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Resumen

La espectroscopia mediante celda fotoacustica diferencial (CFD) tiene la capacidad de medir 77 situ el desarrollo
de diversos procesos dinamicos, entre otros la difusién de agua a través de una membrana. Mediante esta téc-
nica se realizé el estudio de permeacion de agua en huesos de rata Wistar sanos y descalcificados. Los huesos
descalcificados fueron tratados mediante estimulacion electromagnética a fin de evaluar la actividad celular en
el hueso y, en su caso, detener la descalcificacion del mismo. En este trabajo fue posible determinar la viabilidad
de la CFD para la evaluacién de densidad 6sea indirectamente, siendo posible efectuar la evaluacion in situ de
permeacion de agua, asf como la cantidad de agua retenida en la estructura 6sea al finalizar las pruebas en CFD.
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Abstract

Differential photoacoustic cell (DPC) spectroscopy is able to measure the development of several dynamic pro-
cesses insitu,such as water diffusion through amembrane. This technique was used for studying water permeation
inhealthy and decalcified Wistar rat bones. Decalcified bones were given electromagnetic stimulation to evaluate
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cell activity in bone and attempt to detain decalcification. It was possible to determine the viability of applying

DPC for indirectly evaluating bone density in situ, as well as the amount of water retained within bone structure.

Key words: electromagnetism, stimulation, bones, osteoporosis
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Introduccién

En los ultimos afios, la Espectroscopia
Fotoacustica (PAS) ha despertado un enor-
me interés debido a su aplicacién en diversos
campos. Esta técnica espectroscopica es com-
plementaria a las técnicas usuales, Absorcion,
Emision, Fluorescencia, etc., las cuales utilizan
los procesos de relajacién radiactivos, mientras
que la espectroscopia PAS utiliza los procesos
de relajacién no radiactivos, estos originan la
conversion de parte de la energfa absorbida en
energfa térmica, lo cual da lugar a variaciones
de presion que pueden ser detectadas como se-
fiales acusticas mediante un transductor.

El efecto fotoacustico, en general, se re-
fiere a la transformacion de energfa electromag-
nética en energia acustica. Fue descubierto por
Alexander Graham Bell en 1880, sin embargo
por un largo periodo de tiempo fue olvidado
debido a la falta de sensibilidad en aplicaciones
espectroscopicas. La técnica fotoacudstica ha
sido utilizada para determinar propiedades de
semiconductores (Pinto et al., 1989) de metales
(Vazquez et al., 2000, Charpentier et al., 1982),
de polimeros (Balderas y Mandelis, 2001) de
biopolimeros (Yanez et al., 1995). Las aplica-
ciones en materiales organicos han incluido el
estudio de huesos de res, asi como membra-
nas de maiz (Hurtado et 4l., 2005, Pefia et al.,
2000). Actualmente, en los sistemas existentes
se tiene la adquisicion de datos para la mues-
tra y la referencia en diferentes tiempos, lo cual
implica que no se contemplen las mismas con-
diciones de operacién y sus efectos externos al
momento de realizar el analisis de resultados.
Es por ello que se propone la aplicacién de una
celda fotoacustica diferencial (CFD) en donde

Aprobado: noviembre 24 de 2008

el resultado obtenido es la diferencia entre los
datos de la muestra y la referencia, eliminando
asi efectos tales como: variacién de temperatu-
ra, ruidos externos y ruido electrénico.

La osteoporosis es una condicion caracte-
rizada por pérdida progresiva de la densidad de
masa ésea, aumento en la porosidad, adelgaza-
miento del tejido dseo y mayor vulnerabilidad
a las fracturas. Esta condicién es consecuencia
de una enfermedad que origina cambios en el
metabolismo y la produccién de iones de calcio
(Mansur et 4l., 2004), asi como deficiencia die-
tética u hormonal o bien como consecuencia
de edad avanzada (Serrano et al., 2001).

La osteoporosis es una enfermedad en la
cual disminuye la densidad de los huesos dando
como resultado un esqueleto débil y un incre-
mento en el riesgo de fractura, especialmente
en aquellos elementos que estin expuestos
a posibles sobrecargas, tales como columna
vertebral, mufieca, cadera, pelvis y brazo. La
osteoporosis y las fracturas que se ocasionan
como consecuencia, son una importante causa
de morbi-mortalidad. En muchas de las perso-
nas afectadas la pérdida de hueso es gradual y
no presenta sintomas hasta que la enfermedad
se encuentra en etapas avanzadas. Hsta enfer-
medad también se conoce como “el ladron si-
lencioso”, porque las personas que la padecen
generalmente no saben que la tienen hasta que
ya es demasiado tarde. Desafortunadamente,
en muchos de los casos, el primer “sintoma”
es un hueso roto. Otro sintoma también puede
set, la pérdida de estatura, con la presencia gra-
dual de una joroba (causada por compresion
vertebral), estos pueden ser los Ginicos aspectos
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fisicos notables de la osteoporosis (Montes et
al., 2000).

En este trabajo se plantea determinar la
cantidad de agua permeada en huesos de ra-
tas Wistar sanas y descalcificadas, estas ultimas
fueron ovariectomizadas (OVX), con lo que se
provoca menopausia temprana resultando en
pérdida de masa ésea, y por ende  descalcifi-
cacion. Posterior a la descalcificacion se apli-
ca una técnica no invasiva, basada en campos
magnéticos de baja frecuencia, con esto se
logra evitar la progresion de pérdida de masa
6sea (Cano et 4dl., 2002), lo que da como resul-
tado disminucién de osteoporosis.

Materiales y equipo

* Celda fotoacustica diferencial (CFD) -di-
sefiada en el Centro de Fisica Aplicada
y Tecnologia Avanzada (CFATA), de la
Universidad Nacional Auténoma de
México, Campus Juriquilla, que consis-
te de dos celdas de 58 mm de diametro
y 54 mm de profundidad, selladas her-
méticamente, se encuentran conectadas
a un reservorio comun, el cual contie-
ne agua desionizada que interactia con
la muestra y con la referencia al mismo
tiempo. En la figura 1 se observa el arre-
glo experimental que cuenta con un la-
ser verde de longitud de onda de 532
nm y potencia de 160 mw para generar

i i
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Figura 1. Arreglo experimental de la celda
fotoacustica diferencial

microcalentamiento en la muestra v,
posteriormente, del aire contenido en la
celda, lo que posibilita leer cambios de
presion y transformarlos en sonido, el
cual se detecta mediante un micréfono
electret que envia la sefial a un amplifi-
cador (100x) SR830, el que a través de
una interfase de propodsito general efec-
tia el procesamiento digital de la sefial.

Esta CFD emplea espejos de alto indi-
ce de reflectividad y un divisor de haz
(60/40) para separar el laser incidente en
dos lineas con incidencia perpendicular
a la muestra colocada dentro de cada
celda.

* Reservorio para agua desionizada, con-
tenedor de muestra de tejido 6seo y
muestra de referencia (figura 2a).

* Muestras de hueso sano de ratas de cepa
wistar.

a) Celdda fotoacistca diferencial

Muestra

Referencia

b) Elementos ufilizados en el andlisis

Figura 2. a) Celda fotoacustica diferencial, donde
se observa el reservorio, b) Muestra de hueso y
placa de oro utilizada como referencia
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* Muestras de hueso descalcificado de
ratas de cepa wistar, las cuales se ova-
riectomizan para provocar menopausia
temprana y lograr descalcificacion.

e Las muestras son huesos iledn, recolec-
tadas de ratas Wistar de 20 semanas de
edad, con longitud de 0,988 a 1,15 cm.

* Placa de oro utilizada como referencia
de 280 *5 micrémetros de espesor (75%
en peso de oro).

* Hquipo de cirugia para la diseccion y ob-
tencion de las caderas.

* Equipo electromagnético de disefio
propio, que consta de una unidad con-
troladora y dos bobinas Helmholtz, me-
diante el cual la forma de onda aplicada
es creada por un generador de sefial
que en la etapa de potencia aplica una
sefial de campo electromagnético de un
Gauss, con pulsos de 700 ms sobre el es-
pécimen que es colocado de forma per-
pendicular al campo inducido (figura 3).

Metodologia

Se estudiaron 7 grupos de 3 ratas cada
uno, de 20 semanas de edad y 300 + 20 g de
peso medio, alimentadas con balanceado acot-
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Figura 3. Sistema de estimulacion de campo
electromagnético pulsado (PEMF) para la rata
(vista superior).

de con la especie. Cada grupo se constituy6 a
su vez de 3 muestras de tratamiento, testigo
(TEST), ovariectomizada (OVX), ovariectomi-
zada y radiada (OVX+rad). En los 7 grupos se
realizaron estancias individuales y se alimenta-
ron con agua y pellets marca purina 5008 a libre
demanda. El cuidado, la alimentacion y el uso
de los animales se llevé a cabo de acuerdo con
la norma oficial NOM-062-ZO0-1999.

Para aplicar la radiacion electromagnética
a los grupos experimentales se situé el cam-
po electromagnético en forma tal que dicho
campo quedara perpendicular al cuerpo de la
rata, con objeto de asegurar que el flujo elec-
tromagnético fuese adecuado para estimular las
células 6seas promotoras de la descalcificacion
y por ende del cambio de la masa 6sea. Como
se menciono la magnitud del campo es de un
Gauss con pulsos de 700 ms, lo que se apli-
ca durante 4 semanas, por periodos de 4 horas
diarias con la finalidad de evitar la progresion
de resorcién 6sea (Cano et 4al., 2002).

Posterior al tratamiento se realiza el sa-
crificio y la diseccion de las ratas para obtener
las caderas, las cuales proporcionan un area
suficiente para cubrir la celda fotoacustica. El
hueso se colocéd en solucion fisiologica hasta
el desprendimiento total del musculo y los li-
gamentos; a continuacion, para fabricar la pro-
beta de prueba ajustada al tamafio de la celda,
el hueso se limpia y se corta. Para su analisis, se
deja secar durante 3 semanas almacenandolo en
presencia de silica gel para evitar la absorcion
de humedad. En la figura 4 se ve la muestra de
una cadera limpia en la que se ha marcado el
area de interés para el estudio.

Durante el desarrollo de este trabajo se
realizaron las pruebas en el equipo CFD descri-
to anteriormente (figuras 1 y 2a) con el cual se
observo el comportamiento de dos variables,
la amplitud dependiente de la frecuencia, y la
variacion de amplitud y fase con respecto al
tiempo, bajo el fenémeno perturbador de in-
terés descrito en Lomeli et 4l., (2002). En este
trabajo se emplea la CFD y un laser con una
longitud de onda de 532 nm y una potencia de
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Figura 4. Muestras de cadera obtenida
para el analisis en CFD. El circulo indica
el area empleada en dicho estudio.

160 mW, con el cual se generan microcalenta-
mientos tanto de la muestra como del aite con-
tenido dentro de la celda fotoacustica; debido a
la variacién de presion en la camara los cambios
obtenidos son transformados en sonido, el cual
es detectado por un micréfono electret, que a
su vez envia la sefial al amplificador de ampli-
tud y fase SR830; estas sefales amplificadas se
reciben en una interfase de propésito general
(GPIB) la cual efectia el procesamiento digital
de la sefial (Rodriguez-Garcefa et al. 2007).

Las muestras 6seas fueron colocadas en la
celda fotoacustica, sellando herméticamente
dicha celda mediante silicon en frio. Como cel-
da de referencia se empled un sustrato de oro
(99,9% pureza) con un espesor de 278 micro-
metros (figura 2b).

Cabe mencionar que la muestra esta con-
formada por hueso denso y hueso poroso, por
lo cual la interaccion del agua sera para ambos
tipos de hueso. El laser, con potencia dividi-
da (60/40), provoca pequefios calentamientos
periédicos, lo cual promueve que el aire ence-
rrado en la celda se expanda y contraiga como
respuesta al intercambio de calor con la mues-
tra. Las variaciones de la presion del aire son
proporcionales a los cambios generados en el
material.

Para llevar a cabo la experimentacion se
consider6 efectuar un barrido de frecuencias a
fin de determinar la frecuencia especifica a la
cual la muestra es sensible y viable para evaluar
los procesos dinamicos. En la figura 5 se obser-
van los periodos de tiempo considerados: 300
segundos para estabilizacién, 1200 segundos
para permeacion, en el punto 3 retiro subito de
agua para finalmente pasar al periodo de micro-
calentamiento hasta secado. Para realizar una
prueba satisfactoria las muestras se cubrieron
totalmente con agua desionizada, lo que evitd
el intercambio de iones. Se dejé transcurrir un
tiempo de 20 minutos para que la muestra ab-
sorbiera toda el agua posible. Una vez que la
muestra absorbié el agua, se procedi6 a reducir
sibitamente el nivel de agua manteniendo el
microcalentamiento con el laser, logrando me-
dir el tiempo (2600 s) en el que se detecta la
pérdida de agua en hueso debido a secado.

1] 300 1500 2600 (S!

Estabilizacion
Petiodo de absorcion de agua desionizada
Reduccién sabita de agua

Eali el .

Continuacién de microcalentamiento

Figura 5. Tiempo utilizado para la estabilizacion,
absorcion y secado de las muestras.

Discusiéon de resultados

Las sefiales de amplitud versus frecuen-
cia, que se observan en la figura 6, presentan
un comportamiento especifico en donde se
nota que la muestra de hueso sano tiene pe-
quefios picos sobre el eje de frecuencia, estos
picos muestran el incremento de la intensidad
de amplitud; ahora bien, debido a que estos
picos corresponden a mdltiplos de 60 Hz, se
considera que se deben a ruido electronico in-
troducido por la toma de corriente; el siguiente
paso consistié en evaluar el comportamiento
de la muestra de hueso sano a la frecuencia en
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la cual el oro muestra un comportamiento esta-
ble, se concluye que una frecuencia de 78 Hz es
la adecuada para los estudios de permeacion de
agua. En la figura 7a se observa el diagrama de
amplitud versus tiempo para un hueso de rata
hembra sana. Inicialmente, durante el periodo
de estabilizacion (300 s), la sefial de amplitud
se mantiene constante, en el momento en que
el hueso es cubierto por agua desionizada se
tiene un ligero incremento de la amplitud de
la sefal debido a la interaccion del agua con el
hueso compacto (cortical) de la cadera. La pet-
meacién de agua en hueso cortical, de acuerdo
con la amplitud, es baja debido a la estructura
y densidad que posee. Esto se debe a la capaci-
dad de la estructura para permitir el flujo de ca-
lor y a que el material no tiene espacios vacfos
que puedan ser llenados con agua. El hueso
interno de la cadera presenta una estructura di-
ferente al hueso cortical, por lo cual se requiere
de mayor tiempo para que el agua lo permee
antes de interactuar con la estructura del hueso
trabecular.

Una vez que el agua traspasa el hueso
cortical, se tiene una permeabilidad mayor al
incremento de porosidad, lo que permite que
mayor cantidad de agua llene los espacios li-
bres de minerales. Lo anterior se observa por
el incremento subito de la intensidad de la
amplitud a aproximadamente 1500 s. Poste-
riormente, se observan variaciones pequeflas
de esta amplitud, cuando la muestra inte-
ractua con el agua, lo cual se atribuye a ésta
comienza a interactuar ahora con el hueso
trabecular que esta en contacto con el laser
pero sin afectar notoriamente las estructura
de la muestra y, por tanto, las propiedades
térmicas del material. En la tercera etapa
después de 3000s se observa que la amplitud
tiende a decrecer de manera paulatina. Di-
cho comportamiento se debe a que el agua
ha sido retirada de la muestra de la parte del
hueso cortical, sin embargo internamente en
el hueso trabecular todavia mantiene el agua
que permearon las diferentes estructuras
de la muestra. El calentamiento modulado
continua y propicia que parte del agua en el

interior del hueso se separe de la muestra,
modificando de esta manera la estructura y
por tanto la sefial de amplitud, asi como las
propiedades térmicas.

o
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Figura 6. Diagrama de amplitud versus
la frecuencia tipica para la referencia (oro)
y la muestra (hueso sano).

El ajuste de las propiedades térmicas pre-
senta tres aspectos principales que son: varia-
ciones en la estructura, espesor y curvatura de
la muestra. La sefial de referencia no presenta
ningin cambio que se pudiese atribuir a ruido,
por lo cual se juzga que la medicién es realizada
de forma adecuada y se puede concluir que los
cambios son debidos al proceso dinamico en
evaluacion.

Asi, dado que la rata no sufre ningtn tipo
de enfermedad que pudiera provocar variacio-
nes estructurales Oseas, se considera que el Gni-
co cambio posible se da en la distribucion del
tejido 6seo, con una estructura densa y porosa
en el interior de la muestra.

En la figura 7b se presenta el comporta-
miento de la fase con respecto al tiempo para
el hueso sano. Se observa que el agua, en el
inicio de la segunda etapa, promueve un des-
fasamiento en la referencia pero en la muestra
la variacién es casi imperceptible. El desfasa-
miento de la sefial que se presenta a aproxima-
damente 1400 s, es de alrededor de 85°, lo cual
se relaciona con el cambio de estructuras que
permiten liberacion de energfa, lo que propicia
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Figura 7. Diagramas obtenidos para un hueso de
hembra sana. a) Amplitud versus tiempo y b) fase
versus tiempo mostrando el comportamiento in

situ de la permeacion de agua en el hueso.

que el aire en la celda varie su presion en for-
ma diferente a las ondas previas. La difusion de
agua desionizada hacia el interior de la muestra
reduce el desfasamiento debido a que el agua es
un material que llena poco a poco los espacios
en el hueso, pero como la porosidad no es muy
elevada en el hueso sano, la cantidad de agua
que puede difundirse es relativamente peque-
fia. Bl retiro de agua de la muestra promueve
una variacion de la fase, debido a la pérdida
de agua y liberacién de los espacios huecos en
ésta. El uso de la referencia permitié identificar
los tiempos de aplicacién y remocion de agua
sobre la muestra.

La figura 8a muestra la amplitud versus
tiempo para una muestra descalcificada. Se
observa que la respuesta de interaccién del
agua con la muestra es inmediata, por lo cual
se tiene una rapida modificacién de la estruc-

tura ya que el agua llena rapidamente los es-
pacios vacios. Durante la interaccién del agua
con la muestra se observan pequefios cambios
en amplitud pero se mantiene una linea base
estable. Este comportamiento sugiere que aun
existen pequeflas cantidades de agua dentro
del material, la que debido a los microcalen-
tamientos proporcionados por el laser, fuerza
la salida de la misma modificando continua-
mente la respuesta de la estructura del hueso.
Para este caso, en el inicio de la etapa 3, cuan-
do se retira subitamente el agua, se observa
un incremento de la amplitud, en este punto
ya no se tiene un movimiento continuo de en-
trada de agua. El agua modifica la estructura
del material debido a que al ser retenida en el
hueso y unirse a éste, lo hidrata y, por tanto se
modifica también su difusividad térmica; este
tipo de interaccién agua-hueso origina que se
requiera una mayor cantidad de energfa calo-
rifica para la remocién del agua, en compa-
racién con el caso del hueso sano. Los datos
de la referencia al mantenerse, nos permiten
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Figura 8. Diagramas para un hueso con
descalcificacion. a)Amplitud versus tiempo y b)
Fase versus tiempo.
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concluir que, como en el caso anterior la me-
dicion refleja los cambios del proceso dinami-
co en estudio.

La figura 8b muestra que la interaccién
de agua con el hueso modifica la estructura y
desfasa la onda de sonido. En el periodo de
contacto de agua con la muestra varia la am-
plitud pero se mantiene una linea base, por lo
cual se considera que el desfasamiento neto
es minimo. El retiro subito de agua se detecta
por el cambio subito de fase, pero ahora en el
secado no se genera una curva caracteristica
de eliminacién de agua al mantener practica-
mente constante la fase. Debido a esto se pue-
de inducir que la estructura cambia de manera
gradual y de una forma casi imperceptible
para la fase.

En la figura 9a se observa que la inte-
raccién del agua con el hueso es inmediata,
propiciando una variacién en la amplitud y
disminuyendo su intensidad. De esto se infie-
re que el agua se difunde rapidamente en los
poros de la muestra. En el periodo de contac-
to de la muestra con el agua, etapa 2, se tienen
pequefias fluctuaciones pero se observa que la
referencia también tiene un comportamiento
similar, por lo cual se puede atribuir este com-
portamiento a una causa ajena al proceso di-
namico en evaluacion. Con esto como base se
considera que la disminucién de la amplitud
se debe al llenado con agua de los poros en
el material, pero que este cambio estructural
no presenta cambios continuos de entrada y
salida de agua, por tanto, las cavidades solo
absorben la suficiente cantidad de agua para
llenarlos. Cuando se retira el agua de la su-
perficie de la muestra se observa un secado
paulatino, constante y sin que se generen cam-

bios estructurales que modifiquen difusién y
difusividad.

La figura 9b muestra fases muy estables
y que se relacionan mas con la interacciéon de
agua-oro (el oro no se moja) y agua-hueso (se
absorbe). No se observan cambios de fase que
puedan ser atribuidos a cambios estructura-
les.
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Figura 9. Diagramas para un hueso con
descalcificacion + ovx. a) Amplitud versus tiempo
y b) Fase versus tiempo.

Conclusiones

Mediante la técnica fotoacustica diferen-
cial fue posible observar 7 sitn la las variaciones
estructurales en el hueso debidas a la interac-
ci6n de agua con las cavidades en la muestra.

En el caso de huesos descalcificados, el
agua llena los huecos y cambia la difusividad
térmica del material, lo cual se puede observar
en las graficas presentadas.

No fue posible realizar una aproximacioén
matematica de las propiedades térmicas debido
a la irregularidad de forma y estructura de la
muestra, sin embargo esto se tiene planteado
como trabajo futuro.

La aplicacion de campos magnéticos
promueve cambios estructurales en el hueso.
La estructura no presenta, de acuerdo con la
evaluacion en CFD, variaciones importantes
en la generacion de la sefial fotoacustica. Hste
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comportamiento indica que la interacciéon
agua-hueso se mantiene estable. Solamente se
observa el incremento de intensidad en la am-
plitud debido a que se modifican los medios en
contacto de aire a agua.

Los resultados muestran que es posible
realizar un seguimiento del proceso de pet-
meabilidad (difusién) de agua hacia el interior
de las muestras 6seas. Las variaciones estructu-
rales debidas a la formacion de poros de mayor
tamafio y al nimero en las muestras de ratas
descalcificadas fueron perceptibles en la CFD.
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