantes a las de la colagena tipo I, ambas tienen 
simetrias hexagonales (cuando se trata de moléculas colagenoides) y las dimensiones del 
pardmetro a de la colagena tipo I es de 12.5 A, es decir, s6lo supera a la de la HAp (ver 
1.6. Modelos estructurales propuestos en la literatura para el carbonato de hidroxiapatita) 
por algunos Angstroms. Para encontrar las relaciones precisas entre estas dos fases 
tendriamos que localizar en {a porcién de la colagena tipo I todo un grupo de aminodcidos 
fosfatados siendo preferentemente fa glicina, por ser el mas commin. De esta forma 
echariamos a un lado {as propuestas de que la interaccién entre las dos fases, desde la 
nucleacién hasta la mineralizacion completa, se genera a partir de los grupos funcionales 
amino de los aminodcidos, como to proponen algunos autores (Viidik & Vuust, 1980.) 
aunque también consideramas que es importante profundizar en este tipo de estudios, pues 
es la unica forma de resolver este problema con precision. 

5.8, Mi fa Electréni 

El crecimiento de Jos cristales, en el caso de el tejido fésil de sirenio (fig. 20 A y B), 
es un proceso. abidtico, es decir, producto de un proceso diagenético, conteniendo casi 
exclusivamente materiales cristalinos, por lo cual se observan granulos relativamente bien 
definidos a gran aumento (100 nm). Estos granulos no podrian ser originados a partir del 
tecubrimiento argéntico, pues presentan variacién morfoldgica que no se aprecia en los 
granulos de los recubrimientos por aspersién, es decir, los granulos generados por el 
Tecubrimiento son muy homogéneos en términos morfoldgicos. De otro modo las muestras 
fueron preparadas simultaneamente, lo que nos indica que las diferencias en las muestras no 
son originadas por el recubrimiento. 

Las imagenes obtenidas a partir de la microscopia electrénica indican que la 
relacién de fas fibras de colagena y cristales de carbonato de hidroxiapatita es realmente 
estrecha, a tal grado de no poder diferenciar entre una fase y otra a aumentos de unos 
cientos de nandémetros por microscopia de barrido (ver fig.20). 

La imagen det tejido de pollo (fig. 20 C) se muestra muy homogénea en cuanto a su 
microestructura, Si los granulos (mds pequefios que en el caso de la muestra de sirenio) son 
monocristales, entonces son mucho mas pequeitos que tos de la muestra de sirenio. Esto es 
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clara evidencia de un crecimiento de los cristalitos por el proceso de diagénesis. 

  

&.CONCLUSIONES 

L. Se logré establecer un modeto estructural que incorpora el ion Carbonato (CO ”) dentro 
de la estructura de la apatita 

2. Debido a la estrecha relacién quimica entre la fase correspondiente a la colagena tipo I { 
y el carbonato de hidroxiapatita resulté infructuoso aislar esta ultima fase, usando ; 
técnicas quimicas. Con tratamientos térmicos por arriba de 850°C se elimina la , 
componente colagénica del hueso y aparece CaO como fase secundaria; algo no 
observado en la hidroxiapatita sintética. 

3. Se determinaron los cambios en 1a celda unidad del carbonato de hidroxiapatita en 
muestras dseas de distintos tipos de animales, mediante el uso de la metodologia de 
Rietveld, teniendo como resultados, variaciones apreciables en el pardmetro a, y pocas 
variaciones en el ¢, apoyando el modelo de sustitucién ionica propuesto en este trabajo 
para el carbonato de hidroxiapatita. 

4. Se aplicé satisfactoriamente la ecuacion de Debye para modelar la intensidad de rayos 
X dispersada por la componente amorfa (colagena tipo I) presente en el tejido dseo, 
obteniendo un conjunto de valores estrechamente relacionados con los datos reportados 
para la estructura de Ja colagena tipo I reportada en |a literatura. Este conjunto de 
valores son las distancias interatémicas mas frecuentes presentes en la molécula de 
colagena. 

5. Se implemento una técnica de andlisis semicuantitativo para establecer fa proporcién de 
colagena en tejido dseo de manera que es posible deducir un esquema de degradacién ‘ 
en funcidn de la antigtiedad. : 

6. Se pudo usar la metodologia citada en el punto anterior para evaluar la aplicabilidad del : 
método de fechamiento relativo por coldgeno residual, obteniendo resultados 
satisfactorios. 

7. Se establecié que el indice de cristalinidad definido tanto por Bartsiokas como por 
Person, no tienen reproducibilidad y por lo tanto, no resultan adecuados para 
fechamiento de material dseo antiguo, siguiendo la metodologia seguida por los autores 
que la disefian. 
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GLOSARIO 

Amorfo, material. Sustancia con un desarreglo interno que se tefleja en carencia de orden a largo alcance. 
Arbol filogenético. Representacién esquematica de 1a evolucién de un organismo o un grupo. También 

lMamado Arbol genealdgico o evolutive (Watson, J., ef al. 1987) 
Biomineralizacién. Depésito de sustancias inorganicas debido a procesos biolégicos. 
Biomaterial. Material 0 sustancia, utilizada sola o en fa fabricacién de un dispositivo médico encaminado a 

interactuar con los tejidos humanos para monitorear funciones del cuerpo o para tratar condiciones 
patoldgicas del mismo. Sindnimo de material biomédico. 

Bragg, ley de. Ver Condicién de Bragg. 
Celda primitiva. Celda unidad con sdlo puntos de red en los vertices. 

Celda unidad. Paralelepipedo que, por trastacién, da origen a la disposicion macroscépica de! cristal. 

Ceramica, Materiales compuestos por elementos entre metales y no metales, como 6xidos, carburos y/o 
silicatos, 

Colégenas, (Lat. Cola= pegamento; gena, genas= generar, hacer). Proteinas estructurates de la matriz 
extracelular, las cuales contienen uno _o mas dominios que resguardan la conformacién de triple 
hélice y que tienen en cada tercer aminoacido a la glicina (Rossert, J. & de Crombrugghe. B. 1996.) 

Composite, material. Tipo de materiales multicomponentes, generalmente compuestos de fibras reforzadas 
o mezclas de ceramicas y polimeros. 

Condicién de Bragg (William Lawrence Bragg, 1913), nA= 2d sen 6. Donde n es un numero entero, A es la 
longitud de onda de los rayos X, d es fa distancia entre planos en el cristal y @ es el angulo de 
teflexién. Esta ecuacién expresa el numero de veces que se requiere para que ef grupo de haces 

incidentes en la muestra estén en fase y se dé un maximo de reflexidn. E] 4ngulo obtenido 
determina las distancias entre los planos que corresponderian a los 4tomos en la muestra. 

Difraccién. Desviacién que experimentan las ondas en su propagacidn rectilinea cuando chocan con 
obstaculos o cuando penetran por aberturas. 

Diagénesis. Procesos de erosién en material arqueoldgico. 
Electron-Voltio (eV.). Unidad de energia utilizada a menudo en los cambios energéticos que conllevan las 

transiciones de efectrones de unos niveles a otros de energia en los Atomos. Como indica su nombre 
es el pecshacto de la carga de un electron por un voltio. leV= 1.602 x 10°” ergios (Diccionario de 
Quimica, 1985.). 

Esfuerzo. Cambio en Ja forma. 
£stequiometria (gr. Stoiheion; elemento. Metron; medida). Relaciones cuantitativas de las reacciones 

quimicas. 

Estructuras de resonancia, Cada una de las estructuras que representan a una mofécuta con un mismo 
ordenamiento de sus nucleos atémicos pero difieren en el arregto de sus electrones. La molécula es 
en si un hibrido de resonancia de todas estas estructuras y no puede ser representada 
satisfactoriamente por ninguna de elas, 

Fijar. Volver inalterable un objeto, en biologia se aplica a tejides o grupos celulares. 
Filogenia. Historia de la evolucién de una especie 0 grupo. Se basa, en que los organismos vivos provienen 

de organismos en comun (Encyclop. Brit. 1974). 
Hematopoyesis, hemopoyesis. Génesis de sangre. 
Homeostasis. Procesos biolégicos de autorregulacién para mantenerse estables ante condiciones ambientales 

(Encyclop. Brit. 1974). 
Hueso Antiguo. Material dseo procedente de restos arqueolégicos, 
Hueso Moderno, Material éseo no arqueoldgico. 
Implante. Material no vivo puesto en el organismo (Rivera, M. E. M, 1997). 
Injerto, Material vivo puesto en el organismo. 
Interespecificos. Entre especies bioldgicas. 
Tsotropia. Se dice que un cuerpo es isotrépico si sus propiedades fisicas no son dependientes de la direccién a 

lo largo del cuerpo en el cual se mide. 
Lamelar (Lat. Lamelae). Que tiene forma de lamina 
Material. Sustancia sdlida para confeccionar un objeto. 
Mecanotransductor. Que traduce estimulos mecanicos en otro tipo de sefial. 
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Nucleacién. De forma general, es el depdsito de material inorganico, por sobresaturacion, en un lugar 
especitico. Térming que hace referencia a la formacion de hueso en fas oquedades de la colagena 
tipo 1. 

Namero de coardinacién. E} numero de atomos 0 moléculas directamente ligados a un atomo central, 
Objeto fractal. Son objetos que aparecen estadisticamente similar sobre un rango de escalas (Majumdar, et 

al, 1993.). 

Ontogenia. Formacién y desarrollo del individuo. 
Osificacién. Procesos que resultan en farmacién de hueso. 
Osteoblasto. Célula productora de coldgena. 
Osteoclasto. Célula descalcificadora. Su linea celular procede de macréfagos de células madre de la sangre. 
Osteoporosis. Pérdida de la densidad en mineral dseo. 

Pascal (Pa). Unidad de presion. Esta definida como }N/m? 

Resonancia. Estado de vibracién de un sistema oscilante cuando sobre él se actiia periddicamente mediante 
una accion externa, si el periodo de dicha accion coincide con el periodo de vibracion de aquel. 

Tafonomia. (gr. Tafos; entierro y Nomos; ley, norma.) Lo que le ocurre a un organismo desde su muerte 
hasta que se le encuentra. 

Taxa. Plural de taxén. 
Tax6n. Unidad de clasificacién biolégica que busca agrupar organismos segiin sus caracteristicas. 
Técnica Nuclear o de origen nuclear. Que conlleva reacciones nucleares, 
Tejido. Asociaciones de células especializadas y sus productos que se organizan espacialmente en patrones 

definidos para completar funciones. 
Osteoclasto. Célula descalcificadora. Su linea celular procede de macrofagos de células madre de la sangre. 
Remodelaje. Proceso de formacién y absorcién de hueso. 
Rietveld, Método de, Refinamiento de estructuras a partir del modelado, en una computadora, de] patron de 

difraccién, punto a punto, de un experimento de difraccién policristalina. 
PoliA (Poliadenilacién.). Concatenacién de moléculas de Adenina en el término 3° de Ja mayoria de los RNA 

mensajeros de eucariontes (Watson, J. 1987.). 

Viscoelastico. Propiedad con la que un material responde diferente a distintas cantidades de carga. En hueso, 
esta propiedad se debe al agua contenida en el tejido. 
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Apéndice: Indices de Miller (h, k, 1). 

Los indices h, k, ! se basan en la orientacion de los planos respecto a las direcciones cristalogrificas 
determinadas por [a cefda unitaria de la correspondiente red de Bravais. Fueron propuestos por M.H. Miller en 

1939, en su clasica obra “A treatise on Crystallography” (Rodriguez, 1986). Cada vector de la red se define 

con respecto al origen mediante un vector v= ua + vb + we. De esta forma sdlo se requieren las coordenadas 
u, v, W para especificar tal vector, las cuales convencionalmente se escriben como uvw. Alternativamente, 
los puntos en la red (o en la celda unidad) se especifican también mediante estos valores uvw (enteros 0 
fraccionarios, positivos o negativos). Un plano que intersecta a los ejes cristalograficas en las posiciones 

m00, On0 y OOp (ver figura A) queda totalmente definido por estas intersecciones. Es costumbre hacer uso de 
los valores reciprocos de las intersecciones de un plana dado en ta red espacial para distinguirlo de otros 
planos diferentes (esto es, no paralelos); adicionalmente, fos valores ifm, 1/n y [/p se convierten en los 

niimeros enteros de menor magnitud posible, pero conservando fas proporciones entre ellos (1/m):(1/n):(1/p). 
Asi, por ejemplo, si las intersecciones toman valores de m=2, n=-3 y p=4, se tiene que (I/m)=1/2 (1/n)=-1/3 y 
(l/p)}= U4, por lo que tos ntimeros entros mds pequefios que mantienen las proporciones 1/2 + -1/3 : 1/4 

resultan ser (al multiplicar cada uno por 12) Jos numeros 6:-4:3. Estos mimeros se expresan en la forma (643) 
y se conocen como Indices de Miller. Debe notarse que Ja tercia de nmeros (hkl) puede usarse para denotar 
tanto un solo plano como todo e! conjunto infinito de planos paralelos de la misma orientacién (Cabaiias, 
1998). 

0p 
Figura A. Intercepciones de un plano con 
los ejes cristalogréficos (Tomado de 

Cabaiias, 1998), 

00,
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Apéndice:Metodo Rietveld. 

El método de Rietveld es un método de ajuste por el método de minimos cuadrados de un patrén de difraceién 

calculado con un patrén de difraccién obtenido experimentalmente. El método fue propuesto originalmente 

por Rietveld para datos de difraccién de neutrones y, posteriormente se implementé con mucho éxito en el 

andlisis de datos de difraccién de rayos X. _ El método de Rietveld original incluye ef ajuste de parametros 

estructurales de un modelo propuesto como son: coordenadas cristalograficas, factores de temperatura, y 

factores de ocupacién. 

  

E! orden que se sigue para efectuar el refinamiento de los parametros estructurales es 

1. Coordenadas cristalograficas. Generalmente se empieza con los atomos mas pesados, dejando al 

Ultimo los dtomos ligeros. 
2. Parametros de los momentos magnéticos (en el caso de estructuras magnéticas). 

3. Factores de temperatura isotrépicos. 

4. Factores de temperatura anisotrépicos. Si se refinan estos parametros, los factores de 

iemperatura isotrépicos correspondientes se dejan en cero. 

5. Factores de ocupacién. No se refinan si la fase es estequiométrica y no es una aleacién 0 

solucién solida (las concentraciones -en partes por millén- no se pueden detectar mediante el 

ajuste de los factores de ocupacién). 
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