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Sumario. Se presenta el estudio de piezas éseas de hueso de un sujeto sano procedentes de biopsias de cresta iliaca
mediante la técnica de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier. Del andlisis de las bandas espectrales co-
rrespondientes a los modos normales v, y v; del fosfato y v, del carbonato se han determinado el indice de cristalini-
dad/madurez, la proporcién entre las substituciones de carbonato en la red de HA tipo A y tipo B y el contenido relativo
de carbonato. El mayor valor del indice de cristalinidad/madurez se encuentra en el centro de la trabécula, lugar en el
que solo aparece el pico de absorcién correspondiente a sustitucion de carbonato tipo A y dénde se obtiene el mayor
contenido relativo de carbonato. Los resultados obtenidos indican que la madurez mineral disminuye desde el centro
trabecular hacia los bordes de la trabécula.

Abstract. A study of bone samples from a healthy subject obtained by iliac crest biopsies analyzed with FT-IR is pre-
sented. From the analysis of the spectral bands corresponding to the v1 and v3 phosphate vibration modes and the car-
bonate v2 are determined the cristallinity/maturity index, the carbonate substitutions (type A and B) ratio on the HA net
and the relative amount of carbonate in the sample. The largest value of the cristallinity/maturity index is found in the
middle of the trabecula, place where only appears the carbonate absorption maximum corresponding to a type A substi-
tution, and where the largest relative amount of carbonate is obtained as well. The results show the mineral maturity
vanishes from the middle of the trabecula into its edges.

Palabras clave. Infrared spectroscopy 87.64.Je, Bone 87.58.Xs, Minerals 91.67.Pq

1 Introduccion

El hueso es un material compuesto formado por materia
organica, fundamentalmente coldgeno tipo I, y materia
mineral. Las moléculas de coldgeno presentes en la ma-
teria orgénica se estructuran formando microfibrillas que
se unen entre si formando fibras de mayor tamafio. Esta
estructura fibrilar se complementa con el depdsito de pe-
quefios cristales de hidroxiapatita (HA), que constituyen
la componente mineral. La combinacién de materia
mineral y orgénica dota al hueso de las propiedades elds-

ticas mas idéneas para su funcién bioldgica de soporte,
confiriéndole buena rigidez y resistencia a la rotura®.
Desde el punto de vista mecanico el hueso posee una
estructura formada por una corteza externa, conocida
como hueso cortical, y un espacio interior esponjoso
constituido por hueso trabecular y médula dsea. Tanto el
hueso cortical como el trabecular se encuentran en cons-
tante renovacion con eliminacién de hueso viejo y/o le-
sionado y sustitucién por hueso nuevo. Este proceso se
denomina remodelado 6seo y se produce por la accién
combinada de los osteoclastos y osteoblastos, células
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Oseas encargadas de reabsorber y generar hueso respec-
tivamente’.

La red cristalina de HA que constituye la componente
mineral sufre continuamente sustituciones idnicas. El
nimero y tipo de sustituciones varian con la edad del
mineral, modificando por tanto la estequiometria. Entre
las sustituciones existentes son importantes las del i6n
carbonato CO5>, que puede ocupar distintos lugares de-
ntro de la red de HA, dando lugar a apatita carbonatada
no estequiométrica, sustituyendo al grupo hidroxilo OH
(tipo A) o al i6n fosfato PO, (tipo B). El tamaifio de los
cristales de HA aumenta a medida que el mineral es mas
maduro, lo que contribuye a modificar las propiedades
mecanicas de hueso.

En este trabajo se estudia la componente mineral de
hueso trabecular de cresta iliaca humana mediante mi-
croespectroscopia FT-IR. El estudio se centra en el ana-
lisis de las bandas de absorcién, atin no reportadas en la
literatura, correspondientes al grupo fosfato presente en
la HA y al i6n carbonato que sustituye a los aniones en la
red cristalina. El estudio de las bandas espectrales obte-
nidas mediante esta técnica debe permitir identificar los
distintos componentes del hueso, cuantificar la propor-
cién en que se encuentran en éste y determinar diferen-
cias en las distintas posiciones anatémicas.

2 Materiales y métodos

Se han utilizado piezas de hueso sano procedentes de
biopsia de cresta iliaca®, realizada en un paciente de 62
afios. Las pieza 6seas fue sometidas previamente a un es-
tudio histolégico en el que se determinaron los pardme-
tros estaticos primarios y secundarios del hueso (volu-
men trabecular, volumen de osteoide, superficie relativa
de formacién, superficie osteobldstica activa, superficie
relativa de osteoide con osteoblastos ctubicos, superficie
relativa de reabsorcion, superficie relativa de reabsorcién
activa, superficie especifica de hueso trabecular, indice
osteoclastico, anchura media de los ribetes trabeculares
del osteoide, espesor medio de los ribetes de osteoide e
indice de espesor trabecular). Los resultados obtenidos
se compararon con los valores promedio caracteristicos
de edad adulta, indicando la existencia de un nivel im-
portante de formacién ésea a la vez que una actividad
grande de las células destructoras de hueso aunque se
observa poca destruccion 6sea.

Las muestras de hueso fueron fijadas con alcohol,
embebidas en metil metacrilato (PMMA) y cortadas en
secciones sucesivas de 6 pm de espesor utilizando un
micrétomo modelo Reichert-Jung. Cada seccidn se colo-
c6 sobre un disco de KBr, transparente a la radiacién in-
frarroja en el rango de interés (1200-600 cm™). Los dis-
cos se prepararon presionando 200 mg de polvo deseca-
do de bromuro potdsico con un troquel para obtener un
disco transparente.

Una vez dispuestas sobre los discos, se intentd elimi-
nar el PMMA de las muestras utilizando metil acetato’.
Mediante esta técnica no fue posible eliminar por com-

pleto el medio embebedor, quedando siempre restos en
la muestra distribuidos de forma mas heterogénea que al
comienzo del proceso de lavado y produciendo un cierto
deterioro de la matriz 6sea. Considerando este hecho, se
decidié medir las muestras preparadas con el medio em-
bebedor integro y proceder después a la substraccion de
su contribucién espectral.

Figura 1. Regiones analizadas por FT-IR en hueso trabecular.
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Figura 2a. Ajuste de la banda del fosfato correspondiente a la
region A.
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Figura 2b. Ajuste de la banda del fosfato correspondiente a la

regién B.

Una vez preparadas, las muestras fueron medidas en
el modo transmisién mediante un espectrémetro de sim-
ple haz Nicolet cuyo rango de medida abarca desde
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11000 hasta 375 cm™ con una resolucién espectral de 4
cm™. El espectrémetro dispone de un microscopio Nico-
let Continuum que permite seleccionar la zona de la
muestra que desea analizarse. Se hicieron medidas a 240
scans en tres regiones distintas de hueso trabecular, de-
notadas A, B y C, de aproximadamente 50 x 50 pm cada
una. Las regiones seleccionadas se muestran en la figura
1. Se midi6 también una regién de PMMA, sin hueso,
para poder restar posteriormente su contribucién espec-
tral.

En los tres espectros correspondientes a las regiones
A, B y C, aparecen bandas caracteristicas del PMMA en
la regién de interés. Dichas bandas solapan con aquellas
correspondientes a las componentes mineral y organica
oseas, dificultando el andlisis cualitativo y cuantitativo
de las tdltimas. Con el fin de eliminar la contribucién es-
pectral del medio embebedor, se corrigieron las lineas
base todos los espectros y se resté el espectro de PMMA
a los correspondientes a las regiones A, B y C. Para la
resta se utilizé6 como factor de escala la intensidad del
pico caracteristico del PMMA que aparece a 1725 cm™
en cada uno de los espectros de hueso trabecular y que
no solapa con ninguna banda caracteristica de hueso®.

3 Resultados y discusion

En los espectros resultantes pueden identificarse, las si-
guientes bandas de absorcion en el rango de interés:

e 850-890 cm™ corresponde al modo vibracional v, del
i6n carbonato que sustituye a los aniones fosfato y/o
hidroxilo en la red de hidroxiapatita.

* 900-1200 cm™ corresponde a los modos v, y vs del
i6n fosfato presente en la hidroxiapatita.

e 1350- 1500 cm™ y 1585-1725 cm™ corresponden res-
pectivamente a la amida II y amida 1. Aparece ademas
una banda en torno a 1600 cm™ caracteristica del agua
que interfiere con las anteriores, debida a la humedad ab-
sorbida por los discos de KBr’.

e Por ultimo se observa una banda de absorcién de
gran intensidad entorno a 2350 cm™ correspondiente al
CO, presente en el ambiente.

A partir de la banda correspondiente a los modos de
vibracién v, y v del fosfato puede determinarse el indice
de cristalinidad/madurez®, definido como el cociente en-
tre las areas de las subbandas situadas en 1020 y 1030
cm™. Mediante el andlisis de la banda correspondiente al
modo vibracional v, del carbonato puede determinarse la
importancia relativa de las sustituciones tipo A y B. Por
ultimo, puede obtenerse el contenido relativo de carbo-
nato en la red mineral haciendo el cociente entre las are-
as de la banda v; y v; del fosfato y la correspondiente a
v, del carbonato.

Para determinar los picos que forman las bandas co-
rrespondientes a los modos v, y v; del fosfato y v, del
carbonato, se calcul6 la derivada segunda de espectro
con el fin de determinar las frecuencias caracteristicas de
dichos picos. Estas frecuencias se utilizaron después para
hacer el ajuste de cada una de las bandas mediante un

programa de andlisis espectral cuya salida proporciona
las caracteristicas de cada pico (area, intensidad, anchura

a media altura).
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Figura 2c. Ajuste de la banda del fosfato correspondiente a la

regién C.

Tabla I

Picos de absorcion encontrados en la banda v, vz del

16n fosfato
Y (Cm’l)
1151,1156

1121,1115
1091,1088,1085

1072,1065
1052,1062
1028,1038,1037
1003,1015,1008

964,955,960
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Sobretono arménico o banda de combina-
cion
Presencia de fosfato no apatitico

Modo de tensién asimétrico triplemente
degenerado, vs, ,de PO,* en HA

Presencia de HPO,* y CO;%, HA no este-
quiométrica.

Modo de tensién asimétrico triplemente
degenerado, v, ,de PO, en HA

Modo de tensién asimétrico triplemente
degenerado, vs. ,de PO,* en HA

Presencia de HPO,* y CO;%, HA no este-
quiométrica.

Modo de tensién simétrico no degenera-
do, v;, de PO, en HA

Namemue mremgemh

Figura 3a. Ajuste de la banda del carbonato correspon-
diente a la regién A.

El ajuste de la banda del fosfato correspondiente a las
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regiones A, B y C se muestra en las Figuras 2a, 2b y 2c
respectivamente. Las frecuencias de los picos obtenidos
en el ajuste asi como su identificacién se muestran en la
Tabla I.

En las tres regiones aparecen los picos de absorcién co-
rrespondientes a los modos normales v; y v; del fosfato
en la red de hidroxiapatita. El pico de absorcién corres-
pondiente al modo v, de tensidn simétrico no degenerado
aparece a 964, 958 y 960 cm™ en las regiones A, B, y C
respectivamente.

Los picos de absorcién correspondientes al modo v;
de tensidn asimétrico triplemente degenerado aparecen a
1091, 1052 y 1028 cm™ en la regién A, 1039, 1052 y
1088 cm™ en laregién B, y 1037, 1062 y 1085 cm™ en la
region C. En las regiones A y B aparece ademds un pico
de absorcién a aproximadamente 1150 cm™ correspon-
diente a un sobretono armoénico. Por tltimo, en las tres
regiones se encuentran picos de absorcién con frecuen-
cias caracteristicas préximas a 1120 y 1010 cm™', indica-
tivos de la presencia de hidroxiapatita no estequiométri-
ca, con sustituciones iénicas de HPO,* y COs”.

El ajuste de la banda del carbonato correspondiente a
las regiones A, B y C se muestra en las figuras 3a, 3b y
3c respectivamente. Las frecuencias de los picos obteni-
dos en el ajuste asi como su identificacién se muestran
en la Tabla II.

El pico de absorcién mds intenso aparece a 872, 870 y
872 cm™ en las regiones A, B y C respectivamente. Este
pico representa al carbonato tipo B en la red de hidroxia-
patita. En las regiones A y C aparece ademds otro pico
de absorcién de menor intensidad a 878 y 879 cm™ res-
pectivamente, que representa al carbonato tipo A en la
hidroxiapatita. Finalmente, en la region A aparece un
tercer pico poco intenso a 862 cm™ correspondientes a
carbonato inestable.

Las diferencias encontradas en las frecuencias carac-

teristicas de los modos vibracionales en las distintas re-
giones pueden justificarse por la influencia del entorno,
que presenta distinto niimero y tipo de sustituciones i6-
nicas.
A partir de las areas de los picos de absorcion de la ban-
da del fosfato proporcionadas por el programa de ajuste,
se calcul6 el indice de cristalinidad/madurez. Los resul-
tados obtenidos se muestran en la Tabla 3. El mayor va-
lor del indice se obtiene en la regiéon B del hueso trabe-
cular, donde toma un valor de 2.2 frente a 2.0 y 1.4 en
las regiones A y C respectivamente. Por lo tanto, el mi-
neral mas maduro se encuentra en la regién central de la
trabécula y su madurez va disminuyendo a medida que
nos aproximamos al borde. Este resultado es coherente
con el hecho de que el proceso de remodelacién 6sea se
establece en la superficie trabecular.

Con el fin de determinar la sustitucién predominante
del i6n carbonato se calcul6 el cociente de intensidades
de los picos a 870 y 878 cm™'. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 3. En todos los casos se encuen-
tra que la sustitucion tipo B es mas abundante que la de
tipo A. El tipo de sustituciéon predominante da informa-
ci6n sobre la madurez cristalina’.

En las primeras etapas del hueso, predominan la susti-
tucién de HPO,> y COs;” que ocupan el lugar del ién
PO,* en lared de HA.

Con la madurez disminuye la concentracién de
HPO,” y CO5> y aumenta la sustitucién de tipo A.

um_-
um_-
nm_-
IJJE—-

oo+ 4

Abzorbancia %

ullic B
o -

oo 4

om T 1 T T T T T T T 1 T T

=L &) =] B0 =11 ] B BN @m
Nimemee oida gm™y

Figura 3b. Ajuste de la banda del carbonato correspondiente a

laregién B.
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Figura 3c. Ajuste de la banda del carbonato correspondiente a
la regién C.

Tabla IT
Picos de absorcion encontrados en la banda v, del i6n
carbonato
Y (Cm’l) Y (Cm’l) Y (Cm’l)

Region = Regién = Regién
A B C
862 - - CO5™ inestable
CO” sustituyendo al PO
872 870 872 en HA (Tipo B)
CO;” sustituyendo al OH en
878 i 89 Ha (Tipo A)

Considerando esto y en base a los resultados obteni-
dos, el mineral con mayor madurez se encuentra en la
regién B, en la cual sélo aparece el pico de absorcién co-
rrespondiente al carbonato tipo B. En las regiones A 'y C
la contribucién de carbonato tipo A es similar, siempre
inferior a la correspondiente al tipo B. Este resultado es
coherente con la informacién aportada por el indice de
cristalinidad/ madurez'®. De nuevo la zona mas madura
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se encuentra en la region B, pero en los tres casos la sus-
titucién de tipo B es claramente predominante, indicando
que se trata de mineral maduro.

Por tltimo se calcul6 el cociente entre las dreas de las
bandas del fosfato y el carbonato, que da idea de la pro-
porcién existente de hidroxiapatita e hidroxiapatita car-
bonatada. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 3. De nuevo, el mayor contenido de carbonato se
obtiene en la region B, que contiene el mineral de mayor
madurez.

Tabla III
Indice de cristalinidad; Cociente intensidades carbona-
to tipo B y tipo A; Cociente dreas bandas del fosfato y
carbonato

Regién | 1020/1030 = 878/872 | fosfato/carbonato
A 2.0 0.35 0.016
B 2.2 - 0.021
C 1.4 0.36 0.018

4 Conclusiones

El estudio de las bandas espectrales obtenidas mediante
FT-IR permite identificar los distintos componentes del
hueso sano, cuantificar la proporcién en que se encuen-
tran en éste y determinar diferencias en las distintas po-
siciones anatémicas

Se ha estudiado la absorcién infrarroja en distintos
puntos del hueso trabecular de un paciente sano. A partir
del andlisis de las bandas espectrales correspondientes a
los modos normales v, y v; del fosfato y v, del carbonato
se ha determinado el indice de cristalinidad/madurez, la
proporcién entre las substituciones de carbonato en la
red de HA tipo A y tipo B y el contenido relativo de car-
bonato. El mayor valor del indice de cristalini-
dad/madurez se encuentra en el centro de la trabécula,
lugar en el que sélo aparece el pico de absorcién corres-
pondiente a sustitucién de carbonato tipo A y dénde se
obtiene el mayor contenido relativo de carbonato.

Estos resultados indican que el mineral mas maduro
se encuentra en el centro de la trabécula. El valor del in-
dice cristalinidad/madurez, asi como el contenido relati-
vo de carbonato, disminuyen hacia los bordes de la tra-
bécula. A medida que se consideran regiones mas aleja-
das del centro, aparecen ademds los picos de absorcién

correspondientes a hidroxiapatita carbonatada tipo B,
aunque la sustitucién predominante continda siendo la de
tipo A. Por tanto, la madurez del mineral va disminu-
yendo hacia los bordes de la trabécula. Estos resultados
son coherentes con el hecho de que el proceso de remo-
delacion 6sea se lleva a cabo en la superficie trabecular.
Tomando en consideracién que se presentan los resul-
tados de un solo individuo, es necesario extender estos
estudios a pacientes sanos de diferentes edades y sexo.
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