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1. RESUMEN






La Tafonomia Forense es una disciplina que, junto con la Genética, la Botanica, la
Biologia, la Arqueologia, la Antropologia, etc., apoya las investigaciones médico-
legales principalmente para busqueda de la identificacion del sujeto. Tiene como
fin la reconstruccion de las alteraciones y transformaciones postmortem que

puede sufrir un individuo o unos restos durante su historia tafonémica.

Dentro de las tres fases o estadios por los que pasan los restos hasta que llegan al
laboratorio, es en la fase diagenética donde se producen las principales
modificaciones o transformaciones quimicas y fisicas en las cuales se centra esta

tesis doctoral.

Para la realizacién de la experimentacion se han llevado a cabo una metodologia
actualista que parte de la premisa de que el presente es la clave del pasado,
estableciendo analogias entre los procesos observables en el presente con los que
han sucedido en el pasado, y considerando que las leyes fisicas son constantes en

el espacio-tiempo y que la tasa de cambio es uniforme.

Dentro de los agentes que contribuyen a la descomposiciéon del cadaver, los
microorganismos desempefian el papel principal. Sin embargo, para los restos
esqueléticos debemos tener en cuenta otros procesos que, de manera azarosa,
intervienen en la preservaciéon (estructura quimica y molecular, porosidad,
tamafo, forma, edad del individuo, pH del sedimento, régimen hidrologico,

temperatura, etc.).

Para comprobar los efectos que causan algunos agentes tafon6micos sobre la
estructura interna del hueso se plantean los siguientes objetivos: establecer un
protocolo de investigacion en Antropologia Forense que reproduzca estas
alteraciones a partir de condiciones controladas de laboratorio; disefiar una nueva
metodologia para determinar los agentes ambientales que afectan a la estructura y
composicion de los restos dseos humanos en el contexto de la Antropologia
Forense; valorar el uso del material 6seo utilizado como material de estudio

histolégico; comprobar mediante el andlisis histolégico, el efecto sobre la



estructura 6sea que causa la exposicion a un medio acido, alcalino, de hipoclorito

de sodio y de perdxido de hidrogeno.

El material utilizado proviene de los individuos excluidos de la coleccién de
referencia de la Escuela de Medicina Legal y de una colecciéon arqueoldgica del
siglo XIX de Alcala la Real. Se utilizaron indistintamente metacarpos y metatarsos
de individuos adultos que no presentaran ninguna anomalia externa o interna. La
elecciéon del material contemporaneo tuvo como fin obtener una muestra que
estuviera lo menos alterada por los agentes tafonémicos. Todos los huesos fueron
divididos en varias submuestras de, aproximadamente, 1 cm3 de volumen,
desechando las epifisis para la experimentacién por su escaso contenido en hueso

compacto.

Una vez pasada la fase de experimentacion cada una de las muestras fueron
tratadas bajo un protocolo disefiado para este tipo de hueso. El proceso de
descalcificacién se llevd a cabo durante 5,5 horas en volimenes de 50 ml. de una
solucion al 75% de descalcificante DECALC Histolab®. A continuacién, se
procesaron para su inclusién en parafina para proceder con el corte histolégico.
Todas las muestras fueron tefiidas segun el protocolo adaptado de la tincién

tricromica de Masson.

Para el analisis cualitativo de las muestras procesadas se procedio6 al estudio de
varias regiones estructurales del hueso susceptibles a la degradacion y facilmente
observables al microscopio 6ptico: El estado de conservacion de la cortical y del
limite con la cavidad medular, para comprobar el efecto que tiene el medio sobre la
superficie mas expuesta; el estado de conservacion de las osteonas y sus
estructuras microscopicas observando la linea cementerial, el estado de los
canaliculos y lagunillas osteociticas, las lamelas osteoénicas y el canal de Havers;
efecto que causa el medio sobre la estructura de las hebras de colageno dispuestas
en las osteonas y en el hueso compacto; por ultimo; se observo el efecto de la
tincion sobre la muestra como indicador del estado de conservaciéon del hueso a

partir de las regiones tefiidas.



Para la cuantificacion de la superficie afectada de las muestras se realizd un
andlisis de las imagenes obtenidas con el programa Adobe Photoshop CS6®. Se
seleccionaron tres imagenes al azar de cada submuestra utilizada en los ensayos.
En cada imagen se delimit6 un area de 53463 pixeles igual para todas las
fotografias, también escogida al azar. De manera manual se marcaron los lugares
donde los huesos mostraban efectos de degradacion debidos a los medios en los
que fueron expuestos. Esta metodologia permitié cuantificar el porcentaje de
degradacién de cada una de las muestras en aquellas donde fue posible realizar las

mediciones por su estado de conservacion.

Una vez obtenidos los datos cuantitativos de las imagenes se procedi6 a un analisis
de varianza de un factor para comprobar la influencia significativa que tiene la
exposicion de los huesos a los diferentes medios planteados. Para ello se utiliz6 el

paquete estadistico incluido en el programa Microsoft Excel®.

Los experimentos realizados para el desarrollo de esta Tesis Doctoral fueron los
siguientes: Ensayo preliminar en un medio acético-acetato a pH 5.5 durante 4,5
horas; ensayo en un medio acido acético-acetato a pH 3.8 y 5.5; ensayo en un
medio de hidréxido de sodio (NaOH) 12,5M durante varias horas, 0,1M durante
varios dias y a diferente molaridad durante 24 horas; hipoclorito de sodio (NaClO)
durante 28 dias y durante varios dias; y por dltimo se realizé un ensayo en un

medio de peroxido de hidrégeno (H202) durante 26 dias.

Se ha podido comprobar que las muestras sumergidas en medios acidos, como el
tampon acético-acetato a diferentes pH, se someten a una disoluciéon de la
hidroxiapatita dando como resultado un corte histoldgico con todas las estructuras
internas alteradas. Siendo la caracteristica mas llamativa el aspecto reticulado que
adquieren las hebras de colageno que conforman las laminillas concéntricas de las
osteonas. El incremento de la porosidad es notable, alrededor de los complejos

osteonales y de los espacios intersticiales.

Las muestras expuestas en un medio alcalino como el hidréxido de sodio

presentan una alteracion diferente que las del medio acido. Esta alteracion esta



mediada por la rotura de las cadenas de aminoacidos de las fibras de colageno. La
muestra tiende a disgregarse en fragmentos de diferente tamafio como
consecuencia de la alta porosidad aparecida en las lineas de cemento y espacios

intersticiales.

El hipoclorito de sodio en contacto con el hueso produce su destruccion, pero de
manera diferente. La penetracion del medio se realiza poco a poco dependiendo de
la capacidad de flujo por los canales naturales de las estructuras del hueso. Esta
intrusion degrada poco a poco la fase organica y la inorganica. Como resultado se
obtiene un area sin teiiir alrededor de los fragmentos de hueso conservados que
aumenta en grosor a medida que lo hace el tiempo de exposicidn. El resto de las

estructuras internas del hueso no sufren alteraciones llamativas.

El peréxido de hidrogeno en contacto con el hueso es muy destructivo. Su accién se
centra sobre todo en la fase mineral. La disolucion de la hidroxiapatita junto con la
efervescencia producida en la reaccién da como resultado una masa globosa, a

veces reticulada de colageno.

El protocolo propuesto para la investigacidn histoldgica, aplicado en Antropologia
Forense, para comprobar las alteraciones que causan los agentes intrinsecos y
extrinsecos que determinan las condiciones tafondmicas, cumple con las

expectativas iniciales de esta tesis

La metodologia aplicada en condiciones controladas de laboratorio, para el analisis
de los efectos que causan los agentes ambientales que afectan a la estructura y
composicion de los restos 6seos humanos ha permitido obtener resultados
cualitativos y cuantitativos especificos para determinadas situaciones. Es, por

tanto, un buen método para el estudio histolégico de muestras contemporaneas.



2. SUMMARY






Forensic taphonomy is a discipline that, together with Genetics, Botany, Biology,
Archeology, Anthropology, etc., supports medicaolegal investigation in order to assist
in the identification of the deceased. Its purpose is the reconstruction of the postmortem

alterations and transformations to the body during its taphonomic history.

There are three phases or stages which the remains pass through until they arrive at the
laboratory. However, this Doctoral Thesis focuses on the diagenetic phase where the

main chemical or physical changes or transformations take place.

For the performance of the experimentation an actualist methodology has been carried
out, starting from the premise that the present is the key to the past, establishing
analogies between the processes detected in the present with those that have happened
in the past, and considering that the physical laws are constant in space-time and the

rate of change is uniform.

Among the agents that contribute to the decomposition of the corpse, microorganisms
play the main role. However, for skeletal remains we must take into account other
processes that are involved in their preservation (chemical and molecular structure,
porosity, size, shape, age of the individual, sediment pH, hydrological regime,

temperature, etc.).

To verify the effects caused by some taphonomic agents on the internal structure of
bone, the following objectives are set: to establish a research protocol in Forensic
Anthropology that reproduces these alterations from controlled laboratory conditions; to
design a new methodology to determine the environmental agents that affect the
structure and composition of human bone remains in the context of Forensic
Anthropology; to evaluate the bone material used as histological study material; verify
by histological analysis the effect on bone structure exposed to acidic, alkaline, sodium

hypochlorite and hydrogen peroxide.

The samples derive from the individuals excluded from the reference collection of the
School of Legal Medicine and from a 19th century archaeological collection from

Alcala la Real, Jaén. Metacarpals and metatarsals of adult individuals and without any



pathological alteration were used interchangeably. The choice of the contemporary
material was intended to obtain a sample that was the least disturbed by taphonomic
agents. All bones were divided into several subsamples of approximately 1 cm® volume.

Only the shaft (as opposed to the epiphyses) was sampled.

Before the experimental phase, each sample was treated under a protocol designed for
this bone class. The decalcification process was carried out for 5.5 hours in volumes of
50 ml of a 75% solution of DECALC Histolab®. Then, they were processed for
inclusion in paraffin to proceed with the histological cut. All samples were stained

according to the protocol adapted from Masson's trichrome staining.

For the qualitative analysis of the processed samples several structural regions of the
bone susceptible to the degradation and easily observable under the optical microscope
were analysed: the condition of the cortical bone and the internal limit in the medullary
cavity in order to assess the effect of the environment on the most exposed surface; the
state of preservation of the osteones and their microscopic structures observing the
cementary line, the condition of osteocytic canaliculi and lagoons, the osteonic lamellae
and the Haversian canal: the effect of the medium on the structure of the collagen fibers
arranged in the osteons and in the compact bone was also studied; and finally, the effect
of the staining on the sample as an indicator of the bone conservation status from the

stained regions was observed.

For the quantification of the affected surface of the samples, an image analysis with the
program Adobe Photoshop CS6 was carried out. Three random images of each sub-
sample used in the tests were selected. In each image an area of 53463 pixels was
delimited in the same way for all the photographs, also chosen randomly. Manually,
marked places where the bones showed effects of degradation due to the media in which
they were exposed. This methodology allowed quantifying the percentage of
degradation of each sample in those where it was possible to perform the measurements

by their conservation status.

Once the quantitative data from the images were obtained, an analysis of the variance

(ANOVA) of one factor was carried out to verify the significant influence of the

10



exposure of the bones to the different media proposed. For this purpose, the statistical

package included in the Microsoft Excel program was used.

The experiments carried out for the development of this Doctoral Thesis were the
following: preliminary test in an acetic medium acetate at pH 5.5 for 4.5 hours; test in
an acetic acid-acetate medium at pH 3.8 and 5.5; test in 12.5M sodium hydroxide
(NaOH) medium for several hours, 0.1M for several days and at different molarity for
24 hours; test in a sodium hypochlorite (NaClO) medium for 28 days and for several
days; and finally, a test was performed on a hydrogen peroxide (H,O,) medium for 26

days.

It has been found that samples immersed in acid media, such as acetic-acetate buffer at
different pH, are subjected to dissolution of the hydroxyapatite resulting in a
histological cut with altered internal structures. The most striking feature is the cross-
linked appearance acquired by the collagen fibers that create the concentric lamellae of
the osteons. The increase in porosity is remarkable, around the osteonal complexes and

in the interstitial spaces.

The samples exposed in an alkaline medium such as sodium hydroxide have a different
alteration than those of the acid medium. This alteration is mediated by the breakdown
of the amino acid chains of the collagen fibers. The sample tends to disintegrate into
fragments of different sizes as a consequence of the high porosity found in cement lines

and interstitial spaces.

The sodium hypochlorite medium in contact with bone caused its destruction but in a
different manner. The infiltration of the medium was done gently depending on the flow
through the natural channels of the structures of the bone. This intrusion gradually
degraded the organic and inorganic phases. As a result, an unbleached area is obtained
around the preserved bone which increases in thickness as the exposure time does. The

rest of the internal structures of the bone did not undergo remarkable alterations.

Hydrogen peroxide in contact with bone was very destructive. Its action focused mainly

on the mineral phase. The dissolution of the hydroxyapatite together with the

11



effervescence produced in the reaction resulted in a globose mass, sometimes with

crosslinked collagen.

The proposed protocol for histological investigation, applied in forensic anthropology,
is used to verify the alterations caused by the intrinsic and extrinsic agents that
determine the taphonomic conditions, and fulfilled the initial expectations of this
Doctoral Thesis.

This methodology, applied under controlled laboratory conditions for the analysis of the
effects caused by environmental agents that affect the structure and composition of
human bone remains, has allowed specific qualitative and quantitative results to be
obtained for certain scenarios. Therefore, it can be said that it is a good method for the

histological study of contemporary samples.

12



13

3. INTRODUCCION



14



3.1. La Antropologia Forense, origenes y perspectiva

actual

El estudio del ser humano puede ser considerado tan antiguo como la Historia de
la humanidad. Durante siglos, filésofos e historiadores de todas las culturas se han
preguntado sobre el origen del hombre (y de la mujer) y su posicién dentro de la

Naturaleza.

Hablar del estudio de la diversidad biolégica humana también es hablar de la
anatomia y de la patologia humana. Por eso, numerosos patélogos y anatomistas
han estado ligados a este tipo de estudios. Pickerin y Bachman (1979) sugieren
que el origen de la Antropologia Forense surge de disciplinas tan diferentes como
la anatomia humana, la paleontologia, la odontologia, la arqueologia y la

Antropologia Fisica.

Para T. Dale Stewart (1979), el padre de la Antropologia Forense seria Thomas
Dwigth, que en 1878 publica un libro que lleva por titulo “The identification of the
Human Skeleton. A medico-legal study”.

Anteriores a estos estudios nos encontramos casos de identificacién positiva a
partir de alguna caracteristica especial de la persona desaparecida. Casos
documentados con la identificacion del General Mayor de la Milicia de
Massachussets, el Dr. Joseph Warren, muerto en la batalla Breed’s Hill en 1775, en
la Guerra de la Independencia de Estados Unidos. El cadaver del Dr. Warren pudo
ser reconocido por un puente de plata con colmillo de hipopétamo que le habia

hecho Paul Revere un afio antes de su muerte (Sanchez y Dorado, 2015).

Otro gran hito dentro de la Antropologia Forense lo desarrolla George A. Dorsey al
identificar los pequenos fragmentos de hueso como humanos cuando el fabricante
de salchichas de Chicago, Luetger, intent6 hacer desaparecer el cuerpo de su

esposa a finales del siglo XIX (Sanchez y Dorado, 2015).
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A comienzos del siglo XX destacan la figura de H.H. Wilder que, junto a Dorsey
publican varios manuales para la identificacién de individuos vivos o muertos.
Otros autores como Ale$ Hrdli¢ka, fundador de la American Association of Physical
Anthropology, y Ernest A. Hooton consolidan la escuela de antropélogos fisicos en
el Smithsonian Institution y en varias de las universidades norteamericanas

(Rodriguez, 1994).

A partir de los trabajos de Thomas W. Todd, en 1920, para determinar la edad de
fallecimiento de un sujeto a través del estudio de la morfologia de la sinfisis pubica,
y de su alumno, Wilton Marion Krogman, que en 1962 publica el libro “The Human
Skeleton in Forensic Medicine”, se establecen las bases de la Antropologia Forense

(Krogman, 1962).

Esta disciplina se desarrolla hasta nuestros dias gracias a los trabajos llevados a
cabo para identificar los soldados caidos en las diferentes guerras acaecidas a lo
largo del siglo XX. Cientificos como Charles Snow, Mildred Trotter, T. Dale Stewart,
Thomas W. Mackern, Ellis Kerley o Charles P. Warren, publican trabajos que siguen

vigentes en la actualidad (Rodriguez, 1994).

En Europa, el desarrollo de la Antropologia Forense hay que buscarla dentro de la
biologia humana. Cirujanos como Paul Broca, patélogos como Rudolf Virchow,
naturalistas como A. P. Bogdanov, y biometristas como Karl Pearson, contribuyen a
establecer una disciplina centrada en la identificacién individual en temas de

delincuencia comun (Benito, 2016).

Mientras que en Estados Unidos la Antropologia Forense se desarrolld
principalmente de la mano la Antropologia Social, en América Latina es muy
diferente. Influenciados por las corrientes norteamericanas, y el alto nimeros de
desapariciones forzosas debido a las numerosas dictaduras criminales, los
antropdlogos forenses latinoamericanos vinculan sus trabajos a casos de Derechos
Humanos. Donde adquieren gran relevancia los aspectos historicos, sociales y

juridicos sobre los perfiles bioldgicos de los individuos (Rodriguez, 2004).
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En Espafia los origenes de la Antropologia Forense comienzan a establecerse a
mediados del siglo XIX. Muy influenciados por el antropologo francés Paul Broca,
se publican numerosos trabajos en los diversos campos y ramas de la
Antropologia. Manuel Antén y Ferrandiz, Federico Oloriz Aguilera, Rafael Salillas o
Pedro Gonzalez de Velasco publican los primeros trabajos sobre Antropologia
siempre vinculada a catedras de Medicina Legal (Reverte, 1999). No es hasta
principios de los afios 80 cuando se crea el primer Laboratorio de Antropologia
Forense y Paleopatologia en Espafia, en la Escuela de Medina Legal de Madrid cuyo
impulsor fue el profesor José Manuel Reverte Coma (Reverte, 1999). Con
posterioridad aparecen otros laboratorios en Granada, Zaragoza o Pais Vasco,
entre otros, que se ocuparan de la investigacion y de la formacién de profesionales

de la Medina Legal y Forense en Antropologia Forense (Sanchez y Dorado, 2015).

Actualmente el desarrollo de la investigacién en Antropologia Forense se
encuentra en manos de los Institutos de Medicina Legal, en el Instituto de
Toxicologia y Ciencias Forenses con sede en Madrid, en los Departamentos de
universitarios de Medicina Legal y en areas de la Policia Cientifica de los Cuerpos y
Fuerzas de Seguridad (Mossos de Escuadra, Guardia Civil, Policia Nacional,

Ertzantza, etc.).

Reconocida por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacién, la
Ciencia y la Cultura (UNESCO, por sus siglas en inglés), desde el afio 2000 la
Antropologia Fisica se clasifica como Area de Conocimiento dentro de las Ciencias
Bioldgicas que estudia el origen de nuestra especie y la diversidad biolégica

humana.

La Antropologia Bioldgica proporciona una vision integral de los mecanismos que
generan variabilidad biolégica en las poblaciones humanas en sus vertientes
evolutiva, ecoldgica, ontogenética y de género. Vision que permite ademas abordar
las consecuencias biolégicas del cambio ambiental reciente (incluido el relativo a
los sistemas de valores, estilos de vida y comportamiento) sobre procesos

bioldgicos y los patrones de salud y enfermedad en las poblaciones humanas.
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Con el codigo 2402, la UNESCO engloba a la Antropologia Fisica dividida en

diferentes subareas:

- Archivos antropolégicos.

- Antropogenética.

- Antropometria y Antropologia Forense.
- Composicion del cuerpo humano.
- Constitucién del cuerpo.

- Etnologia.

- Antropologia Médica.

- Habitos alimentarios.

- Osteologia.

- Biologia de las poblaciones.

- Comportamiento de primates.

- Somatologia de los primates.

- Biologia racial.

- Desarrollo somatico.

- Envejecimiento somatico.

Estas subareas recogen el sentido de las Antropologia Fisica que se ocupa
principalmente de reconstruir la linea evolutiva del hombre, el estudio de la

Primatologia y la Biologia Humana (Benito, 2016).

Asi pues, la Antropologia es una disciplina capaz de abordar desde una perspectiva
holistica e integral el estudio del ser humano en sus aspectos social, cultural y
bioldgico, relacionando tres divisiones menores de estudio del ser humano: la
Antropologia Socio-cultural, la Arqueologia y la Antropologia Bioldgica (Rodriguez-
Cuenca, 2004). La Antropologia Socio-cultural tomé como referencia al ser humano
como miembro de un grupo social y como integrante de una cultura. La
Arqueologia estudia los restos o vestigios de las sociedades pretéritas para darle
un sentido socio-cultural. Y la Antropologia Bioldgica o Fisica estudia la diversidad
biolégica del ser humano a partir de sus propios restos dentales, 6seos o

momificados desde sus origenes evolutivos hasta los contemporaneos.
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Como se ha comentado antes, la Antropologia Forense es una subdisciplina de la
Antropologia Fisica englobada también en la Medicina Forense. Como sefialan
Krogman e Iscan (1986) se trata de una “reconstruccién de la forma de vida de la
victima hasta el momento de su muerte”. Para Reverte Coma (1999), la
Antropologia Forense tiene como fines “el estudio de los restos dseos esqueléticos
con objeto de llegar a la identificacion personal, averiguar la causa de muerte, la
edad, la raza, el sexo, la estatura del sujeto, las marcas profesionales, antiguas
lesiones 6seas, el estudio de la cavidad bucal, y todo cuanto sea posible siempre
para proporcionar informacién a los investigadores policiales para que puedan
llegar a la identificacion del sujeto”. La American Board of Forensic Anthropology
define la Antropologia Forense como la aplicacién de la ciencia de la Antropologia
Fisica o Antropologia Bioldgica al proceso legal. El antropdlogo forense es el
encargado de aplicar normas técnicas cientificas desarrolladas por la Antropologia
Fisica para la identificacion de restos 6seos y/o cadaveres en distintos estados de
conservacion (con alteraciones de indole natural, accidental o intencional), asiste a
la localizacion y recuperacion de restos humanos e identifica a los sujetos vivos

(Robledo y Sanchez, 2010).

Si bien, la figura del Antropélogo forense es parte indispensable de la
identificacién del sujeto, hoy en dia es indiscutible la presencia de otros actores en
el campo de la identificacion y de la investigacion forense. Independientemente de
la formacidn académica que haya tenido el antropologo forense necesita el apoyo
de otros especialistas tales como bidlogos, odontélogos, arquedlogos, radidlogos,
genetistas, entomologos, botanicos, geologos, etc, para complementar los
resultados de identificacion y el resto de aspectos que rodean a la causa de muerte

del individuo (Marquez-Grant y Roberts, 2012).
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3.2. La Tafonomia, origenes e importancia para el estudio

antropoloégico forense

La Tafonomia es la ciencia que estudia los procesos que afectan la transicion de los
restos de organismos vivos pasados y sus huellas en la litosfera, tal como se
observa en el registro prehistorico (Fernandez-Jalvo y Andrews, 2016). Para otros
autores (Lloveras et al., 2016) se trata de una disciplina que se ocupa de la
reconstruccion de hechos o procesos del pasado que condujeron a la formacién de
un conjunto de restos biolégicos asociados; o bien estudia las alteraciones y
transformaciones postmortem que puede sufrir un individuo durante su historia

tafonémica (desde que muere hasta que es recuperado) (Lyman, 1994).

Para Haglund y Sorg (1997) la Tafonomia presume de un acercamiento
multidisciplinar bioldgico, cultural y geolégico que abarca: (1) la reconstruccion de
los paleo-ambientes; (2) la determinacidn de los factores que causan la destruccion
diferencial o desgaste de los huesos; (3) comprender el transporte selectivo de
restos; y (4) discriminar los agentes humanos de los no humanos de la
modificacion 6sea. Desde el punto de vista de la Antropologia Forense aclaran que
los objetivos de ésta se superponen ampliamente a los de la Tafonomia, como son:
(1) la estimacién del tiempo y las circunstancias desde la muerte; (2) distinguir las
condiciones postmortem que pueden confundir la identificacion humana y la
determinacion de la causa y modo de muerte; y (3) la identificacidn de los factores

relacionados con la supervivencia de restos humanos y otras pruebas.

Esta nueva ciencia, aunque presente durante décadas, comienza su desarrollo a
mediados del siglo XX, cuando el paleontdlogo ruso Efremov (1940) define la
Tafonomia como las “leyes del enterramiento” (taphos = enterramiento y nomos
—> ley), es decir, la transicion de los restos animales desde la biosfera a la litosfera.
Posteriormente el término tafonémico es utilizado para determinar los procesos

de fosilizacién que tiene lugar después del enterramiento.
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No es hasta la década de los afios 70 cuando otras disciplinas, cercanas a la
paleontologia, comienzan a interesarse por la ciencia de la Tafonomia. Autores
como Behresmeyer (1975) aplican esta metodologia en el campo de la
Paleoantropologia para explicar los procesos de alteracion de la meteorizacion

sobre los restos dseos antes de ser enterrados.

En aquella época la Antropologia Forense era una disciplina que se dedicaba
exclusivamente a proporcionar reconstrucciones precisas del perfil biolégico de
los esqueletos encontrados en contextos forenses. Cuando habia que tratar otras
cuestiones como quemaduras, huesos roidos, decoloracion, etc., los antropélogos
generalmente se apoyaban en otras investigaciones del campo de la
Paleopatologia, la Paleoantropologia o de la Bioarqueologia (Dirkmaat y

Passalacqua, 2012).

A partir de los afios 80 la Tafonomia deja de ser una disciplina de la Paleontologia
para pasar a manos de la Arqueologia, con el fin de completar la informacién
generada a partir del registro arqueoldgico. Comienzan a tratarse cuestiones
relativas a los porqués, cuando y cdmo siguen los patrones de los restos éseos
recuperados sin un contexto deposicional (Dirkmaat y Passalacqua, 2012). Las
aplicaciones de la Tafonomia a los yacimientos arqueoldgicos relegan al ser
humano como un agente tafondémico derivado de su actividad, para obtener
informacién tanto de su comportamiento como de sus patrones de subsistencia

(Dirkmaat et al., 2008).

Es en este periodo cuando se pone en marcha el proyecto del Centro de
Investigacion Antropolégica de la Universidad de Tennessee, conocido como Body
Farm. El profesor William Bass plantea resolver las dudas surgidas sobre los
procesos de descomposicion en distintos intervalos y entornos (Jefferson y Bass,
2017). Tiempo después comienzan a parecer numerosas publicaciones sobre las
modificaciones postmortem de los restos humanos, considerandose como las
obras culmenes de la Tafonomia Forense las de Haglund y Sorg (1997, 2002). A
partir de entonces surge un gran avance en el conocimiento de la descomposiciéon

cadavérica u el papel que juegan los distintos agentes.
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La Tafonomia forense puede definirse como el estudio de los procesos postmortem
que afectan (1) la preservacion, observacién o recuperacién de los organismos
muertos, (2) la reconstruccion de su biologia o ecologia, o (3) la reconstruccion de
las circunstancias de su muerte (Haglund y Sorg, 1997). Es el estudio de los
cambios que tienen lugar en los restos humanos hasta que son recuperados, pero
también teniendo en cuenta al transporte posterior, al examen de la autopsia
médico-legal y a todos los examenes forenses realizados hasta que son depositados

en el laboratorio (Dirkmaat y Passalacqua, 2012).

La mayor parte de la experimentacion llevada a cabo en la Tafonomia Forense
proviene de la investigacion actualista, es decir, se basa en los estudios de los
hechos en el presente, relacionados con la muerte y el enterramiento de los
organismos, a través de la observacion de los procesos que se desarrollan de forma
natural o de simulaciones y experimentos controlados (Lloveras et al, 2016;
Ferndndez-Jalvo y Andrews, 2016; Calmon, 2014; Andrews, 1995). Este tipo de
estudio busca disminuir la ambigiiedad entre las causas y los efectos, es decir,
ofrecer informacion certera acerca de las causas y de los contextos bajo los cuales
los efectos han sido observados (Gifford-Gonzalez, 1991). Parten de la premisa de
que el presente es la clave de pasado, estableciendo analogias entre los procesos
observables en el presente con los que han sucedido en el pasado, y considerando
que las leyes fisicas son constantes en el espacio-tiempo y que la tasa de cambio es

uniforme (Dominguez-Rodrigo, 1998).

Los estudios actualistas se aplican a la resoluciéon de la problematica forense a

partir de (Lloveras et al, 2016):

- Trabajos experimentales centrados principalmente en la descomposiciéon
de los tejidos. Como por ejemplo el efecto de los productos quimicos
domésticos corrosivos sobre la denticiéon (Cope et al, 2009). Por un lado
este enfoque experimental permite al investigador controlar los factores
conocidos, algunas variables, observar y medir los resultados. Sin embargo
tiene otras desventajas como poder abarcar el amplio rango de variacion

que se da en el mundo real (Hanlund y Sorg, 1997).
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- Trabajos basados en observaciones realizadas en entornos naturales, como
por ejemplo los estudios de carrofieo de carnivoros sobre carcasas de

vertebrados (Sala Burgos, 2012).

- Por udltimo, se han generado importantes datos de referencia a partir del
estudio de casos forense concretos, como por ejemplo la exhumacién de los
restos humanos no reclamados como modelos tafonémicos (Nociarova et
al, 2014). Estos estudios dan cuenta de la gran variabilidad que estados y

cambios postmortem que se pueden encontrar en contextos forenses.

Como se ha comentado antes, la Tafonomia estudia las alteraciones o
transformaciones postmortem que puede sufrir un individuo durante su historia
tafonémica. Un agente tafonémico es el causante fisico de la transformacién (un
carnivoro, una raiz, etc.) (Gifford-Gonzalez, 1991). Un proceso tafondémico es la
accion dinamica del agente causante (transporte, erosion, etc.). Como consecuencia
de los procesos tafonémicos obtendremos unas modificaciones fisicas o quimicas
que afectan a los restos esqueléticos. El analisis tafonémico trata de averiguar la

identidad y cuantificar estos efectos tafondmicos (Lyman, 1994).

Lloveras y colaboradores (2016) hacen un buen resumen de las fases y
alteraciones que se pueden dar en la historia tafonémica de un organismo. Las

fases tafonomicas o estadios se contemplan como subdisciplinas de la Tafonomia:

1- Fase necrolégica: Es la primera fase y hace referencia al proceso de muerte
del individuo. Se inicia en la descomposicion de las partes blandas y se

relaciona con los factores asociados con la causa de muerte.

2- Fase bioestratinémica: Incluye las interacciones o procesos que tienen lugar
después de la muerte hasta el enterramiento del individuo. Estos procesos
pueden ser de tipo bidtico (interaccién con otros seres vivos) o abiético

(procesos fisicos, mecanicos o sedimentarios).
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3- Fase diagenética: La cual se centra en el estudio de la transformacidn de los
materiales bioldgicos una vez sepultados y hasta su recuperacion e incluye
todas las interacciones que tienen lugar entre el organismo (o parte de él) y

el sedimento que lo envuelve.

En esta dltima fase se centran los ensayos realizados para la redacciéon de esta
disertacion. Se entiende por diagénesis aquellos procesos de alteracion tafonémica
que tienen lugar después de que el organismo de estudio pasa a formar parte de la
litosfera. En esta fase se estudian las modificaciones o transformaciones quimicas y
fisicas de los elementos analizados, tanto a escala macroscopica como a escala

microscépica (Cambra Moo, 2006).

Los factores que actian en la fase diagenética se dividen en intrinsecos y
extrinsecos. Los intrinsecos son las condiciones del propio elemento de estudio
(estructura quimica y molecular, porosidad, tamafo, forma, edad del individuo,
sexo, enfermedades, causa de la muerte, peso, etc.), y los factores extrinsecos
aquellos que acttian sobre el elemento de estudio relacionados con el medio donde
se encuentran (microorganismos, pH del sedimento, régimen hidrolégico,
temperatura, carrofiero, presencia de insectos, etc.) (Lloveras et al., 2016; Baxter,
2004). Tradicionalmente se ha llevado a cabo su estudio en otras disciplinas como
las aplicadas a la fosildiagénesis en Paleontologia o en el estudio de poblaciones
pretéritas (Willis y Tayles, 2009; Gutiérrez, 2000). Y son estas aplicaciones en las
que se basaron la Tafonomia Forense para poder comprender los procesos que

han afectado en los restos esqueletizados judiciales.

Actualmente el nimero de investigaciones aplicadas a la Tafonomia Forense ha
experimentado un aumento segun la bibliografia disponible. Aunque muchas de
estas investigaciones parten de casos forenses particulares, otras se centran en la
experimentacion actualista con los diferentes factores extrinsecos que pueden
afectar a la conservacion o, mejor dicho, en la degradacion de los cadaveres
(Serrulla et al, 2016; Hartnett et al, 2011; Cope et al., 2009; Dixon et al., 2008;
Turner-Walker, 2007; Etxeberria, 1994.).
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Por otro lado, el material de estudio se ha centrado sobre todo en piezas no muy
representativas y de facil acceso como pueden ser restos dseos de animales o de
humanos arqueolégicos que han sufrido condiciones temporales muy alejadas del
momento actual (Karr and Outram, 2012; Fernandez-Jalvo et al., 2002; Haslam y
Tibbett, 2009; Nicholson, 1998). Estos estudios son de gran utilidad para

comprender las consecuencias de los procesos tafonémicos acaecidos en el pasado.

3.3. Histologia. Biologia del tejido dseo

El tejido 6seo es un tipo de tejido conjuntivo especializado que se caracteriza por
su rigidez, debido a que la sustancia fundamental extracelular se encuentra
calcificada. Junto al cartilago forman los tejidos de apoyo del cuerpo, incluyendo
otras funciones como proteccién de 6rganos vitales, depdsito y almacenamiento y

hematopoyesis (Gartner y Hiatt, 2009).
3.3.1. Células del tejido dseo

El tejido 6seo esta compuesto por células osteogénicas, osteoblastos, osteocitos y

osteoclastos.

Las células osteogénicas u osteoprogenitoras provienen de las células
mesenquimatosas primitivas. Dan lugar a los osteoblastos. Tienen forma fusiforme
y se encuentran en la parte mas profunda del periostio formando una capa que
rodea al hueso y del endostio, delimitando las cavidades medulares del hueso.
También se encuentra en las paredes de los conductos de Havers (Tresguerres et

al, 2005).

Los osteoblastos son los responsables de la sintesis de la matriz 6sea. Se
encuentran sobre todo en los huesos en crecimiento. Son células dispuestas en
empalizada sobre la matriz orgdnica que sintetizan y segregan de forma
coordinada. Aunque los osteoblastos estdn polarizados hacia el hueso, las

proteinas de la matriz que liberan no solo se limitan a su zona basal, sino que
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muchos de ellos van quedando envueltos en la matriz, convirtiéndose en osteocitos
incluidos en las lagunas que se forman junto a ellos (Tresguerres et al., 2005)

(Figura 1).

Los osteocitos se forman a partir de los osteoblastos cuando éstos han perdido su
capacidad de sintesis. Las células quedan atrapadas por la matriz 6sea y
encerradas en unas oquedades llamadas osteoplastos o lagunas o6seas. Al
microscopio se observan como células alargadas (estrelladas) con un nucleo
ovoide central, citoplasma baso6filo y prolongaciones citoplasmaticas con las cuales
se relacionan entre si por una red de canaliculos, o conductos calcéforos, bafiada
por el denominado fluido dseo, a través de uniones comunicantes (Bernabé Salazar
et al, 2013). El papel principal de los osteocitos es la deteccién de estimulos
mecanicos y variaciones de tensiéon y morfologia del hueso producidas por las
cargas que soporta en su superficie, asi como su traducciéon en el remodelado

(Tresguerres et al., 2005).

Los osteoclastos tienen la funciéon de remodelacion 6sea que tiene lugar durante
los procesos ontogenéticos y de reparaciéon del hueso, asi como las de la
eliminacién de las porciones de la matriz 6sea alteradas o debilitadas. Son células
gigantes, muy activas y mdviles que se mueven alrededor de las superficies de
reabsorcién del hueso. Frecuentemente forman grupos de células que son visibles
al microscopio formando depresiones erosionadas en la superficie conocidas como

lagunillas de Howship (Ortner y Turner-Walker, 2003).
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Figura 1. Familia del osteoblasto. Modificado de Tresguerres et al., 2005.

3.3.2. Estructura y Formacion del hueso:

Existen dos tipos de tejido 6seo segun sus caracteristicas macroscépicas: el tejido

0seo cortical o compacto y el tejido 6seo trabecular o esponjoso.

El tejido 6seo cortical o compacto esta compuesto por una masa 6sea densa sin
espacios o espacios muy reducidos en tamafo y su organizacion laminar es mucho

mas precisa y mas gruesa (como por ejemplo la parte mas externa de la diafisis de

los huesos largos).

La unidad funcional del tejido 6seo es la osteona o sistema de Havers. Constituido
por un conducto central o de Havers fueron descritos por Compton Havers en el
siglo XVII. Tienen un didmetro de entre 10 a 350 pm por donde discurren un

capilar y una vénula en el caso de los mas finos, y varios vasos sanguineos,
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linfaticos y fibras nerviosas en aquellos con un didmetro mayor. Los conductos de
Havers se encuentras comunicados entre si y con la cavidad medular a través de un
sistema de conductos transversales (de Volkmann) (Tresguerres et al., 2005).
Alrededor del conducto central se disponen una serie de laminillas Oseas
concéntricas (de 4 a 20), de las cuales la mas externa se denomina laminilla
limitante, laminilla intersticial o de Ebner. Cada laminilla esta constituida por una
hilera de osteocitos que se disponen en el interior de las lagunillas osteociticas u
osteoplastos. Entre cada laminilla hay un espacio ocupado por la matriz 6sea
constituida fundamentalmente por las fibras de coldgeno (Bernabé Salazar et al.,
2013). Desde las lagunillas se originan finas extensiones citoplasmaticas filiformes
de los osteoblastos que se extienden para comunicarse con los osteocitos vecinos,
las células de revestimiento 6seo y osteoblastos, formando una red (Ortner y
Turner-Walker, 2003). Estas extensiones citoplasmaticas pasan por pequefios
canales llamados canaliculos que permiten el transporte de nutrientres, productos
de desecho y sefiales quimicas entre los vasos sanguineos y las células dseas

(Figura 2).

Cada osteona constituye un cilindro longitudinal apilados entre si dejando un
espacio entre ellos denominado sistemas o espacios intersticiales, de forma y
tamafo irregular, y limitados por las lineas de cemento que separan estas
estructuras de las osteonas adyacentes (Bernabé Salazar et al., 2013). Las lineas de
cemento son capas muy finas de matriz organica que unen o cementan la matriz de

las laminillas contiguas.

Tanto debajo del periostio como del endostio aparece una capa de laminas dseas
denominadas lamina limitante externa e interna respectivamente. El periostio
queda fijado al tejido 6seo mediante una serie de haces gruesos de fibras de

colageno denominadas fibras de Sharp (Bernabé Salazar et al., 2013).
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Figura 2. Estructura del tejido 6seo compacto. Adaptado de Frederick, 2015.

El tejido 6seo trabecular o esponjoso lo constituyen una red de finas trabéculas
que se entrecruzan anarquicamente dando lugar a un entramado cuyos espacios
estan intercomunicados albergando a la médula 6sea (se localiza en la parte
central de los huesos cortos, las epifisis y metafisis de los huesos largos y en el
diploe de los huesos planos). Carece de conductos de Havers, aunque se constituye
de laminillas éseas con osteoplastos, canaliculos, osteocitos, osteoblastos y
osteoclastos, ya que se trata de una regién en continuo proceso de remodelacion.

(Tresguerres et al., 2005; Bernabé Salazar et al., 2013) (Figura 3).

Todos los huesos estan recubiertos tanto en su cara interna como en la externa por
el endostio y el periostio. Ambos son esenciales para la nutricion, el crecimiento y

la reparacion de los huesos, gracias a los diferentes tipos celulares que albergan.

El periostio cubre la totalidad del hueso a excepcion de las superficies articulares.
La parte mas externa esta constituida por una gruesa capa de tejido conectivo, muy

vascularizado, que se denomina capa fibrosa. La capa interna, mas delgada y
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denominada capa osteogénica, estd constituida principalmente por células

osteogénicas.

El endostio, esta formado por una capa de células osteogénicas que, junto con las
de la capa interna del periostio, participan en la remodelaciéon 6sea (Bernabé

Salazar et al, 2013).

Trabécula del
Huero Esponjoso

Endostio  Laminas

Figura 3. Estructura del tejido 6seo trabecular. Adaptado de Frederick, 2015.

Para entender correctamente la estructura dsea es importante comprender los
procesos de formacion del hueso. Aunque se trate de un tejido ampliamente
estudiado por las implicaciones médicas que tiene todavia existen muchos

aspectos generales que son desconocidos.

La matriz dsea se constituye de dos componentes: organicos e inorganicos. El
componente organico, representado principalmente en un 90% por fibras de
colageno, principalmente tipo I. El colageno tipo I es una proteina fibrilar no
soluble que se compone de tres cadenas polipeptidicas (dos del tipo al y una a2),

de unos 1000 aminoacidos cada una, enrolladas formando una hélice de tres
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hebras de unos 300 nm de longitud y unos 1,5 nm de diametro. Las tres cadenas
estan estabilizadas por puentes hidrégeno entre grupos - C = O...HN- de enlaces
peptidicos en cadenas adyacentes. Estas moléculas se unen entre si formando
empaquetamientos de multiples unidades que forman fibrillas que agrupadas en
haces constituyen las fibras de colageno de la sustancia organica del hueso

(Tresguerres et al., 2005; Bernabé Salazar et al., 2013) (Figura 4).

HUESO ENTERO MICROESTRUCTURA OSTEONAL LAMINILLA MATRIZ EXTRAFIBRILAR FIBRILLA
~100 mm ~100 um ~1um ~100 nm ~10 nm

LAGUNILLA OSTEOOTICA

LAMINILLA
CANAL DE HAVERS \\\/
LINEA CEMENTO e L
K& FIBRA  ExTRAFIBRILAR ColdgenoTpo!
— EPEX  Nanoaistales de
Hidroxiapatita

TRAZADO MADERA

CONTRACHAPADO
MATRIZ EXTRAFIBRILAR

Figura 4. Estructura jerarquica del hueso humano. Adaptado de Zimmermann et al,, 2015)

El resto de proteinas no colagenas de la matriz, que representa el resto del
componente organico un 10%, ademas de contribuir a la estructura poseen un
papel clave en la fisiologia del tejido (Tabla 1). Lo constituyen proteoglucanos,
glucosaminoglucanos, glucoproteninas, osteonectina (mantiene unidas las fibras
de colageno con la porcion mineral del hueso) y osteocalcina (fija el calcio de la

matriz dsea) (Tresguerres et al., 2005; Bernabé Salazar et al., 2013).

Papel Fisioldgico de las proteinas no colagenas de la matriz dsteoide

L. En la mineralizacion:
a. Favorecer o inhibir el depdsito de mineral en la matriz osteoide.
b. Favorecer o inhibir la maduracion y crecimiento del mineral.
c. Accidn enzimatica.
I1. En la reabsorcion ésea:
a. Regulacion de la actividad de los osteoclastos.
b. Accién quimiotactica.
c. Funcion de reconocimiento.

I11. En la estructura de la matriz osteoide:
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a. Favorecer el anclaje de las células 6seas en la matriz.
b. Contribuir a la estructura de la matriz osteoide.

IV. Otras:
a. Transporte de iones, hormonas y metabolitos.

b. Estimulacién o inhibicion de enzimas.

Tabla 1. Papel Fisiologico de las proteinas no coldgenas de la matriz 6steoide. Adaptado de

Tresguerres et al., 2005.

El componente inorganico principal de la matriz osteoide esta constituido
principalmente por depédsitos de fosfato calcico cristalino (hidroxiapatita). El
cristal de hidroxiapatita Cai0(P0O4)¢OH2 se caracteriza por su pequefio tamafio
(200-400 nm de largo, 20-40 nm de ancho y 10-20 nm de grosor) y su gran
asimetria fisica y electrostatica. Este tamafio y asimetria favorece el depdsito de
agua e iones en su superficie, de tal manera que, ademas de Ca2+, HPO42-, Mg?+, F-,
Na* y K*, en el cristal de hidroxiapatita se adsorben iones hidroxilo, carbonatos y
citrato, junto con cationes menos abundantes como Pb2+, Zn2+ y Cd?* (Tresguerres

et al., 2005; Bernabé Salazar et al., 2013).

Los cristales de hidroxiapatita se encuentran incrustados dentro de las fibras de
colageno alineados paralelos al eje largo de la fibra. Estas fibras son, a su vez, como
se ha comentado enrolladas en paralelo formando laminas sucesivas que, segun su
orientacidn, forma una “estructura de contrachapado torcida o girada” (Nielsen-

Marsh et al., 2000).

El proceso de formacidon del hueso u osificacién u osteogénseis se produce de
forma diferente dependiendo del hueso que se considere. Asi pues, hay dos tipos
de osificacién: intramembranosa u osificacion primaria y endocondral u osificacion

secundaria.
En la osificacion primaria el tejido conjuntivo embrionario es transformado

directamente en hueso (por ejemplo, en el neurocraneo y tercio medio de la

clavicula).
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Comienza a partir del primer mes tras la concepcion. Las células mesenquimales
del blastema se condrifican formando el primordio del futuro esqueleto. Este tejido
es invadido por numerosos capilares que permiten que las células mesenquimales
que se localizan en la superficie de la matriz cartilaginosa se transformen en
células osteogénicas que originan los osteoblastos. En este momento comienzan a
producir la matriz osteoide, que se deposita en capas. Los osteoblastos que quedan
encerrados en la matriz se transforman en osteocitos. La matriz dsea se calcifica
gracias al aporte de nutrientes a través de los canaliculos o canales calcéforos. La
llegada de nuevas células mesenquimatosas y su posterior transformaciéon en
osteoblastos hace que estos centros de osificaciéon crezcan expansivamente. La
union de varios centros de osificacién da lugar al tejido 6éseo primario. La accién
de los osteoclastos a la vez hace que el tejido 6seo primario se remodele dando

lugar al secundario (Tresguerres et al., 2005; Bernabé Salazar et al. 2013).

En la osificaciéon secundaria el hueso se forma a partir de una base cartilaginosa
(huesos largos, costillas, columna, etc.). El tejido 6seo hialino no se transforma
directamente en hueso, sino que a partir de los nucleos de osificacion es sustituido
progresivamente. Las células mesenquimatosas se diferencian en condroblastos
que constituirdn la matriz cartilaginosa que conformara el molde 6seo primario.
Este molde crece en longitud y grosor gracias al crecimiento del tejido
cartilaginoso controlado por el aumento de la matriz cartilaginosa mediado por los

condrocitos y condroblastos.

A continuacion, en una region media del molde 6seo se produce la calcificacion de
los condrocitos debido a un depdsito de hidroxihapatita. En esta region se produce
una rapida vascularizacion a partir del pericondrio. Los condrocitos se diferencian
a células osteogénicas y éstas, posteriormente, a osteoblastos, que produciran la
matriz 6sea sobre los restos de cartilago osificado. El tejido conectivo que lo rodea
se transformara en el periostio. A todo este conjunto se conoce como centro de
osificacién primario o diafisiario. A nivel de las epifisis también aparecen otros
centros de osificacion llamados secundarios o metafisiarios. Estos centros siguen el

mismo patrén de osificacion que los primarios.
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El cartilago persiste en la superficie articular del hueso, transformandose en
cartilago articular, y en la regiéon metafisiaria entre los centros de osificacion
primarios y secundarios. Este tltimo permite el crecimiento de los huesos hasta
alcanzar su longitud maxima que sera sustituido completamente por tejido 6seo.

(Bernabé Salazar et al., 2013).
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4, ESTUDIOS HISTOLOGICOS CON CARACTER FORENSE
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La Histologia es una herramienta indispensable para lectura de los efectos que
producen los diferentes factores que alteran la estructura de los tejidos.
Completamente formalizada en los andlisis médico-legales es utilizada en otras
investigaciones judiciales para observar los efectos que ocurren sobre los tejidos
como por ejemplo muertes subitas, traumatismos, intoxicaciones, congelaciones,

incendios, etc. (Crowder y Stout, 2012).

El estudio histolégico tafonémico forense, ademads, se debe acompafar de un
enfoque multidisciplinario que recoja toda la informacién posible del lugar de
enterramiento (analisis quimico de las estructuras organicas y minerales,
espectrometria, etc.) para poder reconstruir la Historia tafonémica de los restos

hallados.

4.1. Efectos tafonomicos documentados sobre las

estructuras oseas

En los ultimos afios se han llevada a cabo numerosos ensayos en el campo de la
Tafonomia aplicada a la Arqueologia para comprobar las consecuencias que tienen
el conjunto de factores que intervienen en la diagénesis de los huesos de diferentes
yacimientos (Nielsen-Marsh y Hedges; 2000a, 2000b). La investigacion en
Paleohistologia, actualmente con gran proyeccion, se ha centrado principalmente
en la estimacion de la edad, el estudio de la enfermedad, diferencias entre

vertebrados y la evaluacion de la diagénesis (Turner-Walker y Mays, 2007).

Muchos autores destacan la importancia de los factores bioldgicos (raices, insectos,
roedores, etc.) cuyos efectos pueden ser visibles macroscépicamente (Marquez-
Grant y Roberts, 2012; Forbes, 2008; Haglund y Sorg, 2002, 1997). Pero en la
degradaciéon del hueso también estd influida microscoépicamente, principalmente
por la degradacién quimica y microscopica. A su vez, la presencia de los
microorganismos estd definida por la accesibilidad del agua en el entorno
funerario, la disponibilidad al oxigeno, el pH y la temperatura (Turner-Walker,

2007; Collins et al, 2002; Nicholson, 1988). En las primeras etapas de la
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descomposicion de un cadaver la presencia de estos microorganismos y el resto de
actores que colaboran en este proceso desempefian el papel principal. Sin
embargo, para los restos esqueléticos debemos tener en cuenta otros procesos
que, de manera azarosa, intervienen en la preservacion (estructura quimica y
molecular, porosidad, tamafo, forma, edad del individuo, pH del sedimento,

régimen hidroldgico, temperatura, etc.) (Lloveras et al., 2016).

Este deterioro microscépico no solo influye en la preservaciéon del hueso, también
puede tener un gran impacto en los andlisis quimicos o radiolégicos y en la
datacién por carbono de los esqueletos (Turner-Walker, 2007; Nielsen-Marsh y

Hedge, 2000; Grupe, 1995).

Comprender la composicién y estructura del hueso, asi como la interaccion de la
matriz organica (coldgeno) con la matriz inorganica (hidroxiapatita) es esencial
para entender los procesos que conllevan la degradacion de los huesos, tanto a

nivel macroscdpico como a nivel tisular.

4.2. Degradacion de la fase organica del hueso

Tradicionalmente se pensaba que la degradacién o6sea estaba relacionada
principalmente con la pérdida de la fase mineral, pero parece ser que también
interviene la pérdida de la fase organica (Nielsen-Marsh y Hedge, 2000; Nielsen-

Marsh et al.,, 2000).

La fase organica del hueso seco esta representada aproximadamente por un 22-
23% en peso y un 40% en volumen (Nielsen-Marsh et al, 2000). Alrededor del
90% esta compuesto por fibras de colageno I que da a los huesos vivos la

resistencia y un cierto grado de flexibilidad.
Como se comentd anteriormente una de las caracteristicas mas importantes del

colageno tipo I es que, por su estructura tridimensional bien ordenada de las

fibras, las interacciones i6nicas e hidrofébicas con las cadenas de aminoacidos
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adyacentes y el grado de reticulacion, en condiciones fisioldgicas, es insoluble

(Turner-Walker, 2007; Tresguerre et al, 2005).

En el hueso, el colageno tiene enlaces cruzados covalentes mediados
enzimaticamente (lisil o hidroxilo) entre cadenas de aminoacidos adyacentes.
Estos enlaces, junto con la union a la hidroxiapatita, restringen fisicamente la
capacidad de la cadena a expandirse. La red de colageno no mineralizada o matriz
organica también contiene proteinas no coldgenas (como la osteocalcina) y
mucopolisacaridos que constituyen el 10% restante en peso. La osteocalcina se
une tanto a la hidroxiapatita como al coldgeno jugando un papel clave en la

mineralizacién primaria (Turner-Walker, 2007).

Esta estabilidad hace que el colageno altamente mineralizado sea resistente al
ataque microbiano. A su vez, esta resistencia del colageno estd influida fisicamente
por la ausencia de nanoporos de tamafio >8 nm en el hueso que impiden el acceso
de las colagenasas y otras enzimas exdgenas bacterianas y flingicas (Hedges y
Millard, 1995). Por tanto, para que se produzca la degradacion ésea por parte de
las enzimas requerird que sea eliminada la parte mineral. Las alteraciones
diagenéticas, como la accion de un medio de enterramiento acido, eliminaran la
fase mineral 6seo permitiendo a las colagenasas alterar la integridad del colageno

(Nielsen-Marsh et al,, 2000).

La disponibilidad del agua en el ambiente de enterramiento y alrededor y dentro
del hueso tiene una gran influencia en la supervivencia de los restos 6seos. El agua
es el medio en el que se producen las reacciones quimicas que tienen lugar en el

suelo y a la vez favorece en el metabolismo microbiano.

La ausencia de agua, es condiciones especiales, permite la conservaciéon de los
tejidos blandos, produciendo la momificacién de los mismos. Pero, sin embargo, en
la mayoria de los sitios de enterramiento el agua, ademas de acelerar la presencia

microbiana, puede acelerar la pérdida de proteinas a través de la hidrélisis.
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Cuando la hidroélisis no se produce por el efecto de las colagenasas producidas por
las bacterias y hongos, el agua residual retenida en la microporosidad de los
huesos (incluso en los huesos secos) hace que el coldgeno experimente una lenta
hidrélisis quimica influida por un aumento o reduccion del pH local y por el

aumento de la temperatura (Turner-Walker, 2007; Nielsen et al, 2000).

El colageno es mas estable frente a la hidrolisis cuando el pH esta en el rango 3-7.5.
A pH 1, la velocidad de la hidrélisis es 10 veces mas rapida que a pH neutro. A pH
12 la velocidad es 100 veces mas rapida. Curiosamente, aunque la hidrélisis de la
cadena de aminodacidos la seccione en fragmentos mas pequefios la presencia de
microporos en el hueso hace que no puedan ser lixiviados y se conserven dentro

del hueso, reduciendo drasticamente la resistencia mecanica (Collins et al., 1995).

4.3. Degradacion de la fase inorganica del hueso

Como se ha comentado antes la accién de las aguas subterraneas en el ambiente de
entierro es determinante a la hora de alterar la composicién mineral del hueso y,
por consiguiente, de la disolucién y lixiviado de la hidroxiapatita (Smith et al,

2007; Baxter, 2004; Nielsen et al., 2000; Hedges y Millar, 1995).

Para que esto ocurra Nielsen y colaboradores (2000) describen tres alteraciones
en la hidroxiapatita que pueden utilizarse como indicadores de los cambios
diagenéticos: el aumento de la porosidad, el aumento de la cristalinidad y la

inclusion de iones exdgenos.

La porosidad aumenta a medida que se produce la degradacion del hueso
acelerando la destruccion de los diferentes componentes estructurales, y las otras
dos alteraciones diagenéticas mencionadas. El aumento de la cristalinidad se
sugiere a través de dos mecanismos: la disolucion de los cristales mas pequefios y
la disolucion y posterior recristalizacion a cristales mas grandes por incorporacién
de iones diagenéticos. Estos cambios en la cristalizacién aumentan la disolucion de
los cristales mas pequefios menos estables y la formacion de poblaciones

componentes mas estables por la incorporacién de iones exdgenos. Las propias
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caracteristicas quimicas de la hidroxiapatita hacen que sea un buen absorbente de
muchas especies idnicas, como fldor, carbonato o uranio. El intercambio de iones
PO43- y CO3% entre el hueso y el ambiente también conduce a la alteracion de la

estructura dsea.

Si se atienden a los parametros ambientales que actian modificando la fase
mineral, Nielsen y colaboradores (2000) proponen tres parametros ambientales
clave: el pH, la saturacion del agua circundante con respecto a los iones CaZ* y PO43-

y la tasa de movimiento de las aguas subterraneas.

La solubilidad de las apatitas en las aguas subterraneas depende en gran medida
del pH del agua y de la presencia de iones disueltos. En general todos los fosfatos
de calcio, como la hidroxiapatita, se vuelven mas solubles cuando se produce una

disminucién del pH (Turner-Walker, 2007).

Ca10(P04)6OH2 + 14H* <> 10Ca%* + 6H2P04 + H20

Segun la ecuacion un aumento en la concentraciéon de iones de hidrogeno
(disminucién del pH o aumento de su acidez) fuerza la reaccion hacia la derecha y

la hidroxiapatita se disuelve.

En el caso de disoluciones alcalinas ocurrira lo contrario y la hidroxiapatita sera
mas estable, pero en presencia de CO2, el calcio en disolucién (Ca?*) precipitara en
forma de bicarbonato calcico. El sentido de la reaccién estara limitado por la
concentracion de CO,. La eliminacion de los iones Ca?*, por lo tanto, también
impulsara la reaccion hacia la derecha permitiendo de nuevo la disolucion de la
hidroxiapatita. En el caso de suelos o ambientes con escaso contenido de fosfato
también pueden conducir a la desmineralizacién de la matriz. Cuando la
hidroxiapatita se disuelve consume iones H* y empuja la reacciéon hacia la
izquierda reduciendo la acidez. En este sentido la hidroxiapatita actiia como un

amortiguador del pH local (Turner-Walker, 2007).
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La hidroxiapatita es mas estable alrededor de un pH 7,8 y tiene baja solubilidad en
medios alcalinos (> 7,5), mientras que en medios acidos (pH < 6,0) su solubilidad
es alta. Por consiguiente, el hueso tiende a conservarse mejor en entornos
alcalinos. El pH de las aguas subterraneas tiene un papel fundamental ya que

determina la presencia de los iones para el intercambio idnico.

Importancia de Ca2* y PO43- en la disolucion de la hidroxiapatita 6sea

El modelo de disolucién simple para la hidroxiapatita dsea, previsto por Hedges y
Millard (1995), supone que la pérdida de mineral se produce por difusién, donde
se cree que el movimiento de los iones Ca?* y PO43- de la superficie de la

hidroxiapatita 6sea es el paso limitante de la velocidad de degradacidn.

Varios autores sugieren que la difusion como responsable del transporte de la
materia lejos de las superficies de la hidroxiapatita bajo condiciones de laboratorio
controladas. Parece ser que el movimiento de las aguas circundantes al hueso
controla la alta saturacién de los iones Ca%* y PO43- en esta area. Las pérdidas
sucesivas de calcio y de fosforo de la matriz ésea causan aumentos de la porosidad,

los cuales pueden quedar encerrados en un circuito de retroalimentacion positiva.

La velocidad y el volumen del flujo de agua a través de un hueso depende de las
conductividades hidraulicas relativas del medio (suelo) y del hueso (porosidades

relativas), y el volumen total de agua circundante (Turner-Walker, 2007).

En medios muy saturados se retrasara e incluso pueden detener el proceso de
disolucion. Sin embargo, debido a la introducciéon de iones Ca%* y PO43- por parte
del agua subterranea circundante la disolucion sera extremadamente limitada en
ambientes donde la solubilidad de la apatita es baja (Turner Walker, 2007; Hedges
y Millard, 1995).
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5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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Para obtener una identificacién positiva de los restos humanos hallados en
contextos distintos se utilizan diferentes técnicas forenses. Los intentos para
ocultar la identidad de una victima y evitar su identificaciéon son muy frecuentes e
inverosimiles, desde la destruccion de la denticion, la amputacion de los dedos y
las manos, la desfiguracion de la cara, la quema del cadaver e incluso la disolucién

con productos quimicos (Hartnett et al, 2011).

La mayoria de los estudios histolégicos que se realizan para estudios forenses
estan dirigidos, sobre todo, hacia el analisis de los tejidos blandos (Cummings et
al, 2011). Aquellos que se realizan sobre tejido 6seo se aplican principalmente
para la determinaciéon de la edad de muerte del individuo, en el estudio de
patologias dseas o para la determinacién de la especie. Rara vez, como raros son
los casos que surgen, se analizan para esclarecer aspectos concretos, como la
disolucién de restos humanos en medio acidos o alcalinos (Vermeij et al., 2015;
Trujillo-Mederos et al, 2012; Bosch et al, 2011; Hartnett et al, 2011; Cope y
Dupras, 2009; Ubelaker y Sperber, 1988).

Por otro lado, los estudios tafonémicos tradicionales aplicados a la especie humana
se han llevado a cabo tradicionalmente sobre huesos frescos de animales o bien
sobre restos 6seos humanos de origen arqueoldgico desde una perspectiva
arqueologica y paleontolégica, posiblemente debido a las dificultades para
conseguir muestras de hueso contemporaneas (Jaggers y Rogers, 2009; Setdbal et

al., 2008).

Al realizar estos estudios sobre poblaciones pasadas que han sufrido el efecto
tafondmico durante un tiempo determinado, y por consiguiente han sufrido
alteraciones fisicas y quimicas en la composicion del tejido déseo, los resultados
deberian aplicarse sobre muestras judiciales con cierta cautela ya que la historia
tafonémica de los restos comparados difieren considerablemente. Pero como se
ha comentado antes, desde la experimentacidn actualista se establecen analogias
entre los procesos observados en el presente con los que han sucedido en el

pasado (Dominguez-Rodrigo, 1998).
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Desde nuestro punto de vista es necesario ampliar los objetivos de la Tafonomia
tradicional al campo de la Antropologia Forense para aumentar el conocimiento de
los efectos que tienen los agentes intrinsecos y extrinsecos sobre la estructura y

composicion de los restos humanos dentro del ambito de la Medicina Legal.

Asi pues, es necesario extrapolar los resultados observados en la experimentacion
con material arqueoldgico o animal a los resultados obtenidos en el laboratorio en
los ensayos bajo condiciones controladas. Estos deben ser analizados tanto a nivel

macroscépico y microscépico.

La aplicaciéon de la Histologia es una gran herramienta para el andlisis de los
cambios tafonémicos que se producen en la estructura ésea. La observacion al
microscopio de una muestra 6sea nos permite comprender los efectos que tienen
los agentes tafondmicos sobre las estructuras internas y los componentes

organicos y minerales del hueso.

Ante la falta de bibliografia especifica centrada en el analisis histolégico forense
para determinar los efectos de los agentes intrinsecos y extrinsecos que alteran las
estructuras 6seas, planteamos iniciar la investigaciéon con una serie de ensayos que
muestren estas alteraciones con una aplicacion util en el analisis médico-legal. Es
decir, pretendemos establecer una herramienta de utilidad para el estudio de los
restos forenses que ayude a identificar los efectos y las causas de las alteraciones

observadas en el hueso a partir del analisis histologico.

En este estudio se ha querido comprobar si los efectos estructurales y quimicos
que se producen en diferentes medios hipotéticos, a los que se puede enfrentar un
hueso en un caso judicial, son reconocibles y cuantificables en un analisis

histolégico.

Como se ha visto existen multitud de factores que intervienen en las alteraciones
tafonémicas que actiian en la descomposicién de un ser vivo. Dadas las dificultades
obvias para el andlisis completo, el desarrollo de la experimentacién se centré en

el analisis de los efectos producidos sobre una muestra de hueso seco en diferentes
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medios en condiciones controladas de laboratorio. El método actualista aplicado,
permite centrarnos en los efectos de los procesos quimicos y en los resultados
histologicos obtenidos, descartando el resto de factores que se producen

habitualmente en los diferentes ambientes de enterramiento.

Para la creacidn de un atlas o manual histologico forense centrado en los efectos ya
comentados, seria necesaria la realizacién de numerosos ensayos en diferentes
ambientes controlados y no controlados con varias réplicas en distintos tipos de
huesos. En esta Tesis Doctoral se pretende establecer un protocolo aplicable a este
tipo de analisis aprovechando las muestras disponibles. De este modo, se exponen

los resultados y conclusiones obtenidos tras la puesta a punto de esta herramienta.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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6.1. Hipotesis

Las hipotesis planteadas para presente estudio son las siguientes:

1. Es posible establecer un marco comparativo entre la experimentacion
realista o actualista frente a los casos contemporaneos estudiados desde la

perspectiva médico-legal.

2. Se pueden establecer unos patrones histoldgicos cuantitativos y cualitativos
que ayuden a entender la Historia tafonémica de unos restos 6seos a partir

del analisis histoldgico.

6.2. Objetivos

Para comprobar las hip6tesis propuestas nos planteamos los siguientes objetivos:

1. El presente estudio intentara establecer un protocolo de investigacion en
Antropologia Forense que, aplicado al hueso humano, reproduzca las
alteraciones que causan los agentes intrinsecos y extrinsecos que
determinan las condiciones tafonémicas a partir de la experimentacion en
condiciones controladas de laboratorio.

2. Iniciar una nueva metodologia desde la perspectiva de la Tafonomia
Forense para la determinacién de los agentes ambientales que afectan a la
estructura y composicion de los restos 6seos humanos en el contexto de la
Antropologia Forense.

3. Valorar el uso de metacarpos y metatarsos de una muestra contemporanea
y de otra origen arqueoldgico como material de estudio histologico.

4. Comprobar mediante el analisis histolégico, el efecto sobre la estructura

0sea que causa la exposicion a un medio acido, de un tampoén de acético-
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acetato, sobre una muestra de hueso humano durante diferentes tiempos y
pH, en condiciones controladas de laboratorio.

Comprobar mediante el analisis histologico, el efecto sobre la estructura
0sea que causa la exposicién a un medio alcalino, de hidréxido de sodio
(NaOH), sobre una muestra de hueso humano durante diferentes tiempos y
molaridad, en condiciones controladas de laboratorio.

Comprobar mediante el analisis histologico, el efecto sobre la estructura
6sea que causa la exposiciéon a un medio de hipoclorito de sodio (NaClO)
sobre una muestra de hueso humano durante diferentes tiempos, en
condiciones controladas de laboratorio.

Comprobar mediante el andlisis histoldgico, el efecto sobre la estructura
6sea que causa la exposicion a un medio de peréxido de hidrégeno (H202)
sobre una muestra de hueso humano durante diferentes tiempos, en

condiciones controladas de laboratorio.
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7. MATERIAL Y METODOS APLICADOS
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7.1 Material de estudio

A continuacion, se describen los materiales y la metodologia aplicada para la

realizacion de la investigacion.

7.1.1. Material empleado para el estudio histolégico

El hueso utilizado para la realizaciéon de todos los experimentos tenia que tener
una serie de caracteristicas macroscopicas como son una cortical consistente, asi
como un volumen limitado para su introduccién en los casetes utilizados para su
procesamiento histologico. Para ello los huesos elegidos fueron tanto metacarpos
como metatarsos indistintamente. Estos, antes de su experimentacién fueron
seleccionados por sus caracteristicas y buen estado de conservacién macroscépico.
Debian cumplir una serie de requisitos necesarios para la experimentacidn, tales

como:

- Antigiiedad menor a 20 afios, con el fin de reducir, en la medida de lo
posible, el factor temporal y, por tanto, obtener una muestra que no hubiera
sufrido el paso del tiempo y los efectos descomponedores habituales.

- Huesos de individuos adultos, ya que la estructura dsea de los huesos de los
individuos jovenes en proceso de maduraciéon alteraria los resultados
finales.

- Completos, sin fracturas o roturas ante-mortem y post-mortem, es decir, en
buen estado de conservacion para obtener una muestra lo menos

degradada en su estructura interna.

La muestra escogida proviene de las donaciones de la coleccion de referencia de la
Escuela de Medicina Legal de Madrid de la Universidad Complutense de Madrid. Se
utilizaron aquellos restos de los individuos de los cuales faltaban algin dato que

los excluia de la coleccién de referencia.

Con el fin de comenzar un estudio comparativo se decidi6 incluir en la muestra

seleccionada los huesos de una coleccién arqueolégica recuperados de un
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enterramiento colectivo de 1834 en la fortaleza de la Mota (Alcala la Real)

(Sanchez, 1999).

Los huesos fueron documentados como establece el protocolo de recepcién de
muestras del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto de Estudios
Biofuncionales de la Universidad Complutense de Madrid. A cada muestra se le
asign6 un cédigo que fue apuntado en las hojas de registro para mantener un

control seguro. Esto c6digo recoge la informacién como sigue:
Ejemplo: PH-05B-6/1.2

Donde P indica que fue procesado en Parafina; H (Human) que es humano; 05 el
mes de mayo; B el cédigo del afio, en este caso 2014; /1 el nimero de muestra; .2 el

numero de submuestra.

Finalizados los trabajos experimentales, los restos 6seos no utilizados y aquellas
fracciones de hueso sobrantes fueron depositados de nuevo en las respectivas
colecciones de origen. Los cortes histolégicos se guardaran custodiados en el

Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, donde se realizaron los ensayos.

7.2. Metodologia aplicada para el estudio histoldgico

Aunque como comentan otros autores (De Boer y Maat, 2013), el hueso seco no
tiene la calidad del hueso fresco, y por consiguiente no debe ser descalcificado y
cortado con micr6tomo. Estos procedimientos se pueden causar ciertos artefactos,
como micro-fracturas, y diagndsticos falsos. La metodologia utilizada
habitualmente utiliza la inmersién en resinas de metilmetacrilato que conllevan un
gasto econdmico alto y ocupan mucho tiempo. Ademas, este tipo de tratamientos
limita en el nimero de cortes histoldgicos que se pueden llevar a cabo sobre una
muestra. Por este motivo la metodologia aplicada para los estudios realizados fue
ampliamente discutida decidiéndose finalmente por un método mas barato y

rapido con el fin de obtener resultados mas amplios sobre los objetivos a cumplir.
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Se decidi6 tratar todas las muestras con inclusion de parafina después de su
descalcificacidon para obtener un muestrario mas amplio de cortes histolégicos en

el menor tiempo posible.

7.2.1. Preparacion de las muestras para el corte

Una vez seleccionada la muestra se procedi6 al corte de los huesos por medio de
un minitaladro marca Dremel® y un disco de corte de 24 mm. El proceso de corte
se realiz6 bajo medidas de seguridad y dentro de una campana de extraccion de

gases.

Los metacarpos y metatarsos se dividieron en segmentos de, aproximadamente, 1
centimetro cubico. Las epfifisis de todos los huesos fueron desechadas ya que la
cortical de estas regiones es muy fina, quebradiza y contiene mas cantidad de
hueso esponjoso que dificulta el corte histolégico. Las muestras de los huesos
obtenidos fueron de nuevo seleccionadas segin el estado macroscépico que
presentaba cada uno de los segmentos, desechandose aquellos mas afectados por

el corte y otras caracteristicas como patologias asociadas a la edad del individuo.

Para la realizacion de la experimentaciéon se han utilizado un total de 99
submuestras de un total de 61 huesos disponibles. Ademas, hay que afadir en el
computo total de unas 20 submuestras utilizadas como muestra control para cada

uno de los ensayos.

Antes de comenzar con los diferentes ensayos objeto del estudio, hubo que realizar
una fase previa de ensayo para determinar qué tipo de descalcificante utilizar, el
mas idéneo para que no se afectara la estructura de las muestras. Después de
varios ensayos con diferentes muestras de decidi6 que el proceso no se veia
afectado a una concentraciéon del 75% del descalcificante DECALC Histolab®

durante 5,5 horas (Figura 5).
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Figura 5. Ejemplo de corte histoldgico generado sobre una muestra control de uno de los ensayos.

Cuando las muestras terminaron la fase de inmersién en el medio con el que se
experimenta fueron lavadas con agua destilada para eliminar cualquier rastro que

quedase que pudiera afectar a la accion del descalcificante.

Una vez descalcificadas las muestras se depositaron en un casete e introducidas en
el procesador tisular automatico Shandon Citadel 2000® para su inclusiéon en

parafina. Los tiempos empleados fueron:

Inclusién en etanol al 70 % durante 1 hora.
Inclusion en etanol al 80 % durante 1 hora.
Inclusion en etanol al 90 % durante 1 hora.
Inclusion en etanol absoluto durante 2 horas.
Inclusion en etanol absoluto durante 3 horas.
Inclusion en xilol durante 2,5 horas.

Inclusion en xilol durante 3,5 horas.

©® N o ok W DN

Inclusion en parafina durante 3,5 horas.
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9. Inclusion en parafina durante 4,5 horas.

A la hora de colocar la muestra en el molde de parafina ésta debe de ser
cuidadosamente depositada para orientar el corte de manera transversal en el
micrétomo. Cuando la parafina ha solidificado correctamente continta el proceso
de corte con un micrétomo de la marca Leica® modelo RM2155. Todos los cortes
tienen un grosor de 8 micras. Para el montaje se utilizaron portaobjetos de la

marca Superfrost® Plus con tratamiento electrostatico con cargas positivas.

7.2.2. Tincion de las muestras

Antes de comenzar con la experimentaciéon se experiment6 con varios tipos de
tinciones aplicadas a la coloracion del hueso. Finalmente se decidié que todas las
muestras serian tefiidas mediante el protocolo de tincién tricrémica de Masson,

adaptando los tiempos para muestras en hueso seco.

La tincién tricrémica de Masson utiliza tres tipos de colorantes, hematoxilina,
fucsina y verde luz. Este tipo de tincién permite visualizar fibras de colageno tipo I,
el nucleo celular y el citoplasma. El fundamento principal de esta técnica recae en
la capacidad del acido fosfomolibdico en unirse a los grupos basicos de las fibras
de tejido conectivo para permitir la unién del colorante basico (verde luz). Es
decir, actia de puente entre los grupos basicos del sustrato y los grupos basicos
del colorante (Gartner y Hialt, 2009) permitiendo observar las fibras de coldgeno

de color verde.

El protocolo a seguir es el siguiente:

1. Desparafinado de las muestras.
a. Estufaa 60°C: 10-20 minutos.
b. Xilol: 10 minutos.

2. Hidratacion:
a. Etanol absoluto: 5 minutos.

b. Etanol al 96%: 5 minutos.
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c. Etanol al 80%: 5 minutos.

d. Etanol al 70%: 5 minutos.

e. Agua destilada: 5 minutos.
Hematoxilina de Weigert: 5 minutos.
Lavado con agua destilada: 10 min.
Fucsina + Panceau BS: 5 minutos.
Lavado con agua destilada: 2 minutos.
Acido fosfomolibdico I: 10 minutos.

Acido fosfomolibdico II: 10 minutos.

© ® N o 1o W

Verde luz: 7 minutos.
10. Lavado con agua destilada: 20 pases.
11. Acido acético al 1%: 4 minutos.
12. Deshidratacion:

a. Etanol al 70%: 2 minutos.

b. Etanol al 80%: 2 minutos.

c. Etanol al 96%: 2 minutos.

d. Etanol absoluto: 2 minutos.
13. Xilol: 5 minutos.
14. Montaje.

Para el montaje final el cubreobjetos se sell6 con el adhesivo Eukitt® al

protaobjetos.

7.2.3. Analisis de las muestras

Para el analisis histologico de las muestras su utilizd un microscopio 6ptico de la
marca Olympus, modelo BX51 y el software informatico CellD. Cada muestra fue
fotografiada y almacenada con la siguiente nomenclatura, tal y como sigue el

protocolo del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos para su correcta identificacion:

Ejemplo: PH-03C-32.2 8MIC TCM P6 C1 X2 2
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Donde PH-03C-32.2 es la submuestra 2 de la muestra 32, 8MIC es el tamaiio de

corte de la muestra (8 micrometros), TCM indica la tincidn realizada (Tricréomico

de Masson), P6 indica el nimero de porta (6), C1 el nimero de corte del

portaobjetos (primero), X2 indica el nimero de aumentos utilizado y 2 es el

numero de fotografia realizado para esa submuestra.

Para el analisis cualitativo se procedi6 al estudio de varias regiones estructurales

del hueso susceptibles a la degradacién. Estas regiones estdn presentes en los

huesos compactos y son facilmente observables al microscopio éptico (Figura 5).

Se analiz6:

El estado de conservacién de la cortical del hueso y del limite éseo interno
inmediato a la cavidad medular, para comprobar el efecto que tiene el
medio sobre la superficie mas expuesta.

El estado de conservacién de las osteonas y sus estructuras microscépicas
observando la linea de cemento y los espacios intersticiales, el estado de los
canaliculos y lagunillas osteociticas, las laminillas concéntricas y el canal de
Havers.

También se estudié la morfologia y la reaccién de la estructura de las fibras
de colageno dispuestas en las laminillas de las osteonas y en el hueso
compacto frente a los diferentes medios.

Por ultimo, se observd el efecto de la tincion sobre la muestra como
indicador del estado de conservacion del hueso a partir de las regiones

tefiidas y de su intensidad (Figura 6).
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Figura 6. Estructuras 6seas observadas en los cortes histologicos (C=> Cortical del Hueso; CV -

Canal de Volkmann; EI - Espacio Intersticial; O = Osteona, area rodeada en azul; Linea azul -

Lamina de cemento; Flechas blancas = Lagunillas Osteociticas; Flechas amarillas = Laminillas).

Para la cuantificacion de la superficie afectada de las muestras se realizé6 un
andlisis de las imagenes obtenidas con el programa Adobe Photoshop CS6®. Se
seleccionaron tres imagenes al azar de cada submuestra utilizada en los ensayos.
En cada imagen se delimit6 un area de 53463 pixeles igual para todas las
fotografias, también escogida al azar. De manera manual se marcaron los lugares
donde los huesos mostraban efectos de degradacion debidos a los medios en los

que fueron expuestos.
Esta metodologia permiti6 cuantificar el porcentaje de degradacién de cada una de

las muestras en aquellas donde fue posible realizar las mediciones por su estado

de conservacidn (Figura 7).
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Figura 7. Secuencia del proceso de cuantificacion del porcentaje del area degradada sobre un corte

histolégico.

Una vez obtenidos los datos cuantitativos de las imagenes se procedi6 a un analisis
estadistico a partir de un andlisis de varianza de un factor para comprobar
influencia significativa que tiene la exposicién de los huesos a los diferentes
medios planteados (De La Horra, 2003). Para ello se utilizé el paquete estadistico

incluido en el programa Microsoft Excel®.
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7.2.4. Experimentacion realizada

A continuacion, se describen los materiales y los métodos empleados para cada

ensayo.

Para el disefio de los experimentos se discuti6 a qué ambientes se deberian
exponer las muestras de hueso seleccionadas. Se tom6 la decisién que seria
conveniente experimentar con medios acidos y alcalinos, asi como con otros
elementos de facil acceso con el fin de comprobar el efecto sobre el tejido éseo.

Para ello se desarrollaron los siguientes ensayos:

- Ensayo preliminar en un medio tamp6n acético-acetato a pH 5.5 durante
4,5 horas.

- Ensayo en un medio acido tampon acético-acetato a pH 3.8 y 5.5

- Ensayo en un medio de hidréoxido de sodio (NaOH) 12,5M durante varias
horas.

- Ensayo en un medio de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1M durante varios
dias.

- Ensayo en un medio de hidréxido de sodio (NaOH) durante 24 horas a
diferente molaridad.

- Ensayo en un medio de hipoclorito de sodio (NaClO) durante 28 dias.

- Ensayo en un medio de hipoclorito de sodio (NaClO) durante varios dias.

- Ensayo en un medio de peréxido de hidrégeno (H202) durante 26 dias.

En todos los ensayos se establecié una muestra control que se proces6 junto con el

resto de las submuestras.

Ensayo preliminar en un medio acido (tampén acético-acetato) a pH 5.5

durante 4,5 horas

Para comprobar el efecto que puede tener la exposicién de unos restos seos en un
medio con pH &cido se sumergié una muestra de hueso en un buffer de acido

acético y acetato de sodio con pH 5.5. Se eligi6 este pH por ser algo inferior a la
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media de los suelos mas acidos de la Peninsula Ibérica (Guerra Delgado et al.,

1968).

Un buffer o tampdén quimico es una disolucién de un acido y una base cuya
concentracion de protones apenas varia al afiadir acidos o bases fuertes (Morcillo,
1989). Se decidié este tipo de tampon por su capacidad reguladora y por la
accesibilidad a los materiales. Ademas, es un medio utilizado cominmente como
“agente de limpieza” para eliminar el carbonato exégeno del hueso cuando se

realizan analisis quimicos para el estudio dietético y de datacién del carbono 14.

Para ello se disolvidé 160 ml de acetato de sodio 0,1M de la marca Sigma® en 32 ml
de acético glacial 0,1M de la marca Panreac®. Para obtener el pH exacto deseado se
desplazo la ecuacion afiadiendo hidroxido de sodio. El pH fue controlado con un

pH-metro de la Crison GLP21® y tiras indicadoras de pH de la marca Labbox®.

Se seleccionaron al azar una muestra de origen arqueolégico y otra de origen
contemporaneo, cada una de ellas fueron divididas en cuatro submuestras para

experimentar con cada una en medios acidos y basicos controlados.

En un inicio, para planteamiento del ensayo se valoro6 la inclusion de las muestras
durante unas 4,5 horas. Cada 30 minutos las muestras fueron analizadas bajo lupa
binocular anotando los cambios macroscdpicos que se pudieran ocasionar. A partir
del minuto 150 se observé que las muestras comenzaban a tener una consistencia
blanda sin cambios macroscépicos evidentes, y se decidi6 extraer una submuestra
de cada muestra para su procesamiento y corte histolégico. La extraccion de las

submuestras se realizé a los 150, 210, 270 minutos y por ultimo a las 10,5 horas.
Se tomo la decision de dejar las Ultimas muestras durante mas tiempo debido a

que no se observaron cambios macroscopicos bajo la lupa binocular mas a alla de

la consistencia blanda de las mismas.
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A la hora de procesar y cortar las muestras solamente fue posible obtener cortes
histoldgicos de tres submuestras. El resto fueron altamente degradadas durante el

proceso de descalcificacion para su preparacion para los cortes histologicos.

Ensayo en un medio acido (tampodn acético-acetato) a pH 3.8y 5.5

Ante los resultados obtenidos en el ensayo preliminar con una solucién reguladora
acético acetato con pH 5.5, se decidi6 llevar a cabo la realizacién de un nuevo
ensayo que recogiera como afecta un medio acido a una muestra de hueso a
diferente pH. Posteriormente los resultados obtenidos se compararan con los de
las muestras expuestas a pH alcalinos para comprobar la reacciéon del hueso seco

en los diferentes medios.

Para ello se disolvieron 160 ml de acetato de sodio 0,1M de la marca Sigma® en 32
ml de acético glacial 0,1M de la marca Panreac® para obtener el pH 5.5 y, 21,8 ml
de acetato de sodio 0,1M en 178,2 ml de acético glacial 0,1M para obtener el pH
3.8, ambos en voliumenes de 200ml. Para obtener el pH exacto deseado se desplazo
la ecuacion afiadiendo hidréxido de sodio. Los pH fueron controlados con un pH-

metro de la CRISON GLP21® y tiras indicadoras de pH de la marca Labbox®.

Se seleccionaron al azar varias submuestras de origen contemporaneo. En esta
ocasién las submuestras fueron escogidas de diferentes huesos para comprobar

que el efecto producido del medio acido sobre el hueso es parecido.

Para el ensayo a pH 3.8 se utilizaron 6 submuestras mas una como control. Para el

ensayo a pH 5.5 se utilizaron 8 submuestras mas una como control.

Se valoro el efecto observado sobre el hueso en el anterior ensayo y se decidio que
los tiempos debian ser diferentes para un pH 3.8 que para un pH 5.5. Por ello las
muestras a pH 3.8 se expusieron durante 1, 6 y 8 horas. Las muestras a pH 5.5 se

expusieron durante 8, 24, 32, 48 y 56 horas.
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Cada 30 minutos las muestras a pH 3.8 se analizaron bajo lupa binocular anotando

los cambios macroscopicos que se pudieran ocasionar.

En ambos ensayos fue posible obtener cortes histologicos de todas las

submuestras.

Ensayo en un medio de hidréxido de sodio (NaOH) 12,5M durante varias

horas

Una vez analizada la reacciéon del hueso seco en un medio acido se decidid
continuar la investigaciéon para comprobar el efecto que tiene un medio alcalino.
Para ello se disefiaron varios ensayos en un medio de hidréxido de sodio (NaOH)
teniendo en cuenta la concentracién molar. Se decidi6 este medio ya que el

hidréxido de sodio es un producto de facil acceso y comtiin en muchos hogares.

Este primer ensayo en un medio alcalino se realiz6é con dos muestras de huesos
seco, una de origen contemporaneo y la otra de origen arqueolégico, cada una fue

dividida en cuatro submuestras.

Para ello se sumergieron en un medio alcalino consistente en una disolucién de
hidréxido de sodio 12,5M de la marca Riedel-de Haén® en volumenes de 50 ml y

con un pH entorno a 13. El ensayo se produjo durante 1, 2, 3 y 4 horas para cada
una de las dos muestras. Una vez pasado el tiempo las muestras fueron

descalcificadas y procesadas para su analisis histolégico.
Ensayo en un medio de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1M durante varios dias.

A la vista de los resultados obtenidos en el ensayo en un medio de hidroxido de
sodio 12,5M, se decidi6 incidir en el efecto que produce este medio alcalino sobre
una muestra de hueso contemporanea, pero con una concentracion molar menor.

Para ello prepar6 una disolucion 0,1M disolviendo 0,4 g de hidroxido de sodio de la

marca Riedel-de Haén® en volumenes de 100 ml.
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Para la realizacion de este ensayo se utilizaron 8 submuestras de hueso
contemporaneo la cual se sumergi6 durante 5, 7, 11 y 13 dias. Pasado este tiempo

las muestras fueron procesada segun los protocolos antes descritos.

Ensayo en un medio de hidréxido de sodio (NaOH) durante 24 horas a

diferente molaridad

Ante los resultados obtenidos de los ensayos anteriores, tanto en un medio acido
como en un medio alcalino se disefié una serie de experimentos que recogieran
otras medidas de concentracion de hidroxido sédico, como por ejemplo 0'1M,
0’05M y 1M. En este caso se ha considerado tratar el medio respecto a su
concentracion molar ya que el rango de variacion del pH de las disoluciones es

altamente alcalino, entorno a 12-13.

Para la realizacion del ensayo en medio alcalino a diferente molaridad se diluyo
hidréxido de sodio de la marca Riedel-de Haén® en tres disoluciones: para obtener

una molaridad de 0,05 se necesitaron 0,2 gramos; para una molaridad de 0,1 se
necesitaron 0,4 gramos; y para una molaridad de 1 se requirieron 4 gramos, todos

ellos en volimenes de 100 ml.

Se decidi6 que las submuestras utilizadas para cada uno de los medios
pertenecieran al mismo individuo. Para ello se seleccionaron al azar unas muestras
de hueso contemporaneo y dos de origen arqueolégico divididas en 4 submuestras.
Todas las muestras estuvieron expuestas al medio alcalino durante 24 horas.
Pasado este tiempo las muestras fueron procesadas segun los protocolos antes

descritos.
Ensayo en un medio de hipoclorito de sodio (NaClO) durante 28 dias

El hipoclorito de sodio (NaClO), comunmente llamado lejia, es un desinfectante
muy habitual en los hogares debido a su precio econdémico. Es utilizado en los
laboratorios como blanqueante por su capacidad destructiva de los colorantes.

También tiene grandes aplicaciones en la industria quimica, agroalimentaria, etc.
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Se decidid realizar una experimentacion preliminar ya que su uso para blanquear y
desinfectar los huesos es una practica habitual que realizan numerosos estudiantes
de medicina y Antropologia Fisica para su material de estudio. También se valoré
la ausencia de bibliografia para un tratamiento tan habitual sobre las muestras de

hueso.

Para la realizacion de la experimentacién con NaClO primero se realizé un ensayo
preliminar con una muestra 6sea contemporanea y otra arqueolégica durante 28
dias. De cada una de ellas se utilizaron dos submuestras del mismo hueso. Para ello

se introdujo cada submuestra en un volumen de 50 ml de lejia comercial de la
marca Aliada®. Pasado este tiempo las muestras fueron procesada segun los

protocolos antes descritos.
Ensayo en un medio de hipoclorito de sodio (NaClO) durante varios dias

Debido a los resultados obtenidos en la experimentacion preliminar se procedié a
realizar un segundo ensayo con las mismas caracteristicas, pero en diferentes
tiempos de exposicién para comprobar los efectos de la lejia sobre el tejido dseo,

concretamente se dejaron durante 2, 3,4, 9y 11 dias.

Solo se utilizaron muestras de diferentes huesos contemporaneos ya que en el
experimento anterior solo sobrevivieron las muestras de origen arqueolégico a la
exposicion durante 28 dias. En total se utilizaron 8 submuestras de diferentes
muestras de hueso. Pasado este tiempo las muestras fueron procesada segun los

protocolos antes descritos.

Ensayo en un medio de perdxido de oxigeno (H202, agua oxigenada) durante

26 dias

El peroxido de hidrogeno (H20:) es otro elemento comunmente utilizado en la

industria quimica y farmacéutica por su propiedades blanqueantes y corrosivas. Es
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un potente oxidante, aunque habitual en los hogares en bajas concentraciones, es

utilizado como antiséptico general.

En odontologia su uso es comin como blanqueante a unas concentraciones
determinadas (Soares, 2008; Tanizawa, 2005). En los departamentos de
Antropologia de muchas universidades es habitual el uso del peroxido de
hidrégeno para blanquear los huesos de las colecciones para su uso docente

(Aleman y Botella, 2013; Rodriguez y Ramirez, 2009).
Para la realizacion del experimento con peréxido de hidrégeno de la marca

Panreac® se sumergieron cuatro submuestras de diferentes huesos, dos

contemporaneas y dos arqueolédgica, durante 26 dias.
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8.1. Muestras control

A continuacion, se describen los resultados obtenidos de las muestras control que
se llevaron a cabo en cada uno de los ensayos. El procesamiento de las muestras
control para cada una de los ensayos no mostré ningin cambio estructural 6seo

destacable (Figuras 8 y 9).

Figura 8. Imagenes de los cortes histoldgicos de las muestras control de hueso contemporaneo, a 10

aumentos, obtenidas de cada uno de los ensayos en el orden de presentacion de esta tesis.
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Figura 9. Imagenes de los cortes histolégicos de las muestras control de hueso arqueolégico, a 10

aumentos, obtenidas de cada uno de los ensayos en el orden de presentacion de esta tesis.

8.2. Ensayo preliminar en un medio de acético-acetato a

pH 5.5 durante 4,5 horas

En este apartado se expondran los resultados obtenidos en la experimentaciéon con
hueso seco en un medio acido (tampdn acético-acetato) de las tres submuestras de
origen arqueoldgico y contemporaneo que completaron el proceso
descalcificacién. Solamente se pudo analizar las muestras que estuvieron

sumergidas durante 150 y 270 minutos.

En la muestra contemporanea sumergida durante 150 minutos se observa
degradacién generalizada en toda la muestra. Comenzando con la destruccion de la
cortical de la muestra, donde en algunas regiones esta ausente completamente y en
otras esta rota en fragmentos. La muestra presenta una degradaciéon general desde
el exterior hacia el interior. Aproximadamente hacia la mitad de la muestra se

puede observar la separacién de las osteonas (Figura 10).

Alrededor de las osteonas, en la linea de cemento y en el espacio intersticial entre

los complejos osteonales, se pueden observar oquedades de diferentes tamafios. El
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limite de estos huecos presenta una morfologia discontinua y sinuosa como
consecuencia de la degradacién quimica. En algunas osteonas se posible observar
los canaliculos que comunican las lagunillas que albergan a los osteocitos como
consecuencia del comienzo de degradacion de los mismos. A mayor aumento se
puede comprobar que, en aquellos lugares donde la alteracién es mayor, la
porosidad ha aumentado. Los canales de Havers no presentan alteraciones en el

interior.

La tincion de todo el corte se presenta homogénea.

Figura 10. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.
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Figura 11. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 5 aumentos.

Figura 12. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 13. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Los efectos encontrados en la muestra arqueolégica sumergida durante 270
minutos son semejantes a los ocurridos en la muestra contemporanea anterior.
Por la naturaleza de la muestra se observa que el hueso cortical ha sufrido menor
destruccién que su muestra contemporanea. También se observan alteraciones

que alteran la capa interna de la muestra.

En el resto de la muestra la degradaciéon ocurre principalmente en la linea
cementerial de las osteonas y los espacios intersticiales, lugar por donde puede
penetrar mejor el medio. Sin embargo, la porosidad generada por el medio se
distribuye uniforme por todo el corte histologico, sin diferenciarse dos regiones. Se
observa al microscopio 6ptico los canaliculos que comienzan a alterarse. No se ha

observado que el medio influya en el interior de los canales de Havers.

La coloracién homogénea de la muestra nos indica que la consistencia del colageno

es firme no apreciandose alteraciones.
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Figura 14. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 270 minutos en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.
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Figura 15. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 270 minutos en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 5 aumentos.

78



AT e R 200 m

Figura 16. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 270 minutos en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 17. Corte histologico de la muestra arqueolégica expuesta durante 270 minutos en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.
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Igual que la muestra anterior, la muestra contemporanea expuesta durante 270
minutos, presenta una degradacion general desde el exterior hacia el interior de la
muestra. En algunas regiones de la muestra el hueso cortical ha desaparecido o se
encuentra en los primeros estados de su alteracion. Aparecen nuevamente los
huecos en la linea cementerial de las osteonas de diferentes tamafios. En algunas
regiones donde el hueso compacto es mas evidente se observa que las lagunillas
osteociticas estan siendo alteradas quimicamente. Se observa los canaliculos que
comunican con las lagunillas con mayor grosor. Algunos de los canales de Havers

han aumentado en tamaiio.

La tincion aplicada a la muestra se presenta homogénea en todo el hueso.

Figura 18. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.
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Figura 19. Corte histoldégico de la muestra contempordnea expuesta durante 270 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 20. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 21. Corte histoldégico de la muestra contempordnea expuesta durante 270 minutos en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Analisis de imagen:

El andlisis de las imagenes para cuantificar el porcentaje de hueso degradado da
como resultado que la muestra que estuvo 150 minutos en el buffer tuvo una
pérdida de un 10,23% de la muestra. La muestra arqueoldgica a 270 minutos un

8,83% y la muestra contemporanea a 270 minutos un 19,68%.
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ENSAYO PRELIMINAR EN ACETICO ACETATO A pH5.5
Porcentaje de muestra degradada
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Figura 22. Grafico del porcentaje de degradacién analizado en las muestras del ensayo preliminar

en un medio de acético acetato a pH 5.5.

El analisis estadistico mediante el analisis de la varianza muestra que no existen
diferencias significativas entre la degradacién de las tres muestras (ver Anexo,

Tabla 1).

El andlisis de varianza entre la muestra arqueolédgica y la contemporanea a 270
minutos para comprobar si el origen de las muestras afecta a la degradacién nos
muestra que tampoco existen diferencias significativas entre ellas (ver Anexo,

Tabla 2).

8.3 Ensayo en un medio de acético-acetato a pH 3.8

En este apartado se expondran los resultados obtenidos en la experimentacién con
hueso seco contempordneo en medio acido (tampén acético-acetato) de las

submuestras sumergidas a diferentes tiempos a pH 3.8
La muestra sumergida durante 1 hora mantiene su estructura original, aunque la

degradacién es generalizada en todo el corte histologico. Sin embargo, la cortical

del hueso se conserva casi completo observandose algo alterado de manera
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intermitente alrededor del hueso. Las osteonas comienzan a degradarse en su linea
cementerial creandose una porosidad de diferente tamafio como se observa en la
figura 24. Los canales de Havers no han sufrido apenas alteraciones en su interior.
La estructura de las osteonas, en concreto las laminillas de las osteonas se
encuentran alteradas comenzando su separacion en las uniones mas labiles dando
un aspecto de bandeado (Figuras 25 y 26). Los canaliculos que comunican los

espacios osteoclasticos se muestran degradados.

La tincion es homogénea en casi toda la muestra, aunque algo mas marcada en el

limite externo de la cortical y en los limites de los complejos osteonales.

Figura 23. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.
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Figura 24. Corte histoldégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 25. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.
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Figura 26. Corte histoldégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

La muestra sumergida durante 6 horas mantiene la estructura completa del hueso.
La cortical del hueso esta alterada separandose del interior del hueso en capas en
algunas zonas del corte histologico (Figura 27). Aumenta porosidad producida por
el medio alrededor de las osteonas. En algunas regiones la degradaciéon es mayor
afectando a dos o mas osteonas. Los canaliculos se observan alterados igual que
algunas lagunillas osteociticas que han comenzado a degradarse (figura 30). Se
inicia la separacion de las fibras de coldgeno en algunas partes centrales de las
osteonas como consecuencia de la disoluciéon de la matriz mineral a las que se

adhieren las fibras.

La tincién, aunque homogénea en todo el corte histolégico, colorea con mayor

intensidad los bordes externos de la mayor parte de las osteonas.
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Figura 27. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.
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Figura 28. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 29. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un medio
de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.
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Figura 30. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

La muestra sumergida durante 8 horas ha sufrido alteracién de su estructura
original. Gran parte de la cortical del hueso se encuentra degradada, estando
ausente en mas de la mitad del corte. Se altera separandose en algunas partes del
corte (Figura 31). La mayor parte de las osteonas se observan destruidas en su
totalidad, aunque si mantienen su estructura primaria, es decir, las fibras de
colageno que las componen se han separado de tal manera que adquieren aspecto
reticulado (Figura 33). La porosidad aumenta a lo largo de la linea de cemento y
aparecen otros espacios o huecos de degradaciéon que afectan a mas de una

osteona a la vez (Figura 34).

La tincion deja de ser homogénea ya que, al perder la consistencia el colageno en
algunas regiones, la coloracion se concentra en aquellos lugares del hueso que ain

mantiene una estructura compacta (Figura 31).
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Figura 31. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.

Figura 32. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.
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Figura 33. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio
de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

SR ety

Figura 34. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

Analisis de imagen:

El andlisis de las imagenes para cuantificar el porcentaje de hueso degradado da
como resultado que las muestra que estuvieron durante una hora tuvieron una
pérdida del 18,43% de materia. La muestra expuesta durante 6 horas de un
46,92% de pérdida. Y, por ultimo, la muestra expuesta durante 8 horas de un

53,93%.
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ENSAYO EN ACETICO ACETATO A pH 3.8
Porcentaje de muestra degradada
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Figura 35. Gréafico del porcentaje de degradacion analizado en las muestras del ensayo en un medio

de acético acetato a pH 3.8.

El andlisis de varianza (ANOVA) de los datos obtenidos del porcentaje de
degradacidn indica que existen diferencias significativas segun el tiempo que pasa

una muestra de hueso en un medio acido (ver Anexo. Tabla 3).

8.4. Ensayo en un medio de acético-acetato a pH 5.5

En este apartado se describiran los resultados obtenidos en el ensayo realizado
sobre una muestra de material 6seo contemporaneo expuesto en un medio acido
(tampon acético-acetato) a pH 5.5. Las muestras fueron embebidas en este medio

durante 8, 24, 32 y 56 horas.

En la muestra sumergida durante 8 horas no se observaron cambios aparentes en
la estructura Osea. La cortical esta casi completa y presente en toda la muestra,
exceptuando en algunos lugares donde se ha desprendido (Figura 36). Las
osteonas se mantuvieron unidas entre si, manteniendo su forma sin presentar

alteraciones en los limites, ni en la linea cementerial.

El colageno de toda la muestra se presenta consistente y bien estructurado. La

tincion de toda la muestra es homogénea.
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Figura 36. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 37. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 38. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 39. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.
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La muestra sumergida durante 24 horas comienza a presentar sintomas de
degradacidn. La cortical del hueso y el limite con el canal medular se rompen en

algunas regiones. Se observan efectos leves en el canal medular.
Las osteonas no presentan cambios en su estructura a excepciéon de algunas
lagunillas osteoclasticas que comienzan a aumentar de tamafio, a la vista del

microscopio 6ptico. El colageno no esta afectado y se mantiene denso y compacto.

La tincién es homogénea en toda la muestra.

Figura 40. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.
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Figura 41. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 42. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 43. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

La siguiente muestra analizada estuvo 32 horas sumergida. Aunque mantiene la

estructura origina comienza a hacerse notorios los efectos del medio acido.

La cortical del hueso comienza a degradarse alrededor de toda la muestra,
presentando pequeifias fisuras tanto en el exterior como en el interior del canal
medular. Las osteonas mantienen su estructura, pero comienza a aparecer
porosidad en la linea cementerial. La penetracion del medio acido afecta también a
los canaliculos que comunican los espacios osteociticos que, a su vez, aumentan de

tamafio.
Las fibras de colageno se hacen mas presentes en el corte histolégico dando lugar a

un bandeado claro-oscuro mas marcado. La tincién, aunque homogénea es mas

oscura alrededor de las osteonas y del limite subperostico de la muestra.
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Figura 44. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 32 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 45. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 32 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 46. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 32 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 47. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 32 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.
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La submuestra sumergida durante 48 horas presenta un mayor grado de
alteracion. Mantiene la estructura original, aunque la cortical del hueso esta
afectada en la totalidad de la muestra presentando discontinuidades y separaciéon
en capas de la zona mas externa. También se observa una alta degradacion del
interior del canal medular del hueso. Las osteonas estan afectadas en su limite
cementerial debido al aumento de la porosidad con respecto a la muestra que
estuvo 32 horas. Los canaliculos de las osteonas se hacen mas evidentes ocupando
el interior de los complejos osteonales. Lo mismo ocurre en las lagunillas
osteociticas. El efecto producido en la degradacién de los canaliculos y en las
lagunillas hace que las fibras de coldgeno comiencen a alterar su estructura

molecular.

La tincién pierde su homogeneidad en toda la muestra estando mas marcada
alrededor de las osteonas, a la altura del limite externo y en aquellos lugares donde

el hueso es mas compacto.

— = 2 v =m
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Figura 48. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 48 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 49. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 48 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 50. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 48 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Figura 51. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 48 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 40 aumentos.

A partir de las 56 horas la muestra mantiene su estructura macroscépica, pero el grado de
degradacién con respecto a la anterior es mucho mayor. La cortical del hueso

practicamente ha desaparecido conservandose en algunas regiones del corte histologico.

La estructura de las osteonas estd muy afectada ya que la matriz mineral que las forma
practicamente ha desaparecido presentando un aspecto reticulado. La linea de cemento se
encuentra muy alterada por la cantidad de poros creados, alguno de los cuales afectan a

varios complejos osteonales.
La tincion deja de ser homogénea quedando presente de manera residual en aquellas

zonas donde el colageno atin mantiene su estructura y la matriz mineral no se ha disuelto

completamente.
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Figura 52. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 56 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 53. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 56 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 54. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 56 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 55. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 56 horas en un medio

de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.
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Analisis de la imagen

El tratamiento de las imagenes para la cuantificacion del area desaparecida de cada uno de
los cortes histoldgicos muestra que existe una degradacion exponencial a medida que pasa
el tiempo de exposicion. Durante las primeras 24 horas apenas hay diferencia en cuanto al
area destruida, en torno a un 3 - 4% de la muestra. A partir de las 32 horas de exposicion
comienzan a aumentar pasando de un 15,22% a un 35% a las 48 horas de exposicién y a

un 51,76% a las 56 horas (Figura 56).

ENSAYO ACETICO ACETATO A pH 5.5
Porcentaje de muestra degradada
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Figura 56. Grafico del porcentaje de degradacién analizado en las muestras del ensayo en un medio

acético acetato a pH 5.5.

El analisis de la varianza (ANOVA) de los datos obtenidos determina que existen
diferencias significativas segin los tiempos en los que se encuentren las muestras

sometidas a un medio acido de pH 5.5 (ver Anexo, Tabla 4).
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8.5 Ensayo en un medio de NaOH 12,5M durante varias

horas.

A continuacién, se describen los resultados cualitativos y cuantitativos obtenidos
en el ensayo en un medio de NaOH 12,5M durante 1, 2, 3 y 4 horas para una

muestra contemporanea y otra arqueologica.

Todas las muestras superaron su proceso de exposicion al medio altamente
alcalino y su descalcificacion. A nivel macroscopico todas mantenian su estructura

diafisiaria original.

La muestra de hueso contempordneo que estuvo expuesta durante una hora
presenta una afecciéon importante en su conjunto a nivel subperidstico. A menor
aumento se observa que el medio alcalino altera la capa mas externa del hueso
desde fuera hacia adentro hasta alcanzar aproximadamente la mitad del radio del
hueso compacto (Figura 57). A mayor aumento se puede ver que la degradacién

ocurre en lugares concretos de manera irregular.

En el interior del corte histoldgico la afeccion sobre las osteonas comienza a lo
largo de la linea cementerial de las mismas y en los espacios intersticiales,
aproximadamente toda la porosidad es del mismo tamafio. A mayor aumento se
observa que el medio alcalino comienza a penetrar en el interior de la estructura
de las osteonas y actua principalmente en las lagunillas osteociticas. También se
observa alteracion en el limite de las laminillas de las osteonas, en aquellas de

mayor grosor principalmente (Figura 59).

La tincién se muestra homogénea en casi toda la muestra siendo mas intensa en las

capas externas de la cortical.
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Figura 57. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 58. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 59. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 60. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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A las dos horas de inmersion la muestra contemporanea sigue conservando su
estructura original a nivel macroscépico. La cortical del hueso continta
destruyéndose despareciendo totalmente en algunas regiones del corte. La

capacidad de penetracion del medio es mayor.

Las osteonas estan mas afectadas en la linea de cemento y espacios intersticiales.
La porosidad aumenta en numero alrededor de las osteonas y comienzan a

aparecer huecos mas grandes como consecuencia de la degradacién del hueso.

No se observan efectos degradantes a nivel del colageno. La tincién es homogénea,
aunque tiene mas intensidad en los limites de la muestra que se conservan y

alrededor de algunas osteonas en su linea cementerial que esta siendo alterada.

Figura 61. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.
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Figura 62. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 63. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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Figura 64. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

A las tres horas de inmersién no se observan grandes cambios. La estructura
macroscopica se observa en buenas condiciones. A mayor aumento con el
microscopio dptico la alteracion producida por el medio alcalino es semejante que
la muestra contemporanea sumergida durante dos horas. La porosidad contintda
dandose sobre la linea externa de cemento de las osteonas y sobre los espacios

ocupados por las osteonas primarias.
Llama la atencién que la tinciéon ha dejado de ser homogénea, actuando con mas

intensidad sobre las laminillas externas de las osteonas delimitando cada uno de

los complejos osteonales (Figura 68).
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Figura 65. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 66. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 67. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 68. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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La muestra contemporanea sumergida durante cuatro horas en el medio alcalino
presenta un nivel de afectacion mucho mayor. Practicamente ha desaparecido la
cortical del hueso y se observa muy afectado el limite que recubre la cavidad
medular. Aunque mantiene su estructura 6sea, a mayor aumento observamos que
la porosidad aparecida en la linea cementerial de las osteonas ha aumentado
considerablemente de tamafo y en nimero llegando incluso, en algunos casos, a
separar algunas osteonas de sus vecinas contiguas. En algunas osteonas el canal de
Havers desaparece debido a que se ha destruido por accién del medio. También se
observa en algunas lagunillas osteociticas y en los canaliculos que comunican estas
lagunillas una fuerte alteracién. En algunas ocasiones se produce la separacién de

las laminillas concéntricas de los complejos osteonales (Figura 72).

La tincién del corte histolégico se muestra homogéneo, pero continia con mas

intensidad en la regién externa de las osteonas (Figura 71).

Figura 69. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.
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Figura 70. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 5 aumentos.

Figura 71. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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Figura 72. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un medio

de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

En el caso de las muestras arqueoldgicas sumergidas durante los mismos tiempos
que las contemporaneas se observan cambios mas intensos, pero con un patrén

semejante.

La muestra arqueoldgica sumergida durante una hora ha perdido parte de la
estructura original quedandose algunos fragmentos separados de la muestra
(Figura 73) pero manteniendo la forma. En algunas secciones del hueso la cortical

del hueso se ve mas degradada que en otras donde se conserva completamente.

Existen regiones del corte que la muestra esta desapareciendo creando grandes
espacios vacios (Figura 74) cuyo limite son dentados y sin orden alguno. El interior
de algunos canales de Havers se ha degradado igual que los limites de las osteonas
que presentan porosidad de distinto tamafio en su linea cementerial (Figura 75).
En algunas de las osteonas se observa que comienza a afectarse algunas lineas

lamelares empezando en las lagunillas osteociticas y continuando por el limite
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entre las laminillas, o mejor dicho, por los canaliculos que comunican las lagunillas

(Figura 76).

En general la tincién es homogénea, aunque hay zonas mas tefiidas intensamente

como son los limites osteonales (Figura 74).

Figura 73. Corte histoldgico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.
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Figura 74. Corte histologico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 75. Corte histoldgico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 76. Corte histologico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

La muestra arqueoldgica sometida durante dos horas revela un mayor efecto de
degradacién que la anterior. Aunque conserva su estructura original gran parte de

la muestra se ha perdido (Figura 77).

La accién del medio alcalino produce grandes oquedades cuyo origen se centra en
los canales de Havers y en los limites osteonales. A su vez estos espacios no tienen
un frente liso, sino todo lo contrario dando un aspecto sinuoso y quebradizo
(Figura 80). A partir de las dos horas se hacen visibles los canaliculos que parten

de las lagunillas osteociticas aumentando de tamafio.

La tincion sigue siendo mas intensa en la linea cementerial de las osteonas.
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Figura 77. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 78. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 79. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 80. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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A partir de las tres horas de inmersion en un medio alcalino con un pH extremo se
hace mas evidente la degradacién de la muestra. El medio destruye parte de la
estructura original, sin destacar grandes cambios de la original del hueso. La

cortical del hueso apenas se conserva en toda la muestra arqueologica.

El medio afecta de manera generalizada a la organizaciéon de las osteonas y del
colageno que las forma. El efecto degradante altera a las laminillas de las osteonas
que las separa unas de otras combindandose con la destruccion de los canaliculos y

de las lagunillas osteociticas (Figura 84).

La tincion es mads intensa en aquellas zonas donde se conserva mejor el colageno

que adn no ha sido afectado por el medio.

Figura 81. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.
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Figura 82. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 83. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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Figura 84. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

A las cuatro horas de inmersién en el medio alcalino se puede observar que los
efectos degradantes en el hueso son muy parecidos a los destacados en la muestra
arqueolégica sumergida durante tres horas. Es decir, se encuentran alteradas
todas las estructuras 6seas antes descritas. La cortical del hueso practicamente ha
desaparecido. Las osteonas se encuentran mas afectada a nivel de las laminillas
concéntricas, sobre todo por la alteraciéon de los canaliculos y de las lagunillas
osteociticas (Figuras 86 y 87). Se observan grandes huecos que afectan a dos o mas

osteonas.

La tincién sigue siendo homogénea, aunque mas intensa en los limites externos de

los complejos osteonales (Figura 87).
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Figura 85. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 86. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 87. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un medio de

hidroéxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 88. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un medio de

hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.
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Analisis de imagen

El analisis de imagen de las muestras contemporaneas sumergidas en un medio
alcalino (hidréxido de sodio 12,5M) con un pH entorno a 13 nos muestra que
durante las dos primeras horas la muestra ha perdido entre un 7 - 8 % de la
composicion. A partir de las 3 horas este porcentaje aumenta hasta un 18,20% y un

13,77% en la muestra a las cuatro horas (Figura 89).

ENSAYO NaOH 12,5M MUESTRA CON
Porcentaje de muestra degradada
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Figura 89. Grafico con los porcentajes de degradacion de la muestra contemporanea expuesta a un

medio de NaOH 12,5M durante 1, 2, 3 y 4 horas.

Los resultados obtenidos con la muestra arqueoldgica indican que, en la primera
hora de exposicidon la muestra pierde un 34,46% de media. A partir de las dos
horas se incrementa a un 51,91%. A las tres horas un 59,16%. Y a las cuatro horas

un 37,23% (Figura 90).
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Figura 90. Grafico con los porcentajes de degradacién de la muestra arqueolédgica expuesta a un

medio de NaOH 12,5M durante 1, 2, 3 y 4 horas.

El andlisis de varianza (ANOVA) de los datos obtenidos en la cuantificacion del
area degradada determina que si existen diferencias significativas entre las
muestras contemporaneas y el tiempo de exposiciéon a un medio alcalino (Anexo,

Tabla 5).

El andlisis de varianza (ANOVA) para la muestra arqueoldgica determina que si
existen diferencias significativas segun el tiempo en el que han estado expuestas

en un medio alcalino (Anexo, Tabla 6).
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8.6. Ensayo en un medio de NaOH 0,1M durante varios

dias

A continuacion, se describen los resultados obtenidos a partir de los cortes
histolégicos realizados sobre una muestra de hueso contempordnea sumergida

durante 5,7, 11 y 13 dias en un medio alcalino de hidréxido de sodio 0,1M.

La muestra sumergida durante 5 dias presenta efectos muy similares a los
encontrados en los ultimos estadios observados en el experimento con molaridad

12,5.

Los limites externos e internos de la muestra se encuentran alterados en la mayor
parte de la muestra llegando incluso a separarse en algunas regiones (Figura 92).
La mayor parte de las osteonas tienen afectadas la linea de cemento. En muchos
espacios intersticiales ha desaparecido el coldgeno creandose grandes oquedades.
Sin embargo, el interior de las osteonas mantiene su estructura original
mostrandose inalterada en la mayoria de ellas. En algunas regiones, donde la
concentracion de hueso compacto es mayor, se inicia el comienzo de separacion de

las laminas de colageno (Figura 94).

La tincidon es homogénea en toda la muestra, siendo algo mas intensa en aquellas

regiones donde esta menos afectada la muestra.
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Figura 91. Corte histol6gico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un medio de

hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 92. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un medio de

hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.
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Figura 93. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un medio de

hidroéxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 94. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un medio de

hidroéxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Los resultados para la muestra contemporanea sumergida durante 7 dias son
similares a los de la muestra expuesta durante 5 dias, pero se observa mayor
degradacion los limites externos e internos del hueso. Aunque la muestra conserva
su estructura original, tanto los limites externos como los internos del hueso
presentan grandes espacios de degradacion (Figura 95). Igual que en la anterior el
espacio intersticial y la linea de cemento se ven afectadas aumentando la
porosidad en ellos. En general el interior de las osteonas se conserva intacto, pero
en aquellas regiones donde es mas marcado el efecto degradante del hidréxido de
sodio, presenta un coldgeno alterado. Continua la separacién las fibras de colageno
y se produce una alteracién de los canaliculos y los espacios osteociticos (Figuras

96y 97).

La tincidn sigue siendo homogénea, pero permite distinguir aquellas regiones de la

muestra que tienen mejor estado de conservacion, o lo que es lo mismo, que no

estan siendo alteradas por el medio.
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Figura 95. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un medio de

hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 96. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un medio de

hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 97. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un medio de

hidroéxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Figura 98. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un medio de

hidroéxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

La muestra contemporanea expuesta durante 11 dias mantiene su estructura
natural (Figura 99). Los limites externos e internos del hueso estan siendo
afectados por el medio alcalino. Se observan alteraciones sobre la superficie de
ambos en forma de invaginaciones que penetran toda la zona subperidstica.
Aunque las osteonas conservan su estructura y estan claramente diferenciadas, las

laminillas externas estan siendo muy modificadas por el medio (Figura 101).

El colageno continia degraddndose permitiendo la separacion de las laminillas en
aquellas osteonas mas afectadas. En todo el corte histolégico las lagunillas
osteociticas y los canaliculos que las comunican estdn siendo degradados
haciéndolos muy visibles al microscopio 6ptico. Aumenta la porosidad sobre los
espacios intersticiales. El interior de algunos canales de Havers también han

aumentado de tamafio (Figura 99).
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Como en la muestra anterior, la tincién es homogénea en toda la muestra, pero
mas intensa en aquellas regiones de la muestra que no se han alterado de igual

manera.

Figura 99. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 100. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 101. Corte histol6gico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Figura 102. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

El nivel maximo de degradacién se observa en la muestra contemporanea que mas

tiempo ha estado sumergida en el medio, 13 dias.

Conserva su estructura 6sea macroscopica, aunque tanto la cortical como el limite
medular de la muestra estan altamente afectadas como consecuencia de la
degradacidén del colageno principalmente. Se observa claramente la separacién de
las laminillas de coldgeno préximas a la cortical (Figura 106). En general toda la
muestra presenta una alta degradacion a nivel de las laminillas de colageno que
conforman la estructura de las osteonas. La porosidad es muy alta y las oquedades
han aumentado de tamafio (Figura 106). La presencia de canaliculos y lagunillas
osteociticas degradados esta presente en todo el corte histologico. La tincién es
homogénea, pero cambia a tonalidad rojiza debido a la ausencia de colageno en la

estructura de la muestra.
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Figura 103. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 104. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 105. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Figura 106. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Analisis de imagen

El andlisis de imagen de las fotografias obtenidas de los cortes histolégicos de las
muestras contemporaneas, expuestas en un medio alcalino de hidréxido de sodio
0,1M durante varios dias, indica un aumento progresivo de degradaciéon de la
muestra. Durante los primeros cinco dias la muestra sufre una alteracién del
20,9% de la superficie analizada. A los 7 dias el porcentaje aumenta hasta un
25,49%. A los 11 dias un 30,08% hasta alcanzar un 38,8% a los 13 dias de

exposicion (Figura 107).
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ENSAYO NaOH 0,1M DURANTE VARIOS DIAS
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Figura 107. Grafico del porcentaje de degradaciéon de una muestra en un medio de NaOH 0,1M

durante 5,7,11 y 13 dias.
El andlisis de la varianza (ANOVA) concluye que existen diferencias significativas

segun el tiempo al que estdn expuestas las muestras al medio de NaOH 0,1M

(Anexo, Tabla 7)
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8.7. Ensayo en un medio de NaOH a diferente molaridad

durante 24 horas

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos a partir del andlisis de las
muestras contemporaneas y arqueoldgicas que se expusieron en un medio de
hidréoxido de sodio durante 24 horas y en molaridades diferentes (0,05M, 0,1M y
1M).

Medio de hidroxido de sodio 0,05M

En el medio con molaridad 0,05 se observé que la muestra contemporanea apenas
mostré alteraciéon en su estructura interna. Los limites externos e internos del
hueso se conservaron en buenas condiciones en casi toda la muestra a excepcién
de algunas regiones donde comienzan a alterarse desprendiéndose de la muestra.
Tanto las osteonas, como los canales de Harvers y los extremos cementeriales de
las osteonas no sufrieron ningtn tipo de cambio llamativo, a excepcién de algunos

lugares intersticiales que si mostraron degradacién (Figura 110).

La tincién es homogénea en toda la muestra.
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Figura 108. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 109. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.
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Figura 110. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,05M a 20 aumentos.

Para las dos muestras de origen arqueoldgico la situacion es diferente. Ambos
cortes histolégicos presentaron alteracién en la estructura original del hueso.
Tanto la cortical externa como el limite interno medular fueron afectados por el
medio. La cortical se conserva entero de manera discontinua (Figura2 111 y 114).
El contorno de la linea de cemento de las osteonas presenta gran porosidad y
destruccién de las laminillas mas externas y de los espacios intersticiales. En
ambas muestras arqueoldgicas se puede observar al microscopio 6ptico la

degradacion de los canaliculos y de las lagunillas osteociticas que comunican.

La tincién general es homogénea y dependiente de la cantidad de coladgeno

disponible que no ha sido alterado (Figura 112).
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Figura 111. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.
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Figura 112. Corte histoléico de la muestra rqueol()gica 1 xpuesta durante 24 horas en u

de hidréxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.
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Figura 113. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 114. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2Aexpuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.
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Figura 115. Corte histolégico de a muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.
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Figura 116. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 2 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,05M a 20 aumentos.
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Medio de hidroxido de sodio 0,1M

Los huesos sumergidos en un medio alcalino 0,1M presentan un grado de
alteracion de la estructura 6sea mayor que los que han estado el mismo tiempo en

un medio 0,05 molar.

La muestra contemporanea se mantiene en buen estado de conservaciéon sin
apenas cambios resefiables. Es posible observar que la tincién con Tricrémico de
Masson presenta mayor intensidad en algunas regiones subperidsticas y en areas
alrededor de las osteonas. A mayor aumento, en las imagenes se aprecia cierta
alteracion en el interior de los canales de Havers definiendo un borde irregular

(Figuras 118y 119).

-
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Figura 117. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 118. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 119. Corte histolégico de la muestra contempordnea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Las muestras arqueoldgicas presentaron un mayor grado de degradacién que la
contemporanea. En ambas la alteracidn los limites externos e internos del hueso es
notable afectando en algunas regiones con gran intensidad (Figuras 120 y 123).
También presentan un aumento de la porosidad localizado sobre todo en los
limites osteonales y en los espacios intersticiales. En éstos ultimos se producen
grandes oquedades que llegan a alterar la estructura de las osteonas colindantes
(Figuras 121, 122 y 125). Los canaliculos internos son visibles al microscopio
optico igual que la alteracién de las laminillas que componen las osteonas, que

comienzan a separarse unas de otras (Figuras 122 y 125).

e

Figura 120. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 122. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Figura 123. Corte histolégicd de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.
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Figura 124. Corte histolégico de la muestra arqueoiégica 2 expuesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.
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Figura 125. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en u

-

n medio

de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
Medio de hidroxido de sodio 1M

El efecto producido en una muestra contemporanea expuesta a un medio alcalino
de hidréxido de sodio 1M durante 24 horas altera toda la estructura de la muestra.
Pese a que ligeramente conserva su estructura 6sea original, es apreciable a menor
aumento una alteraciéon generalizada sobre toda la muestra. Se observa que el
corte histologico presenta una tincién desigual en dos mitades. Una mas intensa

que la otra (Figura 126).

La cortical y el limite de la cavidad medular del hueso han sido degradados
completamente en toda la muestra permitiendo una mayor interacciéon del medio
alcalino en el interior del hueso. El nudcleo central de los complejos osteonales se
conserva casi intacto, pero sin embargo, en la mayoria de las osteonas se ha
degradado la linea de cemento separando unas de otras. En la region de la muestra
mas tefnida (mas intensa) la estructura de las laminillas osteonales se conserva en

buen estado no aprecidndose alteraciéon a mayor aumento. En el caso con tincién
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mas leve las laminillas comienzan a separarse y se expone con mayor claridad la

alteracion de los canaliculos y las lagunillas osteociticas (Figura 127).

2000 uym

Figura 126. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 1M a 2 aumentos.
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Figura 127. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 1M a 10 aumentos.

Figura 128. Corte histolégico de la muestra contempordnea expuesta durante 24 horas en un

medio de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.
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Para las muestras arqueoldgicas sometidas a un medio 1M se observan dos
situaciones muy diferentes. Una de las muestras (ARQ1), aunque conserva la
estructura natural del hueso, ha sido afectada con los patrones observados en los
demas experimentos. Se produce una rotura y degradaciéon completa de la cortical
y del interno de la cavidad medular, afeccion de la linea cementerial y espacios
intersticiales en todas las osteonas en forma de porosidad generalizada. Las

laminillas osteonales comienzan a separarse (Figura 130).

La otra muestra (ARQ2) practicamente ha sufrido una destruccién completa del
hueso. A mayor aumento se observa que las osteonas han desaparecido,
conservandose algunos complejos. También se documenta que el tejido compacto
presenta gran alteracién separando las laminillas osteonales en un bandeado

(Figura 134).

ﬁ 2000 pm N —
Figura 129. Corte histologico de la muestra arqueolégica 1 e;puesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 1M a 2 aumentos.
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de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.
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Figura 132. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 24 horas en un medio

.

de hidroéxido de sodio 1M a 2 aumentos.

Figura 133. Corte histolégico de la muestra arqeolégicaZ puesta durante 24 horas en un medio

de hidréxido de sodio 1M a 10 aumentos.
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Figura 134. Corte histolégiéo de la muestra arqu

de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.
Analisis de Imagen

El andlisis de las imagenes obtenidas para cuantificar el area degrada nos indica
que en un medio de NaOH 0,05M la muestra menos afectada es la contemporanea
(11,51%), seguida de la muestra arqueolégica ARQ1 (21,12%) y de la segunda
muestra arqueoldgica ARQ2 (45,18%) (Figura 135).

El medio 0,1M influy6 en las muestras de manera similar, siendo la menos alterada
la contemporanea (24,55%), seguida de la muestra ARQ1 (25,78%) y de la ARQZ2
(28,20%) (Figura 135).

Por ultimo, el medio de mayor concentraciéon molar (1M) present6 diferentes
resultados siendo la muestra menos degradada la muestra ARQ1 (23%), seguida
de la muestra contemporanea (27,7%) y de la muestra ARQ2 (67,31%) (Figura
135).
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degradacién en medio degradaciéon en medio degradacién en medio
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CON ARQ1 ARQ2 CON ARQ1 ARQ2 ARQ1 ARQ2

Figura 135. Grafico del porcentaje de degradacion de las tres muestras expuestas a diferentes

concentraciones molares de NaOH.

Segun los datos obtenidos las muestras utilizadas actian de manera diferente
segin el medio al que son expuestas. La muestra contempordnea se degrada
exponencialmente a medida que aumenta la concentraciéon molar de la disolucion
de NaOH (Figura 136). Sin embargo, la muestra ARQ1 se degrada mas en el medio
0,1M que en el 1M (Figura 136). Y la muestra ARQ2, que sufre mayor destruccion
en el medio 1M, se degrada mas en medio de menor molaridad (0,05M) que en el

medio de molaridad intermedia (Figura 136).

Porcentaje de degradacion de Porcentaje de degradacion de Porcentaje de degradacion de
la muestra contemporanea en la muestra arqueoldgica 1 en la muestra arqueoldgica 2 en
NaOH a diferente molaridad NaOH a diferente molaridad NaOH a diferente molaridad
50 40 100
40 80
30
30 60
20
20 40
10
10 i 20
0 0 0
NaOH 0,05M NaOH 0,1IM  NaOH 1M CON NaOH 0,05M NaOH 0,1IM NaOH 1M ARQ1 NaOH 0,05M NaOH 0,1M NaOH 1M
CON CON ARQ1 ARQ1 ARQ2 ARQ2 ARQ2

Figura 136. Grafico del porcentaje de degradacién de cada muestra expuesta a diferentes

concentraciones molares de NaOH.

El analisis de varianza (ANOVA) de indica que el medio de mayor concentracién
molar (NaOH 1M) y el de menor concentracion (NaOH 0,05M) afectan

significativamente a la degradacion de las muestras expuestas en ellos durante 24
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horas (Anexo. Tablas 8 y 10 respectivamente). El medio de molaridad intermedia
(NaOH 0,1M) no influye significativamente en la degradaciéon de las muestras

(Anexo. Tabla 9).

Para cada muestra el analisis de varianza indica que la muestra arqueolégica 2 esta
afectada significativamente por la exposicion a los diferentes medios (Anexo. Tabla
13). Para los otros dos tipos de muestras no existe diferencias significativas segin

el medio al que se expongan (Anexo. Tablas 11 y 12).
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8.8. Ensayo en un medio de NaClO (hipoclorito de sodio,

lejia) durante 28 dias

De las muestras utilizadas para la experimentacién sélo sobrevivieron las
submuestras de origen arqueoldgico y, ademas, en muy mal estado de
conservacion. En el momento que fueron sumergidas en un medio de hipoclorito
de sodio todas las muestras produjeron efervescencia como consecuencia de la

reacciéon con el medio.

La primera submuestra analizada conserva su estructura dsea original, se trata de
un fragmento de diafisis. A menor aumento se observa que tanto la cortical como el
limite de la cavidad medular han sido degradadas. Ambas se han destruido
completamente. También se distingue una tincién selectiva, de fuera hacia dentro,
tanto en el limite subperidstico como en el de la cavidad medular. Siendo mas

intensa en el exterior (Figura 137).

A mayor aumento el borde mas externo y en el interno presentan un halo ausente
de tincion que recorre todo el contorno de la muestra. También se observa en el
interior de los canales de Havers de aquellas osteonas que comienzan a ser
degradadas y que se sitian en la parte mas externa del corte histolégico (Figura

139).

La linea de cemento de las osteonas, algunos espacios intersticiales, el interior de
los canaliculos y de las lagunillas osteociticas se ven afectadas por la accion del
medio mostrando una porosidad inicial. También se ha comprobado que el
colageno sufre una alteracion similar a la observada en los medios alcalinos antes
descritos donde las laminillas osteonales comienzan a separarse unas de otras

(Figura 140).
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Figura 137. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 1 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 138. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.
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Figura 139. Corte histoldgico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 140. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 1 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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La otra submuestra arqueolégica superviviente al medio de hipoclorito de sodio y
del mismo hueso que la anterior presenta un estado de conservacidon mas alterado

(Figura 141).

La muestra se ha deshecho dividiéndose en diferentes fragmentos. A mayor
aumento se observa que todos los fragmentos contienen una franja alrededor,
inmediatamente préximo al borde externo, sin tincién (Figura 142). Apenas se
conservan osteonas y aquellas que lo hacen tienen alterada su estructura. Los
canales de Havers conservados estdn afectados por el medio aumentando

considerablemente la luz del canal (Figura 143).

La tincién es completamente heterogénea debido a la influencia del hipoclorito.

2000 pm

Figura 141. Corte histologico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 142. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 143. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 2 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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Figura 144. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 28 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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8.9. Ensayo en un medio de NaClO (hipoclorito de sodio,

lejia) durante varios dias

A continuacidn, se exponen los resultados obtenidos a partir de las imagenes del
microscopio Optico sobre las muestras 6seas contemporaneas sumergidas en un

medio de hipoclorito de sodio durante 2, 3, 4,9 y 11 dias.

Como todas las muestras presentan el mismo estado de conservacion se analizaran
en su conjunto. El efecto del hipoclorito de sodio se hace efectivo en el mismo
momento en el que su sumergen las muestras produciéndose una gran
efervescencia que disminuye a medida que pasa el tiempo de exposicién. Como
resultado se han recuperado pequenos fragmentos de hueso que se han podido

procesar para su analisis histolégico.

Los efectos degradantes que se observan alteran completamente la estructura
original del hueso. El interior de los fragmentos recuperados se puede comprobar
que la estructura laminar concéntrica de las osteonas se conserva en algunas
muestras (Figuras 148, 150, 155, 159, 161, 162, 163, 164 y 165) sin mostrar
alteraciéon del colageno. Sin embargo, todos los cortes histolégicos muestran un
avanzado estado de degradacidon de los canales de Havers (Figura 151, 153 y 157).
Todos los fragmentos analizados de todas las muestras y los canales de Havers
alterados presentan una franja ausente de tincidén alrededor de ellos como se

observo en las muestras arqueoldgicas expuestas durante 28 dias.
La tincion es homogénea en todos los fragmentos a excepcion de la muestra que

estuvo mas tiempo expuesta que comienza a presentar regiones menos tefiidas e

incluso tefiidas de coloracidn rojiza (Figura 159, 161, 162, 163, 164 y 165).
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Figura 145. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 146. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 147. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 148. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 40 aumentos.
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Figura 149. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 150. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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Figura 151. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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Figura 152. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 153. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 10 aumentos.
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Figura 154. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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Figura 155. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 156. Corte histoldégico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 157. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 158. Corte histologico de 1a muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

175



Figura 159. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un medio de

hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 160. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.
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Figura 161. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 162. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.
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Figura 163. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 164. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 40 aumentos.
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Figura 165. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un medio

de hipoclorito de sodio a 40 aumentos.

Para comprobar el efecto que tiene el hipoclorito sobre las muestras y, al no poder
cuantificar el area degradada debido al alto grado de destruccién, se procedi6 a
comprobar si existia un incremento en el grosor de la franja sin tefiir seguin el
tiempo de exposicion. El resultado obtenido indica que se incrementa a medida
que pasa el tiempo de exposicion, reduciendo su incremento en las tultimas etapas

del ensayo (Figura 166).
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Promedio de grosor de la franja sin tefiir de las
muestras expuestas en NaClO varios dias (en micras)

45
40

35
30
2
2
1
1
0

2 DIAS 3 DIAS 4 DIAS 9 DIAS 11 DIAS

o U»n o un

[6,]

Figura 166. Grafico del promedio del grosor de la franja descolorida observada en las muestras

tratadas con NaClO durante varios dias.

El andlisis de varianza de los datos obtenidos en la medicidn del grosor de la linea
desconocida indica que existen diferencias significativas segun el tiempo en el que
han sido expuestas las muestras en el medio de hipoclorito de sodio (Anexo. Tabla
14).
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8.10. Ensayo en un medio de H:0: (perodxido de

hidrégeno, agua oxigenada) durante 26 dias

A continuacioén, se exponen los resultados obtenidos en el ensayo con peroéxido de
hidrégeno durante 26 dias sobre una muestra contemporanea y arqueologica de

hueso.

En momento de la introduccién de la muestra de hueso en el medio peréxido de
hidrégeno se produjo una efervescencia en el tubo de ensayo debido a la reaccién

quimica con el H202.

Todas las muestras sufrieron una gran alteracién estructural que afecto a la

totalidad del hueso que impidio el analisis cuantitativo del area degradada.

Las submuestras contemporaneas (CON1 y CON2), mostraron reacciones
diferentes. De la submuestra CON1 sé6lo se pudo recuperar un fragmento
completamente destruido. No se observd ninguna estructura interna del hueso. A
mayor aumento se distinguen algunos fragmentos de hueso compacto y fibras de
colageno. La tincion es heterogénea y se puede distinguir una gran porosidad del

medio como consecuencia de la efervescencia producida (Figura 170).
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Figura 167. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de perdxido de hidrégeno a 2 aumentos.

Figura 168. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.
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Figura 169. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.
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Figura 170. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.
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De la otra submuestra contemporanea, se conservaron dos fragmentos de hueso.
Ambos también perdieron su estructura original. A menor aumento microscopico
se puede ver una zona alrededor de los fragmentos con menor tincién. A mayor
aumento se comprueba que se han conservado algunas estructuras osteonales muy
afectadas. Se distinguen los complejos osteonales separados unos de otros y con
los canales de Havers completamente alterados (Figura 172). En la region externa
de la muestra, en su zona periférica se distingue un entramado similar al

observado en las muestras expuestas en un medio acido (Figura 173).

La tincidn es heterogénea en toda la muestra destacando la regién externa de la

muestra que presenta menor concentracion de colageno.

Figura 171. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peroxido de hidrogeno a 2 aumentos.
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Figura 172. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.
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Figura 173. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.
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Las submuestras arqueoldgicas presentan una degradaciéon similar. De ambas
muestras se ha podido recuperar mas cantidad de material, pero que analizado al
microscopio Optico se comprueba que las estructuras internas del hueso estan
completamente destruidas. Se pueden distinguir algunas osteonas y canales de
Havers (Figura 179). También se observa la destruccion de los canaliculos en
aquellas regiones mejor conservadas. En toda la muestra la porosidad esta muy

presente como consecuencia de la efervescencia. La tincidén no es heterogénea en

ambas muestras (Figuras 176 y 181).

Figura 174. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peroxido de hidrégeno a 2 aumentos.
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Figura 175. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.

Figura 176. Corte histologico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.
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Figura 177. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 178. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 2 aumentos.
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Figura 179. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 180. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.
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Figura 181. Corte histologico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 26 dias en un medio

de peroxido de hidrégeno a 20 aumentos.
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9. DISCUSION
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Los resultados obtenidos en la experimentacion realizada con los diferentes
medios sobre una muestra osteoldgica arrojan informaciéon muy interesante para
el cumplimiento de los objetivos de esta tesis. Las caracteristicas del medio han
hecho que la reaccidon con la fase organica e inorganica del hueso se pueda
identificar de manera precisa dando lugar a unos resultados llamativos que se

discuten a continuacion.

Ensayo preliminar a pH 5.5 durante 4,5 horas

La experimentacién preliminar para comprobar si un medio con un pH 5.5 a
distintos tiempos afecta a una muestra de hueso seco contemporanea y
arqueolégica, ha dado como resultado que, aunque no existen diferencias
estadisticamente significativas, la muestra sufre una degradacién observada
microscépicamente tanto en las muestras que terminaron el proceso de

descalcificacion para su corte histologico, como en aquellas que no lo superaron.

Este fendmeno no estd relacionado con la naturaleza de las muestras ya que
tampoco existen diferencias significativas entre las muestras de origen

arqueolégico y las de origen contemporaneo (Turner-Walker, 2007).

En todas las imagenes obtenidas se observa que el hueso cortical se ve afectado en
mayor o menor medida produciendo una separaciéon o destruccion del mismo,
tanto en el exterior de la muestra como en el canal diafisiario. Esto es debido al

mayor contacto de estas superficies con el medio.

Por la propia estructura interna del hueso y el tiempo transcurrido, la penetracion
del medio acido dentro de la muestra a través de la porosidad generada de nuevo,
actua sobre las lineas de cemento entre las osteonas y los espacios intersticiales,
permitiendo la degradacion en estos lugares (Turner-Walker, 2007). Ademas, la
intrusién del medio &cido a través de los canaliculos, que comunican las lagunillas
que albergan a los osteoclastos, conduce a la destrucciéon de los microcanales del

hueso haciendo mas visible estas estructuras al microscopio 6ptico.
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En algunas regiones de las muestras, como por ejemplo en la muestra
contemporanea expuesta durante 150 minutos (ver Figura 13), se ha observado
que el colageno sufre un proceso de “desnaturalizacion” que hace que las fibras se
separen unas de otras, al diluirse la estructura mineral interna, proporcionando

una imagen de aspecto deshilachado o reticulado.

En resumen, el medio acido ha penetrado por los canales naturales que tiene el
hueso actuando sobre la fase mineral y sobre aquellas regiones que contienen mas

concentracion de hidroxiapatita como, por ejemplo, en la cortical del hueso.

En aquellos canales mas estrechos donde la difusiéon del medio es mas lenta, la
propia disolucién de la hidroxiapatita, que consume iones de hidrégeno, aumenta
el pH circundante llegando incluso a detener la reacciéon al no permitir su flujo

(Turner-Walker, 2007).

Ensayo en un medio acido a pH 3.8

El efecto que tiene un medio acido extremo sobre una muestra de hueso seco
contemporanea en diferentes tiempos es el deseado. A un pH acido extremo es
esperable que las estructuras 6seas se degraden mostrando una ausencia de la fase

mineral y se conserve gran parte del colageno.

A medida que aumenta la exposicion de la muestra en el medio acido se
incrementa significativamente el porcentaje de degradacion del hueso y, por

consiguiente, el drea degradada (Nielsen et al., 2000).

El limite subperidstico y el de la cavidad medular, estructuras fuertemente
mineralizadas, practicamente han desaparecido de la muestra que estuvo mas
tiempo expuesta. Esta destruccion se presenta como una separacion de la cortical
en forma de bandeado, y una destruccidon total en aquellas regiones donde el
medio ha tenido mayor acceso, como pueden ser los foramenes nutricios o la

porosidad natural presente en los huesos.
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Las lineas de cemento se ven afectadas por la porosidad emergente, mas marcada
en los espacios intersticiales. A medida que el medio con un pH acido extremo
penetra mediante gradiente positivo en los complejos osteonales, actia sobre la
matriz mineral que sostiene las fibras de colageno que configuran las laminillas
concéntricas y sobre las que forman las lagunillas osteociticas y los canaliculos.
Esto se traduce en un aumento de la porosidad que permite que el medio se
renueve en esos espacios, y a la vez se incremente la concentracion de iones de
hidrégeno favoreciendo de nuevo la accién sobre la hidroxiapatita (Turner-
Walker, 2007). El resultado observado en la muestra que estuvo mas tiempo
expuesta es el “esqueleto” de la osteona a modo de red de fibras de coldgeno sin

una estructura organizada (Figura 182).

Figura 182. Efecto del medio 4cido sobre los complejos osteonales de una muestra alas 1, 6 y 8

horas

Se ha observado también que la muestra que mdas tiempo estuvo expuesta al
medio, y cuyas osteonas estdn afectadas en su linea cementerial, presenta una
reduccion del canal de Havers como consecuencia de la disolucién del armazén
mineral permitiendo el encogimiento de las fibras de colageno (Nielsen-Marsh et

al.,, 2000).

La disolucion de la matriz mineral tiene su efecto en la tincién de la muestra con el
método del tricromico de Masson. Este método de tinciéon, como se comentd antes,
tifie las fibras de colageno de color verde, lo que va a permitir observar si el efecto
del medio se centra en la fase mineral o en la fase organica. En este caso la
disolucion de la hidroxiapatita por parte medio se puede comprobar, porque la

tincidn sigue siendo homogénea en las primeras horas de exposicion tornandose a
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un color verde-rojizo por la ausencia de fibras de colageno compactas. Como
resultado se obtiene un esqueleto de fibras de colageno que han perdido su

estructura mineral, pero manteniendo su estructura original mas laxa.

Ensayo en un medio acido a pH 5.5

La exposicion de los huesos contemporaneos en un medio acido a pH 5.5, durante
8, 14, 32, 48 y 56 horas, muestra unos resultados similares a los obtenidos en el
ensayo con un medio mas acido en menos tiempo de exposicidn. El disefio de la
experimentacion ha permitido observar con mas claridad las fases de destruccion

de las estructuras dseas.

A medida que el medio acido actua sobre la muestra el hueso aumenta
significativamente el porcentaje de degradacidn, y por consiguiente el area

afectada.

La cortical y el limite de la cavidad medular del hueso sufren la desmineralizacién
de las capas inmediatamente internas, lo que se traduce en una separacién de la
cortical y disolucion del mineral. Una vez que se ha perdido la region mas externa
se observa que la fase organica también se ve afectada por hidrolisis de los enlaces
de las cadenas de colageno, creando grandes oquedades en el interior de la

muestra.

En el interior ocurre un aumento de la porosidad que permite el acceso del medio
acido, tanto por los canales degradados de Havers como por los nuevos huecos
abiertos en la linea cementerial de las osteonas y en los espacios intersticiales. El
medio también penetra a través de los diferentes canaliculos hasta alcanzar las
lagunillas intersticiales desde donde contintia la degradacién de la matriz mineral.
A medida que recircula el medio por el interior del hueso aumentan los espacios
libres de hidroxiapatita dando como resultado un esqueleto de fibras colageno

como se indicd anteriormente (Turner-Walker, 2007) (Figura 183).
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Las osteonas que presentan mas afeccion en la linea de cemento y en el interior de
las mismas han visto reducido considerablemente la luz del canal de Harvers como
consecuencia del acortamiento de las fibras de colageno al perder su afinidad con
la matriz mineral ya disuelta. Este “empaquetamiento” fortuito de las osteonas
permite observar un aumento de la tincién en el interior de las mismas como
consecuencia de la agrupacién de las fibras de colageno en aquellas muestras mas

degradadas.

Figura 183. Detalle de las osteonas de cada una de las muestras expuestas en un medio acido
durante diferentes horas. De izquierda a derecha de arriba abajo aumentan los tiempos de

exposicion.

Ensayo en un medio de NaOH 12,5M durante varias horas

La bibliografia analizada sugiere que exposicién a un medio alcalino con un pH
extremo y una alta concentracién molar de una muestra de hueso afectara

principalmente a la fase organica del hueso.

Los resultados obtenidos de una muestra 6sea de origen contemporaneo y otra de
origen arqueolégico indican que existen diferencias significativas segin el tiempo

al que estan expuestas al medio alcalino.
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El porcentaje de degradacion de las muestras arqueoldgicas es notablemente
mayor que en el de las muestras contemporaneas expuestas en los mismos

tiempos.

Durante la primera hora de experimentacion las muestras se ven afectadas,
comenzando con la rotura de los limites externos e internos del hueso. Por la
morfologia de los cortes histolégicos observados la degradacion se entiende que el
medio penetra dentro de la muestra por orificios presentes en la superficie

cortical, actuando principalmente desde fuera hacia dentro.

La porosidad observada en el interior de las muestras, en la region de las lineas de
cemento y en los espacios intersticiales, es mayor que la observada en las muestras
tratadas en un medio acido. El tamafo de poro creado en los ultimos estadios de
las muestras contemporaneas y en el resto de las arqueolégicas abarca grandes
areas afectando a mas de una osteona. Un medio con una alta concentracion molar
no solo actia sobre los enlaces peptidicos las cadenas de colageno, sino que
también lo hace sobre la matriz mineral contribuyendo a su precipitacion. Las
grandes oquedades presentan un borde liso y sinuoso (Mao, 2015; Collins et al.,

1995; Hedges y Millard, 1995).

En el interior de las osteonas se ha observado una menor afeccidn en las muestras
contemporaneas debido a que se trata de un material 6seo que tiene una
composicion interna mejor conservada que las muestras de origen arqueologico.
Esta consolidacion de la estructura, con los canales internos mejor conservados,
junto con la saturacién del medio circundante por deposicion de carbonatos
calcicos, hace que el poder de penetracion sea menor y, por consiguiente, la

muestra se vea menos afectada (Turner-Walker, 2007).

En el caso de las muestras arqueoldgicas se observa que el medio alcalino actda
rapidamente sobre el interior de los complejos osteonales. La menor presencia de
colageno arqueolégico es una de las causas por las que las muestras se degradan a

menor tiempo de exposicion. El efecto es notable en las lagunillas osteociticas y en
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los conductos de los canaliculos haciéndolos visibles desde el comienzo al

microscopio 6ptico.

En ambos tipos de muestras, aunque mas evidente en las arqueoldgicas, se
produce una alteracion de las laminillas de manera que comienzan a separarse
unas de otras. Esta separacion difiere de la observada anteriormente en el medio

acido, siendo lineal y no reticular (Figura 184).

Figura 184. Detalle de la afeccion del medio alcalino extremo observado en una regiéon de una

muestra arqueologica expuesta durante tres horas.

A diferencia de las muestras expuestas en medios acidos se conservan los canales
de Havers. En las muestras contemporaneas el tamafio es similar al original, sin
embargo, en las arqueoldégicas muchos de los canales han sufrido afeccion
aumentando de tamafio e incluso, en algunos casos, son el lugar donde produce

una mayor alteracion el medio alcalino.
La tincion se mantiene homogénea en todos los casos observados, aunque es mas

intensa en los tiempos de mayor exposicidn, centrandose principalmente en la

parte mas externa de las osteonas. Los solutos generados y acumulados como
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consecuencia de la reaccion quimica del medio permiten que estas regiones se

tifan con mayor intensidad (Tresguerres et al., 2005; Bernabé Salazar et al., 2013).

Ensayo en un medio de NaOH 0,1M durante varios dias

Para poder analizar detenidamente los efectos histolégicos que causa un medio
alcalino sobre un hueso contemporaneo se disei6 un ensayo en un medio alcalino,

con menor concentracién molar (0,1M) durante 5, 7, 11 y 13 dias.

Las observaciones cuantitativas realizadas sobre la muestra estudiada indican que
a medida que aumenta el tiempo de exposicion en este tipo de medio también lo
hace el porcentaje de degradacion, es decir, el area afectada. El tiempo de

exposicion afecta significativamente sobre la muestra.

La cortical y el limite de la cavidad medular del hueso se ven alterados por las
condiciones del medio alcalino que comienza a actuar en aquellas zonas por donde
tiene el paso mas accesible, como pueden ser los foramenes naturales de la
superficie 6sea. En estas regiones el efecto degradante aumenta
considerablemente actuando sobre grandes areas de la muestra a medida que

transcurre el tiempo de exposicion.

También penetra hacia el interior de la muestra por los canales internos de la
estructura del hueso a la velocidad que permite la solubilidad del medio. Las lineas
de cemento de las osteonas y los espacios intersticiales son las primeras regiones

que se ven afectadas debido al incremento de la porosidad.

El hidréxido de sodio actia principalmente sobre el colageno, rompiendo las
cadenas de aminodcidos. Aunque sobre la hidroxiapatita actia degradandola a
altas temperaturas, generando hidréoxido de calcio y fosfato de sodio, que se
pierden por difusién (Mao, 2014), es posible que en medios con pH extremos o
variables también altere la composicion de matriz mineral (Harttnet et al, 2011;

Cope etal., 2009).
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En aquellos conductos donde la difusion estd mediada por la disolucion, los
cambios de pH y los movimientos internos del medio, la reaccion se hace mas lenta

llegando incluso a pararse (Mao, 2015; Turner-Walker, 2007).

En los ultimos estadios del ensayo, a partir de los 11 dias, se hace mas evidente la
rotura de las fibras de colageno y la ausencia de la parte proteica encargada de la
union del coldgeno con la hidroxiapatita. Las laminillas concéntricas de las
osteonas comienzan a separase unas de otras de manera lineal. También es
evidente el efecto que causa sobre los canaliculos y de las lagunillas osteociticas

que llegan a desaparecer.

La tinciéon en todos los cortes histologicos es homogénea excepto en algunas
regiones de la muestra mas degradada, que adquiere tonalidades rojizas y moradas
como consecuencia de la ausencia de colageno principalmente. Este cambio de
coloracién se debe a que la propia caracteristica del medio alcalino hace que esas

regiones se basifiquen y la tincion torne a esa coloracién.

Ensayo en un medio de NaOH durante 24 horas a diferente

molaridad

Para comprobar el efecto que causa un medio alcalino a diferente concentracion
molar, se plante6 llevar a cabo un ensayo en un medio de hidroxido de sodio
0,05M, 0,1M y 1M con dos muestras, una de origen contemporaneo y la otra de

origen arqueolégico.

Los resultados cuantitativos indican que las muestras se degradan de manera
diferente segun el tipo de hueso que sea de origen y el tipo de medio en el que se
expongan. Sin embargo, las muestras arqueologicas se vieron afectadas de manera
diferente a la muestra contemporanea en los tres medios. La muestra arqueoldgica
2 tuvo una afeccion significativamente diferente segiin el medio en el que se
sumergid. Los medios a concentracion 0,1 y 1 molar afectaron significativamente a

las tres muestras.
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Ensayo en un medio de NaOH 0,05M durante 24 horas

La muestra contemporanea sumergida en el medio a menor concentracién molar
(0,05M) apenas present6 cambios estructurales. Sin embargo, las muestras
arqueolégicas si que lo hacen. Esta diferencia se debe a que las muestras
arqueolégicas presentan un contenido menor de coldgeno y/o de hidroxiapatita,
en el interior de sus estructuras, por acciéon de otros agentes tafonémicos en el

lugar de entierro (Collins, 1995).

Por las caracteristicas descritas anteriormente la muestra arqueolégica utilizada
para este ensayo contenia una menor cantidad de matriz organica, ya que la
afeccion analizada en las dos muestras supervivientes es semejante a los estadios
de mayor exposicion al medio alcalino durante la experimentacién de varios dias:
rotura de la cortical y del limite interno del hueso, aumento de la porosidad en la
linea de cemento de las osteonas, degradacién y grandes oquedades en los
espacios intersticiales, alteracion de los canaliculos y de las lagunillas osteociticas
observables al microscopio 6ptico a menor aumento y separacién de las capas de

laminillas concéntricas.

La tincidon de los cortes analizados es homogénea, mas intensa en la muestra
contemporanea y menor en las arqueoldgicas debido también a la pérdida de

colageno por accion del medio.

Ensayo en un medio de NaOH 0,1M durante 24 horas

En el ensayo con hidréxido de sodio 0,1M las alteraciones observadas son muy
semejantes a las descritas para el medio de menor concentracidn. Estas
alteraciones son mas evidentes en las muestras arqueolégicas que en la
contemporanea. Sobre todo, el aumento de porosidad que se observa respecto a la

muestra 0,05M.
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Ensayo en un medio de NaOH 1M durante 24 horas

Cuando la concentraciéon molar aumenta a 1M los cambios en las estructuras 6seas
del interior de los huesos son mas evidentes. El poder oxidativo del medio actia
fuertemente sobre la fase organica mas expuesta, como se pudo comprobar

también en la soluciéon 12,5M.

La muestra contemporanea, cuando se observa al microscopio 6ptico, revela que
ha habido una afecciéon importante sobre los limites de las osteonas y de los
contornos interno y externo de los huesos. Estos ultimos han desaparecido por
rotura de los enlaces peptidicos de las cadenas de colageno. El medio alcalino acttia
sobre las lineas de cemento de las osteonas y sobre los espacios intersticiales
creando una alta porosidad que aumenta de tal manera que separa los complejos
osteonales secundarios, aquellos que tienen una composicién molecular mas
compacta, es decir, mejor preservada. Ademas, estos complejos presentan una
tincién mayor que los complejos primarios adyacentes cuyas fibras de colageno

estan siendo degradas.

En el caso de las muestras arqueologicas la degradacion es diferente, incluso entre
ellas. La primera muestra presento6 una alteracidon grave en la cortical y en el limite
de la cavidad medular semejante a la muestra contemporanea. También se observé
un aumento de la porosidad interna que afecta sobre todo a los espacios
intersticiales. Sin embargo, los complejos osteonales se conservaron, aunque las
laminillas mas externas sufrieron afecciones como las descritas anteriormente, es
decir, separacién unas de otras. La tincion de la del corte histolégico es
heterogénea y muestra unas zonas mas degradadas que otras. Por su alto
contenido de colageno, bien organizado, en esta region el hidréoxido de sodio no ha
podido actuar de la misma manera. Cuando la unién quimica colageno-
hidroxiapatita y la concentracién de ambas se conserva en buenas condiciones,
actian como impedimento para la acciéon del hidréxido de sodio sobre la matriz

organica.
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La segunda muestra arqueolégica ha sufrido una alteracion extrema de todas las
estructuras internas. La accién del medio alcalino practicamente ha eliminado los
restos organicos presentes en la muestra y ha alterado su matriz mineral. Segin
los resultados obtenidos de esta muestra, a diferentes concentraciones molares,
estan indicando que la cantidad de colageno conservado en el hueso es menor que
en el resto de los huesos analizados. Ademas, es probable que el contenido en
hidroxiapatita también sea significativamente menor. Para comprobarlo es
necesario realizar un analisis molecular del contenido en calcio y fosfato. Pero
estos datos concuerdan con la agresividad con la que el medio a actuado sobre la

muestra.

Las composiciones quimicas de la matriz mineral son diferentes entre las tres
muestras dando unos resultados distintos para cada medio y cada muestra

analizada.

Ensayo en un medio de NaClO (hipoclorito de sodio, lejia) durante

28 dias

El uso del hipoclorito de sodio sobre el hueso no mostr6 resultados que se
hubieran esperado semejantes a los obtenidos en los medios alcalinos de hidréxido
de sodio debido a su poder oxidante ya que, el hipoclorito de sodio reacciona con el

agua generando iones hidroxilo y oxigeno.

De las dos muestras arqueolédgicas que sobrevivieron a la exposicién durante 28
dias una de ellas conservd su estructura original y la otra practicamente se

destruyo.

En ambas es muy llamativo que presenten una region ausente de tincion en el
limite de los fragmentos, es decir, en las zonas expuestas directamente sobre el
medio. La degradacion de las fibras de colageno es tal que la tincién no se ha
podido llevar a cabo es esta franja. La muestra mejor conservada presenta una
tincidn mas acusada y definida de dentro a fuera y en el contorno del corte

histolégico.
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Esta muestra presenta también una ausencia completa de la cortical y del limite
interno del hueso con un borde sinuoso. En el interior se observan las estructuras
Oseas en buen estado de conservacion. La linea de cemento sufre un incremento de
la porosidad, pero de tamafio de poro menor al observado en los otros medios
analizados. Existen otras regiones que si estan mas alteradas por la intrusion del
medio. La propia estructura interna del hueso actiia como freno a la entrada del
hipoclorito de sodio que se limita a actuar principalmente en las zonas expuestas.
En aquellos lugares donde puede penetrar mejor fisicamente, como son los canales
de Havers y de Volkmann, actiia degradando las paredes de los mismos. En la

mayoria de ellos esta presente la franja descolorida alrededor de ellos.

En la muestra que presenta una mayor degradacién se puede observar que gran
parte de los fragmentos de huesos conservados contienen osteonas, e incluso el
bandeado de las laminillas y las lagunillas osteociticas preservados en su interior.
Algunos son restos de osteonas separadas unas de otras por disolucién de la linea
de cemento que las unia. La tincion de los fragmentos es heterogénea debido a la

ausencia de colageno.

Por lo que se puede observar el medio estd actuando de dos maneras, por un lado,
actiia como solucion alcalina sobre las estructuras internas del hueso, preservando
la fase mineral y, por otro lado, actia con mayor agresividad sobre el colageno mas

expuesto (Tartari et al, 2016; Guevara, 2014; Baker, 1947).

Ensayo en un medio de NaClO (hipoclorito de sodio, lejia) durante

varios dias

La supervivencia de las muestras expuestas durante 2, 3, 4, 9 y 11 dias en un medio
de hipoclorito de sodio esta restringida a unos pocos fragmentos de cada una de
ellas. El efecto de la lejia es semejante al observado en las muestras anteriores.
Todos los fragmentos presentan la decoloracion de sus bordes y el interior de los

canales mas degradados.
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Como ya se ha comentado las estructuras internas del hueso se conservan gracias a
que el hipoclorito, al tratarse de una base débil, no actia directamente sobre la
hidroxiapatita. La fractura de las fibras de colageno por la hidrélisis de sus cadenas
hace que el hueso literalmente se rompa o se fragmente. También esta influido por
el efecto de la efervescencia producida por la reacciéon quimica que ayuda a su
desintegracion (Guevara, 2014). A la vez la estructura molecular impide que el
medio actie sobre toda la muestra. La intrusion limitada del hipoclorito de sodio
dentro del hueso aumenta a medida que aumenta el tiempo de exposiciéon de la

muestra (Turner-Walker, 2007).

Ensayo en un medio de H:0: (perdoxido de hidrogeno, agua

oxigenada) durante 26 dias

La experimentacion con un medio de per6xido de hidrégeno también mostro
resultados muy significativos. La introduccién del hueso en el medio produjo una

efervescencia leve que también contribuy6 a la degradacién de la muestra.

Los cortes histolégicos de las muestras contemporaneas presentaron resultados
diferentes posiblemente debido a la naturaleza de los huesos. La primera muestra
analizada contiene multitud de poros esféricos producidos por la accién del
oxigeno liberado. A mayor aumento, en algunos fragmentos, se reconocen algunas
estructuras como laminillas osteonales y masas de colageno de aspecto reticulado.
En el resto de fragmentos el colageno forma una masa sin definicién, de apariencia
desnaturalizada. La accién del peroxido de hidrégeno actia principalmente sobre

la matriz mineral del hueso dejando al colageno aglutinado (Tanizawa, 2005).

La segunda muestra contemporanea analizada conserva las estructuras internas
pero muy alteradas. La accidn del peroxido de hidrégeno comienza en las regiones
de hueso mas expuestas. Esta conduce a la disolucién de la matriz mineral del
hueso dejando una masa reticulada de colageno. Las osteonas presentes también
tienen afectada su estructura interna como consecuencia de la separacion de las
fibras de colageno de la hidroxiapatita a la que estaban fuertemente unidas. A

mayor aumento se puede observar como las osteonas se han separado de las
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adyacentes por la eliminacion de la linea de cemento (Turner Walker y Mays,

2007).

En las dos muestras arqueoldgicas la degradacion es similar a la observada en la
primera muestra contemporanea. La disolucion de la fase mineral por parte del
perdxido de hidrégeno actda liberando al colageno de la matriz que adquiere un
aspecto reticulado y sin forma definida. La accion del oxigeno liberado sobre el
corte histolégico aumenta la porosidad de la muestra a la vez que acelera su

destruccién (Drozdz et al. 1988).

Discusion de los aspectos generales

El método histoldgico aplicado para la determinacién de los efectos que producen
los distintos medios analizados puede llegar a ser una herramienta eficaz para el

andlisis tafondmico forense.

Durante la experimentacién se ha podido comprobar que el material
contemporaneo utilizado por sus caracteristicas moleculares y estructurales
responde muy bien a las expectativas buscadas. Aunque la historia tafonomica de
los restos arqueologicos es desconocida, al tratarse de huesos que no tienen una
gran antigiiedad, ha permitido que las estructuras internas se conserven en buen
estado. La cantidad de matriz organica y mineral no ha sido alterada
significativamente respecto de los mismos huesos en estado fresco. La
intervencion de los microorganismos, principales actores en la descomposicion del
esqueleto, es probable que se haya dado, pero en las muestras analizadas antes de

comenzar la experimentacion fue minima.

La posibilidad de utilizar en futuras investigaciones huesos frescos de cadaveres
cedidos a la investigacion o a la docencia permitird descartar completamente o en
gran medida la accién de los microorganismos. Para este trabajo nos hemos
basado en los criterios de investigacion actualista que nos permiten discernir de la

accion microbiana.
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El protocolo propuesto para el tratamiento histolégico de las muestras ha
permitido la obtencion de varios centenares de cortes histoldgicos utiles para el
analisis. Aunque el uso de la parafina como sustrato para confinar las muestras
antes del corte en el microtomo esté desechado en la investigacion
“paleotafondémica”, creemos que para el analisis de muestras forenses es el mas
adecuado por tratarse de un método rapido y econdmico. Ademas, es el protocolo
utilizado diariamente para el estudio 6seo en laboratorios de experimentacion de

regeneracion de tejidos.

El uso de la tincién por el método del Tricromico de Masson ha permitido la lectura
de los efectos producidos sobre la muestra. Al contener un colorante especifico
para el coldgeno tipo I de los huesos (verde luz) ha actuado como un buen
indicador de la fase organica preservada en el hueso ayudando a discernir aquellas

zonas que han sufrido alteraciones en las fibras de colageno.

La eleccidn de las estructuras 6seas para su analisis cualitativo ha sido acertada ya
que, como se ha demostrado a lo largo de la Tesis Doctoral, han permitido
comprobar mediante las técnicas histoldgicas los cambios que producen en los

diferentes experimentos.

El andlisis de las imagenes para cuantificar el area degradada de cada muestra de
hueso mediante el uso de la herramienta de tratamiento de fotografias Adobe

Photoshop® ha permitido obtener datos utiles para los objetivos propuestos.

Los ensayos con los diferentes medios han permitido detectar los cambios
moleculares sobre las estructuras o6seas, abriendo la puerta a futuras
investigaciones aplicadas a la identificacion de agentes tafondmicos en materia

legal.

A modo resumen se muestran los efectos producidos por los medios utilizados

sobre las estructuras éseas de los cortes histolégicos analizada en la tabla 2.
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CORTICALY

. LINEA DE . LAGUNILLAS CANAL DE RETICULACION ,
ENSAYO LIMITE CAVIDAD CANALICULOS . LAMINILLAS . TINCION POROSIDAD
CEMENTO OSTEOCITICAS HAVERS COLAGENO
MEDULAR
Se conservan bien Incrementada en
Preliminar Alterados. Alteradas.
Degradaciény Degradada. unidas. Algunas Conserva su lineas de cemento
Acético- Aumentan de Aumentan de Si. Leve. Homogénea
separacion. Porosidad. comienzan a tamafio natural. y espacios
Acetato tamafio. tamafio.
separarse. intersticiales.
Matriz mineral Incrementada en
Acético- Alterados. Alteradas. Si. Grave en los Pasa de
Degradacién Degradada. desaparecida. Se reduce de lineas de cemento
Acetato pH Desaparecen a Desaparecen a las ultimos tiempos de Homogénea a
gradual. Porosidad. Solo se conserva tamafio. y espacios
3.8 las 8 horas. 8 horas. exposicion. heterogénea.
el colageno. intersticiales.
Matriz mineral Incrementada en
Acético- Alterados. Alterados. Si. Grave en los Pasa de
Degradacién Degradada. desaparecida. Se reduce de lineas de cemento
Acetato pH Desaparecen a Desaparecen a las ultimos tiempos de Homogénea a
gradual. Porosidad. Solo se conserva tamafio. y espacios
5.5 las 56 horas. 56 horas. exposicion. heterogénea.
el colageno. intersticiales.
Alteradas. Se
Se conservan No. Separacién de las Incrementada en
Alterados. Alterados. separan unas de Homogénea. Mas
NaOH Degradacion por Degradada. enteros o laminillas por lineas de cemento
Saturacion Aumentan de otras con mayor intensa en linea de
12,5M regiones. Porosidad. desaparecen por degradacién de las y espacios
temprana. tamafio. tiempo de cemento.
degradacion. fibras de colageno. intersticiales.
exposicion.
Incrementada en
Se conservan No. Separacio6n de las lineas de cemento,
Alteradas. Se Homogénea. Mas
NaOH 0,1M | Degradaciénen Degradada. Alterados. Alteradas. enteros o laminillas por espacios
separan unas de leve en la muestra
varios dias fragmentos. Porosidad. Porosidad. Porosidad. desaparecen por degradacién de las intersticiales,
otras. mas degradada.
degradacién. fibras de colageno. lagunillas y
canaliculos.
CON.: Poco CON.: Intacta. | CON.: Intactos. CON.: Intactas. CON.: Bien CON.: Homogénea.
NaOH Conserva su CON.: No. CON.: Ninguna.
degradada. ARQ.: ARQ.: ARQ.: Alterados. ARQ.: Alteradas. conservadas. ARQ.: Homogénea
0,05M tamario natural. ARQ.: Leve. ARQ.: Alta.

Fragmentados

Degradada.

Porosidad.

Porosidad.

ARQ.: Alteradas.

pero mas leve.
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por distintos Porosidad.
sitios.
CONT.: Poco
CONT.: CONT.:
degradada. ARQ.: CONT.: Intactos. CONT.: Intactas. CONT.: Bien
Intacta. ARQ.: Conserva su CONT.: No. Homogénea. CONT.: Ninguna.
NaOH 0,1M | Fragmentados ARQ.: Alterados. ARQ.: Alteradas. conservadas.
Degradada. tamafio natural. ARQ.: Leve. ARQ.: Homogénea | ARQ.: Alta.
por distintos Porosidad. Porosidad. ARQ.: Alteradas.
Porosidad. pero mas leve.
sitios.
CONT.: No.
Se conservan CONT.:
Degradada. CONT.: Intactos. CONT.: Intactas. Alteradas. Se ARQ.: Separacién de
enteros o Homogénea.
NaOH 1M Destruidos. Alta ARQ.: Alterados. ARQ.: Alteradas. separan unas de las laminillas por Alta porosidad.
desaparecen por ARQ.: Homogénea
porosidad. Porosidad. Porosidad. otras. degradacion de las
degradacion. pero mas leve.
fibras de colageno.
Algunos se Heterogénea.
conservan en su Tincién
Alterada.
NacClO 28 estado natural y decolorada en el
Destruidos. Porosidad Intactos. Intactas. Intactas. No. Leve.
dias otros son margen externo
leve.
altamente de la muestray
degradados. fragmentos.
Heterogénea.
Tincién
Alterados.
NaClo decolorada en el
Destruidos. Intactos. Intactos. Intactas. Intactas. Aumentan de No. Ausente.
varios dias margen externo
tamafo.
de lamuestray
fragmentos.
Si. Pero aspecto
H20: 26 Alterados. Alteradas. Alteradas. Alteradas. Ausentes.
Destruidos. desnaturalizado. No Heterogénea. Presente.
dias Ausentes. Ausentes. Ausentes. Ausentes. Destruidos.

se conserva reticula.

Tabla 2. Resumen de los resultados cualitativos obtenidos durante los ensayos
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Se ha podido comprobar que las muestras sumergidas en medios acidos, como el
tampoOn acético-acetato, sufren una disolucion de la hidroxiapatita dando como
resultado un corte histologico con todas las estructuras internas alteradas. Siendo
la caracteristica mas llamativa el aspecto reticulado que adquieren las fibras de
colageno que conforman las laminillas concéntricas de las osteonas. El incremento
de la porosidad es notable, alrededor de los complejos osteonales y de los espacios

intersticiales.

Las muestras expuestas en un medio alcalino como el hidréxido de sodio
presentan una alteracion diferente que las del medio acido. Esta alteraciéon esta
mediada por la rotura de las cadenas de aminoacidos de las fibras de colageno. La
muestra tiende a disgregarse en fragmentos de diferente tamafio como
consecuencia de la alta porosidad aparecida en las lineas de cemento y espacios

intersticiales.

Como se comentd anteriormente la unidén entre las osteonas adyacentes se
produce por la linea de cemento, aislando los espacios intersticiales formados por
los restos osteonas primarias. Esta linea de unién ha presentado una gran
alteracion, tanto en los medios acidos como en los alcalinos, por lo que se deduce
que la interaccion quimica entre la fase mineral y la organica es mas laxa que en el
interior de los complejos osteonales, siendo a su vez una de las zonas que mas

degradada.

El hipoclorito de sodio en contacto con el hueso produce su destruccion, pero de
manera diferente al resto de medios experimentados. La penetracion del medio se
realiza poco a poco dependiendo de la capacidad de flujo por los canales naturales
de las estructuras del hueso. Esta intrusion degrada poco a poco la fase organica y
la inorganica. Como resultado se obtiene un area sin tefiir alrededor de los
fragmentos de hueso conservados que aumenta en grosor a medida que lo hace el
tiempo de exposiciéon. El resto de las estructuras internas del hueso no sufren

alteraciones llamativas.
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El peréxido de hidrégeno en contacto con el hueso es muy destructivo. Su accion se
centra sobre todo en la fase mineral. La disolucién de la hidroxiapatita, junto con la
efervescencia producida en la reaccién, da como resultado una masa globosa, a

veces reticulada, de colageno.

Por motivos temporales no fue posible incluir el desarrollo de otros experimentos
disenados para esta Tesis Doctoral. Entre otros se establecié un protocolo para
comprobar la reaccién de una muestra de hueso seco en dos climas diferentes
(seco extremo y humedo extremo), gracias a la colaboracién del departamento de
Tafonomia del Museo Nacional de Ciencias Naturales-CSIC este ensayo se
encuentra en proceso de elaboraciéon. También se disefiaron otros ensayos para
comprobar el efecto de acido nitrico, la capacidad de penetracién de 6xidos de
hierro, el efecto de acido clorhidrico sobre la superficie de la cortical del hueso y la

reaccion 6sea de las muestras de hueso frente a cambios radicales de temperatura.

Aunque el tamafio muestral utilizado es relativamente bajo, los resultados
obtenidos son bastante significativos. Seria conveniente repetir los ensayos de
nuevo junto con nuevas muestras de diferentes huesos para comparar los
resultados obtenidos. También seria conveniente comenzar nuevos ensayos, tanto
en condiciones controladas como azarosas, en diferentes medios para ampliar el

registro tafondmico sobre una muestra contemporanea.
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10. CONCLUSIONES
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El protocolo propuesto para la investigacion histologica, aplicado en
Antropologia Forense, para comprobar las alteraciones que causan los
agentes intrinsecos y extrinsecos que determinan las condiciones
tafonomicas, cumple con las expectativas iniciales de esta tesis. Ayuda a
comprender los cambios estructurales que se dan como consecuencia de la

alteracion de la fase organica e inorganica del hueso.

La metodologia aplicada en condiciones controladas de laboratorio, para el
analisis de los efectos que causan los agentes ambientales que afectan a la
estructura y composicién de los restos 6seos humanos ha permitido
obtener resultados cualitativos y cuantitativos especificos para
determinadas situaciones. Es, por tanto, un buen método para el estudio

histolégico de muestras contemporaneas.

Las muestras de origen contemporaneo seleccionadas para la realizacion de
la experimentacion, han demostrado ser un material de estudio muy util al
no haber sufrido una exposicién prolongada a los agentes tafonémicos. En
el futuro seria conveniente ampliar el registro de ensayos, en condiciones

controladas de laboratorio, en diferentes medios y con distintos huesos.

La exposicion de una muestra de hueso seco a un medio acido en diferentes
tiempos afecta la fase mineral del hueso alterando las estructuras internas.
La disolucién de la hidroxiapatita da como resultado: una destrucciéon la
cortical y del limite de la cavidad medular; un aumento generalizado de la
porosidad en torno a la linea de cemento de las osteonas y de los espacios
intersticiales de las osteonas adyacentes; y la reticulacion del colageno de

los complejos osteonales.

La exposicién de una muestra de hueso seco a un medio alcalino a diferente
molaridad y tiempos afecta principalmente a la fase organica de hueso
alterando las estructuras internas. La hidrolisis de los enlaces peptidicos del
colageno da como resultado: la rotura y separacién por capas de la cortical
y del limite de la cavidad medular; un aumento generalizado de la

porosidad y del tamafio de los poros sobre la linea de cemento y de los
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espacios intersticiales de las osteonas primarias y la separacion en capas de

las laminillas osteonales.

Los efectos a la exposiciéon de una muestra de hueso seco a un medio de
hipoclorito de sodio dependen principalmente de la capacidad de flujo por
los canales naturales de las estructuras 6seas. El hipoclorito de sodio actiia
conjuntamente sobre la fase organica y mineral del hueso en aquellos
lugares donde el hueso estd mas expuesto. La tinciéon por la técnica del
Tricrémico de Masson muestra un borde externo de la muestra sin tefiir por

ausencia de colageno.

El pero6xido de hidrégeno en contacto con una muestra de hueso seco tiene
una accion muy destructiva. Las muestras expuestas en este medio

sufrieron una alta degradacidn de sus estructuras internas.
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Anexo 1

Anadlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

CON1150 |3 16410 5470 860725

min

ARQ1270 |3 14170 4723,333333 8176826,333

min

CON 2270 |3 31565 10521,66667 16108158,33

min

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 59697516,67 | 2 29848758,33 3,561095558 0,095594889 5,14325285
grupos

Dentro de 50291419,33 6 8381903,222

los grupos

Total 109988936 8

Tabla 1. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo preliminar con acético-

acetato durante 150 y 279 minutos.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

ARQ 1270 3 14170 4723,333333 | 8176826,333

min

CON 2 270 3 31565 10521,66667 | 16108158,33

min

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de | Promedio de F Probabilidad | Valor critico

las cuadrados libertad los cuadrados para F

variaciones

Entre 50431004,17 | 1 50431004,17 | 4,153266297 | 0,11120168 | 7,708647422
| grupos

Dentro de 48569969,33 | 4 12142492,33

los grupos

Total 99000973,5 5

Tabla 2. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo preliminar con acético-
acetato de las muestras arqueolégica y contemporanea durante 270 minutos de

exposicidn.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1 HORA 3 55,12223407 | 18,37407802 | 60,74614522

6 HORAS 3 140,7852159 | 46,92840531 | 76,70172783

8 HORAS 3 161,8091016 | 53,93636721 | 33,07502095

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de Promediode | F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados libertad los cuadrados para F
variaciones

Entre 2129,137549 | 2 1064,568775 | 18,72890055 | 0,002631786 | 5,14325285
grupos

Dentro de 341,045788 6 56,84096467

los grupos

Total 2470,183337 | 8

Tabla 3. Andlisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con acético-acetato a pH

3.8 durante 1, 6 y 8 horas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

8 HORAS 3 5585 1861,666667 | 3711905,333

24 HORAS | 3 6071 2023,666667 | 1003874,333

32 HORAS | 3 24421 8140,333333 | 3808670,333

48 HORAS | 3 57461 19153,66667 | 5030097,333

56 HORAS | 3 83021 27673,66667 | 29868476,33

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 1541357124 4 385339281,1 | 44,37038793 | 2,47521E-06 | 3,478049691
grupos

Dentro de | 86846047,33 | 10 8684604,733

los grupos

Total 1628203172 14

Tabla 4. Andlisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con acético-acetato a pH

3.8 durante 8, 24, 32,48 y 56 horas.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

CON 1]3 24,47861138 | 8,159537125 | 3,455889761

HORA

CON 213 21,43725567 | 7,145751891 | 2,277084529

HORAS

CON 313 35,48809457 | 11,82936486 | 8,412496074

HORAS

CON 4|3 41,32951761 | 13,77650587 | 12,82577099

HORAS

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados de | Promedio de | F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados libertad los cuadrados para F
variacione

s

Entre 86,80516563 | 3 28,93505521 | 4,291245602 | 0,044169735 | 4,066180551
grupos

Dentro de | 53,9424827 8 6,742810338

los grupos

Total 140,7476483 | 11

Tabla 5. Andlisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 12,5M en una
muestra contemporanea durante 1, 2, 3 y 4 horas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

ARQ 1|3 103,3817781 | 34,46059268 | 122,0059946

HORA

ARQ 213 155,7320016 | 51,91066719 | 6,00754499

HORAS

ARQ 3|3 177,4853637 | 59,1617879 | 25,05745182

HORAS

ARQ 413 111,707162 37,23572065 | 22,96008765

HORAS

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados de | Promedio de | F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados libertad los cuadrados para F
variacione

s

Entre 1253,280535 | 3 417,7601783 | 9,492873202 | 0,005167927 | 4,066180551
grupos

Dentro de | 352,0621581 | 8 44,00776977

los grupos

Total 1605,342693 | 11

Tabla 6. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 12,5M en una
muestra contemporanea durante 1, 2, 3 y 4 horas.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

5 DIAS 3 33532 11177,33333 16028504,33

7 DIAS 3 40892 13630,66667 13234472,33

11 DIAS 3 48248 16082,66667 123266,3333

13 DIAS 3 62231 20743,66667 10938441,33

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor  critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 149945900,3 3 49981966,75 | 4,957952438 | 0,03122492 4,066180551
grupos

Dentro de | 80649368,67 | 8 10081171,08

los grupos

Total 230595268,9 11

Tabla 7. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,1M en una
muestra contemporanea durante 5, 7, 11 y 13 dias.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 3 18466 6155,333333 | 1663204,333

0,05M CON

NaOH 3 33884 11294,66667 | 35189646,33

0,05M

ARQ1

NaOH 3 72471 24157 28012023

0,05M

ARQ2

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 515912368,7 2 257956184,3 11,93047191 0,008112284 5,14325285
grupos

Dentro de | 1297297473 | 6 21621624,56

los grupos

Total 645642116 8

Tabla 8. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,05M para las

tres muestras durante 24 horas.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 0,1M | 3 39385 13128,33333 | 2157280,333

CON

NaOH 0,1M | 3 41359 13786,33333 25814490,33

ARQ1

NaOH 0,1M | 3 45243 15081 12936469

ARQ2

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 5922032,889 2 2961016,444 0,217145724 0,810870619 5,14325285
grupos

Dentro de | 81816479,33 | 6 13636079,89

los grupos

Total 87738512,22 8

Tabla 9. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,1M para las

tres muestras durante 24 horas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 1M |3 44434 14811,33333 35070100,33

CON

NaOH 1M |3 36899 12299,66667 | 4482225,333

ARQ1

NaOH 1M |3 107963 | 35987,66667 | 22645414,33

ARQ2

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 1015866907 | 2 507933453,4 | 24,49928824 | 0,001298373 5,14325285
grupos

Dentro de | 124395480 6 20732580

los grupos

Total 1140262387 | 8

Tabla 10. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 1M para las

tres muestras durante 24 horas.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 3 18466 6155,333333 1663204,333

0,05M CON

NaOH 0,1M | 3 39385 13128,33333 2157280,333

CON

NaOH 1M | 3 44434 14811,33333 35070100,33

CON

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 126381554 2 63190777 4,874504485 0,055296044 5,14325285
grupos

Dentro de | 77781170 6 12963528,33

los grupos

Total 204162724 8

Tablal1l. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,05M, 0,1M y

1M para muestra contemporanea durante 24 horas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 3 33884 11294,66667 | 35189646,33

0,05M

ARQ1

NaOH 0,1M | 3 41359 13786,33333 | 25814490,33

ARQ1

NaOH 1M | 3 36899 12299,66667 | 4482225,333

ARQ1

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 9428605,556 2 4714302,778 0,215967232 0,811762377 5,14325285
grupos

Dentro de | 130972724 6 21828787,33

los grupos

Total 140401329,6 | 8

Tabla12. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,05M, 0,1M y

1M para muestra arqueoldgica 1 durante 24 horas.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

NaOH 3 72471 24157 28012023

0,05M

ARQ2

NaOH 0,1M | 3 45243 15081 12936469

ARQ2

NaOH 1M | 3 107963 | 35987,66667 | 22645414,33

ARQ2

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 659427160,9 2 329713580,4 15,55401765 0,004227172 5,14325285
grupos

Dentro de | 127187812,7 | 6 21197968,78

los grupos

Total 786614973,6 8

Tabla13. Analisis de varianza de los datos obtenidos en el ensayo con NaOH 0,05M, 0,1M y

1M para muestra arqueolodgica 2 durante 24 horas.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

2 DiAS 27 644,15 23,85740741 | 57,78030456

3 DiAS 39 1180,99 | 30,28179487 334,2233941

4 DIAS 42 947,41 22,55738095 | 86,23110761

9 DIAS 53 1434,65 | 27,06886792 66,04466792

11 DiAS 52 144098 | 27,71115385 | 86,25548492

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Entre 1492,550453 4 373,1376133 3,035109617 0,018457452 2,415056673
grupos

Dentro de | 25571,60477 | 208 122,9404075

los grupos

Total 27064,15522 212

Tabla 14. Analisis de varianza de los datos obtenidos en las mediciones de la linea

descolorida de las muestras expuestas en NaClO 2, 3, 4,9y 11 dias.
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ANEXO 2

- Figura 1. Familia del osteoblasto.

- Figura 2. Estructura del tejido 6seo compacto. Adaptado de Frederick, 2015.

- Figura 3. Estructura del tejido dseo trabecular. Adaptado de Frederick, 2015.

- Figura 4. Estructura jerarquica del hueso humano.

- Figura 5. Ejemplo de corte histolégico generado sobre una muestra control de uno de los
€nsayos.

- Figura 6. Estructuras 6seas observadas en los cortes histolégicos.

- Figura 7. Secuencia del proceso de cuantificacién del porcentaje del area degradada sobre
un corte histolégico.

- Figura 8. Imagenes de los cortes histolégicos de las muestras control de hueso
contemporaneo, a 10 aumentos, obtenidas de cada uno de los ensayos en el orden de
presentacion de esta tesis.

- Figura 9. Imagenes de los cortes histolégicos de las muestras control de hueso
arqueolodgico, a 10 aumentos, obtenidas de cada uno de los ensayos en el orden de
presentacion de esta tesis.

- Figura 10. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

- Figura 11. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 5 aumentos.

- Figura 12. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

- Figura 13. Corte histol6gico de la muestra contemporanea expuesta durante 150 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

- Figura 14. Corte histoldgico de la muestra arqueolégica expuesta durante 270 minutos en
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

- Figura 15. Corte histoldégico de la muestra arqueolédgica expuesta durante 270 minutos en
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 5 aumentos.

- Figura 16. Corte histolégico de la muestra arqueolégica expuesta durante 270 minutos en
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

- Figura 17. Corte histolégico de la muestra arqueolédgica expuesta durante 270 minutos en
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

- Figura 18. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

- Figura 19. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

- Figura 20. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos

en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.
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Figura 21. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 270 minutos
en un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Figura 22. Grafico del porcentaje de degradacién analizado en las muestras del ensayo
preliminar en un medio de acético acetato a pH 5.5.

Figura 23. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.

Figura 24. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 25. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

Figura 26. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

Figura 27. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.

Figura 28. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 29. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 30. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 6 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 31. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 2 aumentos.

Figura 32. Corte histol6gico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 10 aumentos.

Figura 33. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

Figura 34. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 3.8 a 20 aumentos.

Figura 35. Gréafico del porcentaje de degradacién analizado en las muestras del ensayo en
un medio de acético acetato a pH 3.8.

Figura 36. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 37. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 38. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un
medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 39. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 8 horas en un

medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.
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Figura 40. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 41. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 42. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 43. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 44. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 45. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 46. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 47. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Figura 48. Corte histoldgico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 49. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 50. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

Figura 51. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 40 aumentos.

Figura 52. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 2 aumentos.

Figura 53. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 54. Corte histolégico de la muestra contemporanea
un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 10 aumentos.

Figura 55. Corte histolégico de la muestra contemporanea

un medio de acético-acetato a pH 5.5 a 20 aumentos.

expuesta durante 24 horas

expuesta durante 24 horas

expuesta durante 24 horas

expuesta durante 24 horas

expuesta durante 32 horas

expuesta durante 32 horas

expuesta durante 32 horas

expuesta durante 32 horas

expuesta durante 48 horas

expuesta durante 48 horas

expuesta durante 48 horas

expuesta durante 48 horas

expuesta durante 56 horas

expuesta durante 56 horas

expuesta durante 56 horas

expuesta durante 56 horas

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

Figura 56. Grafico del porcentaje de degradacidn analizado en las muestras del ensayo en

un medio acético acetato a pH 5.5.

Figura 57. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un

medio de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 58. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un

medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.
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Figura 59. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de hidréoxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 60. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 1 hora en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 61. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 62. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 63. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 64. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 65. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un
medio de hidroxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 66. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 67. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 68. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 69. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréoxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 70. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 5 aumentos.

Figura 71. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 72. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 73. Corte histologico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un
medio de hidréoxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 74. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 1 hora en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 75. Corte histolégico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 76. Corte histolégico de la muestra arqueolégica expuesta durante 1 hora en un

medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

241



Figura 77. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréoxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 78. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréoxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 79. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 80. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 2 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 81. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 82. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 83. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 84. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 3 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 85. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 2 aumentos.

Figura 86. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 10 aumentos.

Figura 87. Corte histolégico de la muestra arqueolégica expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 88. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica expuesta durante 4 horas en un
medio de hidréxido de sodio 12,5M a 20 aumentos.

Figura 89. Grafico con los porcentajes de degradacién de la muestra contemporanea
expuesta a un medio de NaOH 12,5M durante 1, 2, 3y 4 horas.

Figura 90. Grafico con los porcentajes de degradacidn de la muestra arqueolégica expuesta
aun medio de NaOH 12,5M durante 1, 2, 3 y 4 horas.

Figura 91. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 92. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 93. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 94. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 5 dias en un

medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.
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Figura 95. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un
medio de hidréoxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 96. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 97. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 98. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 7 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 99. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 100. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos

Figura 101. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 102. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 103. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 104. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 105. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 106. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 13 dias en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 107. Grafico del porcentaje de degradacién de una muestra en un medio de NaOH
0,1M durante 5,7, 11 y 13 dias.

Figura 108. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 109. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.

Figura 110. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 20 aumentos.

Figura 111. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 112. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 24 horas en

un medio de hidréoxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.
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Figura 113. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 114. Corte histoldgico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 2 aumentos.

Figura 115. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 10 aumentos.

Figura 116. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,05M a 20 aumentos.

Figura 117. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 118. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 119. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 120. Corte histoldgico de la muestra arqueolédgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 121. Corte histoldgico de la muestra arqueolédgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 122. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidroxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 123. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 2 aumentos.

Figura 124. Corte histologico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 10 aumentos.

Figura 125. Corte histologico de la muestra arqueolédgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 0,1M a 20 aumentos.

Figura 126. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 2 aumentos.

Figura 127. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 10 aumentos.

Figura 128. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.

Figura 129. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 2 aumentos.

Figura 130. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en

un medio de hidréxido de sodio 1M a 10 aumentos.
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Figura 131. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.

Figura 132. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 2 aumentos.

Figura 133. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 10 aumentos.

Figura 134. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 24 horas en
un medio de hidréxido de sodio 1M a 20 aumentos.

Figura 135. Grafico del porcentaje de degradaciéon de las tres muestras expuestas a
diferentes concentraciones molares de NaOH.

Figura 136. Grafico del porcentaje de degradacion de cada muestra expuesta a diferentes
concentraciones molares de NaOH.

Figura 137. Corte histologico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 138. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 139. Corte histologico de la muestra arqueolégica 1 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 140. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 141. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 142. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 143. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 144. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 28 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 145. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 146. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 147. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 148. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 2 dias en un

medio de hipoclorito de sodio a 40 aumentos.
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Figura 149. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 150. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 151. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 3 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 152. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 153. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 154. Corte histoldégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 155. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 4 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 156. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 157. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 10 aumentos.

Figura 158. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 159. Corte histoldgico de la muestra contemporanea expuesta durante 9 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 160. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 2 aumentos.

Figura 161. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 162. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 163. Corte histologico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 20 aumentos.

Figura 164. Corte histolégico de la muestra contemporéanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 40 aumentos.

Figura 165. Corte histolégico de la muestra contemporanea expuesta durante 11 dias en un
medio de hipoclorito de sodio a 40 aumentos.

Figura 166. Grafico del promedio del grosor de la franja descolorida observada en las

muestras tratadas con NaClO durante varios dias.
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Figura 167. Corte histolégico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en
un medio de peréxido de hidrégeno a 2 aumentos.

Figura 168. Corte histolégico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en
un medio de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.

Figura 169. Corte histolégico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en
un medio de peré6xido de hidrégeno a 10 aumentos.

Figura 170. Corte histolégico de la muestra contemporanea 1 expuesta durante 26 dias en
un medio de peré6xido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 171. Corte histolégico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en
un medio de pero6xido de hidrégeno a 2 aumentos.

Figura 172. Corte histoldgico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en
un medio de peré6xido de hidrégeno a 10 aumentos.

Figura 173. Corte histolégico de la muestra contemporanea 2 expuesta durante 26 dias en
un medio de pero6xido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 174. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 2 aumentos.

Figura 175. Corte histoldgico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 10 aumentos.

Figura 176. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 177. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 1 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 178. Corte histologico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 2 aumentos.

Figura 179. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 180. Corte histolégico de la muestra arqueolégica 2 expuesta durante 26 dias en un
medio de peréxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 181. Corte histolégico de la muestra arqueoldgica 2 expuesta durante 26 dias en un
medio de peroéxido de hidrégeno a 20 aumentos.

Figura 182. Efecto del medio acido sobre los complejos osteonales de una muestraalas 1, 6
y 8 horas

Figura 183. Detalle de las osteonas de cada una de las muestras expuestas en un medio
acido durante diferentes horas. De izquierda a derecha de arriba abajo aumentan los
tiempos de exposicidn.

Figura 184. Detalle de la afeccién del medio alcalino extremo observado en una regién de

una muestra arqueoldgica expuesta durante tres horas.
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