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RESUMEN

En este frabajo se propone un método para determinar la descalci-
ficacion 6sea mediante el Factor de Disipacion Dielectrica (FDD). El
estudio se realizé sobre un conjunto de ocho muestras preparadas en
forma de pastilla a partir de hueso de cerdo. Las pastillas fueron pre-
paradas siguiendo un protocolo para inducir de forma controlada un
grado de descalcificacion. Estas se probaron en una celda de prueba
tipo capacitiva, la cual se conectd a un analizador de impedancia
eléctrica que permite medir el FDD en funcién de la frecuencia. Los
resultados obtenidos en el intervalo de frecuencia de 70 MHz a 90 MHz
sugieren que el método propuesto permite evaluar cuantitativamente
la descalcificacion dsea. La importancia de este estudio radica en
la posibilidad de desarrollar una técnica no invasiva para medir la
descalcificacion de los huesos y el diseno de equipos que permitan
evaluar la osteoporosis, dado que actualmente esta patologia se
determina mediante técnicas de rayos X con capacidad ionizante.

Palabras clave: Factor de disipacién dieléctrica, tejidos éseos, des-
calcificacion.

ABSTRACT

In this paper, it is infroduced a method to determine the bone decal-
cification using the so called dielectric dissipation factor (DDF). This
study was developed using a set of eight samples taken from hog bone.
These samples were arranged in a tablet shape. These tablefs were
prepared following a protocol that provokes a controlled decalcifica-
fion degree. The samples were tested in a capacitive cell that was
inferconnected with an electric impedance analyzer. This equipment
is able to measure the DDF as a function of frequency. The aforemen-
tioned tests were run in the interval of 70 MHz to 90 MHz. These results
suggest that the proposed technique is a good choice to evaluate
the bone decalcification quantitatively. The importance of this study
is the possibility of develop a non invasive technique to measure the
decailcification degree. Indeed, this method may be used to design
a new generation of equipments that can be used to measure the
osteoporosis. A non invasive method offers a less dangerous procedure
to determine the effect of this illness, especially because the available
schemes use ionizing radiation.

Key words: Dielectric dissipation factor, bone tissue, decalcification.
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INTRODUCCION

La osteoporosis se define segun la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS) como un trastorno es-
quelético que se caracteriza por una disminucion
de la resistencia de los huesos que predispone a
éstos a un mayor riesgo de fracturas'. La resisten-
cia del hueso refleja principalmente la integracion
de la densidad 6sea? (gramos de mineral por
drea de volumen) y la calidad del hueso (arqui-
tectura, remodelacién, dafo acumulado y mi-
neralizacion). Existen varios métodos disponibles
para la medicién de la masa 6seq, los cuales
usan técnicas de Rayos-X y para evaluar las ra-
diografias implementan desde la interpretacion
subjetiva a las mds sofisticadas técnicas cuanti-
tativas de imagenes. Sin embargo, independiente
del método usado todos persiguen el propdsito
de medir la cantidad de depdsito mineral éseo
partiendo de la base que los tejidos mantienen
una composicion guimica constante. El criterio
estandarizado por la OMS para el diagnostico
de la osteoporosis estd basado en hacer una
comparacion entre la densidad de masa dsed
(DMO) del individuo bajo estudio, con el pico de
la DMO del joven adulto®. Se conoce que este
pico sigue una distribuciéon normal segun la edad
y que alcanza su pico mdaximo entre los 25 a 35
anos. Basado en este criterio, se establecid que
un individuo tiene osteoporosis cuando el estudio
de su DMO es de 2.5 veces menor al pico de DMO
del joven adulto. Cuando los individuos cumplen
con este criterio tienen un alto riesgo de sufrir una
fractura 6sea. Por consiguiente, el objetivo clinico
consiste en identificar aquellos pacientes con ba-
jos valores de DMO, para decidir un tratamiento
adecuado antes de producirse una fractura. Sin
embargo, existen factores que limitan hacer un
estudio masivo como: la cantidad de centros de
salud con dispositivos para realizar la prueba es
limitada; alto costo de las pruebas; por otro lado,
la prueba es invasiva aun usando los dispositivos
de ultima generacion de Rayos-X existentes en
el mercado.

Las técnicas de impedancia eléctrica (IE) han
sido ampliamente utilizadas para la medicion de
los sistemas bioldgicos*®. Estas técnicas se basan
en obtener una relacién entre la impedancia
eléctrica y las propiedades fisicas a medir del sis-
tema bioldgico. Entre las ventajas que presenta la
misma estd su versatilidad y gue son no invasivas.
Uno de los métodos de la IE es la espectroscopia
de impedancia eléctrica (EIE), la cual consiste en

analizar el comportamiento de la impedancia
eléctrica del sistema a medir en funcién de la
frecuencia®’. Entre las aplicaciones de la EIE, al
estudio de sistemas bioldgicos, podemos encon-
frar el frabajo realizado por Liamosa et al., quienes
caracterizaron cultivos de levadura Saccharomy-
ces cereviseqe spp de donde obtuvieron informa-
cion acerca de las condiciones fitosanitarias de
la membrana celular.

En humanos, la EIE ha sido usada para es-
tudiar diferentes tipos de tejidos, por ejemplo:
Herndndez-Cabrera et al.,’ determinaron los
espectros de los componentes en muestras del
tejido sanguineo. Scharfetter et al.'®, implemen-
taron estas técnicas para analizar el comporta-
miento de la conductividad del cereloro humano
en el intervalo de frecuencias 50 kHz a 5 MHz.
Usando variaciones de las técnicas de IE, por
ejemplo, tomografia de induccion magnética,
Merwa R. et al.', reconstruyeron los cambios de
la conductividad en el cerebro humano cuando
son aplicados campos magnéticos alternativos.
Farinas et al.'?, estudiaron el comportamiento
del ftejido mamario en condiciones sanas y
patologicas usando el pardmetro conocido
como factor de disipacion dieléctrica (FDD).
Combinando IE con otras técnicas, tal como
elementos finitos, Martinsen O. et al.’3, midieron
el espesor de la cérnea en un estrecho interva-
lo de bajas frecuencias. En el tejido dseo, esta
combinacion ha sido usada por F. Buroni et al.™,
para determinar las constantes eldsticas de los
huesos. Por su parte, Xue-Qi Ma et al.'®, midieron
la densidad 6sea trabecular implementando un
meétodo automatizado de andlisis de imagenes
que fueron obtenidas usando las técnicas de
tomografia computarizada.

El objetivo de este trabaijo es estudiar la variacion
del FDD versus frecuencia en muestras con dife-
rentes grados de descalcificacion. La importancia
del estudio radica en la posibilidad de desarrollar
una técnica para medir la descalcificacion de los
huesos y que permita la construccion de dispositi-
vos para diagnosticar osteoporosis. El trabajo estd
dividido en cinco secciones. En la seccion 2, se
realiza una descripcion de los principios tedricos
del mismo. Seguidamente, la seccién 3 explica el
proceso de experimentacion desarrollado para la
preparacion de las muestras; asi como el arreglo
experimental usado. Luego, en la seccion 4, se
presentan y discuten los resultados. Finalmente,
las conclusiones del frabagjo son presentadas en
la seccién 5.
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DETALLES TEORICOS

Los dieléctricos o aislantes son sustancias que no
conducen la electricidad. Estas sustancias fienen
la propiedad de polarizarse bajo la influencia de
un campo eléctrico externo. La polarizacion die-
léctrica consiste en el alineamiento de momentos
dipolares atdmicos o moleculares permanentes
o inducidos, en la direccién del campo eléctrico
externo aplicado. La propiedad fisica fundamental
de un dieléctrico es su permitividad dieléctrica, e,
la cual es una medida de cudnto es capaz de
polarizarse el material. La permitividad dieléctrica
es una magnitud macroscodpica que manifiesta
las propiedades microscopicas del material y de-
pende de la frecuencia, pudiendo tomar valores
reales o complejos.

Cuando aplicamos una corriente alterna a un
dieléctrico perfecto, ésta adelanta al voltaje en
n/2; sin embargo en dieléctricos reales, con pérdi-
das, la corriente adelanta el voltaje en sdlo ©t/2- §,
siendo § el dngulo de pérdida dieléctrica. Estas
pérdidas pueden ser medidas mediante el factor
de disipacion dieléctrica, el cual se expresa por':

_ _e(o)

FDD_ton[a(m)]_g,(w) M

donde: ¢'(w) representa la permitividad relativa,
£”(w) representa la pérdida dieléctrica relativa.

DETALLES EXPERIMENTALES

Para comprobar el método propuesto, se desarrolld
un procedimiento experimental que consta de dos
etapas. En la primera etapa se redliza la prepara-
cion de las muestras para su estudio, obteniendo un
conjunto de ocho pastillas de hueso con diferente
grado de descalcificaciéon. En la segunda etapaq,
se explica el arreglo experimental usado para medir
el factor de disipacion dieléctrica. A continuacion
son detalladas cada una de éstas.

Preparacién de muestras

Los huesos estdn constituidos de diferentes sustan-
cias, fales como: 25% de H,0, 45% de minerales
fosfatos y carbonatos de calcio y un 30% de mate-
ria orgdnica principalmente coldgeno y otras protei-
nas. Para hacer un estudio de la relacion existente
entre la pérdida de calcio (Ca*?) y las variaciones
de FDD en funcién de la frecuencia es necesario
qislar del hueso los diferentes elementos dejando

sélo al Cat*?, Este procedimiento es mostrado en
el diagrama en bloques de la Figura 1 y estd ba-
sado en un protocolo patolégico, el cual ha sido
modificado en orden de profundizar la limpieza.
Primeramente se hace una seleccion de hue-
so de cerdo, el cual es corfado con un espesor
aproximado de 2 mm para facilitar el ataque
quimico y la limpieza del mismo. En el segundo
paso, cada pieza de hueso se lava con agua des-
filada y es analizada en el microscopio para ver
la profundidad de la limpieza. Este paso se repite
hasta tanto las muestras de hueso estén libres de
elementos externos, tales como: grasas, virutas y
sangre; seguidamente, las muestras son secadas
uniformemente en un horno de secado controlado

Seleccion y corte de muestras de
tejido dseo.

\

Limpieza, andlisis al microscopio y
secado.

/

Bano de ultrasonido,
deshidratacion y andlisis al
microscopio.

\

Pesos de las muestras,
descalcificaciéon y andilisis al
microscopio.

/

Desecacion, medida de masa y
pulverizacion.

Y

Prensado y preparacién de las
pastillas

Figura 1. Diagrama en bloques del procedimiento para la
preparacion de muestras.
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a la temperatura de 22 °C. En el tercer paso, las
muestras se someten en un bano de ultrasonido
usando una cubeta tipo marca BRANSON, mode-
lo 15T0R-DTH. Este bano produce ondas que por
efecto de cavitaciéon forman burbujas microscopi-
cas que permiten hacer una limpieza molecular.
Luego, las muestras vuelven a ser secadas hasta
lograr el peso constante y nuevamente se observan
al microscopio para comprobar su limpieza. En el
cuarto paso, se mide la masa de cada pieza an-
tes de ser descalcificada y se le aplica un ataque
quimico. Este atague quimico permite descalcificar
la muestra controlando el tiempo de aplicacién y
consiste de una solucién compuesta de HCI (acido
clorhidrico) concentrado al 0.001% en peso usan-
dose la cantidad de 0.002 mly de 10 ml de H,C
= O (formol). Una vez descalcificadas las muestras,
éstas son lavadas con agua destilada y vuelven a
ser observadas en el microscopio para ver cOmo
han sido descalcificadas. En el quinto paso, las
muestras son secadas a 22 °C hasta lograr un peso
constante, el cual es medido para compararlo
con el peso de la pieza sin descalcificar y asi co-
nocer el porcentaje de pérdida de Ca*2, Después
de esto, las muestras son pulverizadas usando un
mortero de dgata. Finalmente, en el sexto paso, se
preparan un conjunto de pastillas con una prensa
hidrdulica tipo Carver No. 3851-0, la cual permite
controlar la presidon aplicada. Para esto se usaron
moldes de acero inoxidable y la presion aplicada
para formar la pastilla fue de 4,000 psi sobre una
cantidad de polvo de alrededor de 300 g. Previo
a la preparacion de cada pastilla los moldes de
acero son limpiados con una solucién de alcohol
para evitar contaminacion.

Arreglo experimental

En la Figura 2 se muestra el arreglo experimental utilizo-
do para medir propiedades eléctricas de los huesos.
El areglo estd compuesto de una celda de pruebaq,
un analizador de impedanciay una computadora. La
celda de prueba consiste en una celda capacitiva de
dos electrodos de bronce circulares marca Hipotronics
modelo: VPC-234, uno de los cuales puede moverse
mediante un fomillo que permite variar la distancia
entre las placas del capacitor. Entre estas placas se
colocan las muestras (pastillas de hueso anteriormente
descritas), las cuadles tienen un conocido grado de
descalcificacion. La placa mdévil de la celda permite
cerarse ejerciendo una presion constante, la cual es
contfrolada por medio de un instrumento para medir
presion de la firma MECMESIN con intervalo de 0-400

PSI, fambién mediante un pie de rey se mide la distan-
cia entre las placas. Con estas lecturas se garantiza
gue se apligue una presidn constante sobre cada pas-
fila durante el estudio y que la distancia entre placas
pemanezca constante. La celda estd blindada ante
interferencias de alta frecuencia.

Para evitar contaminacion entre muestras, antes
de cada medicién se realiza un procedimiento de
limpieza de los electrodos con etanol g.p. Igual-
mente, se calibra el equipo de medicion, la celda
y los valores de presién y distancia entre electrodos.

El anadlizador de impedancia es un instrumento
modelo HP4191A, el cual permite medir los pard-
metros eléctricos primarios como: resistencia, con-
ductancia, inductancia y capacitancia y ademds
permite medir otros pardmetros, tales como: factor
de disipacion dieléctrica y factor de calidad. El
analizador tiene internamente una fuente de ali-
mentacion sinusoidal de amplitud constante y que
se puede seleccionara 0.25v 6 1 v en el intervalo
de frecuencia de 1 MHz a 1 GHz y con un paso
minimo de frecuencia de 1 MHz. Este instrumento
puede ser controlado de forma remota via puerto
GPIB. La sonda de salida del analizador es de tipo
BNC con una impedancia de 50 Q permitiendo la
conexion de un cable coaxial. El cable usado fue
un coaxial RG58 gue tiene un ancho de banda
de hasta 1 GHz, mismo que cubre el intervalo de
frecuencia usado de 1 MHz a 500 MHz evitando
mediciones pardsitas debidas a onda estacionaria
y modos normales que aparecen en el mismo. El
analizador se encuentra calibrado por el fabricante
con una garantia de calibraciéon hasta el diciembre
de 2009; adicionalmente, el analizador permite
una calibracién para compensar las pérdidas pa-
résitas debidas al cable.

Computadora

IS S E—
HP4191A il E

(o] - > =]

Medidor de fuerza

PI Electrodo mévil
Muestra Celda de
prueba

—Electrodo fijo

Figura 2. Arreglo experimental para la determinacion del
factor de disipacion dieléctrica.
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Para controlar el analizador se desarrollé un ins-
trumento virtual mediante programacion grdfica en
Labview versiéon 8.1 bajo plataforma Windows XP. El
programa consta de tres etapas fundamentales;
la primera etapa es de control, donde se le indica
al instrumento los pardmetros a medir, intervalo de
frecuencia de trabaqjo, efc. En la segunda etapa, se
realiza la adquisicion de las mediciones, donde se
han usado los instrumentos virtuales propuestos por
el fabricante para el equipo. Finaimente, la tercera
etapa es de presentaciéon de los resultados, donde
en tiempo real el insfrumento muestra el resultado
de la medicion del pardmetro deseado en funcion
de la frecuencia. El programa desarrollado permite
también guardar los resultados de las adquisiciones
en archivos de tipo texto para ser usados por otros
programas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 3 se observan las imd&genes de seis de
las muestras que fueron usadas para hacer el es-

tudio. Las imdgenes en la columna de la izquierda
se corresponden con la pieza de hueso cortada.
En la columna central aparece la imagen vista
al microscopio con un aumento de 10X sin des-
calcificar; mientras en la columna de la derecha
aparecen las muestras después del proceso de
descalcificacion.,

En estas imdgenes se puede observar cémo
la solucién para lograr la descalcificacion actla
sobre cada muestra al transcurrir el fiempo. La
primera muestra no estuvo inmersa en el proceso
de descalcificacién, mientras las siguientes mues-
tras duraron un dia mds que su predecesora en
el proceso de descalcificaciéon. Después de este
proceso, se calculd la pérdida de calcio (Ca*?)
para cada muestra, los cuales estdn representados
en el Cuadro 1.

Estos valores han sido referenciados al porciento
de pérdida de peso de cada una de las muestras.

Una vez construida cada pastilla, las mismas
son colocadas en la celda de prueba del arreglo
experimental descrito. En la Figura 4, se muestran

Muestra Corte

Antes de la
descalcificacion

Después de la
descalcificacion

Socoes

19
B
19
&

Figura 3. Imdgenes de seis muestras estudiadas. En la columna de la izquierda se encuentran las muestras de hueso cor-
tada; mientras que en las siguientes columnas se hallan las muestras sin descalcificar y descalcificadas, respectivamente.
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los resultados obtenidos del comportamiento del
FDD versus frecuencia para el conjunto de las seis
muestras seleccionadas. El estudio se realizd bajo
las siguientes condiciones: el analizador de impe-
dancia se mantuvo a un voltaje de 1 vy la frecuen-
cia fue variada en el intervalo de 1 MHz hasta 500
MHz en pasos de 1 MHz; ademds, la presidon entre
las placas del capacitor de la celda de prueba se
mantuvo al valor de 1 kgf.

Como se puede observar en esta figura existe
variaciéon en el valor del FDD en funcién de la fre-
cuencia para los diferentes grados de descalcifica-
cion de las muestras. Se destacan varios intervalos
de frecuencia que se corresponden a los meca-
nismos de polarizacion predominantes en dichos
intervalos de frecuencia. Un andlisis detallado del
primer intervalo de frecuencia, 70 MHz a 90 MHz,
es mostrado en la Figura 5.

En esta figura se destacan los picos en el valor
del FDD que ocurren para diferentes frecuencias
en dependencia del grado de descalcificacion.
Se observa una correspondencia en cuanto a que
la posicidon del pico en el valor del FDD ocurre a
menor valor de frecuencia a medida que es mayor
porcentaje de descalcificacion de la muestra. Por
ejemplo, para la muestra con 0% de descalcifica-
cion, el valor pico ocurre a la frecuencia de 86 MHz;
mientras que para 1.43% de descalcificacion el
pico ocurrié a 83 MHz. Por el intervalo de frecuencia
analizado y considerando a las pastillas de hueso
como un material cerdmico, los mecanismos de
polarizacién predominantes en este estudio son
debidos a carga espacial e idnica.'” Esto gquiere
decir que los iones calcio son los responsables de
la variacién en el FDD, por lo que a mayores con-
centfraciones de Ca*? |los picos se recorren a me-
nores frecuencias, indicando una mayor pérdida
dieléctrica por una mayor concentracion de iones.

Cuadro 1. Datos de la masa de cada muestra antes y
después del proceso de descalcificacion.

Masa antes Masa después
dela de la Porcentaje
Muestra descalcificacién descalcificacion de
(gramos) (gramos) descalcificacion
Muestra 1 (0.6691) (0.6691) 0
Muestra 2 (1.0063) (1.0045) 0.178
Muestra 3 (0.6699) (0.6603) 1.43
Muestra 4 (1.3726) (1.3122) 4.4
Muestra 5 (0.9369) (0.8377) 10.59
Muestra 6 (0.9779) (0.8411) 13.95

Una evaluacion de los errores cometidos en el
procedimiento propuesto indica que 10s mismos
estdn dados principalmente en el proceso de
construccion de las pastillas. Estos errores fueron:
lavado, secado y control de la presion, los cuales
permiten dejar residuos de materia organica, hu-
medad y una diferencia de grosor en las pastillas
de hueso, respectivamente. Por estas razones, el
proceso de construccion de las pastillas fue muy
controlado usando varios tipos de limpieza, con-
frol de humedad al 30% vy la aplicacién de una
presidon constante. También una posible fuente de
error fue el control de |la distancia entre las placas
de la celda de prueba vy la presidon a la que fue
sometida la pastilla por dichas placas. Para analizar
esta influencia, se usaron dos valores de presion,
1.5 kgf y 2.0 kgf, entre las placas y manteniendo las
mismas condiciones en el experimento. Los resulta-
dos obtenidos no indican variacion en los valores
de la frecuencia obtenida por los picos, pero si en
el valor de la amplitud de los mismos.

Factor de disipacion dieléctrica

I i - S S
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Frecuencia (MHz)

Figura 4. Grdfica del FFD versus frecuencia para las seis
muestras presentadas con Tkgf de presion.

—o—descalcificacion de 0% :

—{—descalcificacion de 0.178% [+

—=—descalcificacion de 1.43%

251 —* desca\ci(icaci@n de 4.4%
—m—descalcificacion de 10.59%

——descalcificacion de 13.95%

30 r— — iq N
70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90
Frecuencia (MHz)

. Factor de disipacion dielectrica

Figura 5. Grdfica del FDD versus frecuencial en el intervalo
de 70 a 90 MHz.



Ireta-Moreno F y cols. Estudio de muestras éseas descalcificadas mediante factor de disipacion dieléctrica 79

Por ofro lado, es necesario comentar que, la re-
gularidad obtenida en la posicion de los picos del
FDD no es observable en los restantes intervalos de
frecuencia del espectro para cada muestra, Nnoso-
fros consideramos que en estas zonas influyeron los
valores correspondientes al espectro de frecuencia
del cable RG58.

CONCLUSIONES

Se realizd un estudio del Factor de Disipacion Die-
léctrica en funcion de la frecuencia en muestras
con diferentes grados de descalcificacion. Los
resultados obtenidos indican que en el intervalo de
frecuencia de 70-90 MHz, existen variaciones medi-
bles del valor del FDD en funcion de la frecuencia.
La posicidon de los valores picos del FDD depende
de la variacion de la concentracion de iones Ca*?
en hueso descalcificado permitiendo obtener sus
curvas de relagjacion. Los resultados sugieren que
el método propuesto puede ser una alternativa
para la medicion de descalcificacion ¢sea. Para
realizar dichos estudios se deben tener en cuenta
los demds componentes del hueso, primero por
separado y después en su conjunto, con el objetivo
de analizar la difusion de la corriente eléctrica en
el material. Este estudio fue realizado controlando
variables secundarias que podrian afectar las me-
diciones como: limpieza de residuos organicos en
las muestras, presidn, control de voltaje y frecuencia
y humedad relativa. La importancia del estudio es
que el mismo puede ser aplicado en el desarrollo
de equipos para diagnosticar osteoporosis para
sustituir los actuales equipos que usan radiaciones
ionizantes de Rayos-X.
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