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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

El fuego es sin duda una de las fuerzas mas destructivas desde un punto
de vista forense, puede ser el arma o el evento que cause la muerte tales
como: accidentes aéreos, bombardeos, explosiones, terremotos,
homicidios, suicidios, muertes accidentales. Pero ademas el fuego puede
ser empleado para tratar de destruir pruebas forenses en casos
criminales, a menudo para tratar de dificultar la identificacion vy

recuperacion del propio cuerpo.

1.1. El proceso de cremacién.

Cuando un cuerpo es sometido a la accion del fuego, podemos observar
que el proceso de cremaciéon no es homogéneo en su efecto sobre el
cuerpo. El fuego va a producir quemaduras en los tejidos en diferentes
grados perfectamente diferenciados, tal y como podemos observar en

contextos clinicos en personas vivas.

Sin embargo en contextos criminales, grandes catastrofes o en
cremaciones arqueoldgicas, donde no se produce la cremacion uniforme
en el cuerpo, es posible observar restos con diferentes grados de

quemaduras en tejidos blandos y 6seos.
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Los efectos del fuego sobre los diferentes tejidos humanos varian segun
la proximidad del cuerpo al fuego, la temperatura alcanzada (determinado

por el tipo de combustible), y la duracién de la exposicion al fuego.

Los distintos grados de quemaduras de tejidos se basan en la intensidad
y la duracion de la exposicion a la fuente de calor. Por lo tanto, estos

grados pueden ser usados como un indicador del proceso de cremacion.

- Quemaduras de Primer Grado.

La quemaduras de primer grado son las mas superficiales. se limitan a la
capa superficial de la piel la epidermis. Por lo general se caracteriza por
un enrojecimiento e inflamacion del sitio de la quemadura. El
enrojecimiento es debido al aumento del flujo de sangre a esta zona
como resultado de la vasodilatacion. Van acompafadas de inflamacion

debido a la edematizacion en la zona.

- Quemaduras de segundo grado.

El siguiente paso en el proceso de cremacion es la destruccion de las
capas superficiales de la piel. En estos casos, la marca clasica en
quemaduras de segundo grado es la formacion de ampollas en la zona

afectada. La afectacion no va mas alla de la capa epidérmica de la piel.

Introduccién 7



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

Esta categoria puede dividirse en otros dos niveles: tipo a y tipo b. El
primero cursa con quemaduras en las capas superiores de la epidermis,
mientras que la segunda se refiere a la necrosis de todo el espesor de la

epidermis.

- Quemaduras de tercer grado.

Una vez superadas las capas superficiales, el fuego actua directamente
sobre todo el espesor de la dermis y pasa a la hipodermis. La profundidad
de estas quemaduras de tercer grado se traduce en la destruccion de las

terminaciones nerviosas.

Quemaduras de cuarto grado

- Se caracterizan por la destruccion de todas las capas de la piel y los
tejidos subyacentes, incluyendo el musculo, tendon, y en ultima instancia,
el hueso (Spitz, 1993). Algunos autores, como DeHaan (2002)

categorizan este grado incluyendo el musculo y el hueso subyacente.

Sin embargo, las quemaduras de cuarto grado se caracterizan por la
necrosis de los tejidos profundos: adiposo, muscular y 6seo. No obstante,
los huesos sufren un proceso diferente durante la cremacion, debido a su

matriz inorganica.
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El hueso posee una matriz inorganica dura compuesta de sales que le
confiere una estructura rigida, pero también hay una parte menos dura, la
organica, compuesta principalmente por proteinas colagenas y no

colagenas que le proporcionan flexibilidad estructural.

Entre las partes organicas del hueso se encuentra la médula ésea,
alojada en el interior de los huesos largos extendiéndose a lo largo de
estos, ademas existe una red de hueso esponjoso que se encuentra en
los huesos planos, cortos e irregulares. Una vez que el tejido blando
alrededor del hueso es eliminado, el fuego actua sobre el hueso y todos
sus componentes. Sin embargo, hay que tener en cuenta muchos otros
factores a considerar antes de la desaparicidon de los tejido blandos como
es el hecho de que durante la cremacion, los musculos pueden afectar a

la posicion del cuerpo, asi como al estado de conservacion de los restos.

No obstante cuando se producen grandes catastrofes, los cuerpos
carbonizados resultan muy dificiles de identificar, realizandose sobre ellos
radiologia general, fichas dentales, examenes quimico-toxicologicos,
serogenéticos e histopatologicos (Jablonski 1989; Johanson 1969; Mincer

1990; Alonso 2001).
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En este sentido autores como Crow y Glassman (1996), realizaron una
clasificacion donde proponen una estandarizacion en casos de cadaveres

con quemaduras, esta escala la dividieron en cinco niveles:

Nivel 1: Lesiones por quemaduras caracteristica de muerte por asfixia,
despegamiento de la epidermis, la cabeza y el vello facial aparecen

quemados. La identificacion es posible.

Nivel 2: El cuerpo es reconocible, presenta diferentes grados de
carbonizacion. Destruccion de partes periféricas: manos y / o pies, y
posiblemente, genitales y orejas.. La identificacion se realiza mediante

colaboracion del médico forense y un odontdlogo forense.

Nivel 3: Ademas de la destruccidon del cuerpo faltan extremidades, brazos
y / o piernas. La cabeza esta presente aunque irreconocible. Se debe
incluir un antropologo forense para su recuperacion, determinacion del
sexo, edad, raza, etc.. desde el esqueleto, la identificacion es coordinada
por un médico forense que puede requerir la ayuda de un odontdlogo

forense.
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Nivel 4: El craneo aparece fragmentado y separado del cuerpo. Algunas
extremidades brazos y / o piernas pueden seguir articulados con el cuerpo
carbonizado. La busqueda y recuperacion debe ser realizada por un
antropologo forense utilizando métodos sistematicos y procedimientos de
deteccion para localizar pequefios fragmentos del cuerpo y piezas
dentales.

La identificacion es coordinada por un médico forense, un antropdlogo

forense y un odontodlogo como consultores.

Nivel 5: El cuerpo esta totalmente incinerado y no queda ningun tejido.
Los restos estan fragmentados, dispersos e incompletos. A este nivel el
antropdlogo forense debe ser un consultor sobre el terreno para la
identificacion, recuperacion e identificacion de los atributos fisicos de la
persona fallecida, ya que la identificacion personal es mas dificil a este
nivel. La recuperaciéon de las piezas dentales requiere los conocimientos

de un odontdlogo forense.

La escala de Crow-Glassman para describir la magnitud de las
quemaduras de los restos de una victima de incendio, sigue la premisa de
que los cuerpos se descomponen por lo general siguiendo un patrén
sistematico basado en la exposicion al fuego, la temperatura y la

duracion del mimo (Glassman 1996).
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Anteriormente Eckert et al. (1988) fue el primero en proponer un sistema
que fué mas tarde popularizado por Mayne Correia (1997). Este sistema
de clasificacion define los grados de alteracion térmica segun cantidad de

tejido superviviente a la cremacion. Las clasificaciones incluyen:

Estadio 1: Los 6rganos internos permanecen intactos.

Estadio 2: Cremacion parcial de los tejidos blandos.

Estadio 3: La incineracién incompleta, aun se mantienen fragmentos
0Seo0s.

Estadio 4: Cremacion, sélo quedan cenizas.

Tanto la escala Crow/Glassman como la escala Eckert son clasificaciones
utiles para describir el estado de hueso después de la cremacion.

No obstante es importante resaltar que un cuerpo puede exhibir trazas de
todas estas clasificaciones. Esto es debido a que al no haber uniformidad
en el proceso de cremacion, el cuerpo va a mostrar los efectos de la
variabilidad de la exposicion. Cuando se considera la totalidad de la
variabilidad de la exposicibn en un cuerpo, surge un patrén de

quemaduras.
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Las quemaduras postmortem tienen una apariencia caracteristica
diferente de las quemaduras que pueden hallarse en una victima viva, no
existe inflamacibn como en el tejido vivo, ademas exhiben una

consistencia caracteristica dura con un aspecto amarillento (Spitz, 1993).

El tipo de calor al que un cuerpo es expuesto determina como el fuego
actua sobre el. Por ejemplo, la pérdida de masa del cuerpo es mas
pronunciada cuando se ejerce una accion directa de una fuente de calor
que cuando este es radiante (Bohnert 1998). Si la fuente es directa el
propio cuerpo actuara como fuente de combustible para el fuego, mientras
que si el calor es radiante este tendera a reducir la masa corporal

eliminando liquidos de los tejidos.

La reaccion inicial de la piel al calor consiste en la dilatacion de los vasos
sanguineos dérmicos y epidérmicos. Cuando se produce un aumento de
la temperatura o una exposicidn directa al calor, la circulacion sanguinea
en esta area cesa. Ademas se producen ampollas en piel y la destruccion
de la dermis y epidermis, la queratina del cabello comienza a derretirse a
240°C, el pelo es destruido por completo, a temperaturas de mas de

300°C.
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Debido a la cremacion de de tejidos blandos, se produce la contraccion y
deshidratacion de la epidermis, la dermis subyacente y la grasa
subcutanea. En esta situacion, la grasa puede actuar como fuente de

combustible para el fuego (DeHaan 1999).

Ademas la presencia de ropa, suponiendo que sobreviva el fuego, puede
actuar como mecha para cualquier grasa adyacente (Spitz, 1993; DeHaan
1999). Esto se traduce en un aumento en el grado de la cremacion, asi
como en la integridad de las quemaduras, ya que se ha afadido un
combustible mas. Ademas la ropa ajustada, zapatos, medias, ropa con
elasticos y cinturones, puede actuar inhibiendo el paso de aire y por lo

tanto obstaculizar el avance del fuego en una victima.

Cuando en cuerpo es expuesto a temperaturas de 670° a 810°C este
adopta una "actitud pugilista" después de aproximadamente 10 minutos
(Bohnert 1998). Después de 20 minutos de exposicion, la boveda del
craneo queda libre de tejidos blandos e incluso presenta fisuras. En los
siguientes 10 minutos de exposicion, son visibles las cavidades del

cuerpo (es decir, érganos internos).
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A los 40 minutos los 6rganos internos se han reducido y muestran una
estructura en forma red o esponja (Bohnert et al., 1998). A los cincuenta
minutos las extremidades se destruyen quedando el torso. A la hora y
media se descompone el torso. En total, la incineracién del cuerpo, a esta

temperatura, dura aproximadamente de 2 a 3 horas.

Bohnert et al (1998) no han sido los unicos en evaluar los efectos del
fuego sobre restos humanos. Gunther y Schmidt (1953) y Richards
(1977), también realizaron estudios para observar el proceso de la

destruccién del cuerpo como consecuencia de procesos térmicos.

Estos estudios son complementarios entre si y demuestran que la
carbonizacion diferencial de tejidos es un hecho en contextos de
cremacion. Asi por ejemplo los huesos de los brazos, cara y térax
quedan expuestos a 800°C en unos 20 minutos. Es decir las areas que
estan mas cercanos a la superficie de la piel son las primeras en
desaparecer, a diferencia de aquellas que estan mas profundas o

adyacentes al musculo.
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También se ha demostrado que el margen tibial anterior después de 25
minutos a la misma temperatura, queda expuesto antes que el resto de la
tibia, el peroné y el fémur que quedaran expuestos tras 35 minutos de

cremacion (Spitz 1993).

Desde luego todos estos estudios presuponen una temperatura uniforme
y una exposicion continua y controlada a dicha temperatura ya que se
realizaron en entornos controlados de confinamiento y temperatura, como

hornos crematorios.

Sin embargo, la realidad es que calor tiende a no ser uniforme,
especialmente si el fuego no se produce en un espacio reducido, o incluso
donde se dan varios tipos de combustible. De hecho, la temperatura de
las llamas y la duracion alcanzada en un incendio no seran suficientes
para destruir los restos de un adulto o incluso todos los tejidos blandos del
torso, debido al importante porcentaje de agua que se encuentra en los
tejidos (Duffy 1989). Sin embargo, habra alteraciones significativas a los

huesos debido a su exposicion al fuego.
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1.2 Recuperacion de restos.

Dada la naturaleza y el contexto de los restos humanos quemados, es
necesario prestar especial atencion a su recuperacion por parte de
personal especializado (Dirkmaat 2002, Warren 2002) ya que existen dos
factores principales que pueden complicar la extraccion de los mismos: la

fragmentacién y las condiciones del hallazgo.

Los cambios en los tejidos blandos sometidos a altas temperaturas
incluyen contracturas postmortem del musculo, la deshidratacion y
desnaturalizacion de la proteina conducen a un acortamiento muscular
provocando la llamada posicion pugilistica. El siguiente paso tras la
destruccién de las partes blandas es la quema de hueso que puede
conducir a la fragmentacion extrema del mismo, por lo que se debe tener

cuidado en la evaluacion de restos en el lugar del hallazgo.

El contexto es muy importante, ya que en la mayoria de los casos, los
restos humanos se encuentran mezclados con otros materiales que
aparecen quemados de manera similar. Puede ser un reto, incluso para
los antropologos forenses mas experimentados diferenciar pequefios
fragmentos de huesos quemados a partir de fragmentos carbonizados de
materiales de construccion, restos vegetacion, maderas entre otros

materiales.
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Por lo tanto los métodos de recuperacion puede afectar el tamafio a la
estructura, forma y tamafio del hueso (McKinley 1994). por lo que la
recuperacion de este tipo de material debe ser realizado por antropdlogos
forenses expertos mediante un enfoque prudente que facilite la evaluacién

in situ de los restos humanos.

1.3. Analisis.

La investigacion de los restos humanos quemados se pueden organizar
en tres categorias generales: analisis de las caracteristicas visuales
(cambios en el color, contraccién y deformacion, material util para la
identificacion, patréon de fracturas); analisis de las caracteristicas
histologicas y el analisis demografico de los restos cremados, incluyendo
edad, sexo y estatura. Una cuarta fuente de informacion son los datos que
proviene de casos forenses procedentes de la literatura aportados por la

comunidad meédico-legal.
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1.3.1 Analisis de las caracteristicas visuales.

1.3.1.1. Cambios en el color.

La reaccion quimica del fuego depende de cuatro componentes:
fundamentales: material combustible, adecuada temperatura de ignicion,
suficiente oxigeno y un medio ambiente adecuado para el mantenimiento
de estas condiciones (Holck 2005).

La medida en que se cumplan estos requisitos va a determinar en que
grado el fuego afecta al cuerpo humano en la cremacion. Un buen
combustible y un fuego bien ventilado puede reducir a cenizas
rapidamente un cuerpo calcinado, mientras que la poca oxigenacion y la
falta de combustible puede dar lugar a un cuerpo parcialmente quemado

con algunas zonas muy alteradas y otras practicamente no afectadas.

El fuego modifica el color, tamafio y peso de los huesos, provoca fracturas
y modifica la microestructura interna (Mayne Correia 1997), el alcance de
estos cambios depende de las condiciones que se produzcan en el
entorno de la cremacion. El color de los huesos cremados proporciona
pistas acerca de las condiciones de los restos en el momento de la

cremacion y el entorno en el que se produjo la cremacion.

Los huesos pasan por cuatro etapas en el proceso de cremacion:

deshidratacion, descomposicion, inversion y fusion, por tanto los cambios
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de color reflejan los procesos quimicos que van ocurriendo en cada fase

(Mayne Correia 1997).

Cuando se inicia el proceso de cremacion, los huesos incinerados a
temperaturas bajas (200 a 300°C) comienzan a adquirir coloraciones que
pasan desde el marfil, marron claro a marrébn oscuro o negro, estas
coloraciones son debidas principalmente al proceso de carbonizacién de
los componentes organicos que tiene lugar a estas temperaturas (Mayne

Correia 1997).

A temperaturas algo mas altas, el hueso adquiere coloraciones que pasan
de negro a gris oscuro, segun la duracion de la exposicion al calor ya que
se ha completado la carbonatacion y los carbonatos comienzan a

desaparecer (Mayne Correina 1997).

A partir de 800°C se produce la calcinacién del hueso produciéndose un
cambio en el color tornandose blanco (Buikstra y Swegle 1989; Shipman
et al. 1984; Van Vark, 1970). A temperaturas tan altas, el carbono
formado por la combustidn de la materia organica con el oxigeno para
formar CO2, produce la calcinacion y la fusion de las sales del hueso

(Mayne Correia, 1997). Bonucci y Graziani (1975) encontraron que la
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hidroxiapatita se convierte en beta fosfato tricalcico a estas temperaturas,

pero Shipman et al. (1984) discrepan de esta conclusion.

Todos estos cambios de color varian segun la duracion del proceso de la
cremacion y segun la medida en que los huesos estan protegidos de la
exposicidn al calor directo por los tejidos blandos. Por ejemplo, la
exposicién de un hueso a un calor intenso durante un corto periodo de
tiempo puede ser insuficiente para reducirlo a un estado calcinado. Del
mismo modo, las porciones del esqueleto protegido por gruesas capas de
tejidos blandos o huesos adyacentes a menudo son menos afectados por
la quema de huesos en las zonas menos protegidas (Buikstra y Swegle,

1989; Holck 2005).

1.3.1.2. Contraccién y deformacioén.
La contraccién del hueso durante los procesos de cremacion ha sido sin
duda una de los mas estudiados y documentados en la literatura

(Thompson 2005).

La cremacion provoca la reduccion en longitud y anchura del hueso.
Muchos estudios han intentado cuantificar los cambios que se producen
en el hueso compacto y esponjoso como consecuencia de la contraccion

y la deformacion, ya que estos cambios pueden inducir a errores en
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determinaciones de sexo, edad y estatura en el proceso de identificacion

de un individuo.

Uno de los estudios mas significativos a este respecto fue el realizado por
Malinowski y Porawski (1969), efectuaron mediciones en craneos y
huesos largos humanos antes y después de la cremacion, registraron las
diferencias en milimetros, por ejemplo, la disminucion en el diametro del

radio fue de 0,7 mm, mientras que la cabeza del radio disminuy6 1,2 mm.

Otra de estas investigaciones fueron las realizadas por Dokladal (1971)
sobre cadaveres incinerados en un horno a gas con temperaturas que
oscilaron entre 600 y 1000°C, establecié tasas de contraccion de entre un
5 a un 12%. Herrmann (1976) realiz6 cremaciones de secciones de
femoral a temperaturas de 150 a 1200°C estableciendo tres fases en la
contraccion: La primera, de 150 a 300°C y la segunda, 750 a 800°C,
donde se produce del 1 a 2% de contraccion y una tercera fase de 1000 a

1200°C donde se produce de un 14 a 18% de a contraccion.

Herrmann llegé a la conclusion de que la contraccion depende de cuatro
criterios: tipo de hueso (compacto, esponjoso o laminar), temperatura de
exposicidn del hueso , el contenido mineral del hueso, y aspectos del

contenido mineral del tejido éseo. Encontré una relacion entre el sexo vy el
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porcentaje de contraccion: los hombres tuvieron un mayor porcentaje de

contenido mineral 6seo y por lo tanto, mas contraccion.

En un estudio posterior sobre hueso esponjoso, Grupe y Herrmann (1983)
obtuvieron una reduccién del 12% en varias medidas. Todos estos estudio
coinciden en que la contraccion esperada en los huesos incinerados a
temperaturas de 800°C no es significativo en la interpretaciéon de los
huesos, y es conveniente realizar mas investigaciones sobre hueso

esponjoso.

1.3.1.3. Material util para la investigacion.

Cuando se producen pequefios cambios térmicos no muy extensos sobre
restos humanos, se pueden seguir métodos forenses de recuperacion
rutinarios. En cambio en grandes catastrofes, o en situaciones donde se
producen alteraciones importantes como consecuencia de la temperatura,
los procedimientos de recuperacion de restos se tornan mas complejos y
especializados, pero con frecuencia se pueden obtener suficientes

pruebas para facilitar la identificacion.

Los procesos de contraccion y de fragmentacion, en definitiva, las
alteraciones en la forma pueden afectar el analisis del esqueleto y deben

ser considerados y tomados en cuenta en la investigacion. La edad del
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individuo y la enfermedad deben ser factores muy tenidos en cuanta en la
investigacion ya que el hueso osteopordtico tiende a fragmentarse con

mayor frecuencia que el hueso sano (Christensen 2002).

La fragmentacidon puede facilitar la degradaciéon de los materiales
organicos, tales como la albumina utiles para la identificacion (Cattaneo C
et al. 1995). Otro aspecto muy a tener en cuanta es la identificacion del
mayor numero de elementos especificos del esqueleto para el calculo del
numero minimo de individuos presentes y determinar las edades

representadas en el hallazgo.

Se han registrado en fragmentos calcinados en cremaciones domesticas
evidencias de arteriosclerosis (Warren 1999), inclusiones materiales no
esqueléticos, tales como materiales quirurgicos, protesis dentales,
numeros de serie que han sobrevivido a las altas temperaturas y que son

de vital importancia para la identificacion [Murray 1993; Schultz 2008).

Algunos autores han presentado algunas pautas metodoldgicas a la hora
de trabajar con restos quemados (Chandler 1987; Van Vark 1974). Asi por
ejemplo estas investigaciones indican que en las muestras de hueso que

han sufrido procesos térmicos a temperaturas entre 800 y 1200°C la
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estructura histolégica aun se conserva, pero el ADN mitocondrial humano

y la albumina humana no sobreviven (Cattaneo 1999).

A temperaturas mas altas, las estructuras histologicas pueden sufrir
alteraciones, (Van Vark (1970), en este sentido Grupe y Hummel (1991)
encontraron que, la estructura histolégica era dificil de identificar, debido a
la modificacion cristalina. Otros estudios muestran que los huesos
expuestos a temperaturas por encima de 200°C pueden tener alterados

los valores de iso6topos de nitrogeno y de carbono (Schurr 2008).

1.3.1.4. Patron de fracturas.

Las fracturas producidas por el calor han sido uno de los parametros mas
controvertidos y discutidos por los antropologos forenses, debido a que
las interpretaciones de lo traumas en los casos de restos Oseos
quemados puede ser dificil debido al calor y las fracturas relacionadas
con fragmentacion. Sin embargo, tanto en estudios experimentales como
de casos , la experiencia indica que las pruebas de diagndéstico de trauma

puede sobrevivir a la cremacion.
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En este sentido se han establecido numerosos sistemas de clasificacion
(Krogman 1939, 1943a, b; Baby, 1954; Binford, 1963; Mayne, 1990;

Symes 1996):

1. Fracturas longitudinales: Este tipo de fracturas caracteristicas de los
huesos largos son probablemente las mas comunes en los procesos de
cremacion, ocurren con regularidad y son facilmente predecibles. La
superficie 6sea se calienta hasta el punto de evaporacién de la
osteocalcina y la hidroxiapatita provocando su desnaturalizacion y la
reducciéon de la matriz ésea, lo que facilita un fallo estructural. Estas
fracturas se producen en paralelo a los canales osteonales, aunque
también pueden tomar un camino helicoidal a lo largo del eje longitudinal

del hueso.

2. Fracturas Transversales. Estas fracturas se asocian a menudo con
fracturas longitudinales. Una fractura del paso se extendera desde el
margen de la fractura longitudinal transversalmente al eje de hueso, a

través del hueso compacto, a otra fractura longitudinal de fractura

3. Fracturas en malla. Estas fracturas superficiales, aparentemente menos
destructiva que otros tipos de fractura, aparecen como una fina malla de

manera uniforme. Este patron es algo dificil de interpretar, pero se
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observa a menudo en las areas planas de los huesos postcraneales, y
puede ser el resultado de un gran acumulo de calor durante la cremacion.
Su aparicion, es muy caracteristica en los extremos de las epifisis y en

los huesos del craneo.

4. Grietas y decapacion. Estas fracturas se caracterizan por la aparicion
en capas de las zonas que limitan el hueso cortical del hueso esponjoso,
la separacidn de las zonas interna y externa del hueso craneal, o la

exposicion de hueso esponjoso de la epifisis.

5. Fracturas lineales. Estas fracturas siguen la trayectoria producida por el
fuego, se pueden apreciar claramente en las divisiones que separan las

zonas quemadas de las no dafiadas por el fuego en los huesos.

1.3.2. Anadlisis de las caracteristicas histolégicas.

La caracteristica especial que distingue el tejido 6seo de todos los demas
es que consta de un componente inorganica y uno o mas componentes
organicos. Esta caracteristica es la que lo hace ta importante a la hora de
estudiar restos humanos quemados, ya que el componente inorganico del
hueso es la hidroxiapatita, mientras que el componente organico consiste

en gran parte en colageno y algunas proteinas no colagenas entre otras.
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Para entender como estas llegan a alterarse estas estructuras debido al

calor, es necesario un conocimiento detallado de las mismas.

1.3.2.1. Matriz inorganica.

La matriz inorganica del hueso esta formada en esencia por una forma de
fosfato de calcio en forma de (cristales de hidroxiapatita
[Ca10(PO4)6(OH)2]. Sin embargo, la estructura de la hidroxiapatita en
huesos y dientes es considerada como un medio imperfecto de la matriz.
Los iones de calcio y fosfato tienen una afinidad muy alta el uno por el
otro por el otro, lo que provoca una matriz ésea inestable. Por lo tanto, no
es de extraiar que la hidroxiapatita desemperfie un papel tan importante
en la estructura y fisiologia de huesos y dientes. La apatita biologica

puede tener una composicion variable.

La proporcion ideal atdbmica de calcio a fosforo es 10:06. Esta relacion
Ca:P también se puede cambiar a favor de uno y otro gradiente,

manteniendo las caracteristicas fisiologicas de apatita bioldgica.

1.3.2.2. Matriz organica.
La matriz organica u osteoide representa un tercio del peso 0seo. Esta
formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el

colageno (90%). La matriz organica juega un papel importante en el
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conjunto del sistema 0seo, y constituye una reserva de proteinas que
participan en la regulacion de la diferenciacion celular y en la integridad y

funcién del tejido éseo (Young 2003).

La contribucion estructural del colageno en el hueso, es que esta
impregnado de cristales de apatita entre las fibrillas de colageno y dentro
de estas. A modo de breve resumen, las fibras de colageno son
producidas por los osteoblastos, odontoblastos,y cementoblastos . El
fosfato de calcio, se encuentra en estado amorfo, y la hidroxiapatita se
convertira en cristales que con el tiempo aumentan en numero,

produciendo un gran medida la zona mineralizada.

Proteinas no colagenas:

- Entre ellas destacan: Proteinas con acido y-carboxi-glutamico: osteocal-
cina (OCN). La osteocalcina es una proteina caracteristica del hueso y la
dentina. Es la proteina no-colagena mas abundante en la masa 6sea. La
osteocalcina regula la homeostasis del calcio. Inhibiendo la precipitacion
de fosfato y calcio evitando la excesiva mineralizacion de la matriz 6sea.
La osteocalcina es producida por el osteoblasto, posterior a su sintesis, la
mayor parte se incorpora a la matriz extracelular del hueso, sin embargo,

una fraccion es liberada a la circulacion donde puede ser medida.
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La osteocalcina sérica se incrementa en condiciones asociadas con
aumento del remodelado éseo, como en el hiperparatiroidismo primario o
secundario y en la enfermedad de Paget. Los niveles séricos de
osteocalcina generalmente son un buen indicador del ritmo de
remodelado 6seo cuando la resorcion y la formacién se encuentran
acopladas. En casos como la osteoporosis posmenopausica, donde la
resorcion y la formacion se encuentran desacopladas, la osteocalcina solo

sirve como un marcador de formacion 6sea (Foley 1999; Couttenye 1999).

- Fosfatasa alcalina.

Existen 4 isoenzimas de fosfatasa alcalina: placentaria, intestinal, de
células germinales y hepatica/hueso/rinon. La isoenzima de fosfatasa
alcalina encontrada en el higado, huesos y rifilones es el principal
componente de esta enzima en el suero y es por ello que la medicion de
la actividad de fosfatasa alcalina total en el suero es un pobre indicador
de la formacion 6sea. En pacientes con osteoporosis pueden producirse
incrementos ligeros en la actividad de fosfatasa alcalina debido a varias

razones:
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1. El aumento en el remodelado 6seo que ocurre inmediatamente
después de la menopausia incrementa los niveles de actividad de

fosfatasa alcalina aproximadamente 2 veces.

2. Enfermedades que causan osteoporosis como el hiperparatiroidismo y

la tirotoxicosis pueden elevar los niveles de fosfatasa alcalina.

3. La presencia de fracturas u otras alteraciones localizadas del
metabolismo o6seo también pueden elevar los niveles de fosfatasa

alcalina.

Los niveles de actividad de fosfatasa alcalina en sujetos con osteoporosis
generalmente alcanza 2 veces el limite superior normal del rango de
referencia. Elevaciones mayores a estos niveles sugieren que puede
tratarse de una enfermedad 6sea diferente a la osteoporosis. Algunas
patologias que pueden producir niveles muy elevados de actividad de
fosfatasa alcalina son la enfermedad de Paget y la osteomalacia, asi
como aumentos de fosfatasa alcalina proveniente de fuentes no
esqueléticas como es el caso de varias enfermedades hepaticas (Drueke

2000).
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1.3.2.3. Técnicas de estudio del tejido oseo

1.3.2.3.1. Termogravimetria

La Termogravimetria (TG) esta basada en la medida de la variacion de la
masa de una muestra cuando es sometida a un cambio de temperatura
en una atmésfera controlada. Esta variacion consiste en una pérdida o
una ganancia de masa. El registro de estos cambios nos dara informacion

sobre si la muestra se descompone o reacciona con otros componentes.

En el caso de los huesos cremados, la termogravimetria nos proporciona
evidencia de los cambios de peso experimentados por el tejido Oseo

debido el aumento de temperatura.

Algunos autores identificaron tres fases que se referian a la pérdida de
agua, la pirdlisis de los componentes organicos, la pérdida de carbonatos
y la fusion de los cristales (Bonucci y Graziani, 1975; Civjan 1971;.
Holager 1970; Rootare y Craig 1977 ). La primera fase se inicia a 105°C, y
es constante hasta 300°C. El agua extraida en esta fase es absorbida
(Rootare y Craig, 1977). Este agua es atraida por la superficie del cristal y
se elimina mas facilmente. Esta fase se completa aproximadamente a los
500 a 600°C (Civjan 1971). Es entonces cuando comienza, la pérdida de

materia organica.
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Las sustancias organicas (mucopolisacaridos, aminoacidos, colageno,
etc) son pirolizados por el momento una temperatura de 600°C se alcanza
(Bonucci y Graziani, 1975; Civjan 1971.). Esta pérdida introduce la
segunda fase de reduccién de peso. La polimerizacion del colageno
puede ser identificado a 500 a 600°C, porque en este punto, el tejido 6seo
se vuelve isotropico, el colageno pierde su birrefringencia con luz
polarizada. Schultz (2008) sostiene que la birrefringencia del tejido 6seo

aun se observa en 750 a 800°C.

El resto de componentes de los huesos, los carbonatos y sales minerales,
seran importantes participantes durante la tercera fase, en la cual, los
carbonatos (CaCO3) desaparecen, y hay una cierta descomposicion
(liberacion) de magnesio. Civjan et al. (1971) identifico esta pérdida de
peso de 700 a 900 ° C, pero Bonucci y Graziani (1975) lo coloca entre 600
a 900 ° C. Durante esta fase la hidroxiapatita también se ve afectada,
Bonucci y Graziani (1975) afirman que el aumento del tamafio de cristales
de hidroxiapatita , y el cambio ultraestructural de hidroxiapatita a fosfato
tricalcico produce la pérdida de peso. Civjan et al. (1971) apoyo a esta
sugerencia, pero, en cambio, Shipman et al. (1984) no observa indicios de
que en los cristales se produzca transformacion quimica alguna, so6lo un

aumento en el tamano de los cristales.
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1.3.2.3.2. Difraccién de rayos x.

Cuando se produce un aumento de temperatura se produce un mayor
tamano de los cristales de hidroxiapatita. Newesely (1988) demostré esta
teoria mediante ladifraccion de rayos X, su estudio concluy6é en que la
hidroxiapatita es alterada en su estructura, cambio que ocurre de los 700
a 1000°C y se transforma en fosfato tricalcico, atribuyendo esta alteracion

a una fusion de los cristales.

Este proceso de pérdida de agua, pérdida de carbonato, y sinterizacion de
minerales es estudiado por Shipman et al. (1984) describiendo el proceso
en cuatro etapas: a primera etapa, la deshidratacion, se refiere a la
ruptura de los lazos hidroxilo, y la eliminacion tanto de agua como del
mineral apatita. La segunda etapa es la descomposicién, y se
correlaciona con la pirdlisis de materiales organicos. La tercera fase es la
inversion, se identifica por la pérdida de los carbonatos y la conversion de
cristal. La etapa final, la fusidon, se correlaciona con la fusion de los

cristales.

En definitiva estos investigadores se basaron en el hecho de que el

calentamiento de hueso ocasiona una agudizacion de los patrones de

difraccion, atribuido al aumento de la cristalinidad.
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Estudios mas actuales demuestran que esta técnica es de gran
importancia y utilidad en restos humanos quemados proporcionando
indicaciones precisas no solo sobre la temperatura alcanzada durante el
rito funerario de la cremacion, sino también sobre la duracion de la

exposicion al fuego (Piga 2009).

1.3.2.3.3. Microscopio electrénico de barrido.

El microscopio electronico de barrido describe la superficie de tejido éseo
a diferentes temperaturas observando los cambios estructurales, asi
mismo este método puedo servir como complemento para explicar los

hallazgos realizados por termogravimetria.

Visto al microscopio, la primera etapa, el proceso de deshidratacién se
identifica por las burbujas en las laminas externas (Hunger, 1978), y el
hueso comienza a agrietarse (Susini 1988). La estructura fina del hueso
cortical permanece visible (Bonucci y Graziani 1975), con las lagunas en
expansion y cada vez apretadas (Schultz 1986). Shipman et al. (1984)
describen la superficie como "en bruto" hasta la marca de 285°C, y luego

como "vidrioso y sin problemas".
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Evans (1973) sefala que el aumento de la temperatura y la disminucion
en el contenido de agua causa un aumento de la microdureza, esta
disminucién en la capacidad de absorcion de energia del hueso en ultima

instancia resulta en la formacién de un material fragil.

Durante la etapa de descomposicion, la estructura ésea sigue siendo
identificable (Bonucci y Graziani 1975), pero los cristales aumentadan de
tamano a 80 bis de diametro (Bonucci y Graziani 1975; Susini 1988). Las
lagunas son mas grandes, y los bordes de los canales de Havers
aparecen rugosos (Schultz 1986). Hunger y Leopold (1978) identificaron
grandes grietas diagonales y reticulas, y mayor profundidad en las
burbujas. La superficie lisa vidrioso descrita por Shipman et al. (1984)

adquiere una apariencia "espumosa y lanuda".

En la tercera fase (inversion), las grietas son mas amplias, y laminas se
pierden al igual que la matriz pasando a ser un tejido mas homogéneo
(Schultz 1986). Es s6lo en este punto en el que Schultz (1986) observa
las fisuras. Los cristales han perdido su aspecto hexagonal tipico, y han
sido sustituidos por cristales poligonales irregulares (Bonucci y Graziani

1975).
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Una vez que la fusion se inicia de 800°C en adelante, las osteonas
aparecen deformadas (Schultz 1986), y se observan ampollas y grandes
aberturas ovaladas (Schultz 1986; Shipman et al 1984).

La etiologia de estas ampollas no esta claro. Las lagunas, segun Schultz
(1986), todavia son visibles a 1100, pero poco a poco desaparecen.

Las grietas se alargan entre las osteonas para producir fisuras de gran
tamano. Los cristales aparecen grandes (0,2 a 0,3 micras) e irregulares
(Susini 1988). Cuando termina esta etapa, hay una disminucion en la tasa
de contraccion (Herrmann 1977; Schultz 1986). Después de este punto,
no hay cambios observables hasta que el hueso comienza a derretirse

alrededor de 1600°C (Schultz 1986).

1.3.3. Analisis antropométrico de los restos cremados.

1.3.3.1. Estimacion de la Edad.

Las técnicas para la estimacién de la edad en los restos cremados han
sido las mismas que las realizadas en la de los huesos no quemados.
Habitualmente en antropologia fisica, para la estimacién de la edad se
han utilizado las suturas craneales, aunque en 1968 se consideraron
como no fiables para el estudio de los huesos cremados (Lisowski 1968).
La mayoria de investigadores sugieren que el cierre de la sutura ecto o
endocraneal es una metodologia valida (Dzierzykray-Rogalski 1967;

Gejvall 1969; Malinowski y Porawski 1969), pero otros (Buikstra y
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Goldstein 1973; Dokladal 1971) creen que esta metodologia se encuentra

muy limitada en huesos cremados.

Las estimaciones mas fiables de la edad pueden lograrse mediante la
observacion de una combinacion de la fusion de las epifisis, piezas
dentarias y su desgaste, longitud de huesos largos, sinfisis del pubis,
costillas, espesor del hueso del craneo, densidad de los dientes, conteo
de osteonas y remodelacion (Kerley 1978), y las enfermedades

degenerativas.

Dudar (1993) sefialé6 que las observaciones hechas sobre los huesos
cremados dependian de la cantidad de contraccion y / o deformacion del

hueso.

Pero no basta con establecer un método fiable para determinar la edad,
todavia hay que determinar el numero de categorias fiables de edad. Se
han establecido entre dos (Krumbein 1934) y once categorias (Herrmann
1977) para categorizar la edad del individuo. La mayoria de los
investigadores, sin embargo, utiliza seis categorias (por ejemplo, infantil I,

Infantil II, juvenil, adulta, madura y senil).
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La precision de la estimacién de la edad depende de la precision del
método, el grado de destruccion del hueso y la distorsion. Dokladal (1971)
en su trabajo de investigacion reportd una estimacion del 60% de la edad
en un grupo control, su peor grupo fue el 45 a 65 anos de edad (adultos).
Utilizé6 una combinacion de las epifisis, suturas, tamano de la cavidad
0sea, porosidad y el deterioro patolégico en los que basar su conclusion.
En una muestra arqueoldgica, con la fusion epifisaria, el cierre de las
suturas, Merbs (1967) fue capaz de estimar la edad en sélo el 36% de los

adultos, no dio ninguna estimacion del porcentaje de personas no adultas.

1.3.3.2. Determinacién del sexo.

La determinacion del sexo en huesos cremados es otra de las asignaturas
pendientes dentro del estudio de los restos humanos quemados. En este
sentido algunos investigadores fueron aparentemente conscientes de las
posibles imprecisiones que puedan surgir debido a la deformacion del

hueso expuesto a altas temperaturas (Dzierzykray-Rogalski1967).

Para la determinar el sexo, el uso de las caracteristicas morfoldgicas del
craneo y la mandibula han sido los métodos de eleccion, el craneo de las
mujeres se percibe como mas gracil que el del hombre, por lo que se
cuentan con varias caracteristicas para ser comparados: grado de

desarrollo muscular, tamafo de la apdéfisis mastoides, forma del margen
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supraorbitario, tamafio de la protuberancia occipital externa, grosor de los
huesos del craneo, angulo de la mandibula, forma de la protuberancia
mental, son todas las caracteristicas, que se utilizan en combinacion
(siempre que sea posible), para establecer el sexo de la persona

(Lisowski, 1968; Merbs, 1967; Piontek, 1975).

El analisis de estas caracteristicas depende de dos factores principales:
de la supervivencia y del grado de contraccion. Dokladal (1971) senalo
que cuando el craneo se expone a altas temperaturas se fragmenta en
varias partes y los huesos que los forman raramente permanecen
intactos, pero, las porciones mas densas, como la pars petrosa, cresta
occipital, el margen supraorbitario, partes de la mandibula y partes de los
huesos planos (parietal, frontal y occipital) pueden permanecer sin

alteraciones.

El estudio de los restos postcraneales es mas complejo en restos
cremados, a pesar de que la pelvis se considera la mejor zona para
estimar el sexo (Stewart 1979), a menudo es la que mas sufre la accidn
directa del fuego encontrandola la mayoria de las veces fragmentada por
el fuego (Correira 2002). Por lo tanto es necesario siempre valorar en que

condiciones ha quedado la pelvis para obterner una interpretacion
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correcta, ya que los mayores indicadores estan presentes en el angulo

subpubico de la sinfisis pubica y en la escotadura ciatica.

El tamafo de la cabeza del fémur, humero, y radio se ha utilizado, pero el
grado de contraccion que experimenta el hueso esponjoso cuando se
expone al calor intenso (hasta 12%: Herrmann 1977) hace que estas
estimaciones sean muy inexactas y totalmente subjetivas por lo que no

son del todo fiables a la hora de inferir el sexo.

1.3.3.3. Estimacion de la estatura.
La estimacion de la estatura de un individuo que ha sido sometido a altas
temperaturas no es ni mucho manos una tarea facil y esta plagada de

problemas.

Cuando la reconstruccion es posible, los huesos largos estan
medianamente conservados y se pueden tomar medidas, entonces se
pueden usar las ecuaciones de regresion para talla disefiados por Trotter
y Gleser (1952), sin embargo, si la fragmentacion es extrema, y sélo
podemos reconstruir pequenas porciones de los huesos largos, se impone
utilizar otros métodos (Holland 1992; Steele y McKern, 1969; Steele

1970).
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Estos métodos se han utilizado de forma conservadora por investigadores
que trabajan con los restos cremados (Malinowski y Porawski 1969;

Piontek 1975).

Otra posibilidad es que si un hueso largo ha sido protegido por una masa
muscular (por ejemplo, el fémur), hay una mayor probabilidad de obtener
un hueso casi completa para su analisis. Teniendo en cuenta el potencial
de error con restos fragmentarios Holland (1992) estima entre un 50 y un
100% la precision en la estimacidén de la estatura, por tanto queda muy
entredicho que cualquier acercamiento a la estatura real del individuo no

es viable y da lugar a errores.

En definitiva no parece haber una respuesta satisfactoria a la cuestion de
la estimacién de estatura. El uso de las vértebras para la estimacién no es
factible, ya que la supervivencia de las vértebras tras una incineracion es

escasa (Dokladal 1971).
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1.4. Estructura 6sea.

El hueso es una estructura rigida de tejido conectivo especializado que
sirve de soporte, sistema de proteccion y la locomotora para el cuerpo.
Esta formado por una corteza y una matriz 6sea (Freemont 1998). La
caracteristica fundamental que distingue a los huesos del resto de los
tejidos en el cuerpo es el proceso de mineralizacion que sufre la matriz
(Ross 1995). La corteza rodea la cavidad dsea y las trabéculas, que se

definen como la interconexion de espiculas 6seas (Freemont 1998).

Todos los huesos estan compuestos por tejido esponjoso y por tejido
compacto. El hueso esponjoso se origina en la cara interna del hueso, se
conoce también como trabecular o reticular. Se caracteriza por presentar
finas espiculas, que crean un entramado lleno de medula 6sea o tejido

conjuntivo embrionario.

El hueso compacto también es conocido como denso, laminar o cortical.
Contiene basicamente osteonas laminares concentricas y laminas
intersticiales que aportan robustez y resistencia a la torcion. El hueso
compacto forma la corteza ésea, la porcion principal del cuerpo o tallo que

rodea a la cavidad medular.
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1.5 Crecimiento y remodelado 6seo.

La estructura Osea interna se encuentra en un estado continuo de
remodelacion (Stout 1989). La remodelacion es un proceso mediante el
cual tejido 6seo envejecido es sustituido por tejido 6seo nuevo. El
volumen de hueso preexistente que es cambiado por hueso nuevo, por

unidad de tiempo, se denomina recambio 6seo o turnover (Hall 2005).

El proceso de remodelacion requiere una actividad interactiva celular, que
esta regulada por factores bioquimicos y mecanicos. Este proceso de
remodelacion ayuda a mantener la forma del hueso durante el crecimiento
(Ott 2002). El remodelado 6seo comienza con la accion de diferentes
mediadores como la hormona paratiroidea (PTH), la interleucina-1 (IL-1),
diversas prostaglandinas o el factor de necrosis tumoral a (FNT- a) sobre
diferentes elementos celulares, incluyendo las células estromales y los

osteoblastos (Puza 1996).

Mas aun, recientes evidencias han mostrado que el objetivo primario de
estas sustancias en la modulacidn de la actividad osteoclastica son los
osteoblastos, células que actuarian como receptoras y procesadoras de

las senales de reabsorcion 6sea (Ahmed 2001).
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Al ser estimulados, estos elementos celulares liberan diversos factores
solubles (factor estimulador de colonias de macrofagos y de granulocitos-
macrofagos, IL-6, IL-11, factor activador del colageno tisular, etc.) con
multiples acciones: inducen la proliferacion y diferenciacion de los
precursores de los osteoclastos y la activacion de estas células una vez
diferenciadas, estimulan la degradacién de colageno e inhiben su sintesis,
etc. (Puzas 1996). La interaccion entre el colageno tipo |, las proteinas de
la matriz y el mineral 6seo expuesto determina la liberacion local de
factores quimiotacticos para osteoclastos, cuya accion a través de
catepsinas y otras enzimas lisosomicas concluye con la degradacion de la

matriz y la disolucion mineral (Haris 2006).

Cuando una cantidad determinada de hueso ha sido reabsorbida, el
aumento de la concentracién local de calcio (Ca), producto del proceso de
reabsorcion, y la activacion de mediadores como el factor transformante
del crecimiento beta (TGF-B), inhiben la funcidn de los osteoclastos e
inducen su apoptosis (Raggi 2007). Algunos de estos mediadores (TGF-f3,
factores de crecimiento ligados a heparina) actuan a su vez como factores
de crecimiento para los osteoblastos (Banks 1994), los cuales alcanzan
las zonas de reabsorcion comenzando asi el proceso de produccion de

hueso nuevo.
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La formacion de hueso incluye la proliferacion y diferenciacion de los
precursores de los osteoblastos, la sintesis de matriz osteoide y factores
reguladores, la mineralizacién y la formacién final de hueso maduro.
Incluso en la edad adulta, los huesos poseen la capacidad de modificar su
forma y estructura en respuesta a los cambios ambientales (Freemont
1998). El objetivo de la remodelacién es permitir que el hueso se adapte a
las tensiones mecanicas encontradas a lo largo de la vida (Ott 2002). Los
procesos simultaneos de la reabsorcion y formacion 6sea es responsable
de mantener la forma del hueso, mientras que crece. Son estos cambios
continuos los que conducen a la posibilidad de determinacion de la edad

en adultos con la histologia 6sea.

En los niflos pequefos, la velocidad a la que se remodela el hueso es
mayor que en adultos. Una variedad de factores, como el embarazo,
tension en el cuerpo, las hormonas y factores de crecimiento pueden

tener un efecto sobre el proceso de remodelado 6seo.
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1.6. Histomorfologia 6sea:
La morfologia histologica 6sea viene determinada por los componentes
organicos en un 30 % (matriz organica) y en un 70% por componentes

inorganicos (depdsitos de sales de calcio y fosforo) (Quarles 2003).

Sin lugar a dudas, existe una variacion significativa en la densidad y el
grado de distribucion de estos componentes en funcion del tipo de tejido
0seo (tejido compacto, laminar o trabecular), tipo de hueso (largo, corto,

plano, o irregular), y la edad del individuo (Owsley 1985).

Como el hueso es un tejido altamente vascularizado es decir es
fisiologicamente activo a través de los procesos de remodelacion, las
condiciones optimas saludables de este tejido son totalmente

dependientes del estado nutricional del individuo.

La naturaleza cambiante de los huesos y su capacidad para adaptarse a
la variedad de demandas funcionales en las que se encuentran en el
cuerpo contribuira a su arquitectura. Por lo tanto, el aspecto macroscopico

de varios huesos esta muy relacionada con su funcion (Cho 2002).
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La densidad del hueso compacto en la superficie, y la orientacion de las
trabéculas individuales de hueso esponjoso que se encuentran a nivel
profundo del hueso compacto superficiales dictara la forma en que

reacciona a las fuerzas externas, como el calor (Kalsbeek 2006).

Como ya hemos visto el colageno tiene una importancia vital como
componente organico del tejido 6seo. Pues bien la orientacion de las
fibras de colageno determina la funcion estructural en las diferentes areas
de un elemento 6seo especifico, ya sea el extremo proximal de un fémur,

o el extremo lateral de la clavicula (Ubelaker 1995).

En el caso del tejido 6seo, las fibras de colageno estan orientadas al azar
en huesos jovenes y en sitios de reparacion de los tejidos en las fracturas,
en cambio, el hueso lamelar es muy ordenado y se agrupa en laminas

paralelas-fibrosos, como se ve en hueso maduro (Pope 2007).

Utilizando el ejemplo de un hueso largo con forma de cilindro, el hueso
laminar paralelo a las superficie periéstica se conoce como hueso laminar
circunferencial (o laminillas primarias). El tejido 6seo compacto esta
formado por laminas éseas concéntricas, agrupadas formando estructuras
cilindricas llamadas osteonas o sistemas de Havers. Las laminillas estan

dispuestas alrededor de canales que contienen nervios y vasos
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sanguineos linfaticos, estos canales se conocen con el nombre de
conductos de Havers. Existen ademas conductos transversales que

conectan los conductos de las osteonas con el periostio (Bass 2004).

Los osteocitos, células propias del hueso, estan dispuestos en anillos
concéntricos dentro de las laminillas, los restos de laminillas que no se
disponen alrededor de los conductos de las osteonas forman sistemas
intersticiales situados entre los osteonas. El tejido 6seo esponjoso esta
formado por laminas Oseas o trabéculas que se entrecruzan formando
redes complejas, que dejan entre ellas amplios espacios, estas cavidades

estan ocupadas por medula 6sea.

La estructura en capas de laminas, y la arquitectura del tejido 6seo
esponjoso, determina la forma de un hueso que responden al calor, tanto

a nivel macroscopico y microscopico.

Hay varios tipos de células que se encuentran en el tejido 6seo. De estos,
los osteocitos tienen la mayor relevancia con respecto a la forma en que

el hueso reacciona al estrés térmico:

Estas células se hallan en contacto entre si y con las células de la

superficie (células de revestimiento, osteoblastos) mediante finas
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prolongaciones tubulares de su citoplasma que recorren la matriz ésea en
diversas direcciones. La cavidad de la matriz 6sea que contiene el cuerpo
celular del osteocito se denomina laguna osteocitaria y los diminutos
canaliculos que albergan sus prolongaciones citoplasmicas reciben el

nombre de conductos calcoéforos.

En los puntos de contacto entre las prolongaciones citoplasmicas se
observan uniones tipo “gap”. En estas uniones existen pequefos canales
intercelulares que permiten el paso directo de una a otra célula de iones
inorganicos y pequefias moléculas hidrosolubles (aminoacidos, azucares,
nucleotidos y vitaminas) por lo que posibilitan una comunicacién quimica y
eléctrica. Los osteocitos son células con una escasa actividad metabdlica
pero su preservacion parece necesaria para que el tejido 6seo mantenga
sus propiedades biomecanicas. La situacion de los osteocitos es
tedricamente ideal para detectar el estrés térmico y las microlesiones de

la matriz.
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1.7. La pelvis y la cresta lliaca.

La pelvis adulta esta formada por dos huesos denominados huesos
coxales (coxal derecho y coxal izquierdo). A su vez, cada coxal esta
formado por la unién de tres huesos, el ilion, el isquion y el pubis. Este
conjunto de huesos se encuentran fusionados en el adulto a nivel del
acetabulo (zona del coxal donde se articula con el fémur). Ambos coxales
estan articulados a nivel ventral por la sinfisis del pubis, mientras que a
dorsalmente se articulan con la columna vertebral a nivel del hueso sacro

(Tortora 1990; Matshes 2005:).

El coxal presenta dos caras, medial y lateral; cuatro bordes, superior,
inferior, anterior y posterior; y cuatro angulos, antero-superior, postero-
superior, antero-inferior, postero-inferior.En el angulo anterosuperior se
ubica la espina iliaca anterosuperior. En el angulo posterosuperior se
ubica la espina iliaca posterosuperior. En el angulo anteromedial se ubica
el angulo del pubis. En el angulo posteroinferior se ubica la tuberosidad
isquiatica. El borde superior corresponde a la cresta iliaca, lugar de
insercion muscular abdominal lateral. El borde posterior presenta la
incisura innominada, la espina iliaca posteroinferior, las incisuras
isquiaticas mayor y menor, separadas por la espina isquiatica. El borde
anterior posee la incisura innominada, espina iliaca anteroinferior. El

margen inferior posee la rama isquiopubiana.
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En su cara lateral se encuentra la cara articular para la cabeza femoral, el
acetabulo, que es el lugar de la fusion de los tres huesos. El acetabulo en
su profundidad presenta una superficie rugosa no articular conocida como
fosa acetabular. Rodeando esta fosa, se encuentra la faceta lunata o
semilunar. El acetabulo se encuentra limitado por la ceja o reborde
acetabular que presenta tres incisuras; isquipubiana o acetabular,
iliopubiana e ilioisquiatica. El coxal presenta tres superficies articulares: el
acetabulo, para la cabeza femoral; la cara sacropélvica que articula con el
sacro (cara auricular y tuberosidad iliaca); y, finalmente, la cara sinfisiaria

del pubis que articula con el pubis contralateral.

1.7.1 El ilion

El ilion es el mayor de los tres huesos coxales de la pelvis, es un hueso
grande, aplanado, parecido a una taza con una gran cresta anterior y
posteriormente tiene cuatro espinas que sirven como sitios de anclaje

para musculos y ligamentos.

También son importantes puntos de referencia anatémica, la cresta iliaca
forma la prominencia de la cadera y es un hueso muy util para obtener
implantes 6seos para algunas cirugias, debido a su facil acceso y que

tiene mucho hueso disponible, también es comun obtener médula 6sea de
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ahi, para tratar enfermedades como la leucemia. En su extremo anterior la
cresta forma la espina iliaca superior, y justo debajo del final esta la
espina iliaca anteroinferior. La terminacion posterior forma la espina iliaca
superior y la inferior forma la espina iliaca inferior (Aiello 1990; Scheuer

2000).

1.7.2. La cresta lliaca

La cresta iliaca es el nombre que recibe el borde superior del ala de ilion
que se extiende hasta el margen de la pelvis mayor. La cresta iliaca es
palpable tanto en un hombre como en una mujer en toda su extension, de
forma general convexa y levemente curva o sinuosa con concavidad

interna en el frente y hacia afuera por detras.

La cresta iliaca es mas angosta hacia el centro que en los extremos y
termina en la espina iliaca antero-superior y posterior. La superficie de la
cresta iliaca es amplia y se puede dividir en un borde lateral o externo y
un borde medial o interno y entre estos, una linea intermedia. A unos 5
cm detras de la espina iliaca anterosuperior se encuentra una
prominencia sobre el borde externo, conocido como el tubérculo iliaco
(tuberculum iliacum). Hacia el borde externo se insertan los musculos
tensor de la fascia lata, oblicuo mayor del abdomen y el musculo dorsal

ancho. La fascia lata, que es la aponeurosis profunda del muslo, corre la
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extension de la cresta iliaca hasta llegar al musculo oblicuo menor del

abdomen.

La cresta iliaca es el lugar considerado como optimo para el estudio
histomorfométrico, ya que ofrece un contenido apropiado de hueso

trabecular y hueso cortical.

1.8. Biopsia osea.

Hoy en dia, la biopsia 6sea y el estudio histomorfométrico permanecen
como el estandar de oro para el diagnostico exacto de las diferentes
formas de enfermedades Oseas metabolicas (Fournier 1997; Sprague

2000).

Para que un estudio histologico sea util, la muestra 6sea obtenida debe
proporcionar material representativo de los cambios que tienen lugar en el
conjunto del esqueleto. En este sentido, sabemos que diferentes
localizaciones (columna vertebral, cresta iliaca, cuello femoral,...)
proporcionan valores diferentes para los mismos parametros

histomorfométricos (Paine 2006).
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La cresta iliaca es facilmente accesible, y existe evidencia de que su
estructura y dinamica se modifican paralelamente con el esqueleto

(Melsen 1978).

Para realizar una biopsia 0sea en la cresta iliaca existen dos técnicas, la
biopsia vertical, que se realiza a través de la cresta iliaca o la de tipo
horizontal de tipo transiliaco. La biopsia vertical se realiza atravesando la
cresta iliaca a unos 2-3 cm por detras de la espina iliaca anterosuperior.
En la biospia vertical se utilizan trocares con un diametro interno de 5 mm
a 10 mm que permiten obtener cilindros de hasta 4 cm de longitud (Merz
1970). El problema es que esta técnica proporciona poco tejido oseo

cortical (Figura 1).
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Figura 1. Tipos de biopsia iliaca (Recker).

Introduccién 55



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

La biopsia transiliaca se realiza en el centro de un triangulo equilatero
invertido de 5 cm de lado, cuya base corresponde al segmento anterior de
la cresta iliaca (Figura 2). Esta técnica permite utilizar trocares de hasta
10mm de diametro interno. Proporciona un cilindro de tejido ose de unos
15mm de longitud que contiene las corticales interna y externa del hueso

iliaco separados por el tejido 6seo esponjoso (Villanueva 1980).

Figura 2. Zona de obtencién de la Biopsia Osea Transiliaca
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La arquitectura del hueso iliaco varia tanto en sentido anteroposterior
como en sentido craneo caudal, y por eso es necesario estandarizar la
técnica de abordaje y obtencion de la biopsia, permitiendo asi que que los
parametros histomorfométricos de la biopsia obtenida puedan ser

comparados con valores de referencia (Gruber 1981).

Se ha generado una gran controversia acerca de cual es el diametro
obtimo de biopsia que proporcione un maximo de informacion (Faugere
1983). Diversos estudios comparativos has demostrado que las biopsias
de 5 mm de diametro proporcionan suficiente informacion para el estudio
de la arquitectura y dinamica del hueso, siendo suficientes para cuantificar

los parametros histomorfométricos (Malluche 1982; Yeung 1987).
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CAPITULO 2: JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion.

El analisis de los restos humanos quemados siempre ha suscitado un
gran interés entre los antropologos forenses y clinicos debido en gran
parte a las importantes repercusiones que el fuego y el calor tienen en la
alteracion de pruebas materiales y restos humanos asi como en su

analisis e interpretacion.

En el analisis de los restos humanos quemados establecer la mejor
metodologia para la preservacion y la interpretacion de los huesos
alterados por procesos térmicos es prioritario y debe incluir: distincion
entre huesos quemados en la carne de los quemados sin carne, relacion
entre la coloracion y la temperatura alcanzada por el fuego, contraccién y

cambios estructurales a nivel macro y microscopico (Van Vark 1974).

A nivel macroscopico podemos observar que durante el proceso de
cremacion el fuego y el calor modifican y destruyen la estructura 6sea en
tamano, color y forma (Shipman 1984; Van Vark 1997). Entre 100°C y
300°C el hueso se deshidrata provocando una reduccion del mismo en un
1-2% de su volumen (Correia. 1997). Después se inicia una fase entre
300°C — 600°C, en la cual se produce una alteracion las principales

caracteristicas estructurales del tejido 6seo mineralizado (Herrmann1977).

Justificacion y Objetivos 59



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

Con la temperatura entre 600 — 800°C la materia organica se quema por
completo y se produce un aumento de la contraccion en la estructura del
hueso (Holland 1989). Con temperaturas mayores de 800°C los cristales
formados con el aumento de la temperatura se funden en cristales mas
grande y la estructura del hueso se torna mas quebradiza (Bohnert 1998).
El punto de fusién se alcanza aproximadmante a los 1630°C (Correira

2002).

Durante la ultima década, las investigaciones de los huesos cremados se
han centrado en el estudio del color de la superficie 6sea, en la morfologia
macroscopica y microscopica de la estructura cristalina del hueso
quemado en un ambiente controlado (Hiller 2003; Thompson 2005; Piga,
2008; ChristensenA.M. 2002); sin embargo, una revision de la literatura
antropoldgica revela que las metodologias actuales para el analisis de
huesos humanos quemados sigue siendo, en el mejor de los casos,
confusas, si bien es cierto que hasta donde sabemos no hemos
encontrado ningun estudio que se centre en los cambios estructurales a

nivel histolégico con microscopio simple.

Justificacion y Objetivos 60



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

2.2 Objetivos

Los objetivos de este estudio son:

Generales:

Analizar los efectos que produce el calor, a diferentes temperaturas, de
100° a 1100° C. sobre el hueso vivo, analizando el efecto que provoca

sobre células y tejido 6seo.

Especificos:

- Describir los cambios que se producen en el hueso cortical y trabecular

como consecuencia del aumento de la temperatura.

- Describir los cambios morfoldgicos que se producen en la matriz 6sea.

- Crear una escala que permita medir los cambios que se producen a nivel

histologico como consecuencia del aumento de temperatura.
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CAPITULO 3. MATERIAL Y METODO

3.1. Material.

Se obtuvieron un total de 165 muestras, a partir de autopsias de
cadaveres judiciales, de edades comprendidas entre 26 y 88 afios, que

habian fallecido a consecuencia de muerte repentina o violenta.

Del total de muestras recogidas, se desecharon 15 debido a una o varias
de las siguientes causas:

Data de la muerte superior a 24 horas: 4.

Insuficiente cantidad de muestra recogida 5.

Error en el procesado de la muestra 1.

Evidencia de enfermedad que pudiera alterar al metabolismo 6seo 3.

De las 150 muestras estudiadas 87 corresponden a hombres y 63 a
mujeres como muestra la tabla 1.

Tabla 1: Distribucion de la muestra por edad y sexo:

Grupos de edad
Sexo <30 31a40 41a50 | 51a60 60 a 71 >71 Total
Hombre 6 11 27 26 16 1 87
Mujer 5 11 10 20 15 2 63
Total 11 22 37 46 31 3 150
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Las causas de la muerte se han clasificado en dos grupos principales:

naturales y violentas. (Figura 3)

Figura 3. Porcentaje de muertes violentas y naturales.

Las muertes por causas naturales se clasificaron en: cardiopatias,
accidentes cerebros vasculares (ACV) y de origen desconocido, (Figura

4):

Figura 4. Porcentaje de muertes por causas naturales.
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Las muertes por causas violentas se clasificaron en: traumatismo,

intoxicaciones y asfixias (Figura 5):

Figura 5. Porcentaje de muertes por causas violentas.
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3.2. Métodos.

3.2.1. Obtencion de las muestras

La obtencién de la muestras se obtuvo mediante un trocar de bordier
(Imagen 1) por biopsia 6sea en cresta lliaca derecha en un plazo no
superior a 24 horas después de la muerte. A partir de esta porcidén se

obtuvo cilindro transiliaco de 7 mm de diametro por 20 mm de largo.

Imagen 1. Trocar de Bordier para biopsia 6sea transiliaca
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3.2.2. Quemado de las muestras

Una vez obtenidos las muestras fueron introducidas en crisoles
individuales y quemadas en un horno (Imagen 2) a temperaturas
controladas de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100
grados y mantenidas durante 20 minutos (Tabla 2). Una vez quemadas se

dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Imagen 2. Horno con control de temperaturas.

Tabla 2. Nimero de muestras quemadas a diferentes temperaturas.

Temperatura en °C

100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000 | 1100

Numero 13 10 13 15 13 15 13 15 15 15 13
de
muestras
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3.2.3. Procesado de las piezas
3.2.3.1 Fijacion e inclusién
La caracteristica mas importante que debe reunir un fijador en la biopsia

0sea es que no provoque la descalcificacion del hueso

La fijacion debe realizarse lo mas rapidamente posible y consiste en la
inmersién de la muestra en alcohol etilico 70%, que debe emplearse a
una temperatura de unos 4°C con el fin de disminuir la actividad de las

enzimas autoliticos, al menos durante 24-48 horas.

La ventaja de realizar la fijacion en alcohol etilico es que, mientras se
produce la deshidratacion las muestras pueden permanecer en él largos

periodos de tiempo sin que sin que se alteren las muestras.

Algunos autores realizan la fijacion en formol 10% tamponado con fosfato
sédico (Emmanual 1987), la ventaja del uso del formol es que conservan
mejor la morfologia de las células en general, pero presenta el
inconveniente de que el formol se trasforma de manera gradual en acido
férmico, y como acido que es pueda producir una descalcificacion,
provocando de esta manera una perdida o descenso en los parametros
histomorfométricos de interés. Por eso el formol ha de ser

convenientemente tamponado antes de su uso (Carter 1989).
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Las propiedades que debe reunir un material plastico para ser un buen

medio de inclusion son:

1° Buena capacidad de penetrar en los tejidos.

2° Breve polimerizacion.

3° Endurecimiento homogéneo.

4° Consistencia estable con el tiempo.

5° Que no artefacte ni altere el tejido.

6° Que sea facil de cortar, los cortes facil de recoger extender y adherir a

los portaobjetos y ademas que no dificulte la tincidn. (Villanueva 1989)

En este sentido el metilmetacrilato reune todas las caracteristicas
necesarias y para albergar una muestra y es hoy por hoy la técnica de

eleccién en el procesado de la biopsia ésea sin decalcificar

La infiltracion o inclusidn consiste en sumergir las muestras en soluciones
de mondmero de metil metacrilato (100ml), dibutil-ftalato (plastificador 2
ml) y concentraciones crecientes de perdxido de benzoilo (catalizador 5gr)
y Nonifenol poliglicol-eter-acetato (20 ml) hasta una solucion final idéntica

a la solucién de polimerizacion.
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La solucidn asi obtenida debe almacenarse a 4°C durante al menos 3

dias.

La muestras de biopsia se introducen en tubos de cristal donde
previamente se introdujo una base de metilmetacrilato polimerizado de 2,5
cm de altura y se rellena con la solucién anterior hasta cubrir por completo
la muestra, se cierra el tubo con parafina y se introduce en estufa a 32

grado hasta que endurezca (5 a 6 dias aproximadamente).

Es aconsejable el uso de envases de vidrio de boca ancha, ya que
durante la polimerizacion se producen corrientes de conveccion en el
medio de inclusién debido al calor generado y este mayor diametro facilita

que se disipe (Villanueva 1986).

Se inicia asi el proceso de polimerizacion donde es importante no tener
prisa, puesto que al polimerizarse el metilmetacrilato desprende gas vy, si
se acelera el proceso, se forman burbujas que quedan atrapadas en el
interior del bloque. Por ello es conveniente empezar con temperaturas de
32°C aumentandola cada dia en un par de grados hasta lograr la

polimerizacidn que ocurre mas o menos a los 36-37°C (Villanueva 1989).
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Una vez terminado el proceso se rompe el tubo de cristal y se obtiene un
bloque cilindrico de metacrilato con la muestra incluida en su interior

(Imagenes 3y 4).

Imagen 3. Tubo de cristal con biopsia incluida en metacrilato
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Imagen 4. Cilindro de metacrilato con biopsia en su interior extraido del tubo de
cristal
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3.2.3.2 Corte.

Para los cortes y secciones se ha utiliz6 un microtomo POLICUT “5”
(Reichert-Jung®), con cuchilla de carbono de tungsteno, recogiendo de
cada una de las muestras varios cortes de 3 ym de espesor, el proceso
requiere mojar los cortes y la cuchilla constantemente en alcohol de 70°,
con el fin de evitar la aparicion de fisuras en las zonas calcificadas

dejandolos flotar en alcohol hasta que termina la sesion de corte.

Los cortes se depositaron sobre portaobjetos tratados con gelatina de
Haupt y a continuacion reblandecidos con etanol de 95° para que

pudieran ser estirados y aplanados con un pincel.

Una vez extendidos los cortes sobre los portaobjetos, se cubren con una

pelicula de plastico de polietileno, y se apilan en grupos de varios

cristales, que son prensados con una mordaza durante 12 horas a 37°C.
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3.2.3.3 Tincion.

Antes de proceder a la tincion, las secciones deben ser desplastificadas
con metilacetato durante al menos 30 minutos y se lavan a continuacion
con etanol de 100°, 96°, 80°, 70°, 50° y finalmente con agua destilada, Se
realizaron las tinciones de Azul de Toluidina , tricromico de Goldner
(Goldner 1938), y Hematoxilina—Eosina con arreglo a las técnicas

descritas a continuacion:

a) Técnica de tincién con azul de toluidina.

El colorante se prepara mezclando y disolviendo a temperatura ambiente
azul de toluidina 1gr, tetraborato sodico 1gr y agua destilada 100ml. A
continuacion se tifien las muestras preparadas:

- Inmersion y agitado suave de la preparacion durante 5 minutos en un
recipiente con agua oxigenada al 30%.

- Lavado con agua corriente abundante.

- Coloreado durante 15-20 minutos con solucion de azul de toluidina.

- Lavado de nuevo con agua corriente.

- Secado y diferenciado de la muestra con acetona-alcohol 1:1 y se limpia
rapidamente con un pafno. Si el plexiglas tomaba color azul, se lavaba con
alcohol de 70° con cuidado para no tocar la muestra. Después de 5

minutos se montaba la muestra para poder ser observada.
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El azul de toluidina se ha utilizado para identificar las lineas de cemento y

los frentes de mineralizacion.

b) Técnica de tincidon con Tricromico de Goldner:

Se elabora una solucion de Hematoxilina Férrica, mezclando dos
soluciones preparadas extemporaneamente al 50%:

- 8 cc de solucién A se prepara un litro de alcohol de 96° + 10gr. de
hematoxilina en polvo

- 8c.c. de solucion B (un litro de agua destilada + I0ml. de acido clorhidrico
+ 12gr. de cloruro férrico), rociandose los portas con la mezcla a través de
papel de filtro, dejando actuar 10 minutos. Se elimina la hematoxilina
posteriormente, mediante lavado con agua durante otros 10 minutos. Se

pasan por alcohol acido (alcohol de 80 ° con acido clorhidrico al 1 %).

De nuevo a través de papel de filtro se cubren los portas con Ponceau de
Xilidina (2gr. de ponceau de xilidina + 1gr. de fucsina acida + 200ml. de
agua destilada + 0,4ml. de acido aceético glacial), y se deja actuar entre 45

a 60 minutos.

Se pasan los portas a una batea que contiene agua a la que se ha
afadido 1ml de Acido Acético Glacial, y de aqui se cambia a otra que

contiene agua destilada que se va cambiando hasta eliminar el sobrante
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de tinte. Se colocan de nuevo en batea para tinciones, anadiendo Acido
Fosfotungstico Orange G, a través de papel de filtro, durante unos 7

minutos.

Se afiade Verde Luz (0,4gr. de verde luz + 200ml. de agua destilada +
0,4ml. de acido acético glacial), a través de papel de filtro, dejando actuar
durante unos 15-30 minutos.

Por ultimo se pasan los portas de nuevo por agua mas acido acético y

agua destilada para eliminar el tinte, pasandolos por alcoholes (96°, 100°)

Esta tincion permite observar con nitidez las células O&seas, tifie el

osteoide de rojo y el hueso mineralizado de verde.

c) Técnica de tincion de Hematoxilina—Eosina.

Esta técnica de tincibn comprende el siguiente proceso:

- Aplicar a los portas Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
- Lavado con agua corriente.

- Diferenciacion con alcohol-acido.

- Lavado con agua corriente.

- Inmersioén en agua amoniacal.

- Lavado con agua corriente (10-20 minutos).
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- Tincidn con eosina a temperatura ambiente.

- Inmersién en alcohol al 95 % para eliminar el exceso de eosina.

- Deshidratacion y montaje.

La tincion hematoxilina-eosina permite observar el osteoide de color

rosado palido y el hueso mineralizado de color rosado oscuro.

3.2.3.4 Numero de praparaciones

Se hicieron tres preparaciones, hematoxilina—eosina, tricromico de
Goldner y azul de toluidna por cada muestra de metacrilato con cuatro
cortes histologicos en cada preparacion.

En total de procesaron un total de 1800 cortes histologicos.

3.2.3.5 Analisis y procesado de las imagenes.

La muestras fueron estudiadas mediante un microscopio Nikon Eclipse
50i y las imagenes se capturaron con una camara Nikon DS-Qi1 adaptada
a una tarjeta digitalizadora. Una vez obtenidas las imagenes de la seccidn
Osea digitalizadas a 10x 20x 40x y 63x y 100x, se editaron y se realiz6

analisis de imagen mediante el software NIS-Elements
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Cambios en el color.

Los cambios que se produjeron en el hueso como consecuencia del calor
variaron en forma significativa Imagen (Imagen 5.). A partir de los 100°C,
todas las muestras presentaron un oscurecimiento gradual de su color a
marron oscuro. A los 300 ° C, se produjo un cambio transitorio en el color
de todas las muestras de marrén a negro, coincidiendo con el proceso de
carbonizacion, temperatura a la que gran parte de los componentes

organicos del hueso se volatilizan.

A temperaturas superiores a 300 ° C se produce un cambio de cambio en
el color de negro a marron y luego a gris (Imagen 6). De los 600°C a los
700°C se tornan grises. De los 800 en adelante los colores cambian de

color blanco a rosado a los 1100°C (Imagen 7)
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Imagen 5. Modificacion del color del hueso con el aumento de la temperatura
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Imagen 6. Cambios en color de muestras 6seas sometidas de 300°C a 600°C
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Imagen 7. Cambios en color de muestras 6seas sometidas de 700°C a 1100°C
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4.2 Cambios histoloégicos a 100°C.
A esta temperatura aun se aprecian células Oseas (osteocitos,

osteoblastos) y tejido muscular (Imagen 8):

Imagen 8: A: Osteocitos y osteoblastos B: Tejido muscular. Tincién tricromico de
Goldner 20x.
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Otra de las caracteristicas fundamentales es la presencia de
microfracturas longitudinales a lo largo del hueso trabecular (Imagen 9y

10)

Imagen 9: Fractura longitudinal en trabécula. Tricromico de Goldner 63x.

Imagen 10: Fracturas longitudinal en trabécula. Hematoxilina 10X.
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En el hueso cortical aparecen deformaciones en los conductos de havers,
asi como fracturas longitudinales en toda la estructura cortical, (Imagen

11).

Imagen 11: A: deformacién de los conductos de Havers; B: fracturas en tejido
cortical. Vista del periostio en zona superior de la imagen Tincion tricrémico de
Goldner.10x

El hueso trabecular y el hueso cortical se encuentran interconectados
entre si por unidades estructurales éseas como puede apreciarse en la
imagen 12, cuando el hueso es sometido a temperatura estas unidades

estructurales aparecen destruida (Imagen 13).
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Imagen 12: A: Hueso cortical; B: Hueso trabecular; C: Unidades estructurales

Imagen 13: A: Hueso cortical; B: Hueso trabecular; C: Unidades estructurales.
Tinciéon Hematoxilina 10x
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En el hueso trabecular los frentes de mineralizacion se tornan
difuminados como consecuencia del calor mientras que la matriz ésea

sufren ademas microfracturas en todo su estructura (Imagen 14).

Imagen 14: A: Frente de mineralizacion B: Matriz 6sea. Azul de toluidina 63x
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Otro hallazgo de interés es la presencia de células lisas de tejido
muscular, estas se encuentran deformadas y disminuidas de tamarno

como consecuencia del calor (Imagen 15).

Imagen 15. Células del tejido muscular liso Hematoxilina 63x
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El el hueso cortical, se puede observar como canal central vascular en el
sistema de Havers comienza a deformarse, asi como las fracturas
longitudinales en toda la estructura cortical en forma de racimo (Imagen

16).

Imagen 16: A: canal central vascular en el sistema de havers; B: microfracturas
longitudinales. Hematoxilina 63x
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4.3 Cambios histologicos a 200°C.
A esta temperatura, el endostio de los canales de Havers comienza
desintegrarse, la estructura lamelar cortical se fractura aun mas en forma

de racimo, aparecen aun células 0seas: osteocitos (Imagen 17).

Imagen 17: A: Canal de Havers, B: Osteocitos. Hematoxilina 20x
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Aun se aprecian restos de tejido celular muscular, también es de destacar
las microfracturas longitudinales trabeculares que a esta temperatura

aparecen aun mas contundentes (Imagen 18).

Imagen 18: A: Fracturas en hueso trabecular, B: Formaciones celulares
musculares. Hematoxilina. 4x.

Resultados 91



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

Un hallazgo de interés es el comienzo de aparicion a esta temperatura de
formaciones cristalinas poliédricas, tanto en el hueso cortical (Imagen 19),

como en el hueso trabecular (imagen 20).

Imagen 19. Formaciones cristalinas poliédricas sobre hueso cortical. Hematoxilina
63x.

Imagen 20. Formaciones cristalinas poliédricas sobre hueso trabecular.
Hematoxilina 63x.
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El frente de mineralizacion comienza a desaparecer y aun quedan restos

de célula 6seas (Imagen 21).

Imagen 21. A: Disminucidn en la cantidad de osteoide, B: Células 6seas. Azul de
toluidina x
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4.4 Cambios histologicos a 300°C.

La principal caracteristica a esta temperatura es la gran deformacion que
se produce en la estructura del hueso trabecular. El osteoide desaparace
y se funde con el tejido conjuntivo en una gruesa franja de tejido
conjuntivo. Desaparecen las fracturas longitudinales y transversales y se

forman grandes lagunas dentro de la matriz (Imagen 22).

Imagen 22. A: Franja de osteoide mas matriz 6sea; B Matriz 6sea deformada.
Hematoxilina 40x.
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Se producen ademas en la matriz del tejido conjuntivo formaciones

poliédricas cristalinas (Imagen 23 y 24).

Imagen 23. Formaciones poliédricas en tejido trabecular. Hematoxilina 63x

Imagen 24. Formaciones poliédricas en tejido trabecular. Azul de Toluidina 20x
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La estructura del hueso cortical también comienza a deformarse, la
estructura lamelar es mas rica carbono por efecto de la combustion y se
acentua con una coloracidn marrén-negro, ademas se produce una
difusién hacia el exterior de las grietas de los canales de Havers a través

de la matriz (Imagen 25).

Imagen 25. A: Deformacién del tejido cortical; B: Coloraciéon por exceso de
Carbono; C: Difusion de Grietas desde los canales de Havers.
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4.5 Cambios histologicos a 400°C.

En este fase tanto el tejido cortical como el trabecular se vuelven
irreconocibles, ya no aparecen ningun tipo de células 6seas y se
producen otro tipo de fenomenos de combustén que dan lugar a la

cristalinizacion de la matriz 6sea.

El hueso se vuelve negruzco y deleznable, la estructura comienza a

volverse practicamente cristalina (Imagen 26 y 27)

Imagen 26. Cristalizacién Trabecular. Azul de toluidina 20x
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Imagen 27. Trabéculas. Tricromico de Goldner 10x
El tejido trabecular se vuelve cadtico. Tanto el osteoide como la matriz
Osea, aparecen entrelazados y mezclados entre si. Las formaciones

cristalinas van aumentando en forma y tamano (Imagen 28).

Imagen 28. Estructura caética. Hematoxilina 40x
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En las corticales se produce la aglutinacion del tejido tras la deformacion
desde los canales de Havers lo que se traduce en formaciones cristalinas

vitreas de forma cuadrada (Imagen 29 y 30).

Imagen 29. Cortical con aglutinaciones y estructuras cristalinas cuadradas.
Hematoxilina 65x

Imagen 30. Formaciones cristalinas. Azul de Toluidina 65x
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4.6 Cambios histologicos a 500°C.
A partir de los 500 aparecen una serie de formaciones cristalinas que son

muy caracteristicas de estas temperaturas (imagen 31, 32, 33).

Imagen 31. Formacioén cristalina cortical hueso. Azul toluidina 20x

Estas estructuras presentan ramificaciones de forma poliédrica en

incipiente formacion, es decir de nueva creacién, ocurre tanto en las areas

corticales como en las areas trabeculares.

Resultados 100



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

Imagen 32. Formacion cristalina trabécula 6sea. Azul toluidina 40x

Imagen 33. Formacioén cristalinas en trabécula. Azul toluidina 20x

Los cambios que llegan a producirse a esta temperatura son los mas

importantes, van a marcar los cambios cristalograficos que se van a

producir desde ahora en adelante.
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Ademas como se puede observar en las imagenes 34 y 35, junto con las
estructuras  poliédricas aparecen ademas polimeros cristalinos

macromoleculares lineales de colageno y matriz extracelular.

Imagen 34. Polimeros cristalinos Azul de toluidina 40x

Imagen 35. Polimeros cristalinos. Estructura trabecular. Azul de toluidina 20x.
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4.7 Cambios histoloégicos a 600°C.
En esta fase se pierden los polimeros cristalinos y comienzan a aparecer

formaciones cristalinas cubicas de gran tamaro y bien definidas (Imagen

36y 37.).

Imagen 36. Cristales sobre estructura trabecular. Tricrémico de Goldner 10x
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Imagen 37. Formacidn de cristales sobre estructura trabecular. Tricromico de
Goldner 10x

Las grietas y deformaciones a esta temperatura son numerosas y
destacados a lo largo de la matriz, pero la estructura trabecular sigue

siendo visible (Imagen 38 y 39)

Imagen 38. Trabéculas. . Tricromico de Goldner 10x
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Imagen 39. Trabéculas. . Tricromico de Goldner 4x

A nivel cortical, la estructura aparece también con cristales de gran

tamano y perfectamente definidos (Imagen 40y 41)
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Imagen 40. Formaciones cristalinas en cortical. Tricrémico de Goldner 40x

Imagen 41. Formaciones cristalinas en cortical. Tricrémico de Goldner 40x
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4.8 Cambios histologicos a 700°C.
A esta temperatura la deformacion es mas patente y las formaciones
cristalinas comienzan a disminuir en tamafno y forma, la matriz se reduce

por lo que las grietas son mas abundantes (Imagen 42, 43, 44).

Imagen 42. Formaciones cristalinas disminuidas. Azul de touidina 20x
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Imagen 43. Formaciones cristalinas y grietas en la matriz. Hematoxilina 40x

Imagen 44. Formaciones cristalinas y grietas en la matriz. Toluidina 40x
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La estructura cortical presenta un aspecto espicular, probablemente
puede deberse a los productos de la combustiéon depositados durante la

carbonizacion (Imagen 45).

Imagen 45. Cortical. Formaciones espiculares. Toluidina 40x

Ademas puede apreciarse una disminucién en la forma cristalina con
respecto al estado de temperatura anterior. Con el aumento de la
temperatura se produce una compactacion de los tejidos y cristales,

confiriendo a la estructura cortical un aspecto mas compacto (Imagen 46)
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Imagen 46. Estructura cortical. Toluidina 10x
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4.9 Cambios histolégicos a 800°C.

La microestructura 6sea se trasforma en cristales de gran tamano, el
aspecto espicular que presentaba a 700°C se agudiza aun mas. Las
trabéculas se convierten en un conjunto de cristales de gran tamano.

(Imagen 47 y 48)

Imagen 47. Trabécula con cristales espiculares de gran tamafio. Toluidina 40x
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Imagen 48. Trabécula con cristales espiculares de gran tamaio. Toluidina 40x

Como se puede observar las particulas forman estructuras poligonales

espiculares en el hueso trabecular y estructuras nodulares en el hueso

cortical (Imagen 49).
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Imagen 49. Estructuras nodulares en el hueso cortical. Hematoxilina 40x
El calor provoca fisuras que tienden a producir segmentos rectangulares
separados por hendiduras profundas perpendicular a la matriz ésea

(Imagen 50).

Imagen 50. Hendiduras profundas perpendicular a la matriz. Azul de toluidina 20 x
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4.10 Cambios histoloégicos a 900°C.
La estructura se vuelve totalmente cristalina (Imagen 51). Se produce una
retraccion de la matriz 6sea cortical y trabecular, empezando a producirse

una compactacion de la misma (Imagen 52 y 53).

Imagen 51. Estructura cristalina. Tejido trabecular. Hematoxilina 65x
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Imagen 52. Matriz 6sea trabecular. Hematoxilina 20x
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Imagen 53. Tejido dseo cortical. Hematoxilina 40x

Las trabéculas, tras la desintegracion del tejido 6seo quedan deformadas

apareciendo en formas poliedricas y estrelladas (Imagen 54).

Lo mismo ocurre con la cortical, aparece desintegrado pero siguen

siendo reconocibles los conductos de Havers (Imagen 55).
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Imagen 54. Deformacion trabecular. Hematoxilina 10x.

Imagen 55. Cortical . Hematoxilina 40x
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4.11 Cambios histolégicos a 1000°C.
La estructura sigue su cristalinizacion a medida que avanza la
temperatura, la matriz 6sea se vuelve cada vez mas compacta, tanto en el

hueso trabecular como el cortical (Imagenes 56 y 57).

Imagen 56. Trabéculas. Compactacion cristalina. Hematoxilina 65x.
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Imagen 57. Cortical. Compactacion cristalina. Hematoxilina 40.
La deformacion de las trabéculas es cada vez mas pronunciada (Imagen
58), la matriz osea aparece retorcida sobre su eje horizontal formando

figuras poliedricas y lagunas Imagen (59),
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Imagen 58. Deformacién trabecular. Hematoxilina 4x

Imagen 59. Deformacion trabecular. Azul de toluidina 20x
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Lo mismo ocurre en la cortical del hueso, la deformacion es muy
pronunciada, la estructura aparece estirada (Imagen 60), aun se observan
canales de Havers, las unidades estructurales que unen hueso cortical y

trabecular aparecen destruidos (Imagen 61)

Imagen 60. Deformacion. Azul de toluidina 10x
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Imagen 61. Unidades estructurales cortico-trabeculares destruidos.
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4.12 Cambios histolégicos a 1100°C.
La cristalizacion es completa, las trabéculas apenas se distinguen,
quedan practicamente desintegradas y fracturadas (Imagen 62), la matriz

Osea aparece granulada (Imagen 63).

Imagen 62. Trabéculas. Azul de Toluidina 4x.
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Imagen 63. Trabéculas formacién grumosa. Hematoxilina 20x

La matriz 6sea que se presentaba a 1000°C mas uniforme deja de ser

compacta y aparece microfracturada (Imagen 64)

Imagen 64. Matriz 6sea cristalizada con microfracturas. Hematoxilina 65x
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El tejido cortical aparece mucho mas deformado y desintegrado que a
temperaturas anteriores, aunque siguen siendo visibles los conductos de
Havers, ademas pueden apreciarse fenomenos de torsion vy
desintegracion, manifestado por la formacion de estructuras poliédricas en

forma de racimo (Imagen 65).

Imagen 65. Cortical 6sea. Torsién y desintegraciéon. Hematoxilina 4x
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4.13. Estudio de la matriz 6sea.

La matriz 6sea es la que sufre los cambios mas deterrminantes como
consecuencia del aumento de temperatura. A continuacion se exponen
los resultados obtenidos mediante observacion microscopica a 100x.

A 100°C la matriz aparece con microfracturas pero lo mas caracteristico
es la estructura acordonada, mucho mas visible con tincion de
hematoxilina. Esta estructura corresponde a fibras de colageno, que por
efecto del calor y la microfracturacion 6sea, tienden a separarse (Imagen

66 y 67)

Imagen 66. Disposicion de las fibras de colageno en la matriz 6sea. Azul de
Toluidina 100x
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Imagen 67. Disposicidn de las fibras de colageno en la matriz 6sea.
Hematoxilina100x.

Cuando se aumenta la temperatura a 200°C la estructura se vuelve mas
compacta, mas solida. La disposicion de las fibras de colageno adquieren
un tono mas rigido y compacto dejando esa disposicion acordonada de la
fase anterior para pasar a una disposicidn en barra, confiriendo una

disposicion mas ordenada y paralela de las fibras (Imagenes 68 y 69)
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Imagen 68. Compactacion del tejido. Tricromico de Goldner 100x

Imagen 69. Disposicién en barra. Hematoxilina100x.
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A 300°C Esta fase es muy caracteristica y la diferencia radica en que la
estructura comienza a fracturarse, la disposicion acordonada
desaparecen para dar lugar a una division y particion de las fibras

(imagenes 70y 71)

Imagen 70. Fractura de fibras. Azul de toluidina 100x
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Imagen 71. Fractura de fibras. Hematoxilina 100x

A 400°C, las estructuras anteriores desaparacen por completo dando
paso a una estructura con una disposicidon caotica donde va a dar
comienzo un proceso de cristalizacion, se aprecia una deformacion en
general del tejido, las fibras se han compactado unas con otras dando
lugar a una superficie irregular donde comienzan a aprecierse
formaciones que mas tarde pasaran a ser estructuras cristalinas

Imagenes 72y 73).
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Imagen 72. Compactacion de las fibras. Hematoxilina 100x
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Imagen 73. Estructura caética precristalina. Hematoxilina 100x

A 500°C comienza la fase de cristalizacion el tejido que anteriormente se
tornaba cadtico se vuelve cristalino, aparecen cristales en forma cubica
(Imagen 74), junto con la aparicion en esta fase de polimeros cristalinos

macromoleculares lineales (Imagen 75)
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Imagen 74. Estructura cristalina. Azul de toluidina 100x

Imagen 75. Polimeros cristalinos. Azul de toluidina 100x
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A 600°C desparecen las formaciones cubicas cristalinas y la matriz
adquiere una estructura cristaloide irregular caracterizada por una
superficie compacta de formas irregulares sin una distribucion fija ni

figuras geometricas (Imagen 76 y 77)

Imagen 76. Matriz cristalina compacta. Azul de toluidina 100x
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Imagen 77. Formaciones irregulares. Azul de toluidina 100x

Cuando el hueso es sometido a 700°C vuelven a aparecer formaciones
cristalinas, esta vez son caracteristicas las estructuras cristalinas de gran
tamafo con predominio de las de forma redondeada (Imagen 78) con

respecto a las de forma cubica (Imagen 79)
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Imagen 78. Cristales redondeados. Toluidina 100x

Imagen 79. Cristales cubicos. Toluidina 100x

Resultados 136



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

A 800°C los formaciones cristalinas que se habian empezado a formar en
la etapa anterior adquieren un tamafio mas grande incluso empiezan a

fundirse unas con otras (Imagen 80).

Imagen 80. Grandes formaciones cristalinas. Toluidina 100x.
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A 900°C la estructura se compacta (Imagen 81), los grandes cristales de
la fase anterior han dado paso a cristales mucho mas pequefos de forma

redondeada (imagen 82).

Imagen 81. Compactacion de la matriz. Azul de toluidina 100x
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Imagen 82. Cristales de forma redondeada. Azul de toluidina 100x

A 1000°C los pequenos cristales en forma redondeada de la fase anterior

desaparecen dando lugar a una superficie compacta practicamente

puntillista formada por microcristales (Imagen 83).
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Imagen 83. Microcristales. Azul de toluidina.

A 1100°C los microcristales tienden a agruparse dejando la forma

compacta anterior para formar figuras lineales de forma acordonada

reticular, apareciendo grandes lagunas entre ellos (Imagen 84).
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Imagen 84. Microcristales agrupados en forma acordonada. Azul de toluidina.

Resultados 141



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL HUESO PARA ANALISIS DE LOS CAMBIOS POR DIFERENCIA DE
TEMPERATURA.

CAPITULO V
DISCUSION
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CAPITULO V: DISCUSION

La biopsia 0sea es sin duda la herramienta mas potente y fiable para
detectar las anormalidades estructurales del hueso. Es la prueba de oro
para el conocimiento e interpretacion de las lesiones histoldgicas dseas,
por lo que habitualmente siempre se ha usado como método de estudio

de las enfermedades Gseas de tipo metabdlico.

Generalmente se realiza en la cresta iliaca por resultar mas facilmente
accesible, contiene hueso cortical y trabecular en la misma proporcion
que el resto del esqueleto ademas de tener un remodelado agil, por lo que

proporciona informacion cualitativa y cuantitativa de la estructura osea.

El empleo de criterios de seleccion para garantizar la normalidad de los
datos es esencial. Han de excluirse las patologias 6sea metabdlicas que
podrian alterar los resultados que se pretendian, en este sentido
enfermedades como la osteogénesis imperfecta, caracterizada por
diversos grados de fragilidad osea alterarian los resultados debido a la
disminucién del colageno tipo |, la osteomalacia se desarrolla por una
inhibicion en el proceso demineralizacién, observandose en el hueso
grandes lagunas osteoides y un aumento de la superficie trabecular

cubierta de osteoide con descenso en la tasa de formacién 6sea.
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El hiperparatiroidismo secundario puede alterar la composicion y
arquitectura 6sea, osteoporosis donde se produce aumento de la
reabsorcién 6sea sin un aumento compensatorio de la formacién 6sea,
produce disminucion de la masa O0sea y una alteracion en la
microarquitectura del hueso, enfermedad de Paget donde se produce un
aumento del recambio 6seo junto a una formacion defectuosa,
formandose hueso plexiforme, con una disposicion trabecular anémala y
un engrosamiento de la cortical, con el consiguiente aumento de

fragilidad.

La eleccion de la cresta iliaca como area representativa de los cambios
que se producen en el esqueleto como consecuencia de la temperatura
no ha sido arbitraria, durante el proceso de cremacion, las llamas afectan
a todos los musculos en un cuerpo expuesto, provocando el
calentamiento y la disminucion de las fibras musculares por lo que la
postura final como resultado de las contracciones de musculos y
ligamentos se conoce como postura pugilistica (Knight B 1996) y
comienza aproximadamente a los 10 minutos a temperaturas de 800°C

(Bohnert 1998).

De esta manera, la contraccidn muscular se traducira en una mayor

exposicidon de algunas areas anatémicas y proteccidn de otras, no solo en
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funcién de la profundidad del tejido, sino también en funcién de como

gueden posicionadas esas areas.

La cresta iliaca contiene en su cara dorsal tiene menor cantidad de tejidos

blandos, que en su cara ventral por lo que esta mas expuesta (Imagen

85), sufriendo la accion directa del fuego (Correira PM, 2002).

Imagen 85. Exposicion al fuego de areas anatémicas. En rojo las zonas mes

expuestas
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En cuanto a la técnica de inclusion de muestras histologicas se ha elegido
el procesado sin descalcificar frente a la inclusion en parafina.

La técnica de procesado de las muestras sin decalcificar permite la
conservacion y diferenciacion entre el hueso calcificado y no calcificado
de cara a que sea posible observar y medir las alteraciones en el proceso

de cremacion de hueso a diferentes temperaturas.

Asi mismo, permite la 6ptima conservacion de la arquitectura 6sea y de
las celulas en general, evidenciando los cambios que se producen a nivel
estructural evitando artefactos que pudieran llevar conducir a error en las

fases de analisis.

El obtener muestras sin decalcificar permite ademas obtener cortes
histologicos mas finos, que con la inclusion en parafina, donde las
burbujas en la resina provocada por la reaccion de calor, dafian los
componentes de los tejidos aumentando considerablemente la dificultad
para obtener secciones delgadas de buena calidad, en este aspecto el
metacrilato ademas permite una polimerizacion lenta, sin desprender

calor, y su dureza es parecida a la del hueso.
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La evaluacion histologica del hueso se ha visto limitada durante afios por
las dificultades técnicas, de tal manera que antes de 1960 unicamente se
realizaban técnicas de decalcificacion que permitian obtener un tejido lo
suficientemente blando para incluirlo en parafina y procesarlo en
microtomo, sin embargo la aplicacion de estas técnicas al tejido

calcificado presenta una serie de inconvenientes (Baron 1993):

- No se puede distinguir entre el hueso mineralizado y el no mineralizado
y por lo tanto no es posible cuantificar el osteoide, o diferenciar el hueso

inmaduro del maduro de manera precisa.

- En la mayoria de los casos se producen fenomenos de retraccion de la
interfase hueso mineralizado-médula ésea que dificultan la evaluacién de
las células que intervienen en el remodelado y por tanto la cuantificacion

histomorfométrica.

- Se imposibilita el estudio de la dinamica 6ésea mediante marcaje con

fluorocromos, ya que distorsiona el depdsito de calcio en la matriz amorfa.
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En cuanto al color obtenido en el hueso como consecuencia de la
cremacion, los resultados muestran que la temperatura de la cremacion
que tienen efectos muy significativos en el color del hueso coincidiendo

con varios autores.

A temperaturas inferiores a 200°C todas las muestras mostraron un
oscurecimiento gradual de su color a marrén oscuro, esta coloracion

marron se asocia con la hemoglobina (Gejvall 1969; Lisowski 1968).

Es evidente que aun a estas temperaturas los componentes organicos del
hueso no han sido totalmente eliminados. De hecho el peridstio esta
todavia presente, y como puede observarse en las imagenes 8 a 21
durante los procesos de 100 a 200°C, aun existen células éseas, restos

de tejido muscular y abundante material organico.

A 300°C y 400°C hubo un cambio notable en el color de todas las
muestras de marrén a negro como consecuencia de la carbonizacion de
los componentes organicos que tiene lugar a estas temperaturas,
(Herrmann 1970), peridstio, células y tejido muscular han sido

consumidos por el fuego.
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El resultado de la gama de grises de los 500 a 600°C se debe al proceso
de pirdlisis de los componentes organicos del hueso (Dokladal 1969,
1970; Shipman 1984), en este aspecto Holden et al. (1995) encontraron
que cuando la temperaura llega a 600 ° C, la eliminacion de las fibras de
colageno, las proteinas y las grasas en el tejido 6seo es completa.

Ademas el fosfato tricalcico se convierte en hidroxiapatita.

El color blanco representa la ultima etapa de calcinacion donde la textura
del hueso representa una pérdida completa de la porcidn organica y la
fusidn de las sales del hueso debido a la recristalizacion extrema del

hueso.

Es importante sefialar que el color en los huesos cremados no es un
indicador definitivo de la temperatura a la que fueron sometidos, en este
estudio se ha obtenido una coloraciones de muestras sometidas a
temperaturas controladas, pero cuando se produce el hallazgo de un
cuerpo sometido a la acciéon del fuego, pueden encontrarse en el
esqueleto varios colores en funcion del tiempo del fuego, el oxigeno
disponible y las zonas del cuerpo expuestas como se puede apreciar en la

imagen 85.
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Los cambios que se producen a nivel estructural (cortical y trabecular) son
directamente proporcionales a la temperatura y a los cambios que se van

produciendo en la matriz ésea:

De 100 a 200°C el hueso cortical sufre un proceso de deformacion y a los
300°C se empieza fracturar a partir de los canales de Havers, de 400°C a
600 se vuelve patenta la aglutinacion del tejido cortical en formaciones
cristalinas y de los 700°C la los 800 la estructura es cristalina pero es
mas compacta. De 900 a 1100 la estructura es microgranulada y cristalina

con total perdida de estructura osea.

De momento esto nos deja una clasificacion de 4 estadios perfectamente

definidos en la cortical del hueso.

El esqueleto humano esta compuesto de aproximadamente 20% de
hueso trabecular y el 80% de hueso cortical, pero el hueso trabecular
tiene un nivel superior a la remodelacion del hueso cortical y a su vez es
donde se producen los cambios mas espectaculares y llamativos con el

proceso de restructuracion 6sea como consecuencia de la temperatura.
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En este aspecto segun los resultados obtenidos cuando el hueso
trabecular es sometido a temperaturas de 100 a 200 grados la
caracteristica fundamental es la aparicion de fracturas longitudinales,
como se puede apreciar en la imagen 9 y 10 en cambio si se pueden
apreciar las formaciones cristalinas que comienzan a formarse a partir de

los 200 grados (Imagen 19).

A partir de los 300°C la materia organica desaparece, las fracturas se
hacen mas patentes y el tejido conjuntivo del hueso tiende a deformarse
(Imagen 22), asi mismo se aprecian como las formaciones cristalinas
aumentan de tamano a esta temperatura (Imagen 23) y lo mismo ocurre a

400 Imagen (26).

Por otro lado a partir de los 500°C aparecen polimeros cristalinos
macromoleculares lineales de colageno y matriz extracelular (imagen 31y
32 y 35) que muestran cambios metacromaticos indicando la existencia
de sulfo y/o carboximucinas. Estos cristales se convierten por la accion
del calor en fases de cristales liquidos (o isotropicos) que constituyen el

humo (primer principio de la termodinamica).
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De los 600 a los 800 (imagenes 36,44,47), sigue el aumento de
formaciones cristalinas, tanto en tamafo como en numero, llegando al
maximo a los 800 grados, asi mismo el aspecto del hueso cambia de un
patrén de laminar y una textura homogénea a una textura mas cristalina
hecho reportado por otros investigadores (Fratzl 1996; Guizzardi 1995;

Thompson 2002)..

A partir de los 900 grados la estructura es totalmente cristalina, la
estructura 6sea desaparece (imagenes 52,54,56,58,61), esto se explica
fundamentalmente por los fendmenos de fusidn y recristalizaciéon de los
compuestos derivados de la hidrdlisis térmica de la hidroxiapatita (proceso
de sinterizacion), que terminan en la retraccion, fisuracion, formacion de
vesiculas en la matriz dsea, estallidos de conductos de Havers, y

finamente formacion de aglomerados.

Autores como Shipman 1984, Bonucci y Graziani 1975, McCutcheon
1992, Nicholson 1993, establecieron una clasificacion del tejido éseo
basado en 5 estadios, observando , mediante microscopia electronica de
barrido, cambios en la morfologia de las superficies 6seas: carbonizacion,
cristalizacion y recristalizacion final de la estructura cristalina, y los

mismos estadios mediante contraccidon con microscopia de luz estandar
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del hueso fueron establecidos por otros autores como: Brain 1993,

Herrmann 1977, Nicholson 1993:

Estadio 1: (20 a 185°C: la textura de la superficie del hueso aparace

ondulada pero intacta.

Estadio 2: (185 a 285°C): la superficie se torno cada vez mas irregular,

con pequenos poros y presencia de fisuras, pero la superficie sigue

intacta.

Estadio 3: (285 a 440°C): la superficie del hueso se vuelve cristalina y

suave, moderada aparicion de grietas.

Estadio 4:(440 a 800°C: la superficie del hueso se torno en pequefas

particulas;

Estadio 5 (800 a 940°C), las particulas se funden y forman grandes

estructuras poligonales.
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Muchos de estos autores realizaron sus experimentos en restos animales,

nos obstante aunque la clasificacion se amplia a 5 estadios los

parametros observados son pobres, ya que segun los resultados

obtenidos en este trabajo de investigacion muestran que son medibles y

reorganizables muchos mas datos, lo que permite clasificar los cambios

morfolégicos en cuatro estadios (Tabla 3):

Estadio/Temperaturas

Cambios Histologicos

1. De 100°C a 300°C

Fracturas longitudinales, presencia de células oOseas y
tejido orgénico. Primeras formaciones cristalinas
poliédricas.

2.400°C a 600°C

Presencia de formaciones cristalinas ctibicas. Polimeros
cristalinos.

3. De 700°C a 800°C

La estructura del hueso se torno cristalina y pierda la
homogeneidad.

4. Mayor de 900°C

Formacion aglomerada con perdida de estructura 6sea

Tabla 3: Clasificacion por estadios de los cambios morfoldgicos.
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La matriz 6sea esta compuesta por un componente inorganico, fosfato
calcico en forma de cristales de hidroxiapatita y por un componente

organico, fibras de colageno.

Esta demostrado que existe una intima relacion entre lo organico
(proteico) y lo inorganico (minerales) en las las fases que componen la
matriz 6sea, por lo tanto, la incineracion de los huesos afecta tanto a la
matriz inorganica como a la matriz organica, aunque en este ultimo caso

lo hace de manera diferente (Landis 1996).

Como se puede observar a 100°C el primer cambio significativo es la
separacion en forma acordonada del colageno, esto es debido a una
desnaturalizacion del mismo (Paschalis 2001), cuya primera
consecuencia es un enorme acortamiento de las fibras (Imagen 66 y 67)
debido a que la estructura de triple hélice va adquiriendo mayor movilidad

(Fratzl 2004).

La temperatura a la que se desnaturaliza el colageno depende del
contenido de prolina e hidroxiprolina: A mayor contenido, mayor es la
temperatura necesaria. En este sentido, existe una gran diferencia en
contenido de prolina y en la temperatura de desnaturalizacién entre el

colageno (Nuzzo 2002).
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A los 200°C (Imagenes 68 y 69), la disposicion de las fibras de colageno
aunque acordonada se vuelve mas rigido y compacto, debido a que la
triple hélice que se encuentra en su estructura, pierde su estabilidad
térmica al eliminar sus interacciones con con la hidroxiapatita que la rodea

(Roschger 2003)

A 300°C la disposicion de las fibras de colageno se rompe y se aprecia
que el color va tornandose mas oscuro a medida que la hidroxiapatita
interactua menos con con la matriz del colageno (imagen 70 y 71), por lo
que se comprueba que la hidroxiapatita estabiliza el colageno evitando la
degradacion térmica del mismo (Ruffoni 2007), esta degradacion
comienza a los 400°C donde el colageno se ha compactado dando lugar a

una superficie irregular (Imagenes 72y 73).

Por otro lado a partir de los 500°C aparecen polimeros cristalinos
macromoleculares lineales de colageno (imagen 74 y 75), esta fase es
debida a la disociacion entre la hidroxiapatita que comienza su
cristalinizacion y la destruccion térmica del colageno, ya que a altas
temperaturas , los polimeros se vuelven liquidos muy viscosos (Gupta

2006).
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La hidroxiapatita 6sea Ca1o(PO4)s(OH),, aunque posee una estructura
cristalografica bien definida posee mala cristalinidad, los fenomenos de
fusion vy recristalizacion de la hidrdlisis térmica de la hidroxiapatita y sus
derivados, se conocen como sinterizacion y son los responsables de los

cambios histologicos en el tejido 6seo.

La principal caracteristica de la hidroxiapatita de calcio de gran
importancia para los estudios de la cremacion es la presencia de agua en
la periferia del cristal, lo que se conoce como capa de hidratacién, o capa
de agua absorbida. Dentro de esta capa de hidratacion hay iones de

fosfato de calcio suspendidas en una solucion diluida de KCI.

El enlace del agua y otros iones polarizables es el resultado de la alta
carga superficial en los cristales y es el medio por el cual se neutraliza

esta carga.

Por debajo y mas hacia el interior, en el cristal, se ubica la denominada

capa de iones y compuestos absorbidos, en la que el catién Ca2+ puede

ser sustituido por Na+, Mg2+, e H30+, y el anion OH- por F-, CI-, etc.
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La capa de hidratacion ocupa el doble del volumen de los cristales de
hidroxiapatita, y es en ella donde los iones son atraidos a la superficie del
cristal de hidroxiapatita, debido a que estos iones se encuentran en

constante movimiento de la capa de hidratacion y el medio que les rodea .

La estructura de la hidroxiapatita promueve el intercambio de iones a

diferentes ritmos.

El mas rapido de estos intercambios es entre la capa de hidratacion y la

liquido extracelular.

El siguiente es el intercambio entre los fosfatos en la capa de hidratacion

y los iones fosfato en la superficie del cristal.

La tasa mas lenta de intercambio se situa entre los iones fosfato en la

superficie del cristal y los iones en el interior del cristal.

Por lo tanto, las cuatro capas que componen la region de los cristales de

hidroxiapatita incluyen el interior de cristal, la superficie del cristal, la capa

de hidratacién, y el liquido extracelular.
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Los iones polarizables tienden a concentrarse en la capa de hidratacion
en lo que se conoce como capa de iones consolidados. Los iones de esta
capa son iones hidratados, tales como el calcio, carbonato, citrato,
magnesio y estroncio. Sin embargo, estos iones estan en constante

intercambio con los iones del liquido extracelular.

La red cristalina es capaz de albergar un ion extraino de tamafio similar al
ion que va a reemplazar, ion que es un componente normal de
hidroxiapatita, por lo tanto, es posible que otros iones de calcio, fosfato o
grupos hidroxilo formen parte de la red cristalina de apatita bioldgica.
Posteriormente, la composicion quimica de apatita bioldgica variaran de
acuerdo con los iones presentes en el liquido en el que se bana, dando

como resultado cambios en sus propiedades, morfologia, solubilidad, etc.

Conforme aumenta la temperatura la hidroxiapatita presenta mayor
cristalinidad, mayor tamano de particula (Gross 2002), mayor contenido
de Ca?", mayor presencia de grupos PO4, menor presencia de grupos
HPO4, menor presencia de grupos OH-, mayores distancias y angulos de
enlace de los grupos POy, Es decir a medida que aumenta la temperatura
la hidroxiapatita se adapta a las nuevas condiciones modificando su mala

cristalinidad y con ello su solubilidad, debido a la correccion
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estequiométrica de su formula (Ca19(PO4)s(OH)2), para formar cristales

mas estables y de mayor tamano.

Segun los resultados y las imagenes obtenidas a 100x la transformacion
mas importante se produce a partir de los 600°C donde la cristalinidad del
mineral &6seo se incrementa produciendose una estructura vitrea
(imagenes 76 y 77), el cambio consiste en la conversién del fosfato
tricalcico a fosfato tricalcico tipo B, donde la estructura se torna vitrea y
desorganizada (Melas 1984), esta estructura probablemente sea la que
provoque (tal y como indicaba Herrmann 1973), que los restos 0seos a
los 600°C pierdan paulatinamente consistencia con el incremento de la

temperatura de combustion.

Sin embargo, esta tendencia se invierte de los 700°C a 800°C donde las
estructuras cristalinas se tornan de gran tamafo con predominio de las de
formas redondeadas (Imagen 78) con respecto a las de formas cubicas
(Imagen 79 y 80), esto se debe a la recristalizacion y conversion del
fosfato calcico en fosfato tricalcico, provocando una mayor dureza y

resistencia mecanica (Perinet 1988).
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A 900°C la estructura se compacta (Imagen 81), los grandes cristales de
la fase anterior han dado paso a cristales mucho mas pequefos de forma

redondeada (imagen 82).

A una temperatura superior a los 900 °C el hueso presenta una estructura
atipica formada por cristales poligonales, redondeados, de estructura
compacta (Imagen 81 y 82) de tamafio que varia aproximadamente entre

0,2y y 0,3u. (Bonucci/Graziani 1975).

A partir de los 1000 -1100°C, Grevin (1990) constata la existencia de una
descomposicion parcial de la hidroxiapatita en alfa fosfato tricalcico y a
beta fosfato tricalcico y por ultimo a éxido de calcio lo que indica que la
fase original de la apatita es deficiente en calcio con contenidos de

carbonato (Holden 1995).

Todo esto se se traduce en la perdida casi total de carbonatos y la fusion

de los cristales formando superficies lisas y uniformente fusionadas

(Imagenes 83 y 84).
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Por tanto, podemos clasificar también en cuatro estadios perfectamente
diferenciados los procesos que como consecuencia del calor tienen lugar

en la matriz 6sea (Tabla 4).

Estadio/Temperaturas | Cambios Histologicos

1 : De 100°C a 300°C Deformacion del colageno.

2: De 400°C a 600°C Formaciones cristalinas vitreas. Polimeros cristalinos.

3: De 700°C a 800°C Presencia de cristales redondeados y cubicos, perdida
de la homogeneidad.

4: Mayor de 900°C Superficies granulosas

Tabla 4: Clasificacidon por estadios de los cambios en la matriz 6sea.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES.

1° Las células Oseas estan presentes y son distinguibles, entre 100 y
200°C, asi como unidades estructurales y frentes de mineralizacion,

mientras que a temperaturas superiores desaparecen.

2°. El hueso trabecular y cortical comienza a fracturarse desde que toma
contacto con la fuente de calor. Con el aumento de temperatura y los
sucesivos cambios de cristalizacion y recristalizacion aumenta en

porosidad y la estructura 6sea queda irreconocible.

3°. La matriz 6sea, sufre dos procesos diferenciados segun temepratura:
entre 100°C y 500°C se produce la polimerizacién del colageno y entre

600 y 1100°C los procesos de cristalinizacion de la hidroxiapatita.

4. Hemos elaborado dos escalas con cuatro estadios que permiten medir
los cambios que se producen a nivel histolégico y que determinan la
temperatura a la que un cuerpo a sido sometido, segun los cambios que
se producen en la matriz 6sea, y los cambios morfolégicos que tienen

lugar en el hueso trabecular y hueso cortical.
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