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RESUMEN 

La estimación del intervalo postmortem {1PM) y la 
identificación de los sujetos en estado de esqueletización 
son objetivo importante en la Medicina Forense, siendo sin 
embargo aún hoy en día una de las tareas más difíciles del 
investigador forense. Y es que, en realidad, existen pocos 
métodos precisos para determinar el 1PM y establecer la 
identidad de sujetos mediante restos humanos 
esqueletizados debido al gran número de factores 
intrínsecos y externos y a la dificultad de realizar una 
osteobiografía mediante la realización de perfiles biológicos. 

Los objetivos de esta investigación fueron en primer 
lugar, evaluar la utilidad de diversos parámetros 
bioquímicos como las bases nitrogenadas {adenina, guanina, 
purinas, citosina, timina, pirimidinas, hipoxantina, xantina) y 
péptidos de colágeno tipo I en el hueso cortical para el 
establecimiento de un 1PM donde se contó con un total de 
80 huesos largos con 1PM de entre 5 y 47 años. En segundo 
lugar, analizar las proteínas en restos óseos para buscar 
biomarcadores patológicos que estén estrechamente 
relacionados con varias enfermedades que permitan la 
identificación de sujetos mediante el uso de 45 huesos 
largos de los cuales se conocía la historia clínica de 29 
{64.4%) y presentaban un 1PM de entre 18 y 45 años. 

Las técnicas empleadas para la cuantificación de bases 
nitrogenadas fue cromatografía liquida de alta resolución 
con detector UV (HPLC-UV) y para la detección de péptidos 
de colágeno tipo I se empleó cromatografía líquida de alta 
resolución con detector de masas/masas {HPLC-MS/MS). La 
extracción de proteínas de enfermedades se llevó a cabo de 
forma específica utilizando tampón Tris-Urea y se 
identificaron usando HPLC-MS/MS. 

Los resultados muestran como las concentraciones de 
las bases nitrogenadas son significativamente mayores en 
un 1PM que oscila entre 5 y 19 años y posteriormente sufre 
una disminución en las concentraciones en un 1PM que 
oscila entre 20 y 47 años. 

Respecto a la identificación de sujetos, nuestros 
resultados muestran que las proteínas resultantes de 
enfermedades tumorales y patógenos bacterianos y virales 
pueden ser detectados e identificados en los restos óseos, 
convirtiéndolos en biomarcadores patológicos útiles para la 
construcción de perfiles biológicos. 

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

Caso A. Valencia. 2018. 

Hallan el esqueleto de un hombre emparedado en una 
vivienda cuyos restos podrían corresponder a la víctima de 
un crimen cometido hace más de 5 años. ¿Cuál es el 
intervalo de tiempo transcurrido desde la muerte? 
¿Presenta signos de violencia? 

Caso B. Barcelona. 2018. 

Encuentran un cadáver en estado de esqueletización 
en una finca de un posible hombre desaparecido hace 32 
años. ¿Quién es el hombre encontrado? 

Caso C. La Habana. 2018. 

Accidente aéreo del vuelo DMJ-972 de Cubana de 
Aviación que se estrelló poco después de despegar del 
aeropuerto de La Habana con 110 víctimas. ¿Cómo proceder 
a la identificación en desastres masivos? 

Por regla general, encontramos en las series de 
investigación problemas de muy fácil resolución, sin 
embargo, en casos reales, la determinación de la antigüedad 
(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 antropología forense, la 
patología forense y la biología molecular que son ciencias 
complementarias y evolutivas entre sí. 

Por un lado, la biología molecular permite identificar y 
cuantificar biomoléculas (ADN y proteínas) que se 
encuentran en todo tipo de muestras biológicas (huesos, 
tejidos, pelo, etc.) con técnicas analíticas modernas que 
proporcionan un espectro cada vez mayor de información 
(Panzer y cols., 2014). 

Por otro, la antropología forense es una rama aplicada 
de la antropología biológica y una parte activa de la 
medicina forense como la patología forense, cuyo objetivo 
principal es el estudio de restos humanos y en particular de 
la data de restos óseos mediante utilización de diferentes 
técnicas que permiten, además, la identificación (Cattaneo, 
2007) e individualización de los cadáveres (Solla e i~can, 
2001). 

La determinación del 1PM 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 Española contempla dos 
posibilidades (BOE. Núm. 281, 24 de noviembre de 1995): 

• Que los restos encontrados tengan un 1PM inferior a 
20 años, como el Coso A descrito de Valencia. Lo que 
implica que el caso permanecerá abierto y los datos 
aportados podrán ayudar en la investigación policial para la 
determinación de una línea de tiempo para los eventos que 
rodean a la muerte. 

• Que los huesos hallados tengan un 1PM igual o 
superior a 20 años, lo que se relaciona con el Coso B en 
Barcelona. Aquí, el caso se dará por sobreseído y presentará 
importancia histórica o arqueológica. 

No obstante, el llevar a cabo esta tarea a día de hoy aún 
presenta problemas ya que los cambios postmortem pueden 
verse afectados por varios factores como: (i) factores 
intrínsecos, tales como la edad, el sexo, la constitución y el 
estado fisiológico y patológico del sujeto in vivo; (ii) factores 
externos, tales como el clima y las características del suelo 
en el que está enterrado el cuerpo y (iii) las diferentes 
modificaciones sufridas por los cadáveres, como 
consecuencia de la influencia de los fenómenos cadavéricos 
que comenzaran minutos después de la muerte, siendo 
estos (a) la autolisis o autodigestión (primera fase del 
proceso de descomposición) (Vass, 2001), (b) la putrefacción 
que se produce tras el agotamiento del 02, momento en el 
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que comienza la destrucción de los tejidos por 
microorganismos anaerobios (Statheropoulos y cols., 2005; 
Vass y cols., 2002; Vass, 2001; Pounder, 1995) y por último, 
(c) la esqueletización, donde se produce la degradación de 
los tejidos blandos. 

Para la identificación de desaparecidos como el Caso B 
planteado y en casos de desastres masivos como el Caso C, 
en la práctica forense, es también fundamental poder 
establecer la identidad de los sujetos mediante factores de 
individualización y la generación de un perfil biológico, que 
comprenderán información relativa a la especie, la edad, el 
sexo, la raza y/o el estado patológico previo del sujeto. 

Los progresos de la investigación en el ámbito de la 
biomedicina han conseguido nuevos hallazgos en distintos 
campos, los cuales permiten su aplicación a la problemática 
de la identificación del individuo (Villanueva-Cañadas y 
Castilla-Gonzalo, 2004), siendo el estudio de enfermedades 
infecciosas postmortem en restos óseos uno de ellos, ya 
que: 

• Diferentes patologías pueden producir alteraciones en 
la estructura y composición de los huesos (artrosis, 
osteoporosis, osteopenia, Paget óseo, etc.) 

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

A pesar de los problemas que se presentan, los huesos, 
en ocasiones el único material del que se dispone para 
analizar, presenta ventajas sobre otras matrices como la 
barrera física de hidroxiapatita que le confiere densidad, 
favoreciendo la preservación y la unión biomoléculas 
(Collins y cols., 2002; Galloway y cols., 1996) confiriéndole 
más resistencia frente a las influencias tafonómicas (Barrio­
Caballero, 2013) y ralentizando en el tiempo la diagénesis 
del hueso, donde se producen modificaciones postmortem 
(Collins y cols., 2002; Child, 1995) (biodegradación y 
degradación química) y posteriormente el deterioro químico 
de la fracción orgánica principalmente formada por 
proteínas colágenas (Hedges, 2002; Collins y cols., 1995) y a 
continuación del ADN por degradación enzimática y no 
enzimática (Paabo y cols., 2004; Paabo y cols., 1989; Bar y 
cols., 1988) lo que conlleva la ruptura de las cadenas en 
fracciones más pequeñas 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 problemática que 
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presentan estas cuestiones en las Ciencias Forenses los 
objetivos de esta investigación fueron dos. El primero de 
ellos ha sido analizar componentes biológicos (adenina (A), 
guanina (G), purinas (¿ (adenina+guanina)), citosina (C), 
timina (T), pirimidinas (¿ (citosina+timina)), xantina (X) e 
hipoxantina (HX)) presentes en cualquier muestra biológica, 
en este caso hueso, para poder establecer el 1PM (IPM<20 
años o IPM2:20 años). El segundo objetivo de este estudio ha 
sido analizar la posibilidad de caracterizar las proteínas 
presentes en la matriz ósea, utilizando técnicas analíticas 
que proporcionan información sobre los antecedentes 
patológicos del sujeto para su identificación e 
individualización. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

La realización del estudio del 1PM se llevó a cabo sobre 
80 huesos largos (fémur, tibia y húmero) de 80 cadáveres 
(SO hombres, 30 mujeres) con una edad media de 68.31 
años (DE=l8.021, rango=20-97). Los huesos fueron retirados 
de los nichos de cemento de un cementerio de Murcia 
(sudeste de España), donde habían permanecido entre 5 y 
47 años (tiempo medio 23.83 años, DE=l0.85). 

En función a la Legislación Española, las muestras se 
clasificaron en 2 grupos: 

• IPM<20 años (causa judicial abierta). 

• IPM2:20 años (causa judicial cerrada). 

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

Figura l. Muestras hueso largo. 
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La metodología empleada para la identificación de señal 
y cuantificación 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 concentración de ADN (ng/g hueso) y para la 
identificación y cuantificación de péptidos de colágeno tipo 1 
(nº péptidos/g hueso) y para la detección de proteínas 
relacionadas con enfermedades se empleó HPLC-MS/MS. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la actualidad, la estimación del 1PM reciente cuenta 
con métodos que proporcionan información relativamente 
precisa. Sin embargo, está precisión se ve negativamente 
afectada por: 

• Períodos largos de exposición, como en nuestro caso, 
que se trata de años y esto dar lugar a la desaparición de 
órganos y tejidos y se produce la esqueletización. 

• Situaciones en las que sólo se dispone de muestras de 
hueso como material biológico, los cuales pueden presentar 
información muy valiosa para esta estimación, 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 1PM a 
partir de restos óseos. 

Para solucionar esta incógnita, y con el fin de 
comprender el comportamiento de las proteínas de 
colágeno y las diferentes bases nitrogenadas en función del 
1PM, y a la luz de la ausencia de literatura al respecto, se 
analizaron las diferencias entre sus concentraciones medias 
en dos grupos: IPM<20 años e IPM2:20 años 

Nuestros resultados muestran que los "huesos 
recientes", catalogados como muestras con un 1PM inferior 
a 20 años, presentan una cantidad significativamente 
superior (p=0.005) de proteínas de colágeno tipo 1 
(0.85±1.663 nº péptidos/g hueso) a la encontrada en las 
muestras consideradas como "huesos antiguos", con un 1PM 
superior o igual a 20 años, las cuales presentan signos de 
degradación ya que han perdido densidad y la materia 
orgánica, lo cual se refleja en una disminución de 
biomoléculas y concretamente de péptidos de colágeno tipo 
1 (0.08 5±0.227 nº péptidos/g hueso). Lo cual se vio reflejado 
en una tendencia de decrecimiento de tipo. 

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

Por otro lado, los resultados obtenidos se muestran en 
la Tabla 1 y Figura 2, donde se observa una concentración 
significativamente superior de todas las bases en el IPM<20 
años respecto al IPM::?20 años, 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 
hidrólisis y de oxidación que causan la degradación del ADN 
cromosómico en fragmentos cada vez más pequeños y como 
consecuencia de este acortamiento, las bases nitrogenadas 
que lo conforman, así como el ácido ortofosfórico y el 
azúcar quedan libres (Kaiser y cols., 2008). 

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

Concentración Grupos de 1PM (años) 

media* 

(ng/g hueso) 

Adenina 

Guanina 

Purinas 

Citosina 

Timina 

Pirimidinas 

. ,, 
e . ¡ 15 

. 
... . ! 10 
;; 
e 
e 
~ 

·~ r u 

Gl: < 20 años 

9.288 ± 4.835 

6.499 ± 5.362 

15.787 ± 10.724 

5.021 ± 2.969 

6.021 ± 2.879 

11.041 ± 4.854 

p* 
G2: ~ 20 años 

4.646 ± 4.370 0.0004 

2.114 ± 1.973 0.0001 

6.790 ± 5.833 0.0001 

2.159 ± 1.675 0.0001 

4.235 ± 2.735 0.0226 

6.394 ± 3.912 0.0002 

Q Concentración Adenina 
(nglg) 

Q Concentrec10n Guanina 
(ng/g) 
Concentración Purinas 
(nglg) 

Q Concenlración C1toslna 
(nglg) 
Concentrac10n Timfna 
(nglg) 
Concentración Pmrmdmas 
(nglg) 
Com:::entrac1ón t-tipoi:antme 
(nglg) 

Q Concentración Xantma 
(ng/g) 

1PM < 20 anos 
(n=20) 

1PM > 20 allos 
(n•60) 

Grupos de 1PM 

Figura 2. Comportamiento de las bases nitrogenadas respecto 2 grupos de 
1PM en muestras de restos óseos. (1PM < 20 años e 1PM ~ 20 años). 
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Además, los datos encontrados muestran una mayor 
concentración de adenina que de guanina y una mayor 
concentración de timina que de citosina, lo que podría 
sugerir que se han producido transiciones de tipo 1 (GlilA y 
CITT), que son las más 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; Géitherstréim y cols., 
2002; Smith y cols., 2003; Poinar y cols., 1996). También 
encontramos concentraciones más altas de purinas que de 
pirimidinas, lo que significa que la tasa de depuración es 
mayor que la de depirimidinización (Lindahl, 1993). 

El análisis discriminante aplicado a todas las variables 
obtenidas en función del 1PM mostró un porcentaje de 
muestras correctamente clasificadas en el IPM<20 años del 
95.0% y un porcentaje del 80.0%, muestras correctamente 
clasificadas en el IPM::?20 años, lo que representa un 
porcentaje del total correcto clasificación del 86.7%. lo que 
sugiere que el análisis de todos estos parámetros discierne 
entre un intervalo y otro. 

Por otro lado, el segundo objetivo que se planteó en esta 
investigación fue la identificación de posibles patologías y 
biomarcadores de enfermedades para su uso como 
herramienta en la identificación y elaboración de perfiles 
biológicos de sujetos, propósito esencial en la Antropología 
Forense y que supone un nuevo campo de investigación ya 
que, a diferencia de otros estudios, nuestro objetivo era el 
de establecer un perfil del sujeto a partir de sus patologías 
mediante estudios proteómicos. 

El estudio más reciente que hemos encontrado en la 
literatura que analiza los marcadores de patología en los 
huesos se refiere a huesos que tenían 2000 años (Bona, 
2014). Encontramos otras referencias sobre el uso de 
biomarcadores para detectar procesos patológicos en 
diferentes muestras biológicas 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), 
líquido cefalorraquídeo (Poissy y cols., 2012), piel, úlceras y 
abscesos (Gerrard y cols., 2004) y un estudio llevado a cabo 
por Cattaneo y cols. (1999) en huesos donde detectaron 
antígenos para VIH y Hepatitis C. 

El análisis de los datos muestra un mayor número de 
proteínas víricas identificadas en los huesos (n=48, 73.8%) 
que bacterianas (n=l7, 26.2%). Encontrando entre las 
proteínas víricas, 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). Además, se observa el Virus de 
inmunodeficiencia humana 1 {VIH) (n=8, 17.8%) como 
agente presente en el mayor número de casos con historia 
clínica conocida. Por otro lado, los resultados muestran una 
alta frecuencia de Herpesvirus humano tipo 5 {CMV) en las 
muestras óseas analizadas (n=21, 46. 7%) que no pudimos 
corroborar con el expediente clínico de los sujetos del 
estudio. 

Las proteínas bacterianas identificadas en los análisis 
pertenecen a géneros diversos como Moraxella catarrhalis, 
Giardia intestina/is, Staphylococcus, Salmonella enterica, 
Photorhabdus asymbiotica y Sphingobacterium spiritivorum. 

Por último, en 13 de las 45 muestras analizadas 
encontramos proteínas relacionadas con enfermedades 
cancerígenas como leucemia, cáncer 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 
patologías humanas y proteínas relacionadas con diferentes 
agentes infecciosos pueden ser identificados en muestras de 
hueso cortical en sujetos de diferentes edades y un 1PM que 
oscila entre los 18 y los 45 años. 

Como afirma Lindahl {1993), esto se debe a que los 
componentes celulares son adsorbidos en la fracción 
inorgánica del hueso, constituida principalmente por 
hidroxiapatita, más abundante en el hueso cortical que en el 
medular. 

CONCLUSIONES 

Nuestros resultados muestran que la cuantificación de 
proteínas de Colágeno tipo I y bases nitrogenadas puede ser 
utilizada como herramienta complementaria, junto con 
otros análisis, en la estimación del 1PM. 

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 precisión que se 
puede lograr. 

Respecto, a la identificación de sujetos, nuestro 
estudio identificó biomarcadores potenciales para 
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patologías infecciosas y tumorales en restos óseos humanos 
con diferentes edades y un intervalo postmortem que oscila 
entre los 18 y los 45 años. Ya que, ciertas proteínas, 
características de la enfermedad tumoral, pueden ser 
extraídas de las células enfermas, que presumiblemente 
fueron transportadas antes por la sangre y absorbidas por la 
hidroxiapatita ósea (Schultz y col., 2007). 

Utilizando un método de extracción adecuado, 
desarrollado por nuestro grupo de investigación, hemos sido 
capaces de identificar varias proteínas que estaban 
estrechamente relacionadas con estas enfermedades. 
Nuestros resultados indican, por tanto, que mediante 
análisis proteómico es posible identificar la presencia de 
biomarcadores patológicos en el tejido óseo para la 
construcción de perfiles patológicos de los sujetos 
postmortem. 
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