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RESUMEN: Determinar la composicién
quimica de los célculos urinarios tiene valor
predictivo de las anormalidades metabdlicas
subyacentes. En nuestro medio, se realiza
el analisis quimico semi-cuantitativo,
considerado poco satisfactorio por la
dificultad de resolver las mezclas complejas
y la baja sensibilidad de las reacciones
usadas. El objetivo de este trabajo es
determinar la composicion quimica de los
calculos urinarios aplicando espectroscopia
infrarroja. Se obtuvieron los espectros de dos
series de muestras. La Serie 1 (biblioteca
espectral de referencia) conformada por
sustancias patrones de los constituyentes
mas comunes de los calculos. La Serie

2, con los mismos constituyentes pero
obtenidos a partir de célculos urinarios ya
analizados. Cada espectro de la Serie 2 se
compard con los de la Serie1 obteniéndose
siempre un coeficiente de correlacion
mayor a 0.90 con el estandar de la
biblioteca espectral de composicion mas
préxima. El método se considera apto para
complementar el andlisis de rutina.
PALABRAS CLAVE: Urolitiasis, espectroscopia
infrarroja.

SUMMARY: Infrared spectroscopy in kidney
stone analysis

Determining the chemical composition of
the kidney stones has a predictive value
over the underlying metabolic diseases.
Here, in our city, only the semi-quantitative
chemical analysis is performed, which is
considered little satisfactory because of the
difficulty in solving the complex mixtures
and the low sensitivity of the used reactions.
The objective of this work is to determine
the chemical composition of the kidney
stones applying IR spectroscopy.

The IR spectra of two series samples were
obtained: Series 1 (reference spectral
library) composed by standard substances
of the more common constituents of the
stones. Series 2 with the same constituents
but obtained from kidney stones of known
composition. Each spectrum of series 2
was compared with the ones of series 1. A
correlation coefficient, always greater than
0.90, was obtained with the standard of the
spectral library of the nearest composition.
The method is considered to be competent
to complement the routine analysis.
KEYWORDS: Urolithiasis, infrared spectroscopy.
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Introduccion

La litiasis urinaria se caracteriza por la
alta frecuencia de recidiva (7% al afio y 50%
alos 10 anos). Es ademas, responsable de
un alto nimero de internaciones (13-20%)
por complicaciones urolégicas. A pesar de
esto y del impacto econémico que repre-
senta, una proporcion importante de los en-
fermos no se somete a estudios metabali-
cos adecuados, tratdndose solo el episodio
agudo (1).

Un elemento bésico del tratamiento es co-
nocer la naturaleza de la metabolopatia (2).

Si se dispone del célculo, ya sea por eli-
minacion espontanea o extraccion quirlrgi-
ca, determinar la composicidn quimica tiene
valor predictivo de las anormalidades meta-
bdlicas subyacentes (3). El procedimiento
utilizado para su estudio requiere una com-
binacién apropiada de observaciéon me-
diante técnicas macroscoépicas y microsco-
picas convencionales con técnicas fisicas
como espectroscopfia infrarroja y microsco-
pia electrénica de barrido con microandlisis
por dispersion con rayos X (4,5). En nuestro
medio, se realiza solamente el analisis qui-
mico cualitativo y semi-cuantitativo, consi-
derado poco satisfactorio por la imposibili-
dad de resolver las mezclas complejas que
pueden formar los célculos y la baja sensi-
bilidad de las reacciones usadas (6,7).

El analisis por espectroscopia infrarroja
proporciona los espectros de los compo-
nentes presentes en el fragmento de mues-
tra que se analiza. El espectro puede co-
rresponder a un compuesto puro o0 a una
mezcla de varios. Los posibles compuestos
que podemos encontrar en los célculos re-
nales son limitados por lo que disponiendo
de una coleccion de patrones de los mis-
mos, podemos identificar el componente
presente en el célculo, siendo mas proble-
matico cuando el calculo es mixto .

FABICIB 2008 * 12

Todos aquellos compuestos presentes en
la muestra en proporciones inferiores al 5%
no se podran detectar con esta técnica de-
biendo para ello utilizar técnicas mas sen-
sibles (8).

Un aspecto que debe contemplarse es el
efecto de la matriz proteica que constituye
aproximadamente un 2% de la estructura de
todos los calculos.

En el laboratorio Modelo de Quimica de
la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bio-
l6gicas, existe un espectrémetro IR con
transformada de Fourier.

El objetivo de este trabajo es usar este
espectrometro para determinar la composi-
cién quimica de los célculos urinarios fijan-
do las caracteristicas analiticas pertinentes.

Materiales y Métodos

Se us6 el equipo FTIR marca Perkin El-
mer, Modelo RXI del laboratorio Modelo de
Quimica de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas de la Universidad Na-
cional del Litoral.

La técnica que se utilizé para este anali-
sis es el de las pastillas de bromuro de po-
tasio. En su preparacion se partié de 1 mg
de muestra'y 100 mg de bromuro de potasio
que se molieron y mezclaron en un mortero
de &gata. Luego, la mezcla se comprimié
en un molde a suficiente presion (10-15Tn)
para producir una pastilla que se colocé en
el correspondiente porta-muestras para la
obtencion del espectro infrarrojo en el rango
4400-400 cm™.

En una primera etapa se obtuvo el es-
pectro de sustancias patrones de los cons-
tituyentes mas comunes de los calculos uri-
narios (oxalato de calcio, fostato de calcio,
acido Urico, fosfato amaodnico-magnésico,
carbonato de calcio, cistina) y de las combi-
naciones mas habituales de estas sustan-
cias en proporciones variables.
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Se trabaj6 con testigos comerciales (aci-
do Urico Sigma U-0881, oxalato de calcio
monohidratado Tetrahedron R.A, L-cistina
Sigma C-6195, fosfato de calcio Sigma C-
4006, carbonato de calcio Sigma C-4830) y
otros sintetizados en el laboratorio (fosfato
amonico-magneésico, fosfato de calcio, car-
bonato de calcio).

Esta primera serie de espectros (Seriel)
constituyd una biblioteca espectral de refe-
rencia.

Para evaluar el desempeno de esta bi-
blioteca, se analizé una nueva coleccion de
muestras (Serie 2).

La Serie 2 estuvo constituida por calcu-
los de un sélo componente, segun los re-
sultados de la metodologia convencional
aplicada, y por mezclas artificiales de los
mismos, simulando algunas de las presen-
taciones mixtas mas frecuentes.

Las proporciones de &cido Urico en oxa-
lato de calcio de las mezclas, de ambas se-
ries, fueron de 20, 30, 40, 50, 60 y 80%.

Las proporciones de fosfato aménico-
magnésico, fosfato de calcio y carbonato
de calcio de la mezcla fueron de 60%, 30%
y 10%, respectivamente.

Los espectros de la Serie 2 se compara-
ron con los de la Serie 1 usando el progra-
ma Specrum v3.01 del equipo FTIR Perkin
Elmer, Modelo RXI que calcula el coeficien-
te de correlacion de Pearson r. Este coefi-
ciente se obtiene dividiendo la covarianza
de (X,Y) por el producto de las desviaciones
estandar de ambas variables:

TXY
Tx Ty

donde X: Absorbancia del compuesto co-
rrespondiente a la Serie 1, Y: Absorbancia
del compuesto correspondiente a la Serie 2,
c,, la covarianza de (X\Y) y o,y o, son las
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desviaciones tipicas de las distribuciones
marginales.

Resultados y Discusion

I. Las figuras 1y 2 corresponden a los
espectros de las sustancias puras y de dos
combinaciones frecuentes (Serie 1).

Il. Resultados de la comparacion de los
espectros de los calculos urinarios (Serie
2) con la biblioteca espectral de referencia
(Serie 1).

II-1. Comparacién de los calculos de un
s6lo componente

II-1.1. Comparacion del espectro de un
calculo de oxalato de calcio

Se comparé el espectro de un célculo de
oxalato de calcio con los patrones puros de
la biblioteca espectral de referencia. La fi-
gura 3 muestra los espectros correspon-
dientes al célculo y a los dos patrones mas
semejantes. En la tabla 1 se consignan los
coeficientes de correlacion, en orden decre-
ciente, entre los espectros comparados.

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe practi-
camente identidad entre la composicion del
célculo y el patrén de oxalato de calcio de
la Serie 1.

II-1.2. Comparacion del espectro de un
calculo de &cido Urico

Se comparé el espectro de un calculo de
acido Urico con los patrones puros de la bi-
blioteca espectral de referencia. La figura
4 muestra los espectros correspondientes
al célculo y a los dos patrones mas seme-
jantes. En la tabla 2 se consignan los coefi-
cientes de correlacion, en orden decrecien-
te, entre los espectros comparados.

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe prac-
ticamente identidad entre la composicion
del célculo y el patréon de &cido Urico de la
Serie 1.
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Figura 1: Espectros IR de los patrones de las sustancias puras. a) Oxalato de calcio, b)Acido Urico,
c) Cistina, d) Fosfato-amdnico-magnésico, e) Fosfato de calcio, f) Carbonato de calcio
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Figura 2: Espectros IR de dos patrones correspondientes a combinaciones habituales. a) Fosfa-
to amonico-magnésico (60%), fosfato de calcio(30%) y carbonato de calcio(10%), b) 50% oxalato de
calcio y 50% é&cido Urico
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A Figura 3: Espectros
W del célculo de oxalato

de calcio (A) y de los
patrones de oxalato
de calcio (B) y fosfato-
amonico-magnésico
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Figura 4: Espectros
del calculo de acido
urico (A) y de los
patrones de acido
urico (B) y fosfato-
amaoénico-magnésico
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Tabla 1: Coeficientes

de correlacion entre

el célculo de oxalato

de calcioy los

Patrén Serie 1 Coeficiente de correlacién r
Oxalato de calcio 0.9622
Fosfato-Amonico-Magnésico 0.1172
Acido Urico 0.0193
Cistina 0.0164

patrones de la Serie 1.

Patrén Serie 1

Coeficiente de correlacion r

Tabla 2: Coeficientes

de correlacién entre

el célculo de &cido

Urico y los patrones de

Acido urico 0.9545
Fosfato-Amdnico-Magnésico 0.1441
Cistina 0.1294
Oxalato de calcio 0.1088

la Serie 1

1I-1.3. Comparacion del espectro de un
calculo de fosfato amoénico-magnésico:

Se comparé el espectro de un célculo de
fosfato amdnico-magnésico con los patro-
nes puros de la biblioteca espectral de re-
ferencia. La figura 5 muestra los espectros
correspondientes al célculo y a los dos pa-
trones méas semejantes. En la tabla 3 se

consignan los coeficientes de correlacion,
en orden decreciente, entre los espectros
comparados

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe practi-
camente identidad entre la composicion del
célculo y el patron de fosfato aménico-mag-
nésico de la Serie 1.
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II-1.4. Comparacion del espectro de un
calculo de cistina y los patrones de la Serie 1.

Se comparé el espectro de un célculo de
cistina con los patrones puros de la bibliote-
ca espectral de referencia. La figura 6 mues-
tra los espectros correspondientes al célcu-
loy a los dos patrones mas semejantes. En
la tabla 4 se consignan los coeficientes de
correlacion, en orden decreciente, entre los
espectros comparados.

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe practi-
camente identidad entre la composicion del
célculo y el patrén de cistina de la Serie 1.

1I-2. Comparacion de las mezclas artifi-
ciales de célculos

|l MM
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1I-2.1. Comparacion del espectro de una
mezcla artificial de célculos con 80% Urico y
20% oxalato calcio y los patrones de la Se-
rie 1 (puros o sus mezclas).

Se compard el espectro de una mezcla
artificial conteniendo 80% de un célculo de
acido Urico y 20% de uno de oxalato de cal-
cio con los espectros de patrones puros y
sus mezclas. La figura 7 muestra los espec-
tros de la mezcla artificial de célculoy el de
los patrones mas semejantes. En la tabla 5
se consignan los coeficientes de correla-
cién, en orden decreciente, entre los espec-
tros comparados.

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe prac-

Figura 5: Espectros
del célculo de fosfato
amaoénico-magnésico
(A) y de los patrones
de fosfato-amonico-
magnésico (B) y

IR
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acido urico (C)

A Figura 6: Espectros
del célculo de cistina
(A) y de los patrones
de cistina (B) y fosfato
amaonico-magnésico
©)
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Tabla 3: Coeficientes

de correlacién entre

un calculo de fosfato

amonico-magnésico

Patron Serie 1 Coeficiente de correlacion r
Fosfato amdnico-magnésico 0.8847
Acido drico 0.1438
Oxalato de calcio 0.0533
Cistina 0.0262

y los patrones de la

Serie 1.
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Patron Serie 1

Coeficiente de correlacion r
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Tabla 4: Coeficientes

de correlacion entre el

célculo de cistina y los

patrones de la Serie 1.

Cistina 0.9786
Fosfato aménico-magnésico 0.1669
Acido trico 0.1599
Oxalto de calcio 0.0837

Patron Serie 1

Coeficiente de correlacion r

Tabla 5: Coeficientes

de correlacion entre
la mezcla artificial de

célculos 80% Urico
- 20% oxalato calcio

y los patrones de la

Serie 1 (puros o sus

mezclas).

Acido Urico 80% + 0.8994
Oxalato de calcio 20%

Acido Urico 50% + 0.8095
Oxalato de calcio 50%

Acido Urico 0.4937
Oxalato de calcio 0.3710
Cistina 0.1503
Fosfato-Amonico-Magnésico 0.0899

%T
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Figura 7: Espectros
de la mezcla artificial
g decdélculos con
80% Urico - 20%
oxalato calcio (A) y
€ las mezclas de los
patrones 80% Urico
- 20% oxalato calcio
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em-1

ticamente identidad entre la composicion
de la mezcla artificial que simula un calculo
mixto y la mezcla patréon con composicion
mas proxima (Acido Urico 80% + Oxalato
de calcio 20%) de la Serie 1.

1I-2.2. Comparacion del espectro de una
mezcla artificial de calculos con 20% Urico -
80% oxalato calcio y los patrones de la Se-
rie 1 (puros o sus mezclas)

Se compard el espectro de una mezcla
artificial conteniendo 20% de un célculo de
acido Urico y 80% de uno de oxalato de cal-
cio con los espectros de patrones puros y

1000 4500  (B)y 50% Urico - 50%

oxalato calcio (C)

sus mezclas. La figura 8 muestra los espec-
tros de la mezcla artificial de calculo y el de
los patrones mas semejantes. En la tabla 6
se consignan los coeficientes de correla-
cién, en orden decreciente, entre los espec-
tros comparados.

Del analisis de estos coeficientes de co-
rrelacion puede concluirse que existe prac-
ticamente identidad entre la composicién
de la mezcla artificial que simula un célculo
mixto y la mezcla patrén con composicion
mas proxima (Acido Urico 20% + Oxalato
de calcio 80%) de la Serie 1.
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Patrén Serie 1 Coeficiente de correlacion r Tabla 6: Coeficientes
Acido Urico 20% + 0.8550 de correlacion entre
Oxalato de calcio 80% la mezcla artificial de
Acido Urico 50% + 0.8357 célculos con 20%
Oxalato de calcio 50% Urico - 80% oxalato
Oxalato de calcio 0.8063 calcio y los patrones
Acido Urico 0.2619 de la Serie 1 (puros o
Cistina 0.1176 sus mezclas)
Fosfato-Amodnico-Magnésico 0.0647
A Figura 8: Espectros
de la mezcla artificial
g decalculos 20% Urico
- 80% oxalato calcio
i (A) y las mezclas de
C  los patrones 20% Urico
- 80% oxalato calcio
(B) y 50% urico - 50%
4400,0 4000 3000 2000 o 1500 1000 4000  oxalato calcio (C)

Conclusiones

El método resulta efectivo cuando se
analizan célculos de un sélo componente o
mixtos con composicion proxima a las mez-
clas patrones o estandares consideradas.

En ningln caso se evidencié interferen-
cia de la matriz proteica.

Ser& necesario incorporar otras mezclas
para cubrir el espectro de combinaciones
que pueden presentarse y determinar con
mayor precision la sensibilidad en nuestras
condiciones de trabajo.

En proximas etapas se incorporaran a la
biblioteca los espectros de estandares de
las variantes con que pueden aparecer el
oxalato de calcio y el &cido Urico segun el
grado de hidratacion.

Por otro lado, sera posible obtener es-
tandares secundarios a partir de los célcu-
los disponibles usando como referencia los

espectros del National Institute of Standards
and Technology (NIST) u otros similares (9).

La incorporacion de espectros de nuevos
célculos a la biblioteca espectral de referen-
cia permitira la resolucion de muestras mas
complejas.

Por lo tanto, se considera estar en condi-
ciones para aplicar la espectroscopia infrarro-
ja al estudio de los célculos urinarios, suman-
do una herramienta més a la metodologia
diagnéstica disponible en nuestro medio.
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