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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, STEN ELLA CONTINUA
EXISTIENDO LA PROPIEDAD PRIVADA SOBRE LA TIERRA Y LAS FABRICAS Y ST 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 VIEIOS 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 NC PUEDE SER IGUAL AL HARTO. ESA MAQUINA, LLAMADA ESTADO, ANTE
LA CUAL LA GENTE SE DETIENE CON RESPETO SUPERSTICIOSQ, DANDG 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 CUANDQ ESTO YA NO SEA POSIBLE ARROJAREMOS ESTA MAQUINA AL
MONTON DE LA CHATARRA. ENTONCES NO HABRA ESTADO

Y NO HABRA EXPLOTACION[...).

V.1 Lenin. 1988, Acerca del Estado, En: “Obras completas” T.39, pigs 69-90. Ed. Progreso, Mosci.
“PERSONAS REALMENTE CONVENCIDAS DE HABER

IMPULSADO LA CIENCIA, NO RECLAMARIAN LIBERTAD PARA

e e e

LAS NUEVAS CONCEPCIONES
AL LADO DE LAS ANTIGUAS, SINO LA SUSTITUCION DE
ESTAS ULTIMAS POR LAS PRIMERAS"”

V.I. Lenin. 1977.;Qué hacer? Editorial el hombre y su tiempo.
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RESUMEN

En este trabsjo se hace un estudio de tipo morfoldgico y estructural, en la apatita
biologica procedente de huesos de distintas antigitedades y clases de Vertebrades; estudio
que incluye la propuesta de un medelo para la estructura del carbonato de hidroxiapatita,
acorde con las variaciones obtenidas expetimentalmente de los parametros reticulares de
muestras procedentes de distintos organismos.

Este trabajo incluye técnicas de analisis muy variadas (analisis térmico,tratamicnlos
térmicos, tratamientos quimicos, espectrosocopia Raman ¢ Infrarroja, microscopia
clectronica de barrido, analisis nucleares y difraccién de rayos X}, y de estas sobresale la
técnica de difraceidn de rayos X. Esta ofrece la posibilidad de estudiar estructuralmente
fases cristalinas y en cierta medida fases amorfas. Estas ultimas mediante el uso de la
llamada ecuacién de Debye, aplicada exitosamente cn el presente trabajo, al analizar tejide
oseo integro (sin tratamiento), en el cual se tienen presentes las fases mds caracteristicas de
este tejido, 1a del carbonato de hidroxiapatita (cristalina) ¥ la correspondiente a la colagena
tipa [ (amorfa),

Se debe seiialar que el uso de tratamientos térmicos a altas temperaturas cn tejido
0seo antiguo, con ¢l fin de generar cambios de masa, debido a la caleinacicn de la colagena
tipo I, han sido ocupados para implementar técnicas de fechamiento relative con cierto
exito (“Método de Fechamiento por colageno residual”. Vento, ef a/.1981). Ello motive a
que en el presente trabajo se implementara una técnica para semicuantificar la fase organica
con respecto a la inorgdnica, examinando los correspondientes espectros de difraccion 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 6seo, hay autores (Bartsiokas & Middleton,
1992, Person, et al. 1995) que han propuesto una relacion analitica de tipo logaritmico entre
la antigiledad de las muestras y el llamado indice de cristalinidad: Este ultimo (obtenido por
técnicas de difraccion de rayos X por polvos) estd 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 Ia morfologia de os micracristales.
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INTRODUCCION

El tejido éseo es hasta hace poco tiempo, una herramientz de cuantificacign
temporal para entierros y eventos histéricos; asi como modelo para el disefio de nuevas
estructuras en ingenicria de biomateriales. Las estructuras rineralizadas en sistemas
biologicos son muy comunes y como toda estructura bioldgica esti sometida a procesos
evolutivos que las modifican de manera constante. Un case muy comiin es el del tejido
bseo, el cual se estudia generdmente desde su macroestructura, es decir, lo que se considera
exclusivamente anatomia. Para el diseiio de una nueva estructura, con fines de implantacion
deben integrarse estudios biolégicos que describan y expliquen la evolucién, los procesos
bioquimicos y biofisicos relacionados a este tejido, de tal forma que podamos EEnerar un
material lo mas parecido, en forma y funcién, al tejido que se pretende sustituir. Situacion
que no se bace en los estudios de ciencia de materiales, por el uso de pocas variables,
alejando cstos tipos de analisis de los sistemas vivos. Lo anterior s debe, principalmente, a
la imposibilidad de hacer nuevas lineas de estudio, que sin abandonar el reduccionismo,
puedan dar respuestas a problemas bioldgicos; como la posicion 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 la interaccidn entre dos estructuras biclégicas
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 dseo en los vertebrados consiste en que es un almacén de
sustancias inorgénicas relacionadas al metabolismo y confiere la proteccion ¥ sostén de
6rganos y tejidos. En términos biol6gicos, es una estructura muy comun que parece ha dado
la posibilidad de invadit 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 coligena y el carbonato de hidroxiapatita
(CHAp), (Ozin, er al.1997). Esta tiltima fase (mineral e inorgénica) se encuentra en forma
cristalina, es cerca del 70% del peso seco total del teiido dseo 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): OH, en la que se basan
generalmente los estudios de sintesis y disefio de materiales {Mann, 8. 1993, Merry, 1.C., e
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 parimetros estructurales. De
esta fase, existen varios modelos que describen la inclusién det ion carbonato (COs™),
acompafiada posiblemente de otros iones como sodic (Na¥), Potasio (K", oxhidrilo o
hidroxile (OH), etc., dentro de la estructura apatita. Como consecuencia de esas
inclusiones idnicas, la apatita biologica 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 Ja propuesta de un modelo
para la estmyctura del carbonato de hidroxiapatita, acorde con las variaciones que pudieran
encontrarse en los pardmetros reticulares de muestras procedentes de distintos organismos.



Para analizar exclusivamente la apatita bioldgica, se le requiere separar de la fase
organica (coldgena tipo I), en ia cual se encuentra embebida, resultando de sema 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 difraccion de rayos
X al no estar presente la fase orgdnica.

La técnica de difraccidn de rayos X también ofrece la posibilidad de estudiar
estructuralmente fases cristalinas y en cierta medida fases amorfas. Estas ultimas mediante
el uso de la llamada ecuacion de Debye, aplicada exitosamente en el presente trabajo, al
analizar tejido 6seo integro (sin tratamiento), en el cual se tienen presentes ambas fases, el
carbonato de hidroxiapatita (cristalina) y coligena tipo I (amorfa).

Por otro lado, se debe sefialar que el uso de tratamientos térmicos a altas
temperaturas en tejido dsco antiguo, con el fin de generar cambios de masa, debido 2 la
calcinacién de la coldgena tipo I, han sido ocupados para implementar técnicas de
fechamiento relativo con cierto éxito (“Método de Fechamiento por coldgeno residual™.
Vento, et al.1981). Ello motivé a que en el presente trabajo se implementara una técnica
para semicuantificar la fase orginica con respecto a la inorgdnica, examinando los
comrespondientes espectros de difraccién de rayos X de tejido osec antiguo integro (sin
tratamiento) y asi obtener una evaluacion por otra técnica, del método de fechamiento
relativo por coldgeno residual. Con el mismo interés de fechar material éseo, hay autores
que han propuesto una relacion analitica de tipo logaritmicoe 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) estd
relacionado con las caracteristicas morfoldgicas de los cristales de carbonato de
hidroxiapatita; propuestz de fechamiento que también ha sido analizada en el presente
estudio enfatizando adicionalmente la estrecha relacién entre el indice de cristalinidad v 1a
morfologia de los microcristales.

En sintesis, los objetivos propuestos para la presente investigacion contemplan el estudio de
huesos antiguos y modertios, en lo que respecta a su morfologia y estructura, bajo la ptica
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 incorporacion del ion carbonato (CO;™) dentro
de la estructura de 1a apatita (técnicas experimentales empleadas: difraccion de rayos X
por polvos, espectroscopias Raman € infrarroja).

2. Aislar [a 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 6seas mediante el uso de la
metodologia de Rietveld, para el analisis de espectros de difraccién de rayos X por
polvos policristalinos, con el objeto de que el modelo propuesto para inclusién de ion



carbonato, mas la posible compafiia de otro ion, pueda explicar la diversidad de
sustituciones iénicas generadas de forma natural (ademas de la técnica de difraccion de
rayos X, se usaron técnicas nucleares para llevar a cabo un analisis 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 dseo (en los espectros
de difraccién de rayos X de polvo de tejido éseo).

5. Aplicacion de un andlisis semicuantitativo para establecer Ia proporcion de colagena en
tejido dseo (experimentos de difraccién de rayos X).

6. Implementar la metodologia citada en ¢l punto anterior para evaluar la aplicabilidad del
método de fechamiento relativo por colageno residual (Vento, et al.1981) en matertal
oseo antiguo (difraccidn de rayos X),

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

En el capitulo 1 (Generalidades sobre tejido dseo) se ofrecen fos conocimientos para
poder entender el papel que juega este trabajo dentro la investigacion sobre tejido Gseo, asi
como ¢l fundamento teérico de las téenicas empleadas en la metodologia experimental de la
presente investigacion.

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

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

Finalmente, en el capitulo S (Conclusiones) se presentan las conclusiones
principales, dando los alcances y posibilidades de las técnicas usadas en el analisis de tejido
oOseo y las principales aportaciones al estudio de biomateriales.




L GENERALIDADES SOBRE EL TEJIDQ OSEQ
El hueso constituye un tipo muy denso y especializado de tejido conjuntivo. Como
un hormigén armado, Ia matriz dsea es una mezcla de fibras resistentes (que soportan las
fuerzas de tensién} que son principalmente fibras de coldgena (ver figura 1), y de particulas

sOlidas, principalmente carbonato de hidroxiapatita, entre otros fosfatos de calcio, que
resisten la compresion.

En el vertebrade adulto ya se ha mineralizado cerca del 60% del peso seco corporal,
siendo esta estructura e esqueleto. El volumen ocupado por las fibras de colagena es
aproximadamente igual al que ocupa la fase mineral (las particutas sélidas). En el hueso, las
fibrillas de colagena se ordenan en capas regulares en forma estratificada, de tzl 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. e observan las fibrillas de coldgena tipo I Micrografia electronica de hueso fetal desmineralizado
(11,000x} (Tomado de Grynpas. 1977)

El bueso tinicamente puede crecer por aposicion, 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 mis bien funcionan como sustrato para el desarrollo de
otras que se adicionan (Carter, 1990).

La matriz dsea es secretada por los osteoblastos, que se hallan en la periferia de la
matriz existente y depositan nuevas capas de hueso sobre ellas. Las células englobadas en
esta matriz, de coldgena I, forman junto con ella el material osteoide, que posteriormente se
calcifica. Las células incluidas en el material dseo calcificado son, Ilamadas abora
osteocitos. La matriz 6sea se genera por los osteoblastos y se erosiona por los osteoclastos.
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 ésea, siendo esto una supesicion generada a partir de la poca cantidad de reticulo
endopldsmico rugoso y aparato de Golgi en este tipo celular (Cormack, 1986)

ol -



Las funciones que realiza el tejido 6seo son muy variadas; puede fungir como un

soporte, una palanca, un tejido de unién, un protector, un almacén de calcio, un contenedor
de! tejido hemopoyético, ete.

L1.Microestructura dsea

En el hueso hay algunos tipos celulares y tipos de materiales conslituyentes, de tal
modo que microscopicamente, 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 tinel se observan células, los osteocitos (Tatarinov. 1976). No siempre en
hueso encontramos osteonas, s¢lo en hueso compacto. Las osteonas también se denominan
sisternas haversianos y cotren paralelamente al eje longitudinal del hueso, y puede
observase en estos un vaso central que irriga de nutrientes 2 los osteocitos situados en sus
respectivas lagunas. Perpendicularmente al eje longitudinal, y de forma radial, corren los
canales d¢ Volkmann, por los que pasan vasos sanguineos, que son extenciones de los
vasos procedentes de los canales de Havers. Como todo tejido, est4 abastecido de nervios,
vasos sanguineos y linfaticos (Cormack, 1986).

Fig.2. Repr ion esquemdtica de las osteonas o sistemas de Havers {2) del tejido oseo. Se puede
observar hueso esponjoso (1} la gran vascularizacign (3). osteocitos (4) y las capas concénricas (5)
caracleristicas de este tejido (Tomado de: Enciclopedia visual Salvat, 1970).
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1.2.Coldgena en hueso

La coligena es una familia de proteinas que distingue a los animales y no estd
presente en vegetales y bacterias. De manera curiosa, representantes de esta familia de
proteinas se encuentran en sistema nervioso de artropodes (Adams, 1978). No hay ningin
Phylum sin coldgena, y es la proteina més abundante en los icjidos animales (Rossert &
de Crombrugghe, 1994).

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

H /H
£ HoO
H,C/ \b/—c’:
H sy O~

)

Fig.3. (a) Modelo de coldgena tipo [ (Pauling & Corey, 1951). Las esferas mds pequeiias de color negro
representan dtomos de carbon del esqueleto de los aminodcidos fun dtomo de carbdn @ es indicade por ung
JSlecha. Los residues asociados a los carbones a no s¢ representan en la figura) y las esferas mds claras son
oxigenos del carboxilo del aminodcide y las esferas negras mis grandes son los nitrogenos. (B)
Hidroxiprolina distintiva de la coldgena tipo I E} ON en ¢l cuarto carbon o quinto carbén lo diferencia de
la prolina (Tomado de Pauling, 1938).

* En la nomenciatura de este tipo de proteinas, se ha encontrado que la mayoria de los autores mencionan
“cadenas alfa”, cuande por lo menos un autor dice que son hélices alfa (Parsche & Nerlich, 1597).
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hidrégeno (ver figura 3b), deformando en secciones, la cadens alfa (Morrison & Boyd,
1976). Segin autores, este aminoacido es responsable de tal conformacién estructural, sin
conocerse del todo hasia ahora de qué forma interviene la simetria de este aminodcido en ia

estabilidad y conformacién terciaria ¥ 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- e intercadena, con otras, se
les denomina tropocoligena y de esta forma se crea la fibra de colagena.

De la fase orgdnica dsea, entre el 90-95% es colizena tipo [, v el resto son otros
2 po L, 3

tipos de coldgenas, proteoglucanos, glucoproteinas, sialoproteinas, proteinas séricas y
fosfolipidos.

Al parecer la calcificacion de hueso se inicia entre sus oquedades, y existen varios
modelos para su explicacion (Woodhead-Galloway, 1980). Algunos estudios, enire los que
figuran los analisis por difraccion de neutrones (Viidik, & Vuust, 1980.), han determinade
que el crecimiento de la fase cristalina en {zs oquedades se inicia en la regidn amino-
tertninal de la coldgena I,

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

N

B E==
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Fig. 4. Regiones donde se depositan los cristales de carbonaio de hidroxiapatita (CHAp) en la
molécula de coldgena [ en tejido dseo (tomado de Carter, | 090).

Los estudios hechos para dilucidar los procesos de calcificacion (Brés, EF. 1992,
Carter, 1990, Combes, et al. 1999) hacen sélo referencia a log cambios en las fases
cristalinas que preceden a la formacién de hueso, escudrifiando las distintas facetas que
Hevan a la formacion del carbonato de hidroxiapatita, sin bases experimentales sélidas.
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El papel desempefiado por las fibras de coligeno en el fenémeno de nucleacion, es
una piedra anguiar, pues sin esta proteina simplemente no hay nucleacién. Sin embargo
experimentalmente, es decir, in vitro se han podido asociar al proceso de nucleacion de
carbonato de hidroxiapatita, otras proteinas como la albimina sérica. En el caso de esta
Gltima proteina, s¢ ha determinado expertmentaimente que su efecto calcificador depende
de su concentracién, y seria entonces consecuente pensar que puede estar relacionada con la
calcificacidn primaria de tejidos que originalmente no deberian estar calcificados, tal como
vasos sanguineos y otros (Combes, 1999).

1.3. Fase mineral eg hyeso

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 ei 5 y
10 % y notorias cantidades de iones carbonato, con respecto de otros tgjidos calcificados
come los dientes (un valor dado es 7.4% en LeGeros-Zapanta, R.1994).

1.3.1. Estructura de la Hidroxiapatita (HAp) sintética

La estructura de [a hidroxiapatita sintética, con formula quimica Cas(PQ4);0H,
pertenece al sistema cristalino hexagonal y su simetria es descrita por el grupo espacial
P6y/m. Su celda unidad tiene fos pardmetros a=9.4184 y ¢=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 nlmeros de coordinacién (n.c.), que son % y 7 respectivamente.

Fig. 5. Modelo de la estructura de la hidroxiapatita sintética, con férmula quimica Ca; (PO0H.
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Los calcios tipo | se apilan unos a otros en direccidn del eje ¢ de la celda unidad
hexagonal (los poliedros de coordinacién de mayor tamaiio en la fig. 5 e indicados como
Ca(1)} y cada upa de estas pilas o columnas se unen entre si mediante grupos fosfato
(tetraédricos) que les confieren rigidez. En la estructura hexagonal {fig. 5) Jos calcios tipo 2
se encucntran rodeados por los caleios tipo 1 (los poliedros de coordinacién de tamaiio
medio), donde los 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, ef al.1 998).

1.3.2. Morfologia de la fase miperal

El tamafio y forma del cristal varfa entre especies, asi como con la edad, tipo de
hueso, enfermedades y dietas, por ser un tejido dinAmico en homeostasis con todo el
organismo. Algunos analisis experimentales indican que la HAp se vuelve mas
estequiométrica entre mayor cantidad de cristal se asocie, del mismo modo que hay un
aymento de tamafio en los cristales.

Fig. 6. Esta micrografia muestra las distintas formas adoptadas par los cristales al varier las cantidades
%8} de carbonatos presentes en los cristales de hidroxiapatita sintética (%CO) 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:

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

El tipo 1, de acuerdo fa concentracion de ion carbonato en hueso, es al parecer el
que se 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 organica y ambos se encuentran
en preparaciones anhidricas para microscopia eléctronica de transmision. Se dice, tambiéa,
que la forma y tamadio de los cristales no varia significativamente af mineralizarse el iejido.
De esta forma, en el ser humano aduito, los cristales miden de 25-30 nm x 2.5-§ nm,
aunque este dato puede variar entre autores (Carter, 1990 y ver tabla 1).

Tabla 1.
Relacion de dimensiones y formas para fos microcristales de hidraxiapatita.

Dimensiones Foima Origen Tomado de
{en nandmeiros)
50%25x10 Aguja Biolégico Ham, A.W_ 1953,
40=10x1-3 Aguja Bialogico Guyton, A.C. 1989,
20-40x1.53 Placa Biolégico Bu Park, J. 1984,
50%28x2 Placa Bioldgico Bartsiokas, A. &Middleton,A.P.1992
TOx20-100 ) Aguja Biolégico Heaney, R.P.1996.
89x50x 150 Placa Biolégico** Bres, EF. 1992,
*@ = didmetro

**= 5dlo en este caso los datos se refieren al microcristal de cHAp del esmaite dental, vy los demds datos,
pertenecen a mineral dseo.

Actualmente no se sabe c6mo se relacionan las fases que componen al tejido ésco y
es reciente el estudio de sus formas de interaccion (Francillon-Vieillot, et al. 1990). Sin
embargo, anélisis recientes determinan que fendmenos come la osteoinduceion, cstd
relacionada con las caracteristicas morfologicas de la fase inorgénica (es decir, la forma de
los cristalitos de carbonato de hidroxiapatita).

" fases inorei l

Los iones presentes en hueso son: calcio, iones fosfato derivados del dcido fosférico
(ortofosfatos), iones inorgénicos (asociados a sodio, magnesio, estroncio), carbonatos,
citratos, fluoruros, silice, manganeso y bario. Para muchos fones 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 21 gramos de Mg™' totales). La distribucion de estos iones
varia no sélo por regiones corporales, edades, tipos de nutricitn, patologias, efc, sino
también por tipos celulares relacionados a hueso, pues estos iones actian como
catalizadores de ciertas reacciones enzimiticas, pero su concentracién en liquido
extracelular estaria entre 1.8 y 2.5 mEq/ L para el Mg®'y 142 mEq/L para el Sodio. En el
tejido dseo se encontrarian distribuidos en la fase inorganica, &5 decit, en [a fase mineral
(Guyton, 1989), Los célculos hechos a partir de los datos de concentraciones para Mg™" y
Na', con el fin de obiener estos mismos valores parz hueso, dan como resultado 0.175
miligramos de Mg®" por cada gramo de bueso 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 la estructura cristalina. Por ejemplo, si un ion fltor sustituye
al grupo OH’ en 1a 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 inorgéanica del hueso es hasta
ahora poco conocida en detalle, pero se han encontrado datos como los siguientes
(Vaughan, 1970);

Tabig 2.
fones propuestos en un madelo de sustitucién para ef cristal de lo hidroxiapatiia.
(Cuadry tomado de Vaughan, 1970,

Ubicacién del ion en:

Capa de * Superficie Interior ion
hidratacion del cristal del cristal desplazado
Ton Solo en agua
K si no no Ninguno
Na* st st no
Mg™ si no no
uo,”  si no si Ca"™
Srtt si si si
Ra™ st si si
o sj no no Ninguno
Citrato > si no no
Co* s si no PO
F si si si OH’

* Segin este modelo de sustitucidn idnica, e microcristab de hidroxiapatita posee ciertos niveles de
interaecion con el medio circundante, lo cual indicaria que hay sitios estructurales donde seria imposibie
extraer jones para plasma. El autor (Vaughan, 1970) deteomina que esias son las denominaciones para esas
regiones: Capa de hidratacion, superficie del cristal e interior del cristal. (Cuadro tomado de Vaughan, 1970.)

Los iones procedentes del tejido 6seo, como debe suponerse, son muy variados en tipos y
concentraciones para poder mantener la homeostasis del organismo, la cual se basa en
sistemas de retroalimentacién, que lo equilibran con respecto al entomo, mediante
hormonas (Guyton, 1989).

Las fases presentes en hueso no sélo pueden diferenciarse por su ofigen organico o
inotg@nico, sino por la disposicién de su estructura interna, como es el casa de los amorfos,
sean estos organicos o inorganicos.

]
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Las evidencias actwales que determinan ias relaciones entre la fase orgénica
(especialmente coligena I) y la inorgdnica (amorfa y cristalina) son los enlaces
fosforilados de una de las cadenas de la coldgena (en el aminoacido plutamina en forma de
v-glutamil fosfate) que podria traer como consecuencia asociacion con algunas fases
inorganicas (Eyre, 1996). Las fases inorgénicas presentes en hueso son atin poco conocidas,
pero se establece que son principaimente:

El fosfato dicaicico (Ca,P;05), el fosfato dibasico de calcio (CaHP(,), el fosfato tricalcico
(Ca3(PO);) (Rivera, 1997) y el fosfato monchidrogenado (HPO ) Ozin, et al. 1997).
Algunos autores (Combes, er 4/, 1999) han propuesto la existencia del fosfato octocileico
(CagHy (PQ4)s - HyO), por ser muy semejante, en estructura, a la hidroxiapatita en  hueso,
pero los andlisis de difraccion de rayos X no lo han registrado, tal vez por ser una
estructura no totalmente cristalina o totalmente amorfa (Combes, ef al. 1999). Otros autores
(Curry, et al. 1971} comentan que ¢l fosfato de calcio (Cay(PO4)3) amorfo es precursor de
la biomineralizacion, junto (o alternativamente} a la  brushita (CaHsPO;) (Curry, ef al.
1971) aragonita (CaCO,) y witloquita (B-Ca; (PO4);). Las propuestas van encaminadas a
relacionar los fosfatos de calcia con la biomineralizacidn dsea.

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

Los pardmetros de interés para examinar el problema de las sustituciones i6nicas
son generalmente: las valencias, radios idnicos, nimeros de coordinacién y simetria puntual
del elemento o grupo funcional (ver tabla 2 y 3).

En general, la bibliografia indica %ue los iones fordneos (ver labla 2), en la HAp,
sustituyen a los iones OH o a los POy en la estructura del carbonate de hidroxiapatita,
cambiando las propiedades de este material (LeGeros, 1994, Vaughan, 1970, Bu Park,
1984). Son pocos los autores que comentan la forma en que se balancean las cargas al
haber el intercambio ibrico, que aleja de la estequiometria al ¢HAp. Las dos formas
consideradas, de balance de cargas, tendrian dos mecanismos de accién dependiendo de la
movilizacién de |, ; iones al integrarse un ion carbonato a la estructura de la hidroxiapatita:

1. De inclusion de iones (LeGeros, 1994, Vaughan, 1970, Bu Park, 1984). En este caso,
los jones incorporados son los mismos que aparecen en 1a tabla 2 y son sumamente
discutidos por los autores (LeGeros, 1994, Curry, ef al. 1971) debido a sus cargas y
radios i6nicos, pues podrian sustituirse en la estructura por su radio idnico pero no por
su carga, O viceversa, o simplemente no ser un ion comiin en Ia naturaleza, pero por sus
caracteristicas quimicas si podria ser un ion sustituible.

2. De exclusion de iones (Brés, 1992). En este otro caso, se considera que al introducirse

un ion carbonate deben ser sustituidos 2 jones OH- y por otro lado al incluir un ion
carbonato, éste sustituye a un PO4 > y el balance de cargas seria acompafiado por la
pérdida conjunta de un Ca® y de un OH'. El carbonato se meteria en la estructura del
cristal y no en las superficies (Bres, 1992).
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Tabla 3. Nimeros de coordinacion y Radios Ionices de iones presentes en refido oseo .

Ion N.C. (mimero de coordinacién) | Radio lénico (4)*
Ca"’ 7 1.06
Ca” 5 1.18
Na' 7 1.12
Na' 9 1.24
K 7 1.46
L K 9 155 |

{Valores tomados de Glacovazzo, ef al. 1995)

*Para estos iones se incluyen solamente los radios idnicos mas parecidos a los determinados en 13 estructhura
del carbonato de hidroxiapatita (cHAp), lo cual no quiere decir que son los tinicos pasibles, pero al determinar
el intercambio idnice, los tamafios se consideraron limitantes a estas sustituciones, lo que quiere decir que
para considerar alguna sustitucidn se pretendio hacerla con iones de la misma carga y de tamafios semejantes.

L5.Propiedades_fisi fmicas v biolézicas del

El hueso tiene la capacidad de transformarse por cambios en su emtorno y, en
ciencia de materiales ¢s 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 éscas estdn disefiadas para cumplir ciertas funciones (huesos largos, cortos,
con articulaciones moviles, etc.), lo cual hace una diferencia macroscipica en los mismos
huesos.

Figura 7, Modelo de Fibrilla de colagena. Corte iransversal mostrando las posibles zonas de nucleacion,
{ Tomade de Carter, 1990)
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Los patrones fisicos del material 6see son moldeables (hasta cierto punto) con
respecto a tensiones del medio. En el caso de su estructura celuiar, se ha mencionado que
tiene patrones fractales, lo cual podria reflejarse en un comportamiento no lineal (del tejido
dseo con respecto al medio) debido a los cambios en el entorne (Majumdar, ef al. 1993).

El conocer algunas de las caracteristicas del hueso y su compleja estructura, como tejido,
nos lleva a reflexionar sobre sus propiedades mecdnicas, y por lo tante como un
biomaterial.

Los materiales composites son materiales multicomponentes, generalmente
compuestos de fibras reforzadas © 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 o discontinuas.

2. Cada una de estas fases estdn relacionadas por mecanismos de adhesién en la

interfase de una o mas fases

3. Las propiedades del material composite son distintas de los materiales que

componen cada fase.
{Ozin, et al. 1997)

El conocimiento de los componentes totales del tejido oseo, es importante desde la
perspectiva de la toxicologia médica, para poder sintetizar un material lo mas parecido al
tejido Gseo y que no genere rechazo al implantarse. Al hablar de materiales para restitucion
de partes ¢seas, estamos indirectamente hablando de la sustitucién mecénica, sin olvidar la
potcién cormrespondiente a [a fisiologia.

Uno de los motivos del estudio de 1a mecénica 0sea es entender los riesgos a los que
esth sometido por sus caracteristicas arquitectonicas. Estas han sido estudiadas desde hace
largo tiempo, por gjempio Galileo determiné que e} hueso es direciamente influenciado por
tensiones mecanicas debido a sus funciones normales. Como un material, €l hueso es
considerado como anisotr6pico, no lineal, y viscoelastico. ’

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 defotmaciones, produciendo una resistencia interna a la fuerza aplicada. La
resistencia interna es conocida como esfuerzo el cual se define:

Esfuerzo = Fuerzaf Area. 1)

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

s
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Tabla 4. Principales valores para hueso humano como material {Tomado de Einhorn, T. 4. 1996)

Hueso Direccicn y tipo Densidad etite Modudo de elasticidad
de carga {gfem’) 10° MPa)
Fémur medio, Tenston 1.85 17,000
corteza longitudinal
Compresidn : 1.85 17,000
longitudinal
Corte 1.85 1,000
lengitudinai
Tensign 1.85 11,500
Transversa
compresion 1.85 11,500
transversa
Trabécula de cuerpo | Compresion 0.31 76
Vertebral

El 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 2 la resistencia a tensiones y compresiones, dependiendo del tipo de hueso, la
viscoelasticidad comresponde a la matriz orgdnica. La relacion entre geometria estructural,
composicidn osea y propiedades bioquimicas jlustran ias importantes interacciones entre
forma y funcion. La forma en que los factores bioquimicos (hormonales) afectan las
propiedades de esie material son debidas a cambios metabélicos. Los cambios en el médulo
de elasticidad o en la resistencia a fuerzas extremas es a través del cambio en el tzmaiio de
cristales, imperfecciones en los cristales y remodelaje dseo, Para que exista un remodelaje
0sco relacionado con los ca.ibios mecdnicos, se debe presumir que hay lineas celulares
encargadas de este trabajo, sélo que hasta ahora no hay mas que dos candidatos; las células
del revestimiento (de origen osteoblastico) y osteocitos, inclinindose hacia estos tltimos
como mecanotransductores (Einhorn, 1996).

La forma de ver las estructuras biolégicas calcificadas, varia con la divisién 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 cntendimiento de sus propiedades radica en conocer las
interacciones entre las estructuras subcelulares, como los cristales y las proteinas
estructurales. Por ejemplo, en estructuras dseas, las hojuelas o agujas de carbonato de
hidroxiapatita, es decir, los microcristales con estas formas, se deben formar y disponer
segiin ¢l ambiente mecdnico actuante sobre el hueso, de esta forma se modificarian sus
propiedades mecénicas de este iejido (Currey, 1990).
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L.6. Modelos estructurales propuestos en la literatura
| carbonato de hidrogiapati

1.6.1. Carbonato de Hidroxjapatita

La presencia de iones carbonato sustituyendo a los iones fosfato (Merry, er al. 1998)
y su descomposicidn, no estd 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 €l CO, se incorpora
a las muestras en forma de carbonatos (COs”) y donde la apatita dsea debe estar baja en
estos jones (Femandez, et af. 1998.), pues es deficiente en ellos de manera natural {el
comtenido de estos es algo que define a }a HAp 6sea) y la apatita procedente del hueso no
es estequiométrica.

1.6.2. Caracteristicas estryctyeales del ion Carbonato

Unra de las incognitas del mineral éseo se refiere a la ubicacidn del jon carbonato en
la celda unidad del carbonato de hidroxiapatita (cHAp). La importancia de este ion radica
en que algunas propiedades como la reabsorcion y la dureza mecdnica dependen de su
posicién en el cristal, asi como de su concentracion en ¢l (Zapanta-LeGeros, R. 1965).
Aungue 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 mds ordenados y mds
perpendiculares a la superficie, su dureza es mayor. Lo mismo podria ccurrir en la
superficie del hueso (Cevce, ef al. 1980).

El 4dtomo de carbono forma enlaces covalentes y su radio covalente es 0.774
{Pauling, 1988). Por otro lado, el acido carbdnico y sus derivados tienen tres estructusas 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 €l ion carbonato sea
plano, con 4ngulos de unidn de 120° y tres distancias C = O iguales a 1.32A. La
configuraci6n trigonal plana def ion fuc hallada en el estudic original, por rayos X, de la
calcita y desde entonces ha sido verificado examinando otros carbonatos cristalinos
{Pauling, L. 1965).
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Fig. 8 Esie esquema representa {a resonancia de los elegtrones en ef ion carbonato (€o5.
Para este ion se ha establecido una estructura plana (tomado de Pauling, 1965).

El estudio del material 6seo antiguo se practica comiinmente por ios antropélagos,
arqueologos, paleontdlogos, eic., con el fin de reconstruir el pasado de algiin organismo, su
ubicacion en ¢l tiempo y su relacion con el medio. Desde estz visidn se pueden conocer los
padecimientos que este organismo tuvo en vida, por la composicién de elementos presentes
en el tejido Oseo; esto seria un acercamiento a la ecologia de poblaciones. E! hueso antiguo
pasa por procesos de cardcter inorganico que le confieren cambios, y estos, en algiin
momento pueden ser Utiles para implementar una técnica de fechamiento,

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

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

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

3. Descomposicion heteroionica y heteromérfica. En este proceso se cambia la estructura
original debido a cambios en ios iones sutituyentes.

Para la datacién, la obiencidn de cronologias reviste una trascendental importancia
en el conocimiento historico de eventos v, ¢s en este contexto, donde el estudio de huesos
puede proporcionar una metodologia para fechamiento (Vento, et af 1931).

1.7.1. Fechamiento por Coldgeno® Residual

El hecho de que la coldgena 6sea se climine a tasas posiblemente constantes hace
pensar que para un lugar determinado se pueda relacionar la fecha de muerte de un
organismo con la cantidad de coldgeno presente al momento de su estudio. Esta técnica es
sumamente ripida y muy econémica, y aunque es destructiva, su funcionamiento esté aun
bajo estudio. La forma en que opera cs relacionando antigiiedades conocidas de Organismos
de una misma regién (con las condiciones de enterramiento lo mds semejante posibles) con
la pérdida de la masa del material organico del hueso por medio de combustién de la
muestra de tejido Gseo. Los vatores obtenidos sdlo son validos para esa localidad. Esta
técnica tiene origen en el fechamiento 6seo en los paises del este de Europa (Vento, ef al.
1981). La técnica requiere de una previa calibracion 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 “coligeno™, en masculine, aunque la
nomenclatura castetlana para las macromoléculas sea siempre en términos femeninos. Nosotros la tomamos
como sindnimos

. ) :

2.1. Difraccion de rayos X

El uso de la técnica de difraccion de rayos X, en el estudio de minerales es de suma
importancia, inclusive para la biologia, no solo desde la vision de identificacién de
matefiales minerales en los organismos (siempre y cuando sean cristalinos), sino por el
analisis de estructuras que es posible determinar {es decir, la ubicacion de todos los dtomos
en el espacio). Esta técnica se aplica ¢n substancias que se pueden cristaiizar, por ejemplo
¢l 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 llevado 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 cristalizacién 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 mds, de aplicacion 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 energja.
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 colision expulsa un electron y un electrén de mayor energia desciende a la
vacante, emitiendo el exceso de energia como un fotén de rayos X. Estos rayos se llaman
“caracteristicos”, por que su energia y longitud de onda, dependen del elemento que los
origina.

£l fenomeno de difraccidn y la ley de Bragg

En general, la difraccién es un fendmeno 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 periddico tridimensional,

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



por medio de la ley de Bragg,

incidente

Fig. 9. Esta imagen representa el fendmene de difraccicn y las reflexiones a dngulos especificos de 28 El
valor de 28es el dngulo entre del haz incidente v ef haz detectado.

En la fig. 9 se pueden observar 2 haces que inciden en 2 centrog dispersores
distintos (A y B), entonces tenemos que el dispersado por B lleva un recotrido extra
definido en la figura por el doble de dsen8. Para que los dos haces estuvieran en fase, se
requeriria que ¢l recorrido extra, del haz dispersado en B, fuera igual a un nimero entero
(n) de longitudes de onda (A); esta es justamente la condicin de Bragg. La obtencidn de
esta formuta es una construccion geométrica, en la cual se obtiene:

nA= 2d sen & 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,
polve policristalino. Este material, al colocarlo en un portamuestras, idealmente queda
arreglado al azar, consiguiendo que el haz de myos X llegue a la muestra incidiendo en
todas las disposiciones de las 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 cristalitc debe tener cuando menos unos cuantos milimetros en sus
dimensiones. Lo anterior tiene un significado muy importante en Biologia, pues los
materiales biologicos estin o bien en estado amorfo o bien, en estado policristalino
(dientes, conchas, pelo, escamas, etc, son ejemplos de materiales bioldgicos amorfos v/o en
forma de polvo).

Los difractogramas obtenidos a partir de un material policristalino son grificas de
angulos 26 (%) versus intensidad (cuentas), donde 28° es ¢l angulo entre ¢l haz incidente ¥
el haz difractado (ver figura 9, ley de Bragg).
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La importancia del andlisis mediante la difraccion de rayos X en este trabajo, radica
en poder estudiar y/o determinar el arreglo de los 4tomos en la estructura de los cristalitos
del hueso, pues estos son la estructura bésica de la fase mineral del tejido 6seo. La forma
de obtener esta estructura es a partir del analisis de las intensidad en la grifica de 26° vs.
la Intensidad. Esos méximos de intensidad ocurren cuando se cumple la condicion de
Bragg, (para los planos de stomos con indices k, k1. Con respecto 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 submultiplos enteros por medio de 1a ley de Bragg (Fig9). La
intensidad esta dada por:

L ¢ |F,,,Jh.|2 (3)

N
Tk +hy tz))
F""fz.zlffe ALY @
j=

donde Fyy es el llamado factor de estructura del cristal, N es el nimero total de atomos en la
celda unidad, y f; x; . z son el factor de dispersién y las coordenadas cristalogréficas del
atomo j.

Metodo Rietveld,

El método de Rietveld es un método de ajuste por el método de minimos cuadrados de un
patron de difraccion calculado con un patrén de difraccién obtenido experimentalmente. El
método fue propuesto originalmente por Rietveld para datos de difraccién de neutrones v,
posteriormente se implementé con mucho éxito en el analisis 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 = iw(yi"‘“-yi“‘)"- (5
i=f

donde yi®™ son las cuentas graficadas en ¢l cje vertical dei patrén de difraccion obtenido
experimentalmente en funcién del dngulo 20 y yi™ es el valor calculado de ese mismo
mimero de cuentas, en funcién de 20 de acuerdo con [a siguiente formula

2
yim‘c =SzmePmle1 (20, -20,,)+ B, )
e

donde S es el factor de escala, muy el factor de multiplicidad de los planos hkl, LPy et
factor de Lorentz y polarizacién, Fy el factor de estructura, €2 la funcién que describe los
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contornos de las reflexiones y B; es el término que describe el fondo del patron de
difraccion. El método de Rietveld original incluye el ajuste de parametros estructurales de
un modelo propuesto como son: coordenadas cristalograficas, factores de temperatura, y
factores de ocupacion.

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

1. Coordenadas cristalogrificas. Generalmente se empieza con los dtomos mas
pesados, dejando al Gltimo los atomos ligeros.

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

3. Factores de temperatura isotropicos.

4. Factores de temperatura anisotrépicos. Si se refinan estos parametros, los
factores de temperatura isotrépicos correspondientes se dejan en cero.

5. Factores de ocupacion. No sc refinan si la fase es estequiométrica y no es una
aleacién o solucion sdlida (las concentraciones -en partes por millén- no se
pueden detectar mediante el ajuste de los factores de ocupacion).

Andlisis 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 biologicas, en términos de biomedicina, evolucién y
farmacologia. Las estructuras bioldgicas especialmente se caracterizan por estar en estado
amorfo, y las expresiones analiticas que se ocupan para su analisis son bastante distintas a
las ocupadas en materiales ordenados, es decir, cristalinos. A principios de siglo, Peter
Debye {6rmulé la ecuacién que lleva su nombre, donde se asume que los dtomos estan
agrupados en la 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 orientacidn azaresa. La ecuacion

de Debye es:
sen(Qr,)

lowo =21, =5 @

donde ) = 4wsenO/A, O es el ngulo de Bragg. La suma anterior es sobre todas las parejas
de dtomos / y j separados una distancia ry;, con factores de dispersion Ji ¥ f» 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:

B.i senQdy/Qd; (8)

donde d la distancia entre dos dtomos y B,; es proporcional al producto de los factores de
dispersion de cada dtomo (ff y £7) y al nimero de veces en que esta pareja, y distancia
interatomica, aparcce en el volumen del amorfo que dispersa los rayos X. Los parametros
Bei y di se tienen que afiadir en el proceso de minimizacion por minimos cuadrados. De
esta forma, del ajuste de estos pardmetros, para un material amorfo dado {en nuestro caso
colagena) es posible extracr los parimetros estructurales més comunes, que le corresponden
para definir su estructura, es decir, las distancias interatémicas mas frecuentes (d).
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2.2. Tratamientos quimicos

El uso de sustancias quimicas como posibles “extractores” de sustancias orgénicas,
en material 6seo, resultan itiles por no ser necesario el incremento de la temperatura.

En nuestro caso, se sabe que fa coligena es demasiado estable no sélo a los
cambios de temperatura (temperaturas asociadas al medio fisiolégico), sino también a los
cambios del medio quimico (Holmgren, $.E., et al.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 ¢sea), y no es la excepcion el
caso def NaClO (hasta 24 horas) y HCI, reactivos ocupados por nosotros con el fin de
extraer la colagena del hueso.

2.3.Tratamientos ermicos

El andlisis térmico consiste en examinar ¢l cambio en las propiedades fisicas o
quimicas de una muestra en funcion de la temperatura, Las propiedades mas comunes son:

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

2. Cambios en el peso a temperaturas determinadas (Analisis termogravimétrico) v,

3. Deteccidn de cambios en el calor absorbide o emitido por la muestra (Calorimetria
diferencial de barrido DSC).

El andlisis térmico sc usa comunmente para maleriales inorganicos como
minerales, alfareria, 2'saciones metilicas, etc. Aunque esto no quiere decir que no se pueda
ocupar para materiales organicos como polimeros. Las propiedades de los materiales que se
pueden medir son muy variados y contempian la descomposicién térmica de sdlidos y
liquidos, reacciones sélido- sélido y sélido- gas, asi como identificacién de fases, pureza y
transiciones de fase, entre otras (DUPONT, 1987).

2.4. Técnicas nucleares. PLX.E y R.B.S,

Las técnicas analiticas de origen nuclear han sido ampliamente utilizadas en la
caracterizacion de Ia 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 enire toda una gama de
técnicas, destacan la Emision de Rayos X Inducida por Particulas (P.L.X.E), la
Retrodispersion Elastica de Particulas —o Retrodispersion de Rutherford- (R.B.S) y el
Anidlisis por Deteccién de Retroceso Eldstico (E.R.D.A.). Todas son técnicas de analisis
multiclemental y no destructivas. En el caso de P.LX.E., el haz de iones, generalmente por



23

medio de una linea de vacio, se dirige hacia la muestra, de esta manera las particulas
incidentes chocan con los Atomos, expulsando electrones de las capas internas de este,
ionizindolo. El atomo 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 yn
momento anterior chocaron con los 4tomos de 1a muestra. Los atomos se identifican debido
a que las particulas incidentes tienen una misma energia y al producirse el choque con los
micleos de la muestra las particulas incidentes dejan en el micleo una cantidad energética
proporcional a a masa del dtomo que [a dispersd. Se usa especialmente para establecer [a
estequiometria del material ocupado (Ruvalcaba-Sil, 1998, Bucio, 1997).

Todas estas técnicas se pueden emplear simuitineamente, variando, exclusivamente,
los detectores ocupados. Las resoluciones de los elementos detectados varian respecto a
las intensidades de las particulas lanzadas, es decir, algunos elementos o grupos de
elementos tendrdan mejor resolucion a partir de ciertas energias, como es el caso del
Carbono, que a 1.8 MeV (protones) su resolucién es poca, no asi al aumentar a 4.4 MeV
(particulas alfa), donde no sélo mejora la resolucién del Carbono, sine también las del
Fosforo y Calcio, elementos de suma importancia para nuestro anilisis. En la técnica de
E.RD.A. a 3.0 MeV (nicleos de Helio) se detectan los elememtos de tamafioc mas
pequeiio, es decir, el Hidrégeno y el Helio, para lo cual en este caso se tiene que “tamizar”
¢l haz detectado con una placa, con el fin de detectar exclusivamente el Hidrégeno.

2.5. Microscopia Electrénica de Bamido (M.E B)

El microscopio electronico (M.E.) es una herramienta de gran imporiancia para
estudios bioldgicos a nivel microestructural, aunque tiene origen, y es usado
principalmente, en el estudio de materiales no biolégicos. El hecho de que haya sido
primeramente ocupado en ciencia de materiales, donde generalmente no se requiere de
hacer preparaciones especiales, provocd un retraso en el andlisis de materiales bioldgicos,
en los cuales se tiene que hacer una preparacién meticulosa, para que el haz de electrones
no queme la muestra 0 conduzca apropiadamente a los electrones y no se vean
borrosidades, las cuales son producto de la mala conductividad electrénica del haz de
electrones en las muestras bioldgicas (la conductividad electrénica puede aumentar si se
depositan peliculas delgadas de algin material conductor, como grafito, oro, plata, etc). Lo
anterior es debido a que el material bioldgico esta constituido, generalmente, por dtomos
que forman enlaces covalentes {con electrones localizados) por lo que, no presentan gran
capacidad para conducir los electrones que son utilizados para “Hlurinar™ la muestra en el
M.E.

La forma de conseguir una buena preparacion es a base de fijadores que actiian con
enzimas lisogénicas blogueandolas para evitar la destruccién tisular, lo anterior con
respecto a fijar y preservar ¢l tejido. Para solucionar el problema de la baja densidad, a los
electrones, se incuba el material biolégico con un oxidante muy fuerte derivado de un metal
pesado, generalmente tetréxido de osmio (0sOy). Este reactivo, ocupado con una solucién
amortiguadora actia también como fijador (Carabez, 1998). Para el caso de los cortes en el
microscopio electronico se deben hacer de alrededor de 0.15 pum de espesor, y si es de alta
resolucién entonces de 0.01 a 0.06 pm, también de espesor.
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2.6.Espectroscopias Raman ¢ Infraroja.

El origen de las lineas espectrales en espectroscopia molecular es la emision o
absorcion de un fotén cuando cambia la energia de una molécula. En espectroscopia de
emisidn una molécula experimenta una transicion desde un estado més alto de energia a
otro mas bajo y emite la energia en exceso como un fotdn de cierta frecuencia. Las
espectroscopias de emisién y absorcién proporcionan la misma informacién con respecto a
las separaciones de niveles de energia, pero son razones pricticas las que determinan la
técnica a ocupar.

La espectroscopia Raman explora los niveles de energia  examinando las
frecuencias presentes en la luz dispersada en lugar de la luz absorbida. Un rayo intenso de
luz monecromatica, por lo general en la region visible del espectro, incide sobre la muestra
y la 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 pequeia parte de la luz dispersada tiene frecuencias diferentes de la del
rayo incidente. Las diferencias de encrgia entre las lineas débiles y la linea principal
cotresponderan a las transiciones vibracionales y/o rotacionales en el sistema estudiado
(Galindo, 1983)

La espectroscopia Infrarroja se emples pars  identificar y determinar
cuantitativamente la presencia de distintas sustancias en mezclas. Tarmbién se pueden
obtener las bandas de las sustancias procedentes de la mezcla, con €l fin de hacer una
identificacién de fases. Se fundamenta en la absorcidn de la energia del infrarcojo (de la
gama de longitudes de onda consideradas para el infrarrojo que estin entre Ipm y 100um )
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 los 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 sc
relacionan a los grupos funcionales que se pretenden ubicar, los que se pueden ocuitar en
otras frecuencias, especialmente en la espectroscopia infrarroja, debido a la amplitud de la
sefial del agua y OH (un ejemplo ¢s el ion carbonato). De este modo, la espectroscopia
infrarroja tiene la posibilidad de usarse para una gama muy extensa de grupos funcionales
¥, la espectroscopia Raman para determinar con precisién algunos grupos funcionales que
por sus frecuencias de vibracion son muy semejantes (Parker, 1983).

2.7.1. Colageno residual

Las disminuciones del contenido de fa fase amorfa en el material Oseo, debido a la
degradacion de colagena, se puede cuantificar por diferencia de pesos al calcinar la
muestra generindose asi la técnica de fechamiento por coldgena residual. Para obtener
los datos de material calcinado y masa original se hace una simple operacién para obtener
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el porcentaje de pérdida de esta fasc. 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 analisis por
colégeno residual, Hevando a cabo experimentos de difraccién de rayos X. Donde se
ocupa la siguiente relacion para llevar a cabo la cuantificacion de la colagena

Ipx =(L20 /I ix)100

Siendo Iy el pico caracteristico de la fase amorfa (colagena) para 20 = 20° ¢ I;, el pico
con intensidad mas alta de la fase de carbonato de hidroxiapatita, aproximadamente en 20

=32°.
2.7.2. [ndice de cristalinidad

El analisis de los datos obtenidos de experimentos de difraccién de material 6seo antiguo
llevo a ciertos autores a considerar la técnica como posible prospecto para determinar
antigiiedades relativas (Bartsiokas & Midleton, 1992 Person, et al.1995).

Las fechas obtenidas a partir del llamado indice de cristalinidad, se relacionan con
las alturas y grosores de ciertos picos (o intensidades) caracteristicos del carbonato de
hidroxiapatita, estos maximos de intensidad caracleristicos del carbonate de
hidroxiapatita corresponden a las intensidades 112, 300 y 202, que segin el modelo de
estos autores (Bartsiokas, er al.1992) se relaciona con la fecha de muerte del organismo.
Con este mismo procedimiento, sélo que tomando como {imite inferior de cada reflexidn
una horizontal, es ¢l caso del otro autor (Person, er al.1995), que adicionan un dato mds,
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 hkl se representan en la fig. 10).

Al medir esos parimetros se obtiene un cociente (ver fig. 10), que se relaciona
con la antigiledad del organismo, creando asi, una grifica de antigiiedades ¥s. indices de
cristalinidad considerada como “de alta relacién lineal”, con lo que, se supone pedrian
obtenerse fechas de muerte. Tal indice de cristalinidad (de Bartsiokas) se define como:

Indice de cristalinidad = 10 (a/b)

Dénde a y b son alturas de los picos en el patrén de difraccién (Ver fig. 10) (Segin
Bartsiokas & Middleton, 1992) .

Los autores determinan que su grupo tienc una representatividad muy buena, con
lo que afimman que su técnica de fechamiento puede ser ocupado para distintas épocas,
distintos organismos y distintos entornos (Bartsiokas & Middleton, 1992). Con esta
visién, distintos autores han discutido estos resultados y algunos han hecho variaciones,
que sin dar una interpretacién micrdestructural, intentan mejorar la técnica, variando
algunos pardmetras como ¢l conocimiento de los contextos de enterramiento, las especies
de los organismos, etc. (Person, er al. 1995). FEstos autores definen el indice de
cristalinidad como:



i

Indice de cristalinidad = (u+v+w)/h

Dénde u, v, wy / son alturas de los picos en el patron de difraccién (Ver fig. 10) (Person,
et al. 1995)

m ¥ L) T T T T
w0 L [T 29% 112 1.B.= 10(aih)
-
I.P. = {u+v+w)lh
w 3000 |- )
3 2000 b W .
202
a(b
1000 | vJu . i
0 4
i i 1 1 A, i '
29 30 31 32 33 34 35 36

29 (")
Figura 10. Representa los datos que algunos autores ocupan para fechar material dseo. En realidad solo
difieren un poco en el método y en una intensidad. En el caso del Indice de cristalinidad de Bansiokas &
Middleton, 1992. LB. = 10 (a/b} y para Person, ¢f al. 1995 consiste en LP.— (u+v+w)h
(ver Bartsiokas & Middleton, [992 Person, et al. 1995).
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3. MATERIALES Y METQDOS

Las muestras de lejido Gseo antiguo de origen antropolégico fueron obtenidas del
laboratorio de fechamiento, del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas, de [a
Universidad Nacional Auténoma de México a cargo de la M. en C. Luz Lazos Ramirez y
det proyecto de estudios de maesiria 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
coleccion del museo-laboratorio de Paleontologia de la Universidad Auténoma de Baja
Califonia, Ensenada y fueron donadas por el M. en C. Francisco Javier Aranda Manteca.
Las muestras de tgjido dseo actual de distintas clases de organismos proceden de
colecciones particulares.

Las muestras fueron sometidas a distintos tratamientos, dependiendo la 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
relacion de muestras que se presentan on este trabajo y sus tratamientos en el cuadro 1),

Cuadro I. Relacion del nombre de las muestras con sus
Caracieristicas y andlisis al que fueron sometidas.

Muestra Tipo de muestra Sometida a andlisis
Sirenio?, Antigua, Fosil. Permineralizada, Costilla de sirenjio. | DRX, DSC, MEB. |
Ballena Actual, Craneo. DRX

Cranave Actual, crineo de ave, DRX

Crancone Actual, crineo de conejo, DRX

Crancarp Actual, crinec de carpa. DRX

Cranroed Actual, ctineos de roedor. DRX

Cranrana Actual, crimeo de rana. DRX

Crantort Actual, crineo de tortuga. DRX

Mochorej Actual, crineo humano. DRX

Crancoco Actual, crineo de cocodrilo. DRX,[Re R
Crantib Actual, craneo de tiburén. DRX

Cazontib Actual, crineo de cazén. DRX ]
Crardelf2 Actual, crineo de deffin, DRX

Ml Actual, hyeso largo de vaca. DRX, TT y nuclear.
M2 Antigua, bueso largo de vaca np  fosil. DRX, nuclear,

M3 Antigua, no ©sil. Arqueolégico, Humano, DRX, nuclear.

M5 Antigua, no fosil. Arqueclégico, Humano. DRX, nuclear

M6 Antigua, no fosil, venado. DRX, nuclear

GO (Granada) | Actual, radio humano. DRX,DSCy TQ.
Poll. Actual, fmur de pollo para produccidn de carne. MEB

DRX=Difractometria de rayos X, DSC=Calorimetria diferencial de barrido,
Barrido, R=Espectroscopia Raman, IR=

TQ=tratamientos guimicos.

MEB=Microscopia electrénica de

Espectroscopia  Infrarroja, TT=tratamiento

térmico  y

\Talat e .
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Se prepararon muestras de tejido dseo con los siguientes fines:

a) Separar la componente amorfa (principalmente coligena tipe I) por tratamnientos
térmicos, quimicos y fisicos (como la ultracentrifugacién), Con la separacién de la
colagena, la componente mineral aisiada (carbonato de hidroxiapatita}, pudo ser
sometida 2 los andlisis de estructura, cantidad de carbono, calcic y ritrogeno,
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 éseo.

c) Anglisis estructural por la técnica de difraccion de rayos X en los diversos tipos de
tejido Oseo.

d} Fechamiento relativo de muestras antiguas de tejido 6seo mediante las metodologias
propuestas por Bartsiokas & Middleton, 1992 y Vento, ef al. 1981 {colageno residual).

3.1.1. Experimentos d¢ Difraccién de rayos X

La técnica ocupada por nosotros fue [a de polvos, de esta forma, ias muestras fueron
tnolidas en un mortero de agata y luego tamizadas (malla # 325). Se acupé un difractémetro
Siemens D5000 para polvos, con un tubo de rayos X con radiacién CuKa (A=1.54056 A),
con un generador Kristalloflex operando a 40kV y 28mA. La configuracién de rendijas fue:
2min a la salida del tubo Zmm al inicio de recepcion, 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 &= 0.02 “en un tiempo de 9 segundos.

3.1.2. Métodos de separacién

. . - e
Immmwwl:mj. lorito de sodio 12%)

* Un par de muestras granada (G0}, fue puiverizado y sumergido en una solucion de HCI
0.1 N durante una hora.

» Estas mismas muestras fueron sometidas a NaClO a distintos tiempos (20 min., 60min.,
y24h)

La determinacion de los cambios en las fases y cantidades de materia amorfa y cristalina se

cotejaron por difraccion de rayos X.

T , -

El conjunto de muestras procedente de un hueso de radio humano (etiquetados
como granada & G0), fueron finamente pulverizadas en un mortero de 4gata, y tratadas a
distintos tiempos {0, 3, 12 y 72 horas) a una temperatura de 650°C. Con esto se busco
seguir la evolucion de las componentes del hueso (carbonato de hidroxiapatita, colagena y
fases secundarias) y la concentracion de elementos quimicos (Ca, C, N) en funcién del

R et b B i S
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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 nitrogeno y carbon relacionados con la fase orgénica), se
dieron tratamientos térmicos a otro lote de muestras (etiquetadas como ml4, hueso de

diéfisis de fémur humano) a diferentes temperaturas; 25°C, 396°C, 500°C y 850°C, durante
una hora.

3.1.3. Centrifugacion y tratamientos érmicos

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

3.14. Experimentos de Analisis térmico (DSC y TGA)

Se us6 un equipo modular de analisis térmico DUPONT 9000 (médulo calorimetro
de barrido, DSC y modulo para termogravimetria, TGA). Las muestras para andlisis
térmicos fueron puestas en crisoles de aluminio y calibradas con estos mismos erisoles. Lo
unico que diferencia a una muestra y otra, en su preparacion, fue la masa puesta en dicho
crisol de aluminio que, seguin {a densidad de [a muestra, oscilaba entre 1.5 mg para el caso
de la coldgena 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.L.5. Técnicas Nycleares: PLX.E v RB.S,

Las muestras después de haber sido tamizadas, se prepararon en una pastilladora de
acero inoxidable (con un centimetro de di4metro) 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 cimara para el andlisis simultineo por
RBS-PLXE.

3.1.6. Microscopia Flectronica de Barmrido (M.E.B.)

En el caso de nuestras muestras, debido a que poseen zonas cristalinas, lo tnico que
se hizo fue introducirlas al microscopio electronico, con una pelicula de plata al vacio, para
aumentar la conductividad electrénica. El tamafio de grano expuesto al haz de electrones
fue menor que 44pm (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 fas sustancias orginicas
fue por combustion (650° C por 72 horas) seca en un horno. Para estos analisis se ocupd 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 concentracion de 10 (KBr): 1
{muestra) y se hicieron 30 repeticiones de cada analisis. El peso de la muestra fue 10 mg
para cada uno de los anélisis. Se ocupd un espectrometro 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).

S ik A W
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4. RESULTADOS

Los datos bxbhograﬁcos indican que en los sitios de PO, se tiene la sustitucion
por €l grupo carbonato COs%, 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 1as 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
N.C. 9 {ver fig.11}, el cual estaria formando la punta de una piramide que tendria de base
al ion carbonato (ver figuras 5, 8 y 11). En esta pirdmide que tiene como base al jon
carbonato, se tendria a todos los exigenos (incluyéndose el del ion OH) en los vértices,
quedando de esta forma el hidrégeno del jon OH, interno en la piramide, en resonancia con
los pares libres de electrones de los oxigenos de la base de CO;” (Heredia, A. et af. 1998),

Oxhidrilo
Calcio tipo It
Tetrzedro de ion fosfato

Torres de Calcio tipo |

lon carbonato
sustituyendo 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.
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1.2, Andlisis del model Lmétodo de Rietveld

Mediante la metodologia Rietveld se modeld la inclusién del CO; y al hacer el
ajuste s¢ obtuvieron datos realmente satisfactorios para la muestra de sirenjo (fig.12 y tabla
5). Se eligid la muestra de sirenio por no contener material orgénico ni impurezas, de este
modo, no se requirié hacerle ningin tratamiento, asegurandose asi, la no contaminacién o
alteracién del material dseo.  Estos datos fueron posteriormente utilizados para modelar
también los otros espectros de difraccidn presentados en este trabajo (ver tabla 6),

6000
Sirenio
H
5000
}
— 1
o 4000 |
3 |
©
g %
@ L
g
£ 2000 -
F
1000 |
ol
1 1 noron i Moy 00 3 H AL ) 08 W AN 1R p R0y Mg E RN
" e o~
. a N 1 Al u A 4‘
0 20 40 60 80 i
20 (o} E

Fig. 12. Difractograma de la muestra Sirenio donde se ajusta el modelo estructural, por el métode de ‘
Rietveld. En pequenios circulos se muesira ¢l espectro observado, en linea continua of espectro calculadp. En
la parte inferior se muestra la curva que muestra la diferencia del espectro observado con el calculade. En
barras verticales se indican las posiciones de las reflexiones de Bragg.

Las figuras de mérito para evaluar la calidad del ajuste por el método de Rietveld estin
definidas por las siguientes expresiones:

N
} :W(ylm __yicnlc)z
Rwp =100 |2

R del perfil pesade  (12)

N

PR

=l
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N~-P+C

Rexp =100 f—————- R esperado (13)
2wy
R 1
Xi= (R wp J Bondad del ajuste (14}
exp

pet obs h
2N -]
RB =10040 0 ——— RdeBragg  (15)

P/

f=1

REF =100

R del factor de Estructura (16)

La calidad de los refinamientos, ademias de determinarse 2 partir de Jos valores anteriores,
es de mucha utilidad observar gréficamente las diferencias entre los valores calculados y
los esperados (fig.12). Los datos mostrades en la tabla § y la grafica 12 son indicativos de
la buena calidad del ajuste por el métedo de Rietveld, del modelo propuesto.

Tabla 3. Valores de bondad del ajuste ~»r el método Rietveld de la muestra de sirenio {de iafig 12)

Mueswra. Mimerode | Valores de lag diferencias | Pardmetrosdela | “Y isotropica y
Parirpetros | entre los resultados Red (A). valor de Lorenz.
refinadog observados ¥ esperadas.

—

Sirenio2 Costilia | 18 X*=3.56, RB=5.83, a=9.3436 Y=0.14676
de sirenio, Fosil. Rf=3.39 c=6.8793 Ls=0.18081
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43, Audlisi  métoda de Rietveld de | I

En nuestro caso, se ocupd la estructura de la hidroxiapatita y se incluyeron atomos
de carbono, permitiendo asi, la sustitucién principalmente propuesta; la cual es de un CO,*
(més OH’) por un PO+, Los valores mis bajos para las figuras de merito en huesos
madernos (ver tabla 6), al momento de llegar a la convergencia, indican que es e} valor de
minima diferencia entre ambas grificas. En este analisis 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 v 6, se tienen
tamafios promedio de cristalito mas pequefios y grade de anisotropiz mas elevado

regpectivamente.

Tabla 6. Aqui se presentan variaciones estructurales de distinios tipos dseos y los valores gue confrontan lp
observado con lo esperada en la metodologia Rierveld.

Hueso. Tipo v Nimero de | Valores de las diferencias | Pardmetros de la | “Y"isotropica y valor
origen. Parametros | entre los resultados Red (A). de Lorenz,
Refinados. | observados v esperados.
Sirenio2 Costillade | o X™=3.56 2=9.3436 Y=0.14676
sirenio. Fosil. RB=5.83, Rf=3.19 c=6.8793 Ls=0.18081
Ballena (actual} s X=448 [a=9.43907 Y=0.68272
RB=8.16, Rf=4.36 ¢=6.90585 Ls~0.4445
Cranave (crineo de | X’=4.15 a=9 42502 Y={.65275
ave actual) RB=6.68, Rf=4.28 c=6.89673 Ls=0.45089
Crancone (crineo de | | . X7=6.05 2=9.424272 Y=0.69109
conejo actual) RB=12.04, RF=5.37 c=6.892123 L.5=0.34506
Crancarp (crineo de | | ¢ X'=6.17 £=9.41257 Y=1.24528
carpa actual) RB=104, RE=5.14 ¢=6.90158 Ls=0.00132
Cranroed (créneos | X’=2.89 2=0 469029 Y=0.8819%
de roedor actual) RB=6.09, Rf=3.11 ©=6.808454 Ls=.6185
Cranrana (crineo de | | Ix=4.78 a=9.48659 Y=0.71223
rana actual} RB=6.41, Rf=3.81 ¢=6.9280 Ls=(.78481
Crantort {crineo de |, . X7=4 86 2=9.385984 Y=1.38613
tortuga actual) RB=8.55, Rf=4.41 c=6.873302 Ls=-{(.37878
Mochorej (crinco | X438 a=9.442676 Y=0.51271
humano actual) RB=§.3, Rf=4 81 c=6911037 Ls=0.42063
Crancoco (créncode | ¢ X=77 a=0 429207 Y=0.66213
cocadrilo actual) RB=6.97, Rf=1.56 ¢=6.90009! Le=(.48846
Crantib (créneo de is x=29 2=9.422988 Y=072917
tiburin actual) RB=5.06, Rf=2.65 6886841 Ls=0.6127
Cazontib (crineo de | X'=2132 2=9 37407 Y=0.79887 1
cezén) RB=0.67, Ri=6.3 ©=6.84436 Ls=0.77338
Crande!f2 35 X’=7.41 2=9.39330 ¥=0.28665
RB=6.11, Rf=3.94 ¢=6.8941 Ls=0.33448

En la figura 13a y 13b se puede observar la variacién de los pardmetros reticulares (o
parametros de la red) de acuerdo con distintos tipos de animales actuales.

4




35

ST AT TS

L fesoyaon
- ausy ey
- AneIR
L Nepues>
L. wdeDURSD
L eusiueD
L quuRas
| oleucoueso
L Bnuojuesa
L sapumis
L odoouesy
| Jopaoiuesd

| oueus

L o

2 g

o L1
{(y) 2 ognetupaed

9.50

9.35

{mioyo0ow
TuUa|RY
quuozes
L pepumas
welipouvss
| suriugsd
- GpueR
L ofsvoouess
| Bapojuess
| eamums
| ososumda
| _JOp8oIuRID

ojuals

7.60

6.95 1

o
@
[ -]
{y} o osneurered

6.85

6.80

¢ de animal: (a) pardmetro reticular a (b)

tro reticular c.

pardmel

Fig. 13 Variacion de los pardmeiros reiiculares con el lip



36

4. Ansfisis de huesos hidroxiapatita v § g

El analisis de las estructura cristalina del carbonato de hidroxiapatita, para todos los
tipos 6seos, se modeld bajo la metodologia Rietveld. En todos los casos se observaron los
picos caracteristicos de la hidroxiapatita, los cuales coinciden, en su mayoria, con los 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), o muy antiguas, se observd una gran cantidad de fase amorfa, que por
comparacion con los difractogramas, determinamos que se trata de coldgena tipo L

Los datos determinados en la muestra de craneo de tiburdn (o cazon) a partir del
refiramiento de Rietveld los consideramos como buenos y los ocupamos para deterrinar
los parametros de la fase amorfs, es decir, 1a coldgena tipo | asociada a los cristalitos de
carbonato de hidroxiapatita (ver fig.14 y tabla 7). Estos parametros se¢ obtienen usando ia
ecuacion de Debye (ver 2.1. Difraccién de Rayos X; ecuaciones 7 v 8), que es una suma
infinita de términos, pero su uso en la metodologia Rietveld s6lo posee hasta seis (aungue
pueden ocuparse mas) por considerarse que es un nimero suficiente de términos para
representar adecuadamente la dispersion amorfa de la colagena.

Los distintos parametros obtenidos por nosotros relacionan a las distancias mas
comunes en la coldgena, 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 distarcias tipicas de la molécula de coldgena tipo I y su procedencia. Estas distancias
estdn relacionadas con las estructuras que definen la estructura tridimensional, desde la estructura
secundaria hasia la cuaternaria.

Maodelo Amino-amino | Carboxilo-amine | Carbén-oxigeno del | Didmetro  de | Periodo de
(en A) del mismo a.a.* catboxilo termtinal la superhélice | una sola
(en A) (en A) &n i) hélice (en A)
Por Pauling' 3.5 25 L5
2
Datos generales 50 10
]

Por nosotros:
{Método de Rietveld)

djj 3.42 2.5 1.20 5.07 10.99

8y 192 900 970 28 244

a.a. = aminodcido.

' Pating y Corey. ,1951.

*Voet, D. & Voet, J., 1995.

* B son pardmetros som proporcionales al producto de los factores de dispersion de los stomos i, j yala
frecuencia en que se presenta la distancia interatémica d;; en Ja estructura de la coldgena tipo L.
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Fig. 14. Patrdn de difraccion de crdneo de tiburon. Muestra refinada mediante el método de Rictveld, para
obtener los pardmetros estructurales de la fase amorfa (Jobs= espectro obtenido del difractiémetra,
lealc=especiro obtenide con modelaje mediante el métodoRietveld, lobs-Icalc=diferencias entre el
difractograma obtenido y el calculado).

4 . . . ,
estabilidad del material éseo
4.5.1. Tratamientos y Andlisis térmico

En el anilisis 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 elevacion,
marcado con 2 lo explicamos a partir de la deshidratacion de la muestra. En los picos
sefialados como 3 y 4 no 105 hemos podido asociar, de forma explicita, a cambios en el
tejido dseo, pero en relacidn a cada una de las fases (la fase mineral y la fase cristalina), Ia

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 4 y B. Grifica de flujo de calor Vs. Temperatura (A). Calorimetria Diferencial de Barrido de una
riuestra de hueso humano (GO). Consideramos que el valle con niimero | corresponde a la estabilizacion de
Ia velocidad de calentamiento. Por esto consideramos pertinente contemplar los datos posteriores a este
valle. El pequesio valle numerado con 2, corresponde a la deshidratacion de fa muesitra (cercanc a 100° C).
Los picos 3 y 4 no los hemos asaciade, can precision, a un evenio térmico perg creemos que guarda relacidn
con ef desprendimients de energia por parte de los componenies de la coldgena tipo I o con cambios
estructurales en la porcion apatitica. Grifica de temperaturas Vs. pérdida de pese (B). Andlisis
termogravimétrico; en la caida 1 se ha perdido cerca del 25% del peso total y es debida a la fase orgdnica.
En Ia caida 2 se ha perdido mds del 30% del peso total de la muestra,

Se hace evidente que {a cresta correspondiente a 450° C estd relacionada a la fase
inorganica y no a la orgénica, 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 apreciaen la fig. 16 ysienla
fig.17), se deben al flujo de iones en la estructura del carbonato de hidroxiapatita (Reyes-
Gasga.J. et al. 1997, Reyes-Gasga. J. ef of 1999). Nosotros sélo podemos decir que 0o se
trata de la fase minersl, sino de la fase organica (fig 15).
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Fig. 16. Calorimetria diferencial de Barrido de una muesira de costilla de sirenio fosil. Como en la figure
anlerior, la cresta y el valle 1 y 3, respectivamente, estin asociados a la estabilizacion de la velocidad de
calentamienio y, el valle 2 corresponde a la deshidratacion de la muestra fcercano a 100° C). la cresta

numerada con 4 no la hemos asociado, todavia a un proceso quimico especifico.
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Fig. I7. Calorimetria Diferencial de barrido de una muesira de coligena de

tendon de aquiles de Bovino

{SIGMA). La cresta 1 corresponde o la estabilizacién de la velocidad de calentamiento fcomo en las dos
Jfiguras anteriores). La regidn 2 corresponde a la deshidratacion de la muestra, la regidn 3 no se ha asociade

a un procese en particular, pero pensamos que se relaciona a regcciones entre
la eresia 4 (que es cercana a 350° C) sdlo aparece en las muesiras de coldgena

los residuos de aminodcidos,

¥ es la temperatura a la que

algunos autores (Reyes-Gasga, et al. 1997, 1999) reportan conductividad superionica en la fase inargdnica.
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Fig. 18. Patrdn de difraccion de Rayos X (muestra mi}. Se aprecian los cambios en las fases, incluyendo la
aparicién de una (cercana a 37.5 de 289, que corresponde a dxide de Calcio {CaO, es decir, cal} debida a la
combustion del material dseo. Se observan cambios en la cristalinidad, repr tados por el aumento de las
intensidades (alturas de las reflexiones) y disminucion del ancho del pico. La grdfica donde se indica Ia fase
de Ca estd calcinada g 850 °C.

Los cambios generados en las estructuras gracias a la calcinacion del material a
distintos tiempos son producto de la oxidacién del material cristaline y amorfo, tal como
cuando se genera CaQ. Cuando se somete al material 6seo, a distintos tiempos de
calcinacién hay un aumento de las intensidades y disminucién de los grosores de los picos,
lo que indica que 1a fase cristalina se hace més cristalina (fig.18).
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4.5.2. Tratarzientos quimicos

En los tratamientos quimicos, e} hueso puivertzado o completo, resuité sumamente
estable a los reactivos, lo cual se demuestra en el tamafio del “fondo” en los difractogramas
a diferentes tiempos de exposicion a los reactivos, indicando una pérdida minima de
colégena, al grado de no haber diferencias apreciables entre estos difractogramas (ver fig
18), lo que indica que los tiempos de exposicion o concentraciones deben variar, por lo
renos para una metodologia como 1a seguida por nosotros.
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Fig.19. Patron de difraccién de Rayos X de una sola muestra de material dseo (muestra G0), trarada con
HCl y sin tratar. La grdfica (1) sin tratamiento quimico y la {2) tratada con HCI 0.1 N/ { hr. No s aprecian
cambios que determinen pérdida de marterial organico o inorgdnico, es decir, no se ve diferencia entre los
patrones de difraccidn | y 2. La mayoria de las citas bibliogrdficas indican gue ef HCI es un reactive que
modifica claramente la composicion quimica y micreestructural del tejide oseo (Porsche & Nerlich, 1997,
Johknsson, 1997},

La mayoria de los datos bibliografices indican que el HCL ¢s un reactivo que modifica
claramente l2 composicién quimica y microesiructural del tejido 6seo, del tipo que se trate
(Parsche & Nerlich, 1997, Johnsson, 1997). Sin embargo nuestros resultades no
comprueban lo citado en la literatura basindonos en los mismos tratamientos.
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Fig.20. Cambios de las estructuras cristalinas a parti- de calcinacion {2 630° C) a distintos tiempos
(muestra ml). E{ aumento de los picos y disminucion de grosores de estos mismos implica que se estdin
generando cambios estructurales en el microcristal, tal como el aumento del tamafio en estos.

Algunas férmulas estequiométricas para la Colagena tipo [ se pueden escribir como;

CaHs 703N {De: indice Merck, ver gelatina tgelatin),
C1.6Hs.50 13NSpo0e (De: Vaughan, 1970.)

De aqui se puede calcular que el valor de nitrégeno por gramo de hueso es
aproximadamente del 5%.
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4.6.1. RBS - PLXE. Simultéincos:
ELXE. para Calcio y Fosto BB S e e o

En el caso del carbén detectado, no se puede determinar si pertenece a una
sustancia organica (colagena tipo I} o a una inorgénica (ion carbonato). Por lo que se
planearon experimentos para detectar las diferencias en este tipo de &tomos, basindose en
aportar cada una de las fases y hacer el andlisis, de tal modo que se puedan apreciar

cambios en 10s tipos atdmicos y en concentraciones, como para poder despreciar esios
atomnos de una u otra fase.

Tabla 8. Resultados de R.B.S.- PLX.E. en muestras de interés argueologiceo de hueso.

Muestra Ca C P QO Ca/P

1 vaca [0 5.64 5.71 27.86 1.7513

2 vaca 10 0.371 5.71 26.4 1.7513 _ ]
3 Humano 10 9.56 5.71 32.34 1.7513

5 Humano 10 2.06 597 276 1.675

6 venado 10 19 571 28.6 L7513

4.7, Datos de Mi fa Electrénica de Barrid

Para esta técnica (M.E.B. fig. 21) se ocupé plata para recubrir las muestras, por la
poca conductividad electrénica de estas. Las imdgenes obtenidas por microscopia de
barrido determinan que los granulos de carbopato de hidroxiapatita aumentan con respecio
al tiempo, no sélo eso, también las muestras antiguas carecen sustancialmente de
compuestos arganicos (Fig. 21 A y B), En este contexto, se determina que las muestras
carecen de compuestos orgdnicos por &l poco brille que presentan, indicando que, hay
buena conductividad electrdnica. Las muestras seleccionadas para este trabajo fueron las de
costilla de sirenio (f6sil) y las de hueso de poilo (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
superficies rugosas que, creemos, corresponden mayoritariamente a proteinas asociadas a
los microcristales de cHAp, como en el caso de ia muestra tratada de pollo (fig. 21 Cy D),

PP L



Fig. 21. ABCD. Micrografias electrénicas de barrido de 1ejido dseo de (A ¥ B) Costilla de Sirenio fosil y (Cy
D} fémur de pollo tratado con HCI 6.1 N. 56lo son dos muestras, con respectivas amplificaciones, que son B
¥ D. En ¢l caso de fa Costilla de sirenio (A y B} se aprecian granulos de hidroxiapatita de cerca de 50 nm de
didmetro. Para la mugstra de fémur de pollo (C y D) se observan estriaciones producto de las proteinas
asociadas af mineral dseo, y su ampliacién fen D} corresponde a la regién con un dvalo blanco.,

4.8, Datos de Fspectroscopias Raman ¢ Infrarroja.

Gran parte de tos datos ofrecidos por la literatura (Best, ef al. 1997, Metry, et al.
1998, Wu, et al. 1999), para ubicacidén de tipos de grupos funcionales esti basada en
sintéticos, pues el andlisis de materfales biologicos es realmente dificil de interpretar. Uno
de los grandes debates, relacionado con la estructura del carbonato de hidroxiapatita
consiste cn localizar especialmente dos tipes de iones: el carbonato y el oxhidrilo. En ef
caso del oxhidrilo, hay autores (Wu, ef al. 1999) que establecen que este tipo de iones no
estén presentes en el mineral 6seo y si consideran la existencia de carbonato. Los valores,

s
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para la identificacion, de estos grupos funcionales son:
ParaO-Hy CO:* 3600cm™ Para espectroscopia Infrarroja (Best, S., er al. 1997).

Para sustitucion de CO,” entre 1410 y (540 cm’, también para Espectroscopia
Infrarroja.(Merry, 1.C., et al. 1998).
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Fig. 22. Espectroscopia Infrarroja (Nimero de onda Vs. Transmision) de tejido éseo procedente de craneo
de cocodrilo. Se sefalan algunos grupos funcionales relacionados exclusivamente con las fases presentes en
el tgjido éseo.

1. Aming en solucion (NH,'). A aprox. 3280 em .

2.Tiol enlazado a un hidrégeno, a aprox. 2400 cnr,

3.Aming primaria (NH;) de 1650-1580 ¢nv,

4. Amina alifitica (C-N) de 1220 a 1020 cor.

5. Ester fosforica (P-0-C} de 1090 a 1030 cmi”.

6.Disulfure (S-5) de 550-450 cm’. Cercanamente a este se ubican enlaces caracteristicos de derivados de

yodo (de 600 a 80 car).

En general, par la estructura de la coldgena, podemaos determinar la presencia de
grupos relacionados a los aminodcidos, tal como los COQ™ (COy), los amino- y los C-H
{(Leikin, S., et al. 1997) ver fig. 22). Los espectros Raman ¢ 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 casp el carbonato de hidroxiapatita con la fase amorfa, es decir, la
fase protéica, en forma mayoritaria colagena tipo 1 (ver fig.24, espectroscopia Raman de
Tendon de Aquiles).
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Fig. 13. Muestra de iejido dseo tamizado de cocodrilo actual. Los ejes son: fntensidades (Unidades
arbitrarias) Vs. Frecuencias fondas ey,

Se muestra la Espectroscopic Raman de hueso, con algunas frecuencias caracteristicas de grupos
Juncionales como:

1. Piridings con sustituciones en las posiciones 2y 4, fen las longitudes de onda entre {000 y 985 cm” },

enlace C-O del carbonato (en 1078 em™’, Esta frecuencia tomada de: Tu, A.T. 1982).
2. Alguil Suifatos SQ; (1196-1188 cm™).

3. Jones carboxilato CO;. (entre 1440- 1340 cm™).

4, Entre 1198y 1211 em’ Para hidroxiprolina y liresina.

(Frecuencias de: Parker, F.S. [983.}

Jrtunsity

s —
1800 MO0 1400 200 W04 800 €00 400
em-!

Fig. 24. Espectro Raman de coldgena de tendon de Aquiles de bovino (4} y (B} de gelatina de piel de
ternera (Tomade de: Parker, F.5. 1983).
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Podemeos deducir, de las figuras 23 y 24, que la mayoria de los datos aportados por
ambas espectroscopias corresponden a grupos funcionales de la colagena, esto ¢s debido a
la gran diversidad melecular a partir de los aminoacidos. En estas muestras de tejido dseo
cs evidente la presencia de grupos funcionales que no estin relacionados con ninguna de las
fases, lo que indica, consideramos, que son producto de la relacion de ambas fases; tal es el

caso del grupo funcional P-O-C, ¢l cual puede (y sélo puede) estar relacionado con la
interaccion de:

1. Elcarbonato de la hidroxiapatita y el fosfato de algin aminoscido.
2. Elcarboxilo de un aminoacido con ¢l fosfato de la hidroxiapatita.

Los grupos funcionales descritos desde un inicio, en este trabajo no necesariamente
fueror ubicados en los espectros Raman o Infrarroios, lo cval consideramos debido a fas
distintas fascs, a la hidratacidn, etc., que pueden originar sobreposiciones de algunos picos
en grupos funcionales determinados; en ¢l caso de) 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 andlisis hechos a muestras antiguas de tejido 6seo y la obtencion de su
respectivo indice de cristalinidad, tenemos que los resultados no coinciden con Ia propuesta
original de los autores Bartsiokas, & Middleton, 1992, Person, ef al. 1995. La exposicién
de estos resuitados (tabla 9 y fig. 25 y 26) sélo indican una gran dispersion en los datos
infiriendo la no telacin entre estos valores (los de indice de cristalinidad) y las
correspondientes antigiiedades.

Tabla 9. Muestra los indices de cristalinidad y las antigiiedades de las técnicas propuestas. Es evidente la

diferencia en cifras de una téenica y otra, & partir de los valores otenidos.

Muestra LC.B* ¢ 1LC.P** LDRX.*** | Antigiiedad (afios).
Ml 2.55 6.50 {0
| M3 i 1.60 600
M4 3.68 5.00 1500
M5 3.60 2.14 800
Mé 1.84 0.50 2500
M7 3.95 2.97 300
m§ 8.31 0.11 550
Cuicuil2 1.88 0.i% 7.58 2250
hl 3.22 0.10 9.1682 614.5
Oztoy-14 2.81 0.10 8.6234 1450
Tlatl97 3.23 0.16 8.8531 3150
Tlat27 0.98 2.97 7.3215 3150
h2-Xcamb 3.23 0.19 7.7124 1350
Tlalocl3 3.24 0.22 6.5904 1300
GOh-L 1.73 0.00 14.0165 30
SnteroM3 1.32 0.02 12.4632 274.5
Xoch-e17 1.83 0.00 10.6876 1250
Mochore) 111 0.03 18.436 L5
SnpenTes 3.33 0.26 6.5418 185
Snppulel 1.40 0.03 16.2333 185
Snjer-mi 2.15 2.00 12.1366 274.5
Snpulels 0.97 0.00 185
SapuTeld 0.21 042 185
Cuicuill 2.68 0.17 2250
Hicuitz 5.17 0.25 10 4.5E6
Equid-il 124 0.45 4.5E6
Crandelf 3.79 0.21 [
3sem 4.34 0.23 30
Bovinen 2.03 0.02 250
Mandibula de Mastod. 4.32 1.65 25,000

*.C. B. {ndice de Cristalinidad de Bartsiokas y Middleton.

*+1.C, P. ndice de Cristalinidad de Person, A, et al. Coma el LC.B. estd rwultiplicado por un factot de 10, se
hizo lo mismo con este, para equiparar los datos.

**+] DRX (indice de fechamiento con datos obtenidos de los especiros de difraccion de rayos X.
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Fig.23. Grdfica 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 varigcion

enire los datos y el indice de cristalinidad es muy evidente.
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Fig.26. Grifica de Antigiiedades (afios antes del presente} ¥s. indice de Cristalinidad propuesto por Person,
ef al, 19935, Consideramos muesiras con un mismg contexto de enterramienta, aun asi la variacion entre los
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Sin embargo, en la modificacion del método de coldgeno residual presentada en este trabajo
para fechar material 6seo a partir de las intensidades a cierto angulo en el patron de
difraccion s se logra establecer una tendencia (Fig. 27), tendencia que los mismos autores
también logran establecer a partir de calcinacion del material dseo, sin hacerlo a
temperaturas donde se genera esta fase (Wysoczanski — Minkowics. 1969).
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Fig.27. Grdfica de Antigiedades (afios antes del presente) V5. indice obtenido a partir de Difracin de rayes
X propuesto por Vento. et al 1981, Consideramos muesiras con un mismo contexto biplogico. observando
algo semejante a un decaimiento exponencial.
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5. DISCUSION
5.1. Modelo de Inclusién de ion Carl

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

El modelo propuesto por nosofros 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 ¢s compatible con la idea de un ensanchamiento (o
disminucion) de la estructura cristalina en el pardmetro @ observada en ¢! carbonato de
hidroxiapatita presente en huesos de distintas clases de animales (figura !3a, 4.Resultados).
De esta manera, otros iones como K, Na, Sr, etc. se acomodarian en la estructura
ensanchando o contrayendo el parametro @ afectando muy poco ¢l valor del pardmetro ¢
(como se puede observar en la figura 13b del capitulo 4).

Con respecto a los datos obtenidos de las espectroscopias, se pucde determinar la
existencia del grupo C03 en [a estructura (a los 1410, 1540 y 3600 cm™ en el especiro
infrarojo, y a los 1078 cm™ en el espectro Raman). En el espectro infrarojo, Ja sefial de los
modos vibracionales de CO; se solapa con las sefiales asignadas para OH" , HyO y otros

grupos, de modo que no es obvia la interpretacién. En los espectros Raman, la sefial que -

corresponde al grupo COj; se observa mas clara (figura 23, capitulo 4),

Observande otros picos menos imporiantes, destaca de manera especial, fa
correspondiente a los enlaces P-O-C.  Esta sefial puede estar relacionada con la interaccion
entre las fibras de coligena y microcristales (Lacout & Taitai, 1994). No se ha descrito con
detalle si la interaccién coldgena-microcristales involucra un carbén de carbonato o de
aminedcido y tampoco si el fosforo esté en la parte organica, como parte de un aminoacido
o en la inorganica, como parie del ion fosfato en el cristal, dando lugar al estudio de
interfases en bioestructuras, interfases semejantes a las fi bras de coldgena tipo [ asociadas a
una fase inorgnica cristalina.

3.2, Anilisis de Huesos Moderngs

En las muestras de craneo de delfin (crandelf), donde se encontraron picos con
intensidades sumamente altas y estrechas , se interpreté como un tamafio 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, ademds 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 costalinidad de la muestra mencionada fue la interaceion de esa
muestra con materiales altamente cristalinos y soluciones idnicas, pues fue encontrada en
una region costera donde el comin denominador del medio, contempla altas
concentraciones de iones, que pudieron originar cambios estructurales internos, tal como
sustituciones ionicas, traduciéndose en aumento del tamaiio de cristal.
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Bajo este marco, descartamos la existencia de distintas fases, producto de la
interaccidn con otros minerales, pues los difractogramas de estas muestras no presentan
intensidades comrespondientes a otras estructuras cristalinas.

Los parimetros reticulares @ y ¢ muestran valores con de dispersion distintos,
teniendo el pardmetro a mis varjaciones que el pardmetro ¢, en los distintos tipos de huesos
de animales medernos, Esto estd de acuerdo con el modelo de estructura propugsto por
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 €s la que presenta maeyer cantidad
de fase amorfa y enmascatamiento de picos por esta. El refinamiento del espectro de
difraccién de rayos X de esta muestra incluyé el uso de la ecuacién de Debye.

3. Difraceion d X en Colé 00 ] ‘

E] uso de la ecuacién de Debye para modelar la componente amorfa (coligena tipo
I) nos permitié constatar que es posible determinar algunos parametros de tipo estructural
en la colagena 1. Dentro de estos pardmetros figuran las distancias interatémicas mas
frecuentes presentadas en la 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 andhisis de la sustancia monocristalina, o simplemente cristalina, radica en que la
naturaleza tiene un disefio y generalmente para estudiario hay que transformarlo, siempre
infiriendo los posibles cambios estructurales producto de la manipulacién del objeto de
estudio; teniendo pérdidas de informacion.

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, Generacién de fases inorgénicas y
estabilidad térmica del material 6sec

5.4.1. Fases inorgdnicas

La génesis de nuevas fases en ¢! material éseo (por tratamiento térmico) estd
relacionada con la técnica de fechamiento de material dseo, por colageno residual, donde se
mide la masa perdida por la muestra (coldgena) al tratarsele a una cierta temperatura. - Sin
embargo, los autores de esta posible téenica de fechamiento no hablan de la aparicion de
otras fases, ni de la salida del ion carbonato del carbonato de hidroxiapatita (Vento, et al.
1981) que podrian traer variaciones en las medidas y alterar los datos refacionados a
cambios en peso, hidratacién y variaciones estructurales.
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Nosotros detectamos, que cuando el material 6seo es tratado a 850°C, aparece comeo
nueva fase el 6xido de calcio (CaQ, de nombre comiin 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 compuesios inorgénicos con fines
biomédicos y de disefio de biomateriales (Suetsugu, & Tanaka, 1999., Ciineyt Tas, 1997,
Yin Hsu, et a/. 2000) sin contemplar ia existencia de Ca0, lo que, necesariamente generaria
cambios en el resultado, pues lo que siempre sc espera tener es hidroxiapatita, o a [o mds,
carbonato de hidroxiapatita,

5.4.2. Estabilidad térmica del material oseo

Nosotros analizamos, ademis del material dseo, también a cada uno de sus
componentes y notamos que los cambios son de ia porcién orginica, es decir, de la
coldgena tipo 1 (SIGMA). Son claramente identificables las sefiales relacionadas con la
deshidratacion de la muestra y pérdida de material por combustién y no por cambios de
fase (fig.15 Ay B).

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

3.3, Microestryctura y fechamiento.

La técnica de fechamiento mediante los datos de diftaccion de rayos X los hemos
considerado muy dispersos y sin un significado diagenético concreto (ver fig. 13, 25 y 26).
Descartamos entonces gue a través de los indices de cristalinidad definidos por Bartsiokas
(1992) o por Person (1995} se pueda implementar una técnica de fechamiento de muestras
de tejido 6seo. Por otro lado, la técnica de coldgeno residual adaptada a la medicidn de
colégena por técnicas de difraccion de rayos X, muestra una tendencia que resulta de
interés analizar con mas detalle a fin de poder establecer su wiilidad como técnica de
fechamiento.

5.6. Anglisis clemental téenl I

De forma general, presentamos solo un grupo de datos de muestras antiguas, que
por R.B.S.- P.LX.E. fucron caracterizadas. $6io elegimos un grupo de elementos quimicos
que estin en mayor proporcion en este tejido, que, consideramos, son e “‘comin
denominador™ para las muestras dseas de cualquier antigiiedad y tipo (ver 4.6, Ansliis
elementales por técnicas nucleares). 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 cocientc estd 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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511 . y L- cristal

Lo descrito en trminos de establecer una relacidn 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 orgénicas 0
norganicas.

La forma de asociacion 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 1 como del catbonato de hidroxiapatita, De esta manera tenemos que las
dimensiones de la HAp son muy semejantes a las de la coligena 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 la porcién de la coligena tipo 1 todo un grupo de aminodcidos
fosfatados siendo preferentemente [a glicina, por ser el mas comin. De esta forma
echariamos a un lado fas propuestas de que la interaccién entre las dos fases, desde la
nucieacidn hasta la mineralizacion completa, se genera a partir de los grupos funcionales
amine de los aminodcidos, como lo proponen algunos autores (Viidik & Vuust, 1980.)
aunque también consideramos que es importante profundizar en este tipo de estudios, pues
es la iinica forma de resolver este problema con precision.

5.8 Mi {2 Electréni

El crecimiento de los cristales, en el caso de el tejido fosil 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
recubrimiento argéntico, pues presentan variacién morfoldgica que no se aprecia en los
granulos de los recubrimientos por aspersion, es decir, los grinulos generados por el
recubrimiento son muy homogéneos en términos morfoldgicos. De otro modo las muestras
fueron preparadas simultincamente, lo que nos indica que las diferencias en Ias muestras no
son originadas por el recubrimiento.

Las imégenes obtenidas a partir de la microscopia electronica indican que la
refacién de las fibras de coldgena 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 nandmetros por microscopia de barrido (ver fig.20).

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

6. CONCLUSIONES

1. Selogré establecer un modefo estructural que incorpora el ion Carbonato (COy%) dentro
de la estructura de la apatita

2. Debido a la estrecha relacion quimica entre la fase correspondiente a la coldgena tipo |
y el carbonato de hidroxiapatita resultd infructuoso aislar esta Gltima fase, usando
técnicas quimicas. Con tratamientos térmicos por arriba de 850°C se elimina la
componente colagénica del hueso y aparece CaQ como fase secundaria; algo no
observado en la hidroxiapatita sintética.

3. Se determinaron los cambios en la celda unidad del carbonato de hidroxiapatita en
muestras Oseas de distintos tipos de animales, mediante ¢l uso de la metodologia de
Rietveld, teniendo como resultados, variaciones apreciables en el parimetro 4, y pocas
variaciones en el ¢, apoyando el modelo de sustitucion ionica propuesto en este trabajo
para el carbonato de hidroxiapatita.

4. Se aplico satisfactoriamente la ecuacién de Debye para modelar la intensidad de rayos
X dispersada por la componente amorfa {coligena tipo 1) presente en el tejido dseo,
obteniendo un conjunto de valores estrechamente relacionados con los datos reportados
para la estructura de la coligena tipo I reportada en la literatura.  Este conjunto de
valores son las distancias interatémicas mas frecuentes presentes en la molécula de
coldgena.

5. Se implemento una técnica de andlisis semicuantitativo para establecer la proporcidn de
coldgena en tejido 0seo de manera que es posible deducir un esquema de degradacién
en funcion de [a antigiiedad.

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

7. Sec 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 éseo antiguo, siguiendo la metodologia seguida por los autores
que la diseiian.
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GLOSARIO

Amorfo, material. Sustancia con un desarreglo interno que se refleja en carencia de orden a largo alcance.

Arbol filogenético. Representacion esquemitica de la evolucion de un organismo o un grupo. También
ltamado 4rbol genealdgico o evolutivo (Watson, [., er al. 1987)

Biomineralizacién. Depdsito de sustancias inorganicas debido a procesos biologicos.

Biomaterial. Material o sustancia, utilizada sola o en la 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 sélo puntos de red en los vértices.

Celda unidad. Paralelepipedo que, por trastacion, da origen a la disposicion macroscopica del cristal.

Cerdmica. Materiales compuestos por elementos entre metales y no metales, como éxidos, carburos y/o
silicatos.,

Coligenas, (Lat. Cola= pegamento; gena, genas= generar, hacer). Proteinas estructurales de la matriz
extracelular, Jas 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 cerdmicas y polimeros.

Condicién de Bragg (William Lawrence Bragg, 1913), nA= 2d sen 8. Donde n es un niimero entero, A es la
longitud de onda de los rayos X, 4 es la distancia entre pianos en €l cristal y © es el angule de
reflexidn. Esta ecuacion expresa ¢l nimero de veces que se requiere para que ¢ grupo de haces
incidentes en la muestra estén en fase v se dé un méximo de reflexian. El dngulo obtenido

determina las distancias entre fos planos que corresponder{an a los dtomos en la muestra.

Difraccion. Desviacion que experimentan las ondas en su propagacion rectilinea cuando chocan con
obsticulos 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 dtomos. Como indica su nombre
¢s el producte de la carga de un electron por un voltio. leV=1.602 x 10"'? ergios (Diccionario de
Quimica, 1985.).

Esfuerzo. Cambio en Ja forma.

Estequiometria (gr. Stoiheion; elemento. Metron; medida). Relaciones cuantitativas de las reacciones
quimnicas.

Estructuras de resonancia, Cada una de las estructuras que representan a una molécula con vn mismo
ordenamiento de sus niicleos atémicos pero difieren en el arreglo de sus electrones. La molécula es
en s{ un hibrido de resonancia de todas estas estructuras y no puede ser representada
satisfactoriamente por ninguna de ellas,

Fijar. Volver inalterable un objeto, en biclogia se aplica a tejidos o grupos celulares,

Filogenia. Historia de la evolucién de una especie o grupo. Se basa, en que los organismos vivos proviengn
de organismos en comun (Encyclop. Brit. 1974).

Hematopoyesis, hemopoeyesis. Génesis de sangre.

Homeostasis. Procesos biolégicos de autorregulacion para mantenerse estables ante condiciones ambientales
(Encyclop. Brit. 1974).

Hueso Antiguo. Material éseo procedente de restos arqueolégicos,

Hueso Moderao. Material 6seo no arqueoldgico.

Implante. Material no vivo puesto en el organismo {Rivera, M. E. M. 1997).

Injerto, Materiat vivo puesto en el organismo.

Interespecificos. Entre especies biologicas.

Isotropia. Se dice que un cuerpo es isotrdpice si sus propiedades fisicas no son dependientes de la direccitn a

lo largo del cuerpo en el cual se mide.

Lamelar (Lat. Lamelae). Que tiene forma de lamina

Material. Sustancia sélida para confeccionar un objeto.

Mecenotransductor, Que traduce estimulos mecanicos en otro tipo de sefial.
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Nucleacién. De forma general, es el depésito de material inorganico, por sobresaturacion, en un lugar
especifico. Término que hace referencia a la formacion de hueso en fas oquedades de la colagena
tipo 1.

Nitmero de coardinacién. B} nimero de dtomos o moléculas directamente ligados a un dtome central.

Objeto fractal. Son objetos que aparecen estadisticamente similar sobre un rango de escalas {Majumdar, er
&l . 1993.),

Ontogenia. Formacidn y desarrollo del individuo.

Oslficacitn. Procesos que resultan en formacion de hueso.

Osteoblasto. Célula produciora de coldgena.

Osteoclaste. Célula descalcificadora. Su linea celular procede de macréfagos de células madre de Ja sangre.

Osteoporosis. Pérdida de la densidad en mineral dseo.

Pascal {Pa). Unidad de presién. Esta definida como | N/m?

Resonancia. Estado de vibracion de un sisterna oscilante cuando sobre ¢l se actia periédicamente mediante
una accioén externa, si el periodo de dicha accion coincide con el periodo de vibracion de aquél.

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

Taxa. Plural de taxdn.

Taxén. Unidad de clasificacién bioldgica que busca agrupar organismos segin sus caracteristicas.

Téenica Nuclear o de origen nuclear. Que conlleva reacciones nucleares.

Tejido. Asociaciones de células especializadas y sus productos que se organizan espatialmente en patrones
definidos para completar funcicnes.

Osteoclasto. Celula descalcificadora. Su linea celular procede de mactifagos de cétulas madse de la sangre.

Remodelaje. Proceso de formacién y absorcién de hueso,

Rietveld, Método de. Refinamiento de estructuras a partir del modelado, en una computadora, del patron de
difraccion, punto a punto, de un experimento de difraccién policristalina.

PoliA (Poliadenilacién.). Concatenacién de moléculas de Adenina en el término 3' de 1a mayoria de los RNA
mensajeros de eucariontes (Watson, J. 1987.).

Viscoelistico. 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 [a cottespondiente red de Bravais. Fueron propuestos por M.H. Miller en
1939, en su clisica obra “A treatise on Cryswallography™ (Rodriguez, 1986). Cada vector de la red se define
con respecto al origen mediante un vector  v=ua + vb + we. De esta forma solo se requieren las coordenadas
u, v, w para ¢specificar 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 valares wvw (enteros o
fraccionarios, positivos 0 negativos). Un plano que intersecta a los ejes cristalograficos en las posiciones
mOD, OnD y 00p (ver figura A) queda totalmente definido peor estas intersecciones. Es costumbre hacer uso de
log valores reciprocos de las intersecciones de un plana dado en la red espacial para distinguirlo de otros
planos diferentes (esto es, no paralelos); adicionalmente, fos valores I/m, 1/n y Up se convierten en los
nimeros enteros de menar magnitud posible, pero conservando las proporciones entre ellos (1/m){ 1/n){ 1/p).
Asi, por gjemplo, si las intersecciones toman valores de m=2, n=-3 y p=4, se tiene que (L'm)=1/2 (1/n)=-1/3 y
(1/p)=1/4, por lo que los nimeros entros mds pequefios que mantienen las proporciones 1/2 : -1/3 : (/4
resultan ser (al multiplicar cada uno por 12} los nimeros 6:-4:3. Estos nlimeros se expresan en la forma (643)
y se conacen como fndices de Miller. Debe notarse que la tercia de nlimeros (hkl) prede usarse para denotar
tante un solo plano como todo e! conjunty infiaite de plancs paralelos de la misma orientacion (Cabarias,
1998).

00p
Figura A.  Intercepciones de un plano con

los efes cristalogrdficos (Tomado de
Cabatias, 1998).

mod
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Apéndice:Metodo Rietveld.

E1 método de Rietveld es un método de ajuste por el método de minimos cuadrados de un patrén de difraceion
calculado con un patrén de difraccion obtenido experimentalmente. El método fue propuesto originalmente
por Rietveld para datos de difraccion de neutrones y, posteriormente se implementd con mucho éxito en el
andlisis de datos de difraccion de rayos X. Bl método de Rietveld original incluye el ajuste de parametros
estructurales de un modelo propuesto como son: coordenadas cristalograficas, factores de temperatura, y
factores de ocupacion.

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

1. Coordenadas cristalogrificas. Generalmenie se empieza con los dtomos mds pesados, dejando al
ditimo los dtomos ligeros.

2. Pardmetros de los momentos magnéticos (en ef caso de estructuras magnéticas}.

3. Factores de temperatura isotropicos.

4. Factores de temperatura anisotrépicos.  Si se refinan estos parimetros, los factores de
temperatura isoIropicos correspondientes se dejan en cero.

5. Factores de ocupacién. No se refinan si la fase es estequiométrica y no es una aleacion o
solucién sélida (las concentraciones -en partes por milign- no se pueden detectar mediante e
ajuste de los factores de ocupacion).
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