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Resumen

La estimacion de la edad de un individuo, es un estudio que se lleva a cabo en los restos
6seos humanos, el cual nos permite conocer y establecer un rango de la edad biologica de
un individuo vivo o fallecido. Esto se realiza mediante diversos métodos y pasos que se
emplean para estudiar las estructuras histologicas y morfoldgicas de los huesos. En el
presente trabajo monografico, se describiran las técnicas histoldgicas y procedimientos que
ayudaran a dar una estimacion de la edad en restos Oseos humanos, siendo la
histomorfometria, una de las técnicas mas estudiadas que tiene gran utilidad cuando los
restos 0seos se encuentran fragmentados y los métodos convencionales no son viables,
basandose en investigaciones ya existentes, resaltando los cambios bioldgicos, histologicos
y morfologicos de los componentes Oseos que se aprecian a nivel microscopico y las
limitantes y margenes de error a considerar dentro del procesamiento. Por consiguiente, es
necesario dar a conocer dicho estudio que nos brinda la tecnologia avanzada, sirviendo de
gran aporte en las ciencias forenses y criminalisticas, lo cual a corto, mediano y largo plazo
podria ser una metodologia que acorde al tiempo de estudio posea una validez y

confiabilidad cientifica.
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Abstract

The estimation of the age of an individual is a study that is carried out in human skeletal
remains, which allows us to know and establish a range of the biological age of a living or
deceased individual. This is done through various methods and steps used to study the
histological and morphological structures of bones. In the present monographic work, the
histological techniques and procedures that will help to give an estimate of the age in
human bone remains are described, with histomorphometry being one of the most studied
techniques that is very useful when the bone remains are fragmented and conventional
methods are not viable, already in existing investigations, highlighting the biological,
histological and morphological changes of the bone components that are appreciated at the
microscopic level and the limitations and margins of error to be considered within the
processing. Therefore, it is necessary to publicize said study that advanced technology
provides us, serving as a great contribution in forensic and criminal sciences, which in the
short, medium and long term could be a methodology that, according to the study time, has

validity and scientific reliability.
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INTRODUCCION

Tras el deceso de una persona surgen diversas interrogantes, la principal recae en
determinar ;quién es la victima?, una pregunta que desde las diversas ciencias forenses se
debe responder para establecer la identidad de la persona. Cuando se trabaja con restos
6seos humanos se realiza la experticia de identificacion bioantropologica de cadaveres, esta
se conoce como el perfil biologico del individuo, el cual incluye el sexo, la edad, la

estatura, su afinidad biogeografica y su composicion fisica'.

En el caso particular de la edad, se establece como un indicador de madurez esquelética y
bioldgica de un individuo, esto es diferente a la cronoldgica que se calcula utilizando la
fecha de nacimiento. Para calcular la edad biologica se han utilizado diversos métodos tanto
en personas vivas como ocurre con las radiografias de las manos y la erupcion dental, asi
como métodos en personas fallecidas®. No obstante, en la determinacion de la edad en
restos Oseos se trabaja con la aparicion, crecimiento y fusion del centro de osificacion de
los huesos largos para nifios y adolescentes, mientras que en el adulto los métodos se basan
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en los cambios morfologicos macro y microscopicos”.

Es decir, cuando se trabaja con esqueletos inmaduros o adultos el uso de las caracteristicas
morfologicas macroscopicas y el uso de tablas de referencias favorecen la determinacion de
la edad. La mayor complejidad se presenta cuando los huesos se encuentran fragmentados,
mezclados y carbonizados. En estos casos la histomorfometria ha sido una herramienta de
utilidad®, porque permite determinar la edad bioldgica de esos fragmentos. Al respecto,
Ubelaker y Khosrowshahi’ explican que la histomorfometria es utilizada por pocos

antropologos forenses, debido a la capacitacion especializada que requiere.

Es decir, la preparacion de las muestras y la interpretacion de las estructuras tisulares para
su estudio morfométrico requiere de entrenamiento previo. Es justo en este punto, cuando
los profesionales de la histotecnologia pueden coadyuvar al sistema de justicia al procesar
los restos Oseos y aportar informacion relacionada con la edad bioldgica de una persona. En
este sentido, la presente investigacion tiene como objetivo general describir las técnicas

histoldgicas para la determinacion de la edad bioldgica en restos 6seos humanos.



Para tales fines, como objetivos especificos se tienen, explicar las caracteristicas
histologicas del tejido 6seo y sus cambios con la edad, seguidamente, establecer un
protocolo para el procesamiento del tejido 6seo con base en las limitaciones de las técnicas
actuales y, por ultimo, especificar las caracteristicas morfométricas utilizadas para la
determinacion de la edad biologica en restos dseos humanos. Este estudio se realizd por

medio de una investigacion documental bajo la modalidad de trabajo monogréfico.

Con base en lo anterior, este aporte contribuye con los profesionales de las ciencias
forenses, por tratarse de una investigacion aplicada. En especial a los peritos del Servicio
Nacional de Medicina y Ciencias Forenses (SENAMECF), porque se plantea una
metodologia que permitird determinar la edad biologica de fragmentos de huesos humanos
para contribuir con el perfil bioantropologico de una persona y de esta manera lograr
establecer su identidad. Por lo cual, propone un nuevo enfoque de trabajo cuando resulte

imposible utilizar los métodos convencionales de la antropologia forense.

En el mismo orden de ideas, el aporte a la sociedad se reflejara en la resolucion de los casos
con base en la verdad procesal desde el conocimiento cientifico. Siendo los familiares de
las victimas los principales beneficiados, al establecer la identidad de estas personas. Lo
anterior conlleva a una mejor percepcion del sistema de justicia venezolano, asi como del
rol de los profesionales de la histotecnologia dentro de las investigaciones penales, cada

profesional puede aportar soluciones desde su praxis.



DESARROLLO

La mayoria de los métodos de estimacion de la edad de los individuos se basan en estudios
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macroscopicos de los huesos™” y piezas dentales

, tanto en personas vivas como
fallecidas. Pero los cambios fisicos que experimentan estas estructuras se producen durante
los primeros afios de vida y la adolescencia, disminuyendo en los individuos subadultos y
cesando en los adultos, por lo cual la precision de la edad se dificultad a medida que la

persona envejece”.

Ademéds, la fragmentacion de restos Oseos le agrega complejidad al caso. Por ejemplo,
personas que fallecieron por traumatismos (explosiones) la fragmentacion de huesos es
comun, incluso eventos postmortem como exposicion a la intemperie, efecto de la fauna
local, entre otras causas ocasionan fragmentos'’. En tal sentido, se deben individualizar y
establecer la identidad a través de fragmentos y los métodos convencionales no son ttiles
en estos casos. Por ende, surge la necesidad de trabajar con otros métodos que permitan

aportar informacion sobre las caracteristicas bioantropologicas de los fragmentos.

La histomorfologia o histomorfometria es un método cuantitativo de las estructuras internas
del hueso, asi como de su geometria. Es decir, se cuenta y miden las variables
microestructurales del tejido 6seo para determinar el recambio o su remodelacion, porque
es un proceso que ocurre durante toda la vida, permitiendo asociar el nimero de osteonas y
la edad biolégica“'”. A continuacion se presentan algunos trabajos que han utilizado este

método con fines forenses.

Uno de los trabajos més recientes realizado por Lagacé et al.'* realizaron un analisis de
cuatro métodos histomorfométrico para la distincion entre fragmentos de huesos humanos y
no humanos. Dentro de sus principales hallazgos se destaca que algunos de estos métodos
no se pueden utilizar como se presentan en los articulos originales, se deben realizar
correcciones a las unidades de medidas, ademas se deben considerar un nimero minimo de
osteonas intactas para obtener un analisis estadistico confiable porque la variabilidad afecta

la precision de los métodos, especialmente cuando se trabaja con huesos fragmentados.



Este trabajo se vincula con la presente investigacion porque plantea que el método presenta
ciertas limitaciones en cuanto al andlisis morfométrico y el uso de las féormulas. Por tal
razén, se debe considerar estos inconvenientes para minimizar el margen de error al
momento de establecer la edad. En un segundo trabajo realizado por Maggio y Franlin'
estudiaron la edad que tenian las victimas a través de la histomorfometria femoral en 33
estudios. Dentro de sus hallazgos se resalta que el nimero minimo de individuos que se
debe utilizar para establecer patrones de referencias oscila entre 100-150, con el propdsito

de garantizar una mayor precision de los resultados, incluyendo su desviacion estandar.

En consecuencia, los métodos deben garantizar un grado de confiabilidad para su utilidad
dentro del contexto forense o como valor probatorio. En pérrafos anteriores se ha
comentado que la estimacion de la edad a nivel macroscdpico se basa en la maduracion del
esqueleto humano con la aparicion y fusion de los centros de osificacion de los huesos,
pero a nivel microscopico el grado de modelacion es el objeto de estudio. En ambos casos

el método debe ser preciso y repetible'®.

Por tal razon, en un tercer trabajo realizado por Garcia et al."” tras una revision critica de las
técnicas histologicas para la estimacion de la edad, encontrando que los principales errores
de estimacion pueden estar relacionados con factores intrinsecos y problemas
metodologicos, es decir, se deben realizar estudios en las poblaciones de interés para ajustar
los métodos a las variabilidades de cada poblacion como parte de la validacion previa a su
uso con fines forenses. Al utilizar las férmulas actuales en poblaciones distintas obtuvieron

una subestimacion de la edad con un aumento de la inexactitud en las personas mayores.

Siendo importante aclarar que la relacion entre la edad bioldgica y la edad cronolédgica no
es constante ni lineal, dado que los cambios biolégicos no son uniformes en el tiempo y
estan influenciados por diferentes factores intrinsecos como los genes, el sexo y la
ancestria, asi como factores extrinsecos como la alimentacion, el ambiente, la actividad
fisica y las patologias. Por lo tanto, la variabilidad en las poblaciones humanas conlleva un

cierto margen de error en la estimacion de la edad biologica’.



A pesar de lo anterior, estas técnicas siguen siendo utilizadas para determinar la edad en
fragmentos de restos 0seos, porque la progresion de la remodelacion 6sea es un indicador
preciso cuando se cuenta con estandares de comparacion. Por tal razon, existen diversos
métodos que han variado durante los afos para darle mayor aplicabilidad, por ejemplo, a
nivel de las formulas utilizadas y la desviacién estandar de las mediciones, tipo de uso
utilizado, cantidad de hueso requerido, asi como las estructuras microscopicas

18
observadas .

Ahora bien, se habla de un método porque engloba una serie de pasos y etapas, dentro de
las cuales se encuentra la técnica histologica o el procesamiento tisular del material 6seo,
los trabajos anteriores se fundamentaron en el método per se. No obstante, Ubelaker y Wu'®
plantean que la técnica presenta limitaciones en cuanto al limite de material a utilizar, al
tratarse de fragmentos, estos no se pueden agotar en su totalidad a través del uso de la
técnica, porque tiene prioridad desde el punto de vista forense las experticias genéticas en

caso de material exiguo.

Lo anterior ocurre porque la obtencion de un preparado histoloégico para un estudio
histomorfométrico se considera un método destructivo al limitar la cantidad de material
genético para su posterior estudio. Con base en estas premisas se desarrollan los objetivos
especificos para abrir paso a nuevas investigaciones en el campo forense a través de
métodos y técnicas que sirvan de alternativa en ciertos casos de interés criminalistico, al
final, todo dependera del conocimiento de cada perito la eleccion del mejor método que

garantice la integridad de la evidencia y la obtencion de resultados.



CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL TEJIDO OSEO Y SUS CAMBIOS
CON LA EDAD
Para comprender el fundamento de la técnica como una de las etapas del método, se
requiere explicar las caracteristicas histoldgicas que conforman al tejido dseo, es decir, el
reconocimiento de estas estructuras es la base para cualquier calculo posterior. Al respecto,
Boskey'’ explica que la mayoria de las células oseas son de origen celular
mesenquimatoso, estas células se diferencian a partir del mesodermo para dar origen a las

células que posteriormente conformaran al tejido dseo.

Dentro de estas células tenemos los condrocitos que son los responsables del deposito de la
placa de crecimiento y su posterior remodelacion, mientras que los osteoblastos sintetizan
la matriz 6sea y facilitan el proceso de mineralizacion, asociado al desarrollo y crecimiento
de los huesos. Durante el proceso de maduracion de estas células se obtienen los osteocitos,
los cuales responden a la carga biomecanica del cuerpo humano y regulan la resorcion y

SR
formacion Osea .

En consecuencia, son los osteocitos los que se rodean de minerales (fosfato y carbonato de
calcio) que les confieren la dureza y resistencia, estas células constituyen el 90% de las
células presentes en el hueso con un tiempo de vida util entre 1 a 50 afios (tiempo de vida
media de 25 afios). Ademas, con la edad disminuyen el numero de divisiones de los
osteoblastos por lo cual los osteocitos son los que sufren cambios. Por otro lado, los
osteoclastos son de origen hematopoyético y son células gigantes multinucleadas
responsables de eliminar el hueso (resorcion), siguiendo las sefales de los osteoblastos y
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osteocitos .

La osteona se forma por un conjunto de laminillas concéntricas de tejido 6seo compacto
que rodea a un conducto central denominado canal de Havers, por este canal pasan los
7 19 . . ., , ..
vasos sanguineos . Aunque en la presente investigacidn se estan omitiendo otros

elementos o caracteristicas histologicas a nivel 6seo, es en este punto donde recae el interés



de la técnica histologica para la determinacion de la edad. Con los anos, el proceso de

envejecimiento conduce al incremento del nimero de osteonas.

Al respecto, Sobol et al.* sefialan que las osteonas incrementan de diidmetro por un
incremento en el didmetro del canal de Havers, debido a la actividad de los osteoclastos
durante la resorciéon 6sea. En este proceso de remodelacion, se obtienen las osteonas
fragmentarias por la tension biomecénica y la reparacion del dafio causado por multiples
agresiones; en consecuencia, en un mismo preparado histoldgico se encontraran osteonas
completas o intactas y osteonas fragmentarias, este patron Oseo varia a lo largo del

esqueleto humano'’.



PROTOCOLO PARA EL PROCESAMIENTO DEL TEJIDO OSEO

Como se trata de un proceso legal, el profesional de la histotecnologia debera recibir el
material con su respectiva cadena de custodia, partird de un reconocimiento técnico de la
evidencia a través del uso de la lupa estereoscopica con el propdsito de describir las
caracteristicas macroscopicas de los fragmentos (tamafio, forma y color), ademas se debera
reportar el numero de fragmentos. Como se plantea la inquietud de la destruccion del
material genético, se determinard si el tamafo de la muestra permite realizar un

procesamiento histologico o no.

Es decir, si el fragmento es muy pequefio no se realiza el procesamiento histologico y se
enviard al laboratorio de genética forense y en caso de quedar material disponible se podria
procesar. El fragmento de hueso se puede cortar con una herramienta rotativa o dremel
(grosor de 1 mm) o se puede raspar, la muestra se incluye en resina epoxica en un molde, el
bloque obtenido a las 16 horas se devasta manualmente con el dremel y frotdndolo sobre
una lija de banda fina hasta obtener cortes de 75-100 um de espesor, luego se montan en un
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vidrio portaobjeto con un pegamento para preparaciones histologicas™ .

Se deja secar el corte durante 4 dias y se pule durante 10 minutos, se realiza un lavado con
xilol para eliminar los restos y se procede a cubrir con un cubreobjetos. Existen
herramientas especializadas para tales fines, por ejemplo, el uso de un micrétomo de sierra
o un ultramicrotomo, pero todo dependera de la disponibilidad del laboratorio, porque es un
proceso distinto al procesamiento de la técnica de la parafina, donde se descalcifica el
material duro para su posterior corte con un micrétomo. Los preparados se pueden

. . . . .. . 22
visualizar con un microscopio de luz transmitida y luz polarizada™.



CARACTE’RI'STICAS MORFOME,TRICAS UTILIZADAS PARA LA
DETERMINACION DE LA EDAD BIOLOGICA EN RESTOS OSEOS HUMANOS
Una vez obtenido el preparado histolégico, se procede a su visualizacion. La observacion
permite evaluar las caracteristicas morfologicas de las osteonas y posterior cuantificacion
con un analizador de imagen. Dentro de los pardmetros utilizados se tiene el nimero total
de osteonas intactas (N.On.In), el nimero de osteonas fragmentarias (N.On.Fg), didmetro
promedio de los canales de Havers (Can.Hav), porcentaje de osteonas fragmentarias
(%On.Fg) y la densidad poblacional osteonal (OPD), ademas del area cortical (B.Ar) y el
porcentaje de hueso osteonal (On.B), area media de las osteonas secundarias completas al

100% (On.Ar), namero de osteonas secundarias completas al 100% (N.On)>.

Formulas para osteonas secundarias:
OPD = N.On.In + N.On.Fg / B.Ar
Ln Edad = 2,343 + 0,050877 (ODP) + 3,9 afios>* para costilla

On.B = [(On.Ar x N.On) / B.Ar] x 100

Y = 75,93 x (On.B/100) + 25,966 + 8,5 afios™ para tibia

Y = 1,285 (N.On/B.Ar) + 23,22 + 8,5 afios*® para tibia
Con base en los pardmetros anteriores, diversos estudios plantean el uso de un modelo
lineal para estimar la edad al momento de la muerte, centrado en el supuesto de que las
osteonas primarias son reemplazadas por osteonas secundarias en un proceso continuo de
recambio que ocurre en un tiempo predecible, por otro lado, el nimero de osteonas intactas
y fragmentarias por unidad de area cortical es el mejor indicador de la edad biologica'?. En
tal sentido, se trabaja con la densidad de la poblacion de osteonas por area cortical, algunos
autores consideran el uso de las osteonas con un canal de Havers mayor de 70 um de

diametros, pero todo dependera del material disponible®.

Ademas, se deben considerar otras variables como el sexo, actividad fisica, patologias,
dieta, entre otras, para ajustar los calculos. Por tal razon, es un area que requiere mayor
investigacion para obtener informacion de comparacion y métodos estandarizados. Hasta el

momento, el nimero de osteonas fragmentarias incrementa con la edad (mayores de 50

9



anos) y es un valor predictivo que se puede correlacionar con el niumero de osteonas
intactas y la densidad poblacion que se esperaria en personas jovenes (menores de 50
afios)'®.

CONCLUSIONES

La estimacion de la edad en restos 6seos humanos requiere de la utilizacion y aplicacion de
métodos y técnicas confiables. En este sentido, los métodos disponibles han permitido
observar que, a nivel macroscopico, la estimacion de la edad se basa en la maduracion del
esqueleto humano con la aparicion y fusion de los centros de osificacion de los huesos,
mientras que, a nivel microscopico, el objeto de estudio es el grado de modelacion. De
acuerdo a las caracteristicas de la evidencia se debe elegir el método. Cuando se trata de
huesos fragmentados los métodos anteriores no son viables, en tal caso se utiliza un método

histomorfometrico en las medidas de las posibilidades.

En relacion a esto, los estudios poblacionales de interés constituyen una fuente para ajustar
los métodos a la variabilidad de cada poblacion, como parte de la validacion previa para su
utilizacién con fines forenses y probatorios. Por otra parte, la utilizacion de las féormulas
actuales en poblaciones distintas ha dado como resultado estimaciones de la edad con un
aumento de inexactitud en personas mayores. Apreciandose entonces, que la progresion de
la modelacion o6sea es un indicador preciso cuando se cuenta con estdndares de

comparacion.

Aunque planteamientos existentes limitan las técnicas histoldgicas en cuanto a la cantidad
de material a usar para determinar la edad en restos dseos fragmentados, por considerar el
preparado histolégico como un proceso destructivo del material 6seo, ésta técnica
constituye una etapa del método y la misma se fundamenta en las caracteristicas
histologicas del tejido 6seo y de sus cambios producidos por la edad, pues, el
reconocimiento de éstas estructuras, constituye la base para calculos posteriores. Siendo en
esta parte, donde se evidencia su utilidad para la determinacion de la edad. Resultando que
en un mismo preparado histoldégico se encuentran tanto las osteonas intactas como las

fragmentarias.
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En este contexto, la técnica histologica también cuenta con un protocolo para el
procesamiento del tejido 6seo, en el cual se determina si la muestra recibida es suficiente
para realizar el preparado histologico; de resultar insuficientes, los restos Oseos
fragmentados seran enviados al laboratorio de genética forense. Ademads, la técnica
histoldgica evalta a través de la observacion del preparado histoldgico, las caracteristicas
morfologicas de las osteonas para su cuantificacion. Considerando que el nimero de
osteonas intactas y fragmentarias por unidad de area cortical es el mejor indicador de la
edad bioldgica. Del mismo modo, se debe tomar en cuenta variables como el sexo,
actividad fisica, patologias, dieta, entre otras, para ajustar los calculos y obtener

informacion de comparacion y métodos estandarizados.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios experimentales con una poblacion de restos 6seos que
permitan obtener estdndares de comparacion asociado a la poblacion venezolana, porque
pueden existir variabilidades en cuanto a la dieta y el estado de salud que tenia la persona
antes de fallecer, entre otros factores. Ademads, esto aportard mayor nivel de precision al
método y propondra variaciones a la técnica histologica seglin se presentan los resultados y

necesidades de mejora.

Por tal razén, es importante un estudio previo que permita estandarizar la técnica para el
procesamiento tisular y el uso de las formulas para garantizar un método al servicio del
sistema de justicia al determinar la edad bioldgica a través de fragmentos 6seos. También,
se recomienda la formacion de personal calificado para realizar estos estudios dentro de las
instituciones en materia penal o la incorporacion de profesionales de la histotecnologia

dedicados a estas funciones.
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