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Resumen: Este estudio tuvo como objetivo comparar dos métodos de desmineralizaciéon para evaluar
la efectividad de la cavitacion en la desmineralizaciéon de una matriz dsea bovina. Se caracterizaron sus
propiedades fisicoquimicas y mecanicas mediante diversas técnicas analiticas. Se utiliz6 microscopia
electrénica de barrido (SEM) para evaluar la morfologia, técnicas de desplazamiento de liquido para
medir la porosidad, espectroscopia infrarroja y difraccion de rayos X (DRX) para analizar las
caracteristicas estructurales, y un texturémetro para determinar las propiedades mecanicas. Ademas,
se realizaron una titulacion complejométrica para determinar el calcio remanente y pruebas
gravimétricas para cuantificar la pérdida de peso por desmineralizacién, comparando asi ambos
métodos.

Los resultados gravimétricos mostraron que la cavitacion eliminé un 60% del material inorganico,
frente al 40% logrado por el método convencional. La titulacién complejométrica reveld un contenido
de calcio remanente similar en ambos procedimientos, con aproximadamente un 0.02% al dia 6. La
porosidad de la matriz tratada con cavitacién fue significativamente mayor, alcanzando un 55%,
comparado con el 45% del método sin cavitacion. No obstante, las mediciones de dureza resultaron
muy dispersas, por lo que se descartaron por falta de precision.

En conclusion, la desmineralizacion mediante cavitacion resulté ser mas eficiente, con una mayor
pérdida de material inorganico y calcio, una reduccién de la dureza y un incremento de la porosidad
en comparacion con el método convencional. Las técnicas gravimétricas, de analisis de porosidad y la
titulacion complejométrica fueron las mas efectivas para comparar los procesos, con una duracion de 6
a9 dias.

Los hallazgos no solo evidenciaron mejoras en porosidad y reduccién de tiempos de tratamiento con
cavitacién, sino que también destacaron parametros clave para la integracion y estabilidad de
implantes 6seos. Por tanto, la cavitacion podria representar un avance significativo en los tratamientos
clinicos para la restauracion de tejidos dseos.

Palabras clave:: Desmineralizacion; Cavitacion; Matriz 6sea desmineralizada; Propiedades Mecanicas,
Caracteristicas estructurales.

1. INTRODUCCION

El tejido déseo es el segundo mas trasplantado en el ser humano, y su demanda ha aumentado
considerablemente, especialmente en regiones con una poblaciéon envejecida. Las personas mayores
suelen experimentar mas fracturas y defectos 6seos debido a la fragilidad 6sea y enfermedades
relacionadas con la edad, lo que genera una mayor necesidad de tratamientos y alternativas de
reemplazo 6seo [1,2,3].
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Existen varias opciones para suplir estas necesidades, como los autoinjertos, en los cuales se transfiere
hueso del mismo paciente de una parte del cuerpo a otra. Aunque este método presenta alta
biocompatibilidad, esta limitado por la cantidad de tejido disponible y la posibilidad de causar dolor y
complicaciones en el sitio donante. Los aloinjertos son otra opcién, y consisten en hueso proveniente
de otro individuo de la misma especie, generalmente de donantes cadavéricos. Aunque los aloinjertos
eliminan la necesidad de un segundo procedimiento quirdrgico en el paciente, existen riesgos
asociados con la transmision de enfermedades y la compatibilidad inmunoldgica [4]. Por ultimo, los
xenoinjertos involucran la transferencia de tejido de otra especie, como tejido bovino o porcino, hacia
un receptor humano. Este tipo de injerto tiene sus propias limitaciones, como una mayor posibilidad
de rechazo y problemas inmunoldgicos.

Ante esta problematica, surge la matriz 6sea desmineralizada (MOD) como una solucién prometedora.
La MOD se obtiene mediante la eliminacién de la fraccién mineral del hueso, lo que deja una matriz
principalmente compuesta por colageno, util para la regeneracion osea. Este tipo de matriz es
empleada en diversas aplicaciones ortopédicas y de medicina regenerativa, pues conserva las
propiedades bioquimicas que promueven el crecimiento y la reparacion del hueso [5]. Sin embargo, los
métodos convencionales para obtener MOD, como el tratamiento con acidos, presentan ciertas
limitaciones. Aunque este enfoque es biocompatible y no provoca una respuesta inmunoldgica
significativa, su principal desventaja es la degradacion de componentes importantes de la matriz, como
glicoproteinas y proteoglicanos, que son esenciales para la estructura y funcién del tejido éseo [3,6].

Con el fin de mejorar la calidad de la matriz dsea y optimizar el proceso de desmineralizacién, se
propone un nuevo enfoque basado en la cavitacién asistida por acido. La cavitacién es un proceso
fisico en el cual se generan burbujas de gas en un liquido bajo condiciones de baja presion, lo que
provoca la desintegracién de los materiales circundantes cuando las burbujas colapsan. En el contexto
de la desmineralizacion dsea, la cavitacion tiene el potencial de acelerar el proceso de eliminacion de la
fraccion mineral, al tiempo que preserva la calidad de la matriz organica [7]. Esta técnica, que ain no
ha sido explorada extensivamente, podria reducir tanto el tiempo como los costos de produccién,
haciendo el proceso mas eficiente y conservando la estructura y funcionalidad de la matriz 6sea.

Este estudio se enfoca en evaluar la eficacia del método de cavitacion para obtener MOD en
comparacion con los métodos convencionales. Los principales parametros evaluados fueron la calidad
y cantidad de matriz producida, asi como la duracién del proceso. Se investigaron factores clave que
influyen en la eficacia del método, como la intensidad de la cavitacion y el tiempo de exposicion al
acido, con el objetivo de identificar las condiciones 6ptimas para mejorar el producto final. En esta
investigacion se utilizé fémur bovino como material de partida, ya que es un tejido comtinmente
empleado en la medicina regenerativa y las cirugias ortopédicas. El fémur bovino es un sustituto dseo
adecuado debido a su similitud estructural y propiedades mecanicas comparables a las del hueso
humano [10].

Ademas, es importante destacar que la MOD obtenida mediante cavitacion podria mejorar la
integracion y estabilidad de los implantes 6seos, lo que a su vez favorece la recuperaciéon de los
pacientes con defectos dseos. Si bien el método convencional ha sido efectivo hasta cierto punto, la
incorporaciéon de la cavitacion puede representar un avance significativo en el desarrollo de
biomateriales para la medicina regenerativa, proporcionando un material mas eficiente en términos de
regeneracion dsea y con menos complicaciones a largo plazo.

Este estudio busca contribuir al desarrollo de alternativas innovadoras y mas efectivas para suplir la
creciente demanda de injertos dseos en tratamientos médicos. Ademas, los resultados podrian tener un
impacto positivo en la regeneracion o6sea al proporcionar matrices con mejores propiedades
fisicoquimicas, lo que mejoraria la integracion de los implantes y reduciria el tiempo de recuperacion
de los pacientes.

1.1 OBJETIVOS

General

Desarrollar un protocolo para la generacion de una matriz dsea de origen bovino por cavitaciéon con
atributos mecanicos y fisicoquimicos adecuados para su aplicaciéon como alternativa en el tratamiento
de lesiones dseas.
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Objetivos especificos

Determinar las condiciones 6ptimas de desmineralizacion de una matriz 6sea de origen bovino en
funcion del tiempo empleando cavitacion.

Caracterizar la matriz 6sea desmineralizada de origen bovino obtenida mediante ensayos mecanicos y
fisicoquimicos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales y Equipos Utilizados:

Para este estudio, se utilizé hueso de fémur bovino, adquirido de un frigorifico local. Los reactivos
empleados incluyeron solucién de HCI al 30%, NaOH 6 M, EDTA (5 mg/25 ml) e hipoclorito de sodio
al 2%.

Los equipos y herramientas utilizados en este estudio comprendieron un sonicador QSONICA
SONICATORS para cavitaciéon, un durémetro PHARMAG INSTRUMENTS - EZ TAB para pruebas de
dureza, un texturémetro LAMY RHEOLOGY para la determinacién del médulo de Young, un
espectrometro IR ALPHA II marca BRUKER, un microscopio electrénico de barrido Dual Beam
SEM-FIB, y un difractometro de rayos X PANalytical modelo X'PERT PRO MPD. Para las pruebas
gravimétricas, se utilizé una balanza OHAUS con capacidad de 3000 g y precision de +0.01 mg.

El andlisis de datos se realizé utilizando la aplicaciéon R Estudio para Windows, Excel y software
especializado para analisis ANOVA.

2.2. METODOS

Protocolo para la generacion de una matriz 6sea de origen bovino por cavitacién con atributos
mecanicos y fisico quimicos adecuados

2.2.1 DESMINERALIZACION

Para hacer la comparacion de ambos métodos de desmineralizaciéon con un agente acido se adquirid
fémur bovino de un frigorifico el cual fue sometido a un corte para obtener cubos de 1cm por lado.
Luego se trat6 con solventes organicos (hexano y éter etilico) y con métodos mecanicos para remover
todo el contenido que no fuera hueso. Seguido a esto fue sometido a hipoclorito al 2% para eliminar

material microbiolégico y se lavo varias veces con agua destilada.

Para la determinaciéon del tiempo éptimo de desmineralizaciéon, en primer lugar, se propuso un
intervalo de tiempo entre uno y nueve dias para realizar la desmineralizacion [11]. Luego se realizé la
preparacion de una solucién de HCl al 0.5 N [12]. Seguido a esto se formaron 9 grupos de muestras de
hueso que contenian 30 cubos cada una. Se expuso cada uno de estos grupos a un intervalo de tiempo
diferente en el HCl a 20°C con agitacion cada 24 horas y algunos acompanados de cavitacion segun el

grupo, exceptuando la muestra control, la cual no se sometié a ningin tipo de desmineralizacion.

2.2.2 DESMINERALIZACION SIN CAVITACION

Los primeros cuatro grupos de las muestras de hueso (cada una de 30 cubos de 1cm x 1cm) fueron
depositados en HCI 0.5 N almacenado en frascos de vidrio de borosilicato 3.3 con agitacién suave cada
24 horas. Después de completar los dias de desmineralizacion de cada muestra (1, 3, 6 y 9 dias) se
retird el acido. Se removio el exceso de acido y minerales presentes en la muestra con dos lavados con
agua destilada. Luego de garantizar la completa remocion de los reactivos que se encontraban en el

hueso, los cubos se liofilizaron durante 24 horas.

2.2.3 DESMINERALIZACION CON CAVITACION
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Para los cuatro grupos de 30 cubos de hueso , se utilizaron los intervalos de tiempo de
desmineralizacion establecidos previamente, y los fragmentos de hueso se sumergieron en HCI 0.5N.
A continuacién, se empled la sonda ultrasonica QSONICA SONICATORS, llevando a cabo la
sonicacién con una amplitud del 50% y pulsos de 5 minutos hasta completar un tiempo total de 30
minutos de exposiciéon cada 24 horas [8,13]. Los intervalos de tiempo se definieron cuidadosamente
para evitar el sobrecalentamiento del equipo, ya que la sonda ultrasénica generaba energia en forma de
calor, lo que podria ocasionar una degradacion indeseada de la fase organica de la matriz dsea. Por
ello, la temperatura fue monitoreada constantemente con un termémetro, asegurando que no superara
los 50°C [13]. Al finalizar los dias de desmineralizacion de cada muestra, se elimind el exceso de acido,

y se continud con el procedimiento descrito anteriormente.

Abreviatura de la Descripcion Abreviatura de la Descripcion
muestra muestra
C Muestras control C1 Control
sin tratamiento de
desmineralizacion
DS1 Muestra D1 Muestra
desmineralizada desmineralizada por
por 1 dia pero sin 1 dia con cavitacion

aplicar cavitacion

DS3 Muestra D3 Muestra
desmineralizada desmineralizada por
por 3 dias pero sin 3 dias con cavitaciéon

aplicar cavitacion

DS6 Muestra D6 Muestra
desmineralizada desmineralizada por
por 6 dias sin 6 dias con cavitacion

aplicar cavitacion

DS9 Muestra D9 Muestra
desmineralizada desmineralizada por
por 9 dias pero sin 9 dias con cavitacion

aplicar cavitacién

Tabla 1 Definicién de las abreviaturas de cada uno de los grupos de las muestras de hueso .

2.4. CARACTERIZACION DE LA MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA DE ORIGEN BOVINO
MEDIANTE ENSAYOS FISICO QUIMICOS Y MECANICOS

Se caracterizé la matriz 6sea desmineralizada (MOD) de origen bovino por medio de pruebas como

gravimetria, prueba de dureza y la rigidez con las siguientes pruebas:
2.6. PRUEBA DE GRAVIMETRIA

Para estudiar la desmineralizaciéon ésea a través de la pérdida de peso, en primer lugar, se selecciond
un total de siete cubos de hueso por cada uno de los 9 grupos, conforme a los dias (0,1, 3, 6 y 9), al
proceso que se aplico (con cavitacion o sin cavitacion) y el grupo de las muestras control. De esta forma

se registraron los pesos dados por una balanza OHAUS con capacidad de 3000 g y precision de +0.01
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mg. Se realizé un promedio de los pesos obtenidos por cada grupo y entr6 a comparar versus los

controles, calculando el porcentaje de peso perdido conforme a los controles de hueso sin tratar.
2.7 PRUEBA DE DUREZA

Se sometieron las muestras de matriz 6sea desmineralizada (MOD) de cada grupo tratado y el grupo
control a una fuerza proporcionada un durémetro PHARMAG INSTRUMENTS - EZ TAB hasta que se
generd una deformacion o en algunos casos la ruptura del material en el durémetro. Se registré el valor
de la dureza en Newtons (N) sobre el area de la cara donde se aplicé la fuerza en el cubo de hueso,
asegurando que la matriz dsea desmineralizada (MOD) siempre contard con su cara mas uniforme
orientada en la misma direccién con respecto a la fuerza aplicada por parte del durémetro [14]. Se
efectu6 la medicion de la dureza en 7 muestras de la Matriz 6sea desmineralizada (MOD) en cubos por
cada grupo de tiempo definido y método de desmineralizacién junto con 7 del grupo control [14]. El
equipo reporta la fuerza en N que ejerce sobre un édrea determinada del material, por lo tanto,

tendriamos que él; calculo de la dureza para este caso se puede definir mediante la ecuacién:
Dureza=P/A

P: Fuerza aplicada en Newtons
A: Area sobre la cual se aplica la fuerza.
En donde se define el porcentaje de dureza a través de la comparacién que se realiza con la muestra

control y se calcula a través de esta férmula:

2.8 DETERMINACION DEL MODULO DE YOUNG

Para evaluar la rigidez de los cubos de matriz 6sea desmineralizada por grupo y el grupo control, se
realizé una prueba de compresion el cual empled un texturdmetro de marca LAMY RHEOLOGY a una
velocidad de 0.1mm/s y con una posiciéon de 70 mm. A continuacién, se describen los procedimientos y

calculos necesarios para determinar el médulo de Young de las muestras [15].
Preparacion de las muestras y configuracion del equipamiento:

e Preparacion de las muestras: Se prepararon cubos uniformes de las muestras y se registraron sus
dimensiones iniciales con precision.

e Configuracion del Texturémetro: El texturémetro se equipd con un accesorio de compresion
adecuado para la prueba. Se verificd y calibré el equipo para asegurar la precision de las
mediciones. En primer lugar, se selecciond el tipo de ensayo que se iba a realizar el cual fue
compresion directa, luego ajust6 a una velocidad de 0.1mm/s de desplazamiento. Todas las
muestras se midieron con la variable de fuerza en funciéon de la distancia.

e Posicionamiento de las muestras: Las muestras se humedecieron con agua destilada y se
posicionaron en la plataforma del texturéometro, asegurandose de que estuvieran adecuadamente
alineadas y fijadas para evitar cualquier movimiento durante la prueba, a continuacién, se

seleccion6 una fuerza inicial de 0.005N, la fuerza para 1 mm.
Procedimiento de la Prueba:

Durante la prueba de compresion, el texturémetro aplicé una fuerza controlada a las muestras y midid
la respuesta en términos de fuerza aplicada y deformacion. Estos datos permitieron calcular el médulo

de Young, que es una medida de la elasticidad del material [16].
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Calculo del Mddulo de Young:

e Medicidn de la Fuerza Aplicada: El texturémetro proporcioné datos sobre la fuerza aplicada a las
muestras. Esta fuerza se mide en newtons (N).

e Determinacién del Area de Aplicacion de la Fuerza: Se calcul el rea (A) sobre la cual se aplicd
la fuerza. El drea se midi6 en metros cuadrados (m?).

o A=LxL

e A=cm?x (m?/10000m?)

La tension se calculé empleando la férmula:
o=F/A
donde F fue la fuerza aplicada (en newtons) y A el drea (en metros cuadrados).

e Medicidn de la deformacion: Se midid el grosor de la muestra antes de aplicar cualquier fuerza
(Longitud inicial). Luego, se aplicé la fuerza correspondiente con el texturémetro y se midi6 la
nueva longitud de la muestra (Longitud final). La deformacién (€) se calculé a partir del cambio en
la longitud (AL) con respecto a la longitud inicial (LO)

Cambio de longitud:

e=AL/LO

Deformacion:

D=d(mm)/(L(mm)/10mm)

donde L es la longitud final y LO es la longitud original de la muestra.

e Calculo del M6dulo de Young: Con los valores de esfuerzo (o\sigmao) y deformacién
(e\epsilone) obtenidos, el médulo de Young (E) se determind mediante la siguiente férmula:

E=¢/o

El médulo de Young se expreso en Pascales (Pa) en el Sistema Internacional de Unidades [17][18].

Se repiti6 el proceso con siete muestras por cada intervalo de tiempo en cada uno de los métodos para

obtener un valor promedio y se tuvo en cuenta la variabilidad entre ellas.

Por otro lado, para cumplir completamente los objetivos también se caracterizaron parametros de
caracter fisicoquimico como el calcio remanente, la porosidad y grupos funcionales mayoritarios a

partir de espectroscopia IR.

2.9 TITULACION COMPLEJOMETRICA PARA DETERMINAR CALCIO REMANENTE

Para determinar el contenido de calcio en las muestras de hueso de manera mas exacta, se realizé una
titulacion complejométrica con EDTA. Se realizé el corte del hueso de tal manera que el peso
aproximado fuera de 400 mg de cada muestra de hueso, luego se realizé6 una digestién acida
empleando HCI 6 M. La digestion se llevo a cabo a 100 °C con agitacion a 130 rpm durante 20 minutos
en una plancha de calentamiento marca OHAUS GUARDIAN 5000[19]. Posteriormente, se enfrié la
solucién y se ajust6 el pH a entre 10 y 11 con NaOH 6 M. Se anadieron 3 gotas de Negro de Eriocromo
T como indicador y se titulé6 con EDTA (5mg/25 ml)) [20]. El punto final de la titulacién se identificd
por el cambio de color de rosa tenue a morado intenso, lo que permitié cuantificar el contenido de
calcio en las muestras.

La prueba se realizé por triplicado en un total de 27 muestras de hueso correspondientes al tiempo de

desmineralizacion y al método empleado (cavitado o sin cavitar), incluyendo las muestras control.
2.10 DETERMINACION DE LA POROSIDAD

Para llevar a cabo este estudio, se emplearon cuatro muestras de cubos desmineralizados mediante

cavitacién, las cuales fueron etiquetadas con los dias correspondientes a su proceso de
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desmineralizacion. Asimismo, se seleccionaron otras cuatro muestras obtenidas a través de la
desmineralizacion tradicional con acido, que se rotularon de la misma manera. Por altimo, se incluyd
una muestra control sin desmineralizar, que se etiqueté como CC. A continuacidn, se realizé un corte
en cada uno de los cubos para reducir su tamafio y permitir que encajaran en los picnémetros, los
cuales tenian una capacidad de 25 mL. Se establecieron cuatro pesos fundamentales: (w1) peso base de
la muestra, (W2) peso de la muestra mas PBS, (W3) peso del picnémetro vacio y (W4) peso total del

picnémetro con solucién PBS y muestra hiimeda [21].

En primer lugar, se pes6 la muestra seca. Luego los cubos de hueso se sumergieron en una solucién
buffer con pH 7.4 para su rehidratacion. Después de un tiempo de remojo, se retiraron los cubos, se
pesaron nuevamente para registrar el peso post-rehidratacion, indicando la cantidad de liquido
absorbido [21].

Los cubos de hueso fueron ubicados en el picnémetro lleno de buffer y se dejaron reposar durante 10
minutos. A continuacidn, se afiadié mas buffer hasta completar el volumen del picnémetro, y luego se
pesé el conjunto que incluia el hueso y el buffer. Se registraron tres medidas de peso: el del picnémetro
vacio, el del cubo rehidratado y el del picnémetro con el hueso sumergido en buffer. Este
procedimiento permitié determinar el porcentaje de porosidad de cada cubo, mediante el
desplazamiento de liquido, midiendo el volumen desplazado por el hueso poroso al sumergirlo en el
buffer.

p soporte humedo
PR =1 —— ) x100
p fibras de colageno

2.11 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La prueba de IR se realizé con un espectrémetro IR ALPHA II de la marca BRUKER, con el propésito
de determinar los grupos funcionales organicos que se encontraban en la muestra, y el analisis se
realizé6 en un espectrofotémetro a temperatura ambiente y presién constante en Bogotd. Las
mediciones para ambos casos se registraron en un intervalo de longitud de onda entre 4000-400 cm -!
[22].

El primer paso consistié en realizar una limadura del hueso, generando un polvo que se almacend en
tubos falcon para prevenir la absorcién de humedad. Posteriormente se llevaron a cabo 5 escaneos para
obtener cada espectro de IR analizando las muestras correspondientes al control, dia 9 sin cavitacion y

dia 9 con cavitacion.

2.12 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Esta prueba ayuddé a determinar la morfologia del hueso a través de la medicién de los poros
utilizando el microscopio electrénico de barrido Dual Beam SEM-FIB, configurado con un voltaje de
aceleracién de 10 kV, a una ampliacién de imagen de 100 X, una distancia de trabajo de 9.89mm y un
campo de visiéon 2.07. La estimacién del tamafio de los poros se realizé de manera independiente a
través de la aplicacion Image], y posteriormente se calcul6 el indice de polidispersidad. La ecuacion
utilizada para determinar este indice proporciona informacion sobre el grado de dispersion de los

poros entre si.

a
PDI = | ——
duu‘(liu
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o= corresponde a la desviacion estandar calculada con el area del poro

dmedio= Se obtiene mediante el promedio de las areas halladas

2.13 DIFRACCION DE RAYOS X

Para estudiar la cristalinidad de las muestras de hueso, se utilizé la difraccién de rayos X (XRD) con el
equipo MULTIUSOS MARCA PANalytical modelo X'PERT PRO MPD, configurado con la 6ptica de
Bragg-Brentano en una plataforma fija MPS, calibrada a un voltaje de 45 kV y una corriente de 40 mA.
El procedimiento comenzd con la preparacion de las muestras, que debian ser secadas y molidas hasta
obtener un polvo fino. Este polvo se utilizo para asegurar una distribucion uniforme y obtener

mediciones precisas.

Las muestras en polvo se posicionaron en un soporte adecuado para la difraccion y se introdujeron en
el difractometro de rayos X. Se ajusto el difractdmetro para realizar mediciones en el rango de angulos
20. Las mediciones de difraccion estaban alrededor de 40 a 60° 2 THETA 1.

2.14 ANALISIS ESTADISTICO CON ANOVA

El analisis estadistico se desarrolld a través de la comparaciéon de los resultados empleando un
analizador de varianza unidireccional denominado ANOVA. El analisis se realizé a través de una
aplicaciéon denominada R-Studio para Windows. El intervalo de confianza se ajusté a un 95%,

considerando de esta manera que p<0.05.
3. RESULTADOS
3.1 GRAVIMETRIA

En la figura 1 se presenta el porcentaje de desmineralizacion en funcién del tiempo para cada una de
las muestras, las cuales cuentan con una tendencia decreciente en funcién del tiempo y tipo de
tratamiento. La muestra control inicié con un 100% y finalizd, la muestra desmineralizada mediante
cavitacion en el dia 9 (D9) mostré6 un 40% de material desmineralizado, mientras que la muestra
correspondiente al dia 9 de desmineralizacién sin cavitaciéon (DS9) evidencié un 60% de hueso

remanente.

GRAVIMETRIA
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Figura 1: Gréfica de cajas y bigotes resultados de % peso remanente de las muestras
desmineralizadas frente a los controles de acuerdo a dias 0,1,3,6 y 9
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3.2 PRUEBA DE DUREZA

La figura 2 muestra los valores de dureza normalizada con respecto a la dureza inicial de los huesos
sin tratar, por ende se exponen como porcentajes de la caida de la dureza en las muestras
desmineralizadas. Cabe resaltar que el valor promedio de dureza inicial de los huesos sin tratar oscila
entre 16.9 N/cm” y 38.33 N/cm”.

DETERMINACION DE DUREZA
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w4 i cavitada |sin cavitar
;
i
< i
N o —_—
2 1 — °
=
[a]
)
== —_——
) O
= 8 = P
—— E . ] E " |
h 1
. e - B ] —
——
T T T T T T T T T
C D51 D1 Ds3 D3 DSé6 D6 Dsg D9
MUESTRA

Figura 2: Resultados de la dureza inicial comparada con la dureza de todas las muestras segun los
dias,1,3,6 y 9 de acuerdo con la metodologia expuesta

3.3 PRUEBA DE DETERMINACION DEL MODULO DE YOUNG
Los valores obtenidos para el proceso sin cavitacion oscilan entre 1X10°® y 4x10” mientras que en la
muestra con cavitacién oscilan entre 1x10® y 3x10” como se observa en la figura 3.

DETERMINACION MODULO DE YOUNG
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Figura 3: Determinaciéon del mdédulo de young de las muestras cavitadas y sin cavitar a través del tiempo.

3.4 TITULACION COMPLEJOMETRICA PARA DETERMINAR CALCIO REMANENTE

La figura 4 mostrada a continuaciéon permite observar el comportamiento de las muestras cavitadas
(Azul) y sin cavitar (naranja) en funcion de los dias de desmineralizacién de cada una de las muestras

y se observa una tendencia en la disminucién del porcentaje de calcio de las muestras.
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Figura 4: Porcentaje de calcio remanente por dia a muestras desmineralizadas sin cavitacion, ademas,
de la muestra control sin desmineralizar.

Sin Cavitacion Cavitado
Dias Desviacion Dias Desviacion
Estandar estandar
Control 1.537E-05 NA NA

Dial 1.266E-05 Dia 1l 1.006E-05
Dia 3 1.006E-05 Dia 3 6.071E-10
Dia 6 7.683E+06 Dia 6 1.047E-05
Dia 9 4.470E+05 Dia9 1.006E-05

Tabla 2: Promedio y Desviacion Estandar del Proceso de Desmineralizacion en Muestras Control,

Cavitadas y Sin Cavitar en prueba de determinacién del % de calcio remanente.

3.5 POROSIDAD

Los resultados de la prueba de porosidad se consignan en la figura 5 de las muestras de matriz 6sea
con y sin cavitacién por cada uno de los dias sometidos a desmineralizacion acompanado de la
muestra control para comparar, donde se evidencia claramente un aumento proporcional de la
porosidad que va desde un 30% hasta un 50% conforme se someten a mas dias de desmineralizacion.
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Figura 5: Grafica de cajas y bigotes resultados de porcentaje de porosidad en funcion del tiempo de

desmineralizacidn frente a los controles

3.6 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Se analizaron las muestras tratadas con cavitacion (b) y sin cavitacion (a) mediante Espectroscopia IR
para determinar los grupos funcionales presentes en los dos materiales, obteniendo las siguientes
bandas en 1634 cm™,1737 cm™, 1470 cm™, 1177 em!, 2010 cm™ y 2015 cm™.
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Figura 6: Espectro IR muestra sin cavitacion en funcion de los dias de

Tabla 3: Descripcion de la
seglin muestra control (azul agua
manzana), dia 3 (café), dia 6
(rosa)

desmineralizacion (0, 1, 3,6 y 9)

Muestra Colores
Control Azu
Dia 1 rojol
Dia 3 rosal
Dia 6 Gris
Dia 9 erde

relacion de colores
marina), dia 1 (verde
(amarillo) y dia 9
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Figura 7: Espectro IR muestra con cavitacién en funcion de los dias de desmineralizacién (0,1,3,6 y 9)

Colores
Control Verde
Dia 1 Rosal
Dia 3 Azul
Dia 6 cafe
Dia 9 rojo

Tabla 4: Descripcion de la relacién de colores segiin muestra control (Rojo), dia 1 (amarillo), dia 3
(rosa), dia 6 (azul agua marina) y dia 9 (verde manzana)

3.7 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La microscopia electronica de barrido permitié observar la superficie del hueso desmineralizado en
cada uno de los métodos, con cavitacion, sin cavitar y también la muestra control.

Los resultados de la tabla 5 muestran los valores obtenidos para las muestras en esta prueba, donde la
muestra control presenta un area promedio de 0.120 mm? y un didmetro promedio de 0.368 mm,
mientras la muestra sin cavitar tiene un area promedio de 0.068 mm? y un diametro promedio de 0.264
mm, y por otra parte muestra cavitada muestra un drea promedio de 0.010 mm? y un didmetro
promedio de 0.110 mm.

Muestra Area promedio Desviaciéon Diametro Desviacion
promedio estandar
Muestra control 0.120 0.080 0.368 0.134
Muestra sin cavitar 0.068 0.038 0.264 0.086

Muestra cavitada 0.010 3.221E-04 0.110 0.032
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Tabla 5 : Comparacion de los valores promedio de area y diametro, junto con sus respectivas
desviaciones estandar, para tres tipos de muestras: control, sin cavitar y cavitada.

Como se muestra en la tabla 5, a través del resultado de tamafio de poro se calculd el indice de
polidispersidad (IPD) donde la muestra control arrojé un valor de 2.821,la muestra sin cavitacion
1.035 y por ultimo la muestra cavitada un valor 1.6766.

@) (b) (©
Indice de polidispersidad: | Indice de polidispersidad: Sin Indice de polidispersidad:
Muestra control cavitacion Con cavitacion
2.821120272 1.035936227 1.676665934

Figura 8: (a) Microscopia electronica de barrido en funcién del tiempo de desmineralizacion muestra
control, (b) Microscopia electrénica de barrido en funcion del tiempo de desmineralizacion dia 9 sin
cavitacion, (c) Microscopia electronica de barrido en funcién del tiempo de desmineralizacion dia 9 con
cavitacion

3.8 ESPECTROSCOPIA DE RAYOS X DE DISPERSION DE ENERGIA (ERX)

En las figuras que se muestran a continuacion se registran los resultados arrojados por la prueba de
espectroscopia de rayos X, tanto las imagenes proporcionadas por el equipo de las distintas muestras
sometidas a la prueba como los graficos de la composiciéon porcentual de la superficie de las muestras.

S00ym

Figura 9: Mapa de composiciéon superficial de la matriz 6sea desmineralizada (muestra control).
Muestra la distribucion de componentes con diferentes colores naranja (calcio), amarillo(fésforo), rojo
(oxigeno) azul (carbono) y M3 (la muestra control) que indican variaciones en la concentracién de
elementos
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ot
Figura 10: Mapa de composicion superficial de la matriz 6sea desmineralizada (muestra cavitada).
Muestra la distribuciéon de componentes con diferentes colores naranja (oro), amarillo(cloro), rojo
(oxigeno) azul agua marina (carbono), azul oscuro(calcio), verde (nitréogeno) y M1 (la muestra control)
que indican variaciones en la concentracion de elementos
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Figura 11: Espectro de absorcion de la matriz 6sea desmineralizada (muestra cavitada). Presenta las
bandas de absorcion que indican la presencia y concentracion de elementos presentes en la matriz.

Figura 12: Mapa de composicion superficial de la matriz dsea desmineralizada (muestra sin
cavitacion). Muestra la distribucion de componentes con diferentes colores naranja (cloro),
amarillo(fésforo), rojo (oxigeno) azul (carbono) y M2 (la muestra sin cavitar) que indican variaciones
en la concentracion de elementos.
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Figura 13: Espectro de absorcién de la matriz dsea desmineralizada (muestra sin cavitar). Presenta las
bandas de absorcion que indican la presencia y concentracion de elementos presentes en la matriz.

Sin Cavitacion Cavitado
(%) Presente en Elemento (%)
Elementos la muestra Presente en
la muestra
86.080 C 79.290
C
N
(@] 13.60 4.900
P O
0.02 14.99
Cl P 0.12
0.19
Ca 0.10 Cl 0.52
NA NA Ca 0.53
NA 100 NA 100

Tabla 6:(a) Resultados obtenidos de la composicion superficial de la matriz 6sea desmineralizada sin el
método de cavitacion (izquierda), (b) Resultados obtenidos de la composicion superficial de la matriz
0sea desmineralizada con el método de cavitacion (Derecha).

3.9 DIFRACCION DE RAYOS X

Las figuras 14 y 15 presentan los perfiles de difraccién de rayos X (XRD) de la muestra control y de la
muestra tratada con cavitacion, respectivamente. En ambas figuras se pueden observar los picos
correspondientes a las fases cristalinas presentes en las muestras, lo que refleja las caracteristicas
estructurales asociadas a cada tratamiento. En el difractograma se evidencian pocas sefiales,
constituidas por picos anchos.
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Figura 15: Perfil de difraccién de rayos X de la muestra cavitada

4. Discusion.
4.1 GRAVIMETRIA

El hueso es un material biolégico que esta constituido un 50-70% de componente inorganico en su
mayor parte hidroxiapatita y el restante como fase organica como coldgeno, material celular, entre
otras. [23] La hidroxiapatita que es la encargada de contener la fase mineral y a su vez es responsable
tanto de la dureza como de la rigidez del tejido dseo,[24 25] es retirada durante el proceso de
desmineralizacion. [27]

La determinacién de la pérdida de peso durante el proceso de desmineralizacion es esencial para
evaluar la cantidad de material inorganico eliminado de las muestras 6seas[27]. Al analizar los tres
tipos de muestras, las cavitadas, sin cavitacion y el grupo control, los resultados obtenidos indican que
el proceso de desmineralizacién alcanz6 su mayor eficiencia alrededor del dia 6 con un valor de
39.225%, en el caso de la muestra cavitada y 52.783% en el caso de la muestra sin cavitar , como se
detalla en la Figura 1.

Es relevante mencionar que, segtn el estudio de Siyuan Pang et al., en su investigacion sobre la
comparacion de diferentes protocolos para la desmineralizacion del hueso cortical, se llevé a cabo un
tratamiento de 7 dias utilizando una solucién de EDTA/HCI, la cual logré degradar casi todo el
contenido inorganico de la fase mineral, dejando solo un 10% de minerales. Estos resultados
concuerdan con nuestros hallazgos de desmineralizacién, ya que los resultados indican que la
desmineralizaciéon alcanzé su mayor eficiencia alrededor del dia 6 en el proceso con cavitacién,
momento en el cual la eliminaciéon de minerales de la matriz ésea fue notable, alcanzando una pérdida
de peso promedio del 60% en muestras cavitadas, en contraste con las no cavitadas, que no superaron
el 50% sugiriendo que la cavitacion acelera la remocion de la fase inorganica. [28]

Sin embargo, es importante destacar que en el dia 1 de desmineralizacion, las muestras tanto cavitadas
como no cavitadas mostraron un porcentaje muy similar al de la muestra control (100%). En el dia 3, el
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porcentaje disminuyé a un 80%, indicando que el proceso de desmineralizacion comienza a ser mas
efectivo en ese tiempo.De acuerdo a Figueiredo M que habla de los tiempos de inmersion de 48 h en
solucién acida 0.6 M, la cual es congruente con nuestros resultados pues ellos estipulan que a las 48
horas aun queda mas del 50% del calcio residual, confirmando que nuestro proceso de
desmineralizacion se encuentra de acuerdo a la tendencia.[29]

Esto es consistente con los resultados obtenidos en este estudio, ya que para las muestras analizadas, se
evidencia que, aunque hubo avances en la desmineralizacién, aiin se mantenia una cantidad
significativa de material inorgénico en dias tempranos del proceso.

Se observa que para las muestras desmineralizadas, tanto cavitadas como no cavitadas, no se
alcanzaron pérdidas de peso del 80% lo cual indica que no se produjo la degradacion del material
organico de la muestra 6sea [23]. Estos hallazgos son consistentes con la literatura, que establece que el
contenido inorganico en el hueso no debe exceder el 70% [28], por ende, su pérdida de peso no deberia
superar este valor. Este proceso de desmineralizacion es efectivo para el caso de la cavitacion hasta el
dia 6 comparandolas con las muestras sin cavitacién, las cuales alcanzaron pérdidas de peso hasta el
dia 9.

El anadlisis ANOVA, encontrado en el ANEXO 1, mostr6 diferencias estadisticamente significativas
entre varias de las muestras desmineralizadas con y sin cavitacién, con valores de probabilidad
menores a 0.05 en la mayoria de las comparaciones. Destacan las diferencias entre las muestras Cy B
(p = 0.00169), D y A (p = 0.0004266) y D1 y A1 (p = 0.0000004), lo que indica que los tratamientos,
especialmente la cavitacion, afectan significativamente el proceso de desmineralizacion.

Se muestra entonces como la desmineralizacion via acida empleando cavitacion es efectiva al remover
gran parte del material inorganico y preservar las fibras de colageno [30] que constituyen dicha fase
[23]. A pesar de lo anterior no fue conveniente dejar este proceso hasta el dia 9, dado que entre el dia 6
y el dia 9 no se evidencian cambios importantes en la masa remanente y si podrian iniciarse
degradacion del colageno.v

4.2 PRUEBA DE DUREZA

En la Figura 2, se presenta el promedio y la desviacién estandar de las pruebas de dureza en muestras
control, cavitadas y sin cavitacion. En el grupo sin cavitacion, la dureza promedio comenzé en 95.574%
(control) y cayd a 41.472% en el Dia 1, 61.926% en el Dia 3, 36.645% en el Dia 6, y 30.368% en el Dia 9
con respecto a la dureza de las muestras control. Como se puede observar el dia 3 no sigue la tendencia
decreciente de la dureza conforme al tiempo, pero esto se explica con la heterogeneidad del hueso en
donde se encontraran las partes externas con mas dureza que las internas [24,25].

Por otro lado, en el proceso con cavitacion, también se evidencia una alta incertidumbre en los valores
iniciales lo cual puede encontrar explicacion en la heterogeneidad inherente del hueso la cual afecta las
propiedades mecanicas intrinsecas del material [26]. Los valores promedios de dureza en este grupo
comenzaron en 82.866% en el Dia 1, cayeron a 44.238% en el Dia 3, y luego a 34.543% en el Dia 6 y
33.286% en el Dia 9. Estas diferencias indican que, aunque el proceso de cavitacion también promueve
la desmineralizacién, los resultados reflejan caracteristicas que difieren entre el hueso poroso y el
hueso trabecular. Al no hacer una correcta seleccion del hueso dependiendo de su ubicacién, se
generan diferencias significativas en las muestras dentro del mismo grupo de desmineralizaciéon [23].

En los dias posteriores las diferencias en dureza no son significativas, aunque los valores fueron
ligeramente menores en comparacioén con el proceso sin cavitaciéon. Como se muestra en los resultados
de ANOVA que indican la relacién entre las muestras desmineralizadas D-Al y D1-Al las cuales
presentan probabilidades de 0.0216 y 0.0155, respectivamente, sugiriendo que la comparacion entre
estas es significativa. Sin embargo, otros pares, como D-B1 (p = 0.1412) y E-B1 (p = 0.0644), no muestran
diferencias significativas.

La incertidumbre en las mediciones limitan la capacidad para determinar cual es el mejor método. La
disminucién observada en el dia 9 con cavitacién, aunque no es altamente significativa, muestra una
tendencia clara de reducciéon en la dureza en comparacion con la muestra sin cavitacion. Esta tendencia
puede atribuirse al efecto mecanico de la cavitaciéon, que genera microburbujas que, al colapsar,
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producen fuerzas de choque y microjets que impactan en la superficie del hueso. Estos eventos pueden
intensificar el proceso de desmineralizacién al remover de manera mas efectiva las particulas minerales
y organicas, debilitando la estructura y reduciendo su dureza. Aunque el impacto no es drasticamente
mayor, la presencia de esta tendencia sugiere que la cavitacion contribuye a un mayor grado de
descomposicion de la matriz 6sea en comparacion con los tratamientos sin cavitacion.

4.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros infrarrojos obtenidos con ambos métodos de desmineralizacion (sin cavitacion y con
cavitacion) se pueden observar en las Figuras 6 y 7 respectivamente. La banda a 1737 cm™ indica la
presencia de grupos carbonilo (C=0) [30,31], que son comunes en la estructura organica del colageno,
formado en el momento del enlace peptidico en donde se unen dos aminoacidos por un lado de la
amina y del acido carboxilico,[30] sugiriendo que, a pesar de los tratamientos, se conservan las
caracteristicas proteicas del hueso y se relaciona esta banda con una amida primaria [31].

Por otro lado, la banda a 1634 cm™, asociado con las vibraciones de CH,, refuerza la idea de que las
bandas de CH, simétricas y antisimétricas aumentan en intensidad tras el tratamiento, lo que es
indicativo de la presencia de una amida secundaria [32]. La banda en 1470 cm™ podria estar
relacionada con bandas de amida terciaria, sugiriendo que ciertos grupos funcionales propios de
protefnas como el coldgeno permanecen a pesar del tratamiento. Finalmente, la banda a 2819 cm™
puede asociarse con vibraciones de grupos funcionales asociados a grupos C=C y se le asigna la amida
B, por otro lado, la banda correspondiente a 2919 cm™ corresponde a una amida A. Por tltimo se
evidencia una banda no tan evidente en 1014 cm™ que representa el grupo fosfato. Todas las bandas
citadas anteriormente son similares a las bandas que se encuentran en descritas por Pang S que
menciona bandas de fosfato entre 500 cm™ y 1012 cm™ , las presencia de amidas primarias secundarias
y terciarias, ademas de la presencia de picos alrededor de 2919 que representa la amida A , confirman
la coherencia de los datos obtenidos [35]

La disminucién de los picos propios del grupo fosfato, especialmente aquellos en la banda
correspondiente a 1014 cm™, sugiere que la desmineralizacién provoca la pérdida de parte de la fase
mineralizada del hueso, dado que los fosfatos son componentes clave de la hidroxiapatita [23, 24, 25].
Sin embargo, la persistencia de estas bandas indica que no todo el componente mineral se elimina
durante el proceso [27, 34]. Se observa también como con el pasar de los dias las bandas del espectro
infrarrojo correspondientes a amidas disminuyen de intensidad independientemente del uso o no de
cavitacion en el proceso de desmineralizacién, pero son menos prominentes que cuando se inicio el
proceso de cavitacion. Lo anterior sugiere que el colageno (mayor componente de la matriz organica)
se encuentra presente en la muestra y que lo que se conserva tras el ataque del acido son los
componentes organicos, lo cual proporciona una vision crucial sobre la dindmica de la
desmineralizacion.

En conjunto, estas sefales evidencian el comportamiento tanto de la matriz organica como de la matriz
inorganica en la desmineralizacion dsea, ofreciendo informacién valiosa sobre los efectos diferenciados
del tratamiento en la estructura y composicion de los huesos [33, 34]

4.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El analisis micrografico de las muestras de hueso, mostrado en la figura 8, revel6 una notable
heterogeneidad en términos de porosidad, resaltando la complejidad estructural del tejido éseo incluso
antes del tratamiento. Antes de comenzar, se considerd el término polidispersidad, que se utiliza para
describir la distribuciéon de tamafios de poro, en este caso, de los poros presentes en la muestra de
matriz 6sea desmineralizada. Los resultados se expresan como PDI, y segtin este valor, se puede
determinar si la distribucion de los poros es amplia o estrecha [36]. La micrografia resultante de esta
investigacion muestran claramente los mismos patrones caracteristicos tridimensionales en los poros
de la matriz 6sea desmineralizada reportadas por Londofo Lopez , 2021[37]

Las imagenes obtenidas muestran una variabilidad considerable en la distribucién y tamafio de los
poros. La presencia de microfragmentos en los poros puede ser atribuida a dos procesos principales: el
astillado durante el corte de la muestra y el proceso de desmineralizacién. La acumulacion de estos
microfragmentos puede alterar la representacion visual del material, como ha sido descrito por Rincén
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y colaboradores, quienes sefialaron que los fragmentos resultantes del corte pueden quedar adheridos
en la superficie del hueso y que cubren total o parcialmente su superficie [38].

Por otra parte, para el investigador es mas dificil identificar la cantidad total de poros cuando se
encuentran estos microfragmentos dentro de los poros, afectando asi las mediciones realizadas por
imagen y generando datos no tan robustos. La heterogeneidad observada entonces puede ser atribuida
a varios factores, incluyendo la naturaleza del hueso utilizado, el astillado durante el corte de la
muestra, el proceso de desmineralizacién.

Ademas, el andlisis de las muestras mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), como se
presenta en la tabla 5, complementa esta observacion al mostrar variaciones en el indice de
polidispersidad (PDI) segtn las condiciones de desmineralizacién. La muestra control mostré un PDI
elevado (2.82), lo que indica una distribuciéon amplia de poros. En contraste, la muestra sin cavitacion
presenté un PDI bajo (1.04), sugiriendo una distribucién mas estrecha. La muestra con cavitacion, con
un PDI intermedio (1.68), sugiere que este proceso puede influir en la heterogeneidad de los poros. Los
valores obtenidos pueden verse afectados por varios factores, incluyendo la naturaleza del hueso
utilizado y el proceso de desmineralizacién, donde las areas de mayor densidad pueden reaccionar de
manera diferente al tratamiento [39]. No se encuentran referencias en la literatura similares que
cuantifiquen el SEM por medio del indice de polidispersidad pero si se adentra de las caracteristicas de
la morfologia que son muy similares a las que se pueden observar en las imagenes obtenidas en la
investigacion.[40]

Lo anterior indica que tanto el tamafio de poro como el IPD se pudieron ver afectados debido a la
presencia de microfragmentos presentes en la muestra tras el tratamiento.

4.5 ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE ENERGIA (EDS)

La EDS es una técnica analitica utilizada para identificar y cuantificar la composiciéon elemental de
materiales, a través de un haz de electrones que realizan un barrido alrededor de la superficie del
hueso identificando cada elemento de acuerdo a su composiciéon con un color diferente segun las
caracteristicas propias del elemento.

La presencia de material amorfo sugiere que la desmineralizacién pudo generar subproductos que
alteraron la estructura del material. En términos de composicion quimica, ambas muestras
desmineralizadas muestran una disminucién significativa en la cantidad de hidroxiapatita, con niveles
de calcio y fosforo que no superan el 1%. Esto indica que el proceso de desmineralizacion fue efectivo
en la eliminacién de estos minerales, un resultado consistente con estudios previos que analizan la
eficacia de la desmineralizacion [41][42]. La predominancia de componentes organicos, evidenciada en
la figura 11 por la presencia de carbono, sugiere que, tras la desmineralizaciéon, los componentes
organicos del material se vuelven mas prominentes como también se muestra en la figura 13. Cuando
realizamos la comparacion entre los resultados obtenidos en esta investigacion y los resultados que se
y los resultados de Londofio Lopez , 2021, se evidencia la presencia de oxigeno, calcio , calcio y
fésforo, en el caso de la cavitacion por via convencional, que es congruente con los resultados
obtenidos ya que se encuentran los mismos elementos pero en proporciones muy bajas del 1 %. [37]

La presencia de cloro en ambas muestras desmineralizadas puede explicarse por la utilizacién de acido
clorhidrico (HCl) durante el proceso de desmineralizaciéon. Ademas, la deteccién de nitrégeno en la
muestra desmineralizada con cavitacién figura 10 y figura 11 , pero no en la muestra sin cavitaciéon
como se evidencia en las figuras 12 y 13 las cuales no arrojan sefiales de dicho elemento ni en la
muestra control tal y como se observa en la figura 9. Esto sugiere que el proceso de cavitaciéon permite
que el nitrédgeno interactie de manera diferente durante el tratamiento, lo que explica su presencia
Unicamente en el proceso de cavitacion, como se detalla en la tabla 11.

4.6 POROSIDAD

La porosidad se manifiesta como una propiedad en constante aumento en funcién de las muestras
desmineralizadas. Como se ilustra en la figura 5, existe una relacion directamente proporcional entre el
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tiempo de desmineralizacién y el porcentaje de porosidad. Las muestras comenzaron con un
porcentaje aproximado de 29.48% y finalizaron con un porcentaje de porosidad de aproximadamente
53.58% en el caso de la muestra D9, y 44.46% para la muestra DS9. Este incremento en la porosidad se
debe a la degradacion gradual de la matriz inorganica del material, un fendmeno ampliamente
documentado en la literatura y respaldado por las micrografias obtenidas mediante Microscopia
Electronica de Barrido (SEM) [42].

En los primeros dias del tratamiento, el ritmo de aumento de la porosidad fue mas pronunciado, lo que
puede atribuirse a la rdpida disolucion de componentes mas reactivos o menos cristalinos de la matriz
inorganica. Sin embargo, conforme el proceso avanzd, se detectd6 una desaceleracion en este
incremento del porcentaje de desmineralizacion como se observa en la figura 5, particularmente entre
los dias 6 y 9 tanto del proceso de desmineralizaciéon con cavitacion con valores correspondientes a
50.99% y 53.78% respectivamente como en el proceso de desmineralizaciéon sin cavitacion con
resultados 43,06% y 44.46%. Los resultados antes obtenidos son coherentes con lo descrito en la
investigacion de la revista scielo en el afio 2007, en donde menciona que se obtuvieron matrices
macroporosas de hidroxiapatita cristalina con porosidades entre 35,85% y 45,61%, estos rangos son
muy parecidos a los obtenidos en la investigaciéon presente correspondiente a la matriz osea
desmineralizada, lo que sugiere la validez y confiabilidad de nuestros hallazgos. [44]

La comparacion entre las muestras sometidas a cavitacion y las que no fueron sometidas es
particularmente reveladora. La cavitacién, al generar microburbujas que colapsan severamente,
produce micro turbulencias, ondas de choque y otros fenémenos mecanicos que pueden fragmentar la
matriz inorganica de manera mas efectiva. Puede pensarse que este proceso no sdlo aceler6 la
disoluciéon de la matriz, sino que también podria estar generando poros adicionales al inducir
microfracturas en la estructura del material. Este comportamiento se refleja en la porosidad superior de
las muestras cavitadas, lo que demuestra la mayor efectividad de este tratamiento en comparacion con
la desmineralizacion convencional [46].

El comportamiento de material poroso a través del desplazamiento de liquidos se analizé de manera
estadistica con ayuda del programa ANOVA. El analisis ANOVA presentado en el ANEXO 3 revela
que las muestras cavitadas presentan diferencias significativas en sus probabilidades gravimétricas en
comparacion con las muestras no cavitadas. Por ejemplo, la relacion D1-Al mostré una probabilidad
de 0.0001944, indicando que hay una diferencia significativa en la porosidad entre estas muestras. En
contraste, relaciones como B-A y B1-B, con probabilidades de 0.9970585 y 0.9204027 respectivamente,
indican que no hay diferencias significativas entre ellas. Esto sugiere que las muestras cavitadas tienen
una mayor variabilidad en su porosidad en comparacioén con las muestras no cavitadas.

4.7 DETERMINACION DE CALCIO REMANENTE

En un andlisis detallado de la figura 4, se observa que en el intervalo comprendido entre el dia 0y el
dia 1, las muestras sometidas a cavitacién mostraron una reduccién mds pronunciada en la cantidad de
calcio en comparaciéon con aquellas que no fueron tratadas con cavitacion. En este caso la cavitacion
facilita una remocién mas eficiente de los componentes inorgéanicos en las etapas iniciales del proceso,
al igual que se evidencid en la prueba anterior de gravimetria. Este efecto es especialmente notable en
las primeras etapas, como se puede apreciar en la tabla 2, donde la estructura mineral atin se mantiene
relativamente intacta y responde mas rapidamente a las perturbaciones mecanicas inducidas por la
cavitacion [47].

Sin embargo, al iniciar la desmineralizacion con cavitacion se evidencié de manera mas efectiva y en
menor tiempo la desmineralizacion, pero conforme el proceso de desmineralizacién avanza, se observa
una estabilizacién a partir del dia 6 en la tasa de disminucion del calcio, tanto en las muestras con
cavitaciéon como sin ella. Para el dia 9, los niveles de calcio se igualan practicamente en ambos grupos,
lo que indica que, aunque la cavitacion acelera inicialmente la disolucion del calcio, su efecto no se
mantiene de manera significativa a lo largo del tiempo. Aunque teniendo en cuenta los valores
obtenidos en la investigacion no se encuentran descritas mas procesos de titulacién con el propdsito de
determinar calcio en una matriz 6sea, pero en un investigacion afin se realizé con el propdsito de
determinar hidroxiapatita,calcio y fosforo en cascara de huevo, lo que nos indica que a una estructura
bioldgica se le puede determinar la concentracion de fase inorganica a través de titulacion.[48]
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Este comportamiento sugiere que una vez que se ha alcanzado un cierto umbral en la
desmineralizacion, el proceso continud a un ritmo similar en ambos casos, independientemente de la
aplicacion de cavitacion.

4.8 PRUEBA DETERMINACION DEL MODULO DE YOUNG

Al analizar la figura x podemos observar como al inicio las muestras de hueso experimentaron un
cambio significativo en su comportamiento cuando se redujo la fase inorganica al principio de la
desmineralizacién (DIA 1), ya que esto lo hizo mas eldstico, capaz de soportar mayores fuerzas antes
de deformarse plasticamente o romperse. En consecuencia, su moédulo de elasticidad aumento
significativamente como se ve en la imagen nombrada anteriormente.

Sin embargo, al continuar reduciendo la fase inorganica después del dia 1 de desmineralizacidn, el
material llegd a un punto en el que se volvié excesivamente eldstico por la gran pérdida de la fase
inorgénica, tanto asi que Cualquier fuerza aplicada lo deformaba facilmente lo que produce el
descenso de los valores de médulos de young de las muestras de hueso a través de los dias, y aunque
segun la literatura un material eldstico recuperaba su forma inicial al retirar la fuerza [poner cita de
moédulo de young, cualquier articulo], era extremadamente susceptible a las deformaciones a
comparacion de las muestras iniciales sin desmineralizar. Dicho hallazgo concuerda con los factores
claves de calidad que debe tener una matriz ésea desmineralizada en cuanto al comportamiento del
material [poner cita que hable sobre matriz dsea desmineralizada], lo cuales son que debe ser un
material capaz de soportar fuerzas mecanicas, para lo cual es indispensable un buen grado de
elasticidad pues de esta forma puede absorber y distribuir fuerzas mecanicas que acttian sobre esta,
como compresidn o tensién y también debe permitir un buen grado de deformacién, que va de la
mano con la elasticidad que le proporciona la fase orgdanica, especialmente el colageno, esto con la
finalidad de que se deforme y recupere su forma cuando la fuerza aplicada sea retirada.

Este cambio en el comportamiento del material se reflejé en su capacidad para soportar gigapascales
debido a la reduccion de la fase inorganica aumentd su resistencia, pero al continuar reduciéndola, su
capacidad para soportar fuerzas disminuyo.

En resumen, la reduccién de la fase inorganica inicialmente mejor¢ la elasticidad del material, pero su
exceso lo hizo mas propenso a las deformaciones. Esto sugiere que existe un equilibrio éptimo entre la
fase inorganica y la elasticidad para maximizar la resistencia del material.

La muestra control obtenida durante el proceso de desmineralizacién es aproximadamente 1 Gpas lo
que concuerda con lo que se encuentra en literatura de acuerdo a Jae-Young Rho [26] en donde
menciona que el médulo de young inicial de un hueso cortical es aproximadamente entre 0,7% y 1,3%
, el cual es coherente con el peso inicial planteado durante la investigacion

Comparando con valores encontrados en bibliografia ) para materiales mayormente rigidos como el
hueso tenemos valores entre 7 a 17 GPa (7x10"9 Pa a 1,7x10"10 Pa) [42][43] que al ser comparados con
los valores obtenidos si son ligeramente mayores a los valores encontrados en la bibliografia del doctor
Po-Yu Chen [49]

En la Figura 3, se evidencia una marcada imprecision en los resultados del médulo de Young
obtenidos para las muestras cavitadas y sin cavitar a lo largo del tiempo de desmineralizacion. Este
comportamiento se manifiesta en las amplias desviaciones estdndar observadas, que alcanzan
magnitudes comparables a las de los valores medidos. Dicha dispersién sugiere que las mediciones no
presentan consistencia suficiente para establecer una conclusion significativa respecto a la influencia de
la cavitacion en la rigidez del material.

Como se ha venido mencionando la amplia dispersién de los datos que se evidencia de mejor manera
en la figura 3, sugiere que la prueba no puede ser considerada para caracterizar la Matriz osea
desmineralizada (MOD), no obstante el conocer la naturaleza de nuestro material seria un factor ideal
a la hora de su caracterizacién por lo que se recomiendo en futuras investigaciones no repetir esta
metodologia de obtencién de médulo de Young o mejorar el protocolo de forma mas trazable y
reproducible de tal forma que no afecte la heterogeneidad de las muestras.
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El analisis estadistico de la prueba de texturémetro dio como resultado que p>0.05, mediante ANOVA,
el cual nos dice que no podemos rechazar la hipétesis nula de que todas las medidas son iguales, lo
que concuerda con la alta variabilidad que hemos venido hablando en el analisis de resultados, esta
afirmacién nos permite identificar que esta prueba no es la mas acertada para determinar datos
significativos de pruebas mecanicas por lo que se recomienda descartar esta prueba.

4.9 RAYOS X

Se debe tener en cuenta en este caso que la matriz 6sea desmineralizada es un material biolégico, esto
genera limitaciones en la técnica de difraccion de rayos x. [47] La sensibilidad intrinseca del método
puede verse comprometida en la difraccién de rayos x con la distribuciéon poco uniforme de los
componentes de la muestra como se observa en ambas figuras de los resultados figura 14 y 15. Si bien,
se entiende que la técnica es eficaz para identificar y cuantificar las fases cristalinas, la capacidad del
equipo para distinguir las diferencias entre distribuciones espaciales de estos componentes es limitada
por no decir nula. El andlisis de IR muestra una disminuciéon de cristalinidad en las muestras
desmineralizadas y cavitadas, pasando del 38% en la muestra sin tratamiento, al 31% en la muestra sin
cavitar y 28% en la muestra cavitada. Esta reduccion se debe principalmente a la pérdida de
hidroxiapatita, que es la fase inorganica cristalina. A medida que la cristalinidad disminuye, la fase
amorfa aumenta, evidenciando un cambio estructural en la matriz dsea. Las bandas de fosfato en IR,
caracteristicas de la hidroxiapatita, pierden intensidad, mientras que los grupos organicos como las
amidas ganan protagonismo, indicando una mayor exposicion de la matriz colagena[51].

5. Sugerencias y Recomendaciones

Para futuras investigaciones se aconseja evitar la metodologia adaptada para el calculo del mddulo
de Young, pues arrojé datos muy dispersos dando desviaciones estandar muy grandes como para
ser considerados datos precisos y analizables.

6. Conclusiones

e La matriz 6sea desmineralizada de origen bovino se caracterizd por una pérdida de peso, una
disminucion en la dureza, una reduccion en el contenido de calcio, y un aumento en la porosidad
en comparacion con la muestra de hueso bovino.

e Ambos métodos logran la obtenciéon de matriz ésea desmineralizada, no obstante, el método
acompafnado con cavitaciéon promete mejoras en el tiempo de obtencion y la calidad de esta al
observarse una mayor porosidad junto con un porcentaje de calcio remanente menor hasta el dia 6.

e Las pruebas experimentales mas efectivas para obtener informacién cuantitativa al comparar los
procesos de desmineralizacion fueron: gravimetria, analisis de porosidad, y la determinacion del
calcio remanente mediante titulacién complejométrica.

e Las condiciones dptimas para desmineralizar una matriz dsea de origen bovino acompafadas de
cavitacion fueron: Emplear un agente desmineralizante acido (HCI) con una concentracién 0.5M,
se considera que la amplitud 6ptima es 50% con pulsaciones de 5 min hasta completar 30 minutos
cada 24 horas sin sobrepasar los 60 °C.
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ANEXO 1: ANOVA PRUEBA DE GRAVIMETRIA

Relacion entre las | Probabilidad | Relacién Probabilidad | Relacion Probabilidad
muestras Gravimetria | entre las Gravimetria entre las Gravimetria
desmineralizadas | <0.05 muestras <0.05 muestras <0.05

desmineraliz desmineraliz

adas adas
B-A 0.994473 C-B 0.0016921 E-C 0.1796654
C-A 0.0191694 C1-B 0.0007165 E1-C 0.0137062
C1-A 0.00086343 D-B 0.0000325 D-C1 0.9801311
D-A 0.0004266 D1-B 0.0000000 D1-C1 0.9801311
D1-A 0.0000004 E-B 0.0000007 E-C 0.1796654
E-A 0.0000090 E1-B 0.0000000 E1-C 0.0137062
E1-A 0.0000002 C-B1 0.0107300 D-C1 0.9801311
B-A1l 0.9944737 C1-B1 0.0047306 D1-C1 0.0286889
C-A1 0.0191694 D-B1 0.0002256 E-C1 0.3122007
C1-A1 0.0086343 D1-B1 0.0000002 E1-C1 0.0310612
D-A1 0.0004266 E-B1 0.0000048 D1-D 0.2929836
D1-A1 0.0000004 Ci1-C 0.9999993 E-D 0.9237694
E-A1l 0.0000090 D-C 0.9114388 E1-D 0.3402359
E1-A1l 0.0000002 D1-C 0.0131623 E-D1 0.9751479
B1-B 0.9993713 E-C 0.1796654 E1-D1 1.0000000

ANEXO 2: ANOVA PRUEBA DE DUREZA

Relacion entre las | Probabilidad | Relacién Probabilidad | Relacion Probabilidad
muestras Gravimetria | entre las Gravimetria entre las Gravimetria
desmineralizadas | <0.05 muestras <0.05 muestras <0.05

desmineraliz desmineraliz

adas adas
B-A 0.0464624 D-A1l 0.0216306 D-B1 0.1412429
B1-A 0.9984805 D1-A1 0.0155008 D1-B1 0.1081058
C-A 0.5309181 E-A1l 0.0083054 E-B1 0.0644225
Cl-A 0.0727819 E1-Al 0.0126454 E1-B1 0.0915121




27 of 28

Relacion entre las | Probabilidad | Relacion Probabilidad | Relacién Probabilidad
muestras Gravimetria | entre las Gravimetria entre las Gravimetria
desmineralizadas | <0.05 muestras <0.05 muestras <0.05
desmineraliz desmineraliz
adas adas
D-A 0.0216306 B1-B 0.2530922 C1-C 0.9839745
D1-A 0.0155008 C-B 0.9554160 D-C 0.8567471
E-A 0.0083054 D-B 0.9999996 D1-C 0.7949952
E1-A 0.0126454 D1-B 0.9999907 E-C 0.6598002
B-Al 0.0464624 E-B 0.9996611 E1-C 0.7530341
B1-Al 0.9984805 E1-B 0.9999627 D-C1 0.9999699
C-Al 0.5309181 C-B1 0.9407049 D1-C1 0.9997966
Cl-Al 0.0727819 C1-B1 0.3477191 E-C1 0.9975183
E1-C1 0.9994799
ANEXO 3: ANOVA PRUEBA DE POROSIDAD
Relacion entre las | Probabilidad | Relacion entre Probabilidad | Relacién entre las | Probabilida
muestras Gravimetria | las muestras Gravimetria | muestras d
desmineralizadas | <0.05 desmineralizad | <0.05 desmineralizadas | Gravimetria
as <0.05
B-A 0.9970585 D-Al 0.0257174 D-B1 0.8065842
B1-A 0.4827726 D1-Al 0.0001944 D1-B1 0.0232626
C-A 0.5424400 E-Al 0.0109860 E-B1 0.5759321
Cl-A 0.0385331 E1-Al 0.0000373 E1-B1 0.0041915
D-A 0.0257174 B1-B 0.9204027 C1-C 0.8514116
D1-A 0.0001944 C-B 0.9475176 D-C 0.7537535
E-A 0.0109860 C1-B 0.1885204 D1-C 0.0188308
E1-A 0.0000373 D-B 0.1336461 E-C 0.5154211
B-Al 0.9970585 D1-B 0.0011629 E1-C 0.0033702
B1-Al 0.4827726 E-B 0.0623798 D1-C1 0.3500003
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C-Al 0.5424400 E1-B 0.0002103 E-C1 0.9997890
C1-Al 0.0385331 C1-B1 0.8920911 E1-C1 0.0904374
ANEXO 4: PRUEBA DE DETERMINACION DEL MODULO DE YOUNG
Relacion entre las | Probabilidad | Relacion Probabilidad | Relacién Probabilidad
muestras Gravimetria | entre las Gravimetria | entre las Gravimetria
desmineralizadas | <0.05 muestras <0.05 muestras <0.05

desmineraliza desmineraliz

das adas
B-A 0.7421368 D1-Al 0.9720775 D1-B1 0.2981163
B1-A 0.9411765 E-Al 0.9889360 E-B1 0.3811146
C-A 0.9411765 E1-Al 0.9952416 E1-B1 0.4500894

B1-B 0.9999823 C1-C 0.9720775
D-A 0.9997572 C-B 0.9999823 D-C 0.6375930
D1-A 0.9720775 C1-B 0.8255401 D1-C 0.2981163
E-A 0.9889360 D-B 0.3507797 E-C 0.3811146
E1-A 0.9952416 D1-B 0.1233400 E1-C 0.4500894
B-Al 0.7421368 E-B 0.1692688 D1-C1 0.9411765
B1-Al 0.9411765 E1-B 0.2116100 E-C1 0.9720775
C-Al 0.9411765 C1-B1 0.9720775 E1-C1 0.9857807
D-Al 0.9997572 D-B1 0.6375930 D1-D 0.9999072
E1-D 0.9999997 E1-D1 0.9999998 E-D 0.9999072




