Revista Eubacteria | Numero 38

Biomarcadores de restos 6seos humanos en la
investigacion antropologica

Cristina Pérez Martinez
Departamento de Medicina Legal y Forense, Universidad de Murcia. Spain.
cristina.perez.mtnz@gmail.com.

RESUMEN

La estimacidon del intervalo postmortem (IPM) y la
identificacion de los sujetos en estado de esqueletizacion
son objetivo importante en la Medicina Forense, siendo sin
embargo aun hoy en dia una de las tareas mas dificiles del
investigador forense. Y es que, en realidad, existen pocos
métodos precisos para determinar el IPM y establecer la
identidad de sujetos mediante restos humanos
esqueletizados debido al gran numero de factores
intrinsecos y externos y a la dificultad de realizar una
osteobiografia mediante la realizacién de perfiles bioldgicos.

Los objetivos de esta investigacion fueron en primer
lugar, evaluar la utilidad de diversos parametros
bioguimicos como las bases nitrogenadas (adenina, guanina,
purinas, citosina, timina, pirimidinas, hipoxantina, xantina) y
péptidos de colageno tipo | en el hueso cortical para el
establecimiento de un IPM donde se conté con un total de
80 huesos largos con IPM de entre 5 y 47 aios. En segundo
lugar, analizar las proteinas en restos dseos para buscar
biomarcadores patolégicos que estén estrechamente
relacionados con varias enfermedades que permitan la
identificacion de sujetos mediante el uso de 45 huesos
largos de los cuales se conocia la historia clinica de 29
(64.4%) y presentaban un IPM de entre 18 y 45 afios.

Las técnicas empleadas para la cuantificacion de bases
nitrogenadas fue cromatografia liquida de alta resolucidn
con detector UV (HPLC-UV) y para la deteccion de péptidos
de coldgeno tipo | se empled cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de masas/masas (HPLC-MS/MS). La
extraccion de proteinas de enfermedades se llevé a cabo de
forma especifica utilizando tampdn Tris-Urea y se
identificaron usando HPLC-MS/MS.

Los resultados muestran como las concentraciones de
las bases nitrogenadas son significativamente mayores en
un IPM que oscila entre 5 y 19 afios y posteriormente sufre
una disminucidn en las concentraciones en un IPM que
oscila entre 20y 47 aios.

Respecto a la identificacion de sujetos, nuestros
resultados muestran que las proteinas resultantes de
enfermedades tumorales y patdgenos bacterianos y virales
pueden ser detectados e identificados en los restos dseos,
convirtiéndolos en biomarcadores patoldgicos utiles para la
construccién de perfiles bioldgicos.

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Caso A. Valencia. 2018.

Hallan el esqueleto de un hombre emparedado en una
vivienda cuyos restos podrian corresponder a la victima de
un crimen cometido hace mas de 5 afios. ¢Cudl es el
intervalo de tiempo transcurrido desde la muerte?
¢Presenta signos de violencia?

Caso B. Barcelona. 2018.

Encuentran un caddver en estado de esqueletizacion
en una finca de un posible hombre desaparecido hace 32
afios. ¢Quién es el hombre encontrado?

Caso C. La Habana. 2018.

Accidente aéreo del vuelo DMJ-972 de Cubana de
Aviacion que se estrelld6 poco después de despegar del
aeropuerto de La Habana con 110 victimas. ¢ Cémo proceder
a la identificacion en desastres masivos?

Por regla general, encontramos en las series de
investigacion problemas de muy facil resolucion, sin
embargo, en casos reales, la determinacion de la antigliedad
(intervalo postmortem), establecer la causa de la muerte
(natural o violenta) e identificar al sujeto presenta muchas
dificultades ya que no existen actualmente técnicas que
arrojen soluciones precisas a estas cuestiones (Longato y
cols., 2015).
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Para poder descifrar estos interrogantes que se
plantean se recurre al campo de las Ciencias Forenses que
comprende disciplinas como la antropologia forense, la
patologia forense y la biologia molecular que son ciencias
complementarias y evolutivas entre si.

Por un lado, la biologia molecular permite identificar y
cuantificar biomoléculas (ADN y proteinas) que se
encuentran en todo tipo de muestras bioldgicas (huesos,
tejidos, pelo, etc.) con técnicas analiticas modernas que
proporcionan un espectro cada vez mayor de informacidn
(Panzery cols., 2014).

Por otro, la antropologia forense es una rama aplicada
de la antropologia bioldgica y una parte activa de la
medicina forense como la patologia forense, cuyo objetivo
principal es el estudio de restos humanos y en particular de
la data de restos 6seos mediante utilizacion de diferentes
técnicas que permiten, ademas, la identificacidn (Cattaneo,
2007) e individualizacién de los caddveres (Solla e iscan,
2001).

La determinacion del IPM presenta una gran utilidad
para fines investigadores, sin obviar sus importantes
implicaciones legales, tanto en casos civiles como penales.
Esto es debido a que la Ley Espafola contempla dos
posibilidades (BOE. Num. 281, 24 de noviembre de 1995):

e Que los restos encontrados tengan un IPM inferior a
20 aiios, como el Caso A descrito de Valencia. Lo que
implica que el caso permanecera abierto y los datos
aportados podran ayudar en la investigacidn policial para la
determinacion de una linea de tiempo para los eventos que
rodean a la muerte.

e Que los huesos hallados tengan un IPM igual o
superior a 20 afos, lo que se relaciona con el Caso B en
Barcelona. Aqui, el caso se dard por sobreseido y presentara
importancia histérica o arqueoldgica.

No obstante, el llevar a cabo esta tarea a dia de hoy aun
presenta problemas ya que los cambios postmortem pueden
verse afectados por varios factores como: (i) factores
intrinsecos, tales como la edad, el sexo, la constitucion y el
estado fisioldgico y patoldgico del sujeto in vivo; (ii) factores
externos, tales como el clima y las caracteristicas del suelo
en el que esta enterrado el cuerpo y (iii) las diferentes
modificaciones  sufridas por los caddveres, como
consecuencia de la influencia de los fendémenos cadavéricos
que comenzaran minutos después de la muerte, siendo
estos (a) la autolisis o autodigestion (primera fase del
proceso de descomposicidn) (Vass, 2001), (b) la putrefaccion
que se produce tras el agotamiento del 02, momento en el

que comienza la destruccion de los tejidos por
microorganismos anaerobios (Statheropoulos y cols., 2005;
Vass y cols., 2002; Vass, 2001; Pounder, 1995) y por ultimo,
(c) la esqueletizacion, donde se produce la degradacion de
los tejidos blandos.

Para la identificacion de desaparecidos como el Caso B
planteado y en casos de desastres masivos como el Caso C,
en la practica forense, es también fundamental poder
establecer la identidad de los sujetos mediante factores de
individualizacion y la generacidn de un perfil bioldgico, que
comprenderdan informacidn relativa a la especie, la edad, el
sexo, la raza y/o el estado patoldgico previo del sujeto.

Los progresos de la investigacion en el ambito de la
biomedicina han conseguido nuevos hallazgos en distintos
campos, los cuales permiten su aplicacion a la problematica
de la identificacion del individuo (Villanueva-Cafadas y
Castilla-Gonzalo, 2004), siendo el estudio de enfermedades
infecciosas postmortem en restos 6seos uno de ellos, ya
que:

« Diferentes patologias pueden producir alteraciones en
la estructura y composicion de los huesos (artrosis,
osteoporosis, osteopenia, Paget dseo, etc.)

e Cambios relacionados con traumatismos (fracturas,
abombamiento cortical, etc.), deficiencias nutricionales
(déficit de vitamina D y calcio) u otras patologias (bacterias,
virus, tumores, etc.).

A pesar de los problemas que se presentan, los huesos,
en ocasiones el Unico material del que se dispone para
analizar, presenta ventajas sobre otras matrices como la
barrera fisica de hidroxiapatita que le confiere densidad,
favoreciendo la preservacion y la unidén biomoléculas
(Collins y cols., 2002; Galloway y cols., 1996) confiriéndole
mas resistencia frente a las influencias tafondmicas (Barrio-
Caballero, 2013) y ralentizando en el tiempo la diagénesis
del hueso, donde se producen modificaciones postmortem
(Collins y cols.,, 2002; Child, 1995) (biodegradaciéon vy
degradacién quimica) y posteriormente el deterioro quimico
de la fraccion organica principalmente formada por
proteinas colagenas (Hedges, 2002; Collins y cols., 1995) y a
continuacion del ADN por degradacion enzimatica y no
enzimatica (Padbo y cols., 2004; Pddbo y cols., 1989; Bar y
cols., 1988) lo que conlleva la ruptura de las cadenas en
fracciones mas pequeiias y en las unidades principales del
ADN, las bases nitrogenadas (adenina (A) y guanina (G)
(purinas) y timina (T) y citosina (C) (pirimidinas), xantina e
hipoxantina).

Teniendo en cuenta lo anterior y la problematica que
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presentan estas cuestiones en las Ciencias Forenses los
objetivos de esta investigacion fueron dos. El primero de
ellos ha sido analizar componentes biolégicos (adenina (A),
guanina (G), purinas (3 (adenina+guanina)), citosina (C),
timina (T), pirimidinas (3 (citosina+timina)), xantina (X) e
hipoxantina (HX)) presentes en cualquier muestra bioldgica,
en este caso hueso, para poder establecer el IPM (IPM<20
afios o IPM>20 afios). El segundo objetivo de este estudio ha
sido analizar la posibilidad de caracterizar las proteinas
presentes en la matriz dsea, utilizando técnicas analiticas
que proporcionan informacidn sobre los antecedentes

patolégicos del sujeto para su identificacion e
individualizacion.
MATERIAL Y METODOS

La realizacion del estudio del IPM se llevo a cabo sobre
80 huesos largos (fémur, tibia y humero) de 80 cadaveres
(50 hombres, 30 mujeres) con una edad media de 68.31
afios (DE=18.021, rango=20-97). Los huesos fueron retirados
de los nichos de cemento de un cementerio de Murcia
(sudeste de Espafia), donde habian permanecido entre 5y
47 aiios (tiempo medio 23.83 afios, DE=10.85).

En funcidon a la Legislacion Espafiola, las muestras se
clasificaron en 2 grupos:

¢ IPM<20 afios (causa judicial abierta).
¢ IPM>20 afios (causa judicial cerrada).

Para la identificacion de sujetos se emplearon 45
muestras de huesos largos (fémur, tibia y hiumero) (Figura 1)
de 45 cadaveres diferentes (29 varones, 16 mujeres) con una
edad media de 66.31 afios (DE=19.48, rango=20-97). Los
huesos se encontraban en nichos de cemento de un
cementerio murciano (sudeste de Espafia), donde habian
permanecido entre 18 y 45 afios (tiempo medio 25.84 afios,
DE=8.91).

Figura 1. Muestras hueso largo.

La metodologia empleada para la identificacion de sefial
y cuantificacion de bases nitrogenadas (ng/g hueso)
(adenina, guanina, timina, citosina, xantina e hipoxantina)
fue HPLC-UV a una longitud de onda de 254 nm; para
establecer la concentracién de ADN (ng/g hueso) y para la
identificacion y cuantificacion de péptidos de coldgeno tipo |
(n2 péptidos/g hueso) y para la deteccion de proteinas
relacionadas con enfermedades se empled HPLC-MS/MS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, la estimacién del IPM reciente cuenta
con métodos que proporcionan informacion relativamente
precisa. Sin embargo, estd precision se ve negativamente
afectada por:

¢ Periodos largos de exposicidon, como en nuestro caso,
que se trata de afios y esto dar lugar a la desaparicion de
drganos y tejidos y se produce la esqueletizacion.

e Situaciones en las que so6lo se dispone de muestras de
hueso como material bioldgico, los cuales pueden presentar
informacién muy valiosa para esta estimacidn, como es el
caso de posibles desapariciones donde solo se hallan restos,
de desastres masivos, etc.

En consecuencia, en la actualidad, existe un gran
interés y necesidad médico-legal de desarrollar
herramientas y métodos que permitan establecer el IPM a
partir de restos dseos.

Para solucionar esta incognita, y con el fin de
comprender el comportamiento de las proteinas de
coldgeno vy las diferentes bases nitrogenadas en funcion del
IPM, y a la luz de la ausencia de literatura al respecto, se
analizaron las diferencias entre sus concentraciones medias
en dos grupos: IPM<20 afios e IPM2>20 aios

Nuestros resultados muestran que los “huesos
recientes”, catalogados como muestras con un IPM inferior
a 20 afos, presentan una cantidad significativamente
superior (p=0.005) de proteinas de colageno tipo |
(0.85£1.663 n2 péptidos/g hueso) a la encontrada en las
muestras consideradas como “huesos antiguos”, con un IPM
superior o igual a 20 afios, las cuales presentan signos de
degradacion ya que han perdido densidad y la materia
organica, lo cual se refleja en una disminucién de
biomoléculas y concretamente de péptidos de colageno tipo
1 (0.08 5£0.227 n2 péptidos/g hueso). Lo cual se vio reflejado
en una tendencia de decrecimiento de tipo.

Esto es debido a que el colageno, que es el principal
componente proteinico de hueso, se hidroliza lentamente
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dando péptidos y aminoacidos, lo que lleva a la ruptura de
los lazos de coldgeno-mineral y al posterior debilitamiento
de la estructura dsea en general (Henderson, 1987).

Por otro lado, los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 1y Figura 2, donde se observa una concentracidon
significativamente superior de todas las bases en el IPM<20
afios respecto al IPM>20 afios, lo cual se traduce en una
tendencia decreciente de tipo exponencial en todos los
casos. Las diferencias encontradas entre intervalos son
debidas a que, tras la muerte, se desencadenan procesos de
hidrolisis y de oxidacidén que causan la degradacién del ADN
cromosdémico en fragmentos cada vez mas pequefios y como
consecuencia de este acortamiento, las bases nitrogenadas
que lo conforman, asi como el acido ortofosférico y el
azUcar quedan libres (Kaiser y cols., 2008).

Tabla 1. Andlisis de la concentracion de ADN y bases nitrogenadas en el
total de muestras de hueso (N=80) respecto a 2 grupos de IPM, Grupo 1:
IPM inferior a 20 afios (n=20) y Grupo 2: IPM superior o igual a 20 afios
(n=60).

Concentracion Grupos de IPM (afios)

media* p*
G1:< 20 afios G2: 220 afios
(ng/g hueso)
Adenina 9.288 +4.835 4.646 +4.370 0.0004
Guanina 6.499 + 5.362 2114 +1.973 0.0001
Purinas 15.787 +10.724 6.790 + 5.833 0.0001
Citosina 5.021 + 2.969 2.159+1.675 0.0001
Timina 6.021 + 2.879 4.235+2.735 0.0226
Pirimidinas 11.041 + 4.854 6.394 +3.912 0.0002
Concentracién Adenina
- © (ng/a)
o 20,000 Concentracion Guanina
E (ngfa)
@ Concentracién Purinas
',-: (ng/a)
£ (C) Concentracion Citosina
2 15000 (ng/g)
= Concentracion Timina
4 (ng/g)
E () Concentracion Pirimidinas
a ~ (nglg)
3 10000 Concentracion Hipoxantina
2 _ (ng'g)
@ Concentracién Xantina
2 (ng/g)
o

IPM < 20 aiios
(n=20)

Grupos de IPM

IPM 2 20 afios
(n=60)

Figura 2. Comportamiento de las bases nitrogenadas respecto 2 grupos de
IPM en muestras de restos dseos. (IPM < 20 afios e IPM > 20 afios).

Ademas, los datos encontrados muestran una mayor
concentracién de adenina que de guanina y una mayor
concentraciéon de timina que de citosina, lo que podria
sugerir que se han producido transiciones de tipo | (GRA y
CBIT), que son las mas frecuentes tanto en el ADN
mitocondrial (ADNmt) como en el ADN nuclear (ADNn)
(Binladen y cols., 2006; Gilbert y cols., 2003a; Hansen y cols.,
2001; Hofreiter y cols., 2001), y que han sido detalladas en
varios estudios (Schwarz y cols., 2009; Gétherstrom y cols.,
2002; Smith y cols., 2003; Poinar y cols., 1996). También
encontramos concentraciones mas altas de purinas que de
pirimidinas, lo que significa que la tasa de depuracion es
mayor que la de depirimidinizacion (Lindahl, 1993).

El analisis discriminante aplicado a todas las variables
obtenidas en funcidn del IPM mostré un porcentaje de
muestras correctamente clasificadas en el IPM<20 afios del
95.0% y un porcentaje del 80.0%, muestras correctamente
clasificadas en el IPM>20 afos, lo que representa un
porcentaje del total correcto clasificacion del 86.7%. lo que
sugiere que el analisis de todos estos pardmetros discierne
entre un intervalo y otro.

Por otro lado, el segundo objetivo que se planted en esta
investigacion fue la identificacién de posibles patologias y
biomarcadores de enfermedades para su uso como
herramienta en la identificacién y elaboracién de perfiles
biolégicos de sujetos, propdsito esencial en la Antropologia
Forense y que supone un nuevo campo de investigacion ya
que, a diferencia de otros estudios, nuestro objetivo era el
de establecer un perfil del sujeto a partir de sus patologias
mediante estudios protedmicos.

El estudio mas reciente que hemos encontrado en la
literatura que analiza los marcadores de patologia en los
huesos se refiere a huesos que tenian 2000 afios (Bona,
2014). Encontramos otras referencias sobre el uso de
biomarcadores para detectar procesos patoldgicos en
diferentes muestras bioldgicas de pacientes, incluyendo
suero (Mishra y cols., 2012; Pierer y cols., 2012; Obeid y
Alzahrani, 2009), sangre (Andre-Garnier y cols., 2004;
Gerrard y cols., 2004), plasma (Wibmer y cols., 2013),
liquido cefalorraquideo (Poissy y cols., 2012), piel, ulceras y
abscesos (Gerrard y cols., 2004) y un estudio llevado a cabo
por Cattaneo y cols. (1999) en huesos donde detectaron
antigenos para VIH y Hepatitis C.

El analisis de los datos muestra un mayor ndmero de
proteinas viricas identificadas en los huesos (n=48, 73.8%)
que bacterianas (n=17, 26.2%). Encontrando entre las
proteinas viricas, distintos componentes y factores de
patogenicidad del Virus de la inmunodeficiencia humana 1
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(VIH), Virus del herpes humano 5 (CMV), Virus del herpes
humano 6 (HVH-6), Virus del herpes humano 1 (HSV-1),
Parvovirus humano B19 (B19V), Parainfluenza virus 5 (PIV-
5), Virus respiratorio sincitial humano (VRS) y Adenovirus
humano 7d (AdV-7d). Ademds, se observa el Virus de
inmunodeficiencia humana 1 (VIH) (n=8, 17.8%) como
agente presente en el mayor ndmero de casos con historia
clinica conocida. Por otro lado, los resultados muestran una
alta frecuencia de Herpesvirus humano tipo 5 (CMV) en las
muestras 6seas analizadas (n=21, 46.7%) que no pudimos
corroborar con el expediente clinico de los sujetos del
estudio.

Las proteinas bacterianas identificadas en los analisis
pertenecen a géneros diversos como Moraxella catarrhalis,
Giardia intestinalis, Staphylococcus, Salmonella enterica,
Photorhabdus asymbiotica y Sphingobacterium spiritivorum.

Por ultimo, en 13 de las 45 muestras analizadas
encontramos proteinas relacionadas con enfermedades
cancerigenas como leucemia, cancer de mama,
osteosarcoma, neuroblastoma, carcinoma, anemia de
Fanconi y esclerosis.

De acuerdo a otros autores, los resultados del presente
estudio sugieren que los biomarcadores de ciertas
patologias humanas y proteinas relacionadas con diferentes
agentes infecciosos pueden ser identificados en muestras de
hueso cortical en sujetos de diferentes edades y un IPM que
oscila entre los 18 y los 45 aios.

Como afirma Lindahl (1993), esto se debe a que los
componentes celulares son adsorbidos en la fraccion
inorganica del hueso, constituida principalmente por
hidroxiapatita, mas abundante en el hueso cortical que en el
medular.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que la cuantificacion de
proteinas de Colageno tipo | y bases nitrogenadas puede ser
utilizada como herramienta complementaria, junto con
otros analisis, en la estimacion del IPM.

Sin embargo, aunque los resultados de estos
experimentos apuntan al uso potencial para estimar el
tiempo desde la muerte, se deben realizar estudios
adicionales para determinar la exactitud y precisién que se
puede lograr.

la identificacion de sujetos, nuestro
biomarcadores potenciales para

Respecto, a
estudio identificd

patologias infecciosas y tumorales en restos éseos humanos
con diferentes edades y un intervalo postmortem que oscila
entre los 18 y los 45 afos. Ya que, ciertas proteinas,
caracteristicas de la enfermedad tumoral, pueden ser
extraidas de las células enfermas, que presumiblemente
fueron transportadas antes por la sangre y absorbidas por la
hidroxiapatita dsea (Schultz y col., 2007).

Utilizando un método de extraccidon adecuado,
desarrollado por nuestro grupo de investigacién, hemos sido
capaces de identificar varias proteinas que estaban
estrechamente relacionadas con estas enfermedades.
Nuestros resultados indican, por tanto, que mediante
andlisis protedmico es posible identificar la presencia de
biomarcadores patoldgicos en el tejido o6seo para la
construccion de perfiles patologicos de los sujetos
postmortem.
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