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1. Introduccién

El establecimiento del IPM presenta una serie de problemas muy complejos debido a la
gran cantidad de factores intrinsecos que pueden alterar el curso normal de los cambios
postmortem, tales como la edad, el sexo, la constituciébn y los anteriores estados
fisiologicos y patoldgicos del sujeto, asi como factores externos, tales como el clima y las
caracteristicas del suelo en el que esta enterrado el cuerpo [1]. También se encuentran
dificultades a causa de las diferentes modificaciones sufridas por los cadaveres, como
consecuencia de la influencia de los fenémenos cadavéricos [2]. A pesar de esto, varios
métodos han sido descritos para este fin, el mas comun se basa en las modificaciones
estructurales y de composicion que tienen lugar en el hueso después de la muerte [1].

La determinacion de la fecha de la muerte de los restos 6seos es de utilidad para fines
investigadores, pero también tiene importantes implicaciones legales, tanto en casos
penales como civiles, ya que es de gran ayuda para las autoridades en las investigaciones
judiciales [3].

Cuando nos enfrentamos a cadaveres bien conservados, existen multitud de herramientas
gue permiten resolver el proceso de forma rapida. Sin embargo, en muchos casos, estos
métodos no pueden ser aplicados o se han de complementar y/o confirmar empleando
como fuente los restos 6seos, los cuales contienen informacién genética [4-6].

Estudios de diferentes autores sefialan que el material genético se degrada mas
rapidamente en tejidos blandos que en huesos, debido a la estructura mas resistente del
ultimo que actia como barrera fisica frente a las influencias tafondmicas [7]. La densidad
del hueso también es un factor importante que influye en su preservacién [8]. De este
modo, el ADN estd normalmente menos degradado en las porciones méas densas del
esqueleto, como el fémur y la tibia [7].

En general, la cantidad y la integridad del ADN recuperado es un factor importante
limitante en la investigacion forense y arqueoldgica [9-10]. Tras la muerte de un individuo
se desencadenan procesos de hidrélisis y de oxidacion que causan asi la degradacion del
ADN cromosOmico en fragmentos cada vez mas pequefos a través del tiempo y como
consecuencia de este acortamiento, las bases nitrogenadas que lo conforman asi como el
acido ortofosférico y el aztcar quedaran libres [11].

Respecto al uso de ADN para la determinacién del IPM, en los dltimos afos, se han
publicado muchas investigaciones acerca de la identificacion y la determinacién del sexo
de los huesos humanos secos por medio de analisis de ADN. Sin embargo, existen pocos
estudios que investigan el posible uso de la técnica de ADN para determinar el intervalo
postmortem (IPM).
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Por otro lado, encontramos que el uso de bases nitrogenadas para la estimacion del IPM
aun no ha sido empleado para este fin. En vista de la ausencia de métodos precisos para
la determinacidon del IPM, parece importante tratar de desarrollar un nuevo método para el
Ultimo periodo post mortem, por lo que el propésito de esta investigacion es evaluar la
utiidad de los distintos parametros bioquimicos tales como las bases nitrogenadas
(adenina, guanina, citosina, timina, hipoxantina y xantina) para el establecimiento de la
data en los huesos largos.

2. Material y Métodos

Con el fin de evaluar la utilidad de las bases nitrogenadas en el hueso para el
establecimiento del intervalo postmortem, fueron analizados un total de 80 huesos largos
de 80 cadaveres diferentes (50 varones, 27 mujeres y 3 indeterminada) con una edad
media de 68.31 afios (SD = 18.021, Rango 20-97). Los huesos se obtuvieron del
Cementerio de Murcia, donde habian permanecido en nichos durante un periodo
documentado que abarca desde los 5 hasta los 47 afios (S.D. = 10.853, Media = 23.83
afnos).

Los parametros de estudio en las 80 muestras fueron la adenina, guanina, citosina, timina,
hipoxantina y xantina de hueso cortical. El procedimiento seguido para la determinacion
de las bases puricas y pirimidinicas, asi como de Xantina e Hipoxantina, fue en primer
lugar la aplicacién de un protocolo de desmineralizacién vy lisis [12-13]. Posteriormente un
alicuota del sobrenadante de las 80 muestras fue analizado y cuantificado mediante
HPLC-UV.

3. Resultados

Se realiz6 un analisis de correlacion bivariada (no paramétrico) entre el intervalo
postmortem y los distintos parametros bioquimicos. Los resultados obtenidos en la
investigacion, fueron el establecimiento de una correlacion negativa entre la adenina (r = -
0.254; p = 0.023) guanina (r = -0.266; p = 0.017), purinas (r = -0.259; p = 0.020), citosina (r
=-0.362, p = 0.001), pirimidinas (r = -0.264, p = 0.018) y xantina (r = -0.254, p = 0.023) y la
data de la muerte, las cuales se ajustan a un modelo exponencial (Figura 1-6).
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Figura 1. Diagrama de dispersion y regresion Figura 2. Diagrama de dispersion y regresion
exponencial que representa la variacion de la exponencial que representa la variacion de la
concentracion de Adenina respecto al IPM. concentracion de Guanina respecto al IPM.
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Figura 5. Diagrama de dispersion y regresion
exponencial que representa la varacion de la
concentracién de Pirimidinas respecto al IPM.
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Figura 4. Diagrama de dispersidn y regresion
exponencial gue representa la variacion de la
concentracion de Citosina respecto al IPM
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Figura 6. Diagrama de dispersion y regresion
exponencial que representa la variacion de la
concentracién de Xantina respecto al IPM

Encontramos ademas un aumento de las concentraciones relativas de timina respecto a
citosina y una mayor liberacion de guanina respecto a adenina en relacién a la data
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Figura 7. Diagrama de dispersion y linea de ajuste que
representa la concentracion de Timina y Citosina respecto

al IPM.
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Figura 8. Diagrama de dispersion y linea de ajuste que
representa la concentracion de Guanina y Adenina
respecto al IPM.
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4. Conclusiones

Se considera que el hueso es una buena fuente, debido a que la matriz de apatita mineral
actla potencialmente como una barrera fisica y quimica contra el deterioro del ADN (a
través de la actividad microbioldgica y los factores ambientales) y ha sido ampliamente
mencionado en la literatura para explicar la preservacion excepcional de ADN y de bases
nitrogenadas en tejidos duros [14-16].

Respecto a la metodologia empleada, cabe mencionar que actualmente hay una amplia
variedad de técnicas de separacion pero el método mas extendido para la determinacion
de nucleétidos, nucleésidos asi como de metabolitos en diferentes muestras biolégicas es
la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) [17].

Nuestros resultados muestran una correlacién negativa de las bases nitrogenadas
(adenina, guanina, purinas, citosina, pirimidinas y xantina) respecto al intervalo
postmortem que se ajustan a un modelo exponencial, asi como un incremento de las
concentraciones relativas de timina y guanina respecto a citosina y adenina,
respectivamente. Este estudio podria permitir la estimacién del intervalo postmortem,
siendo usado como herramienta complementaria.
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