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RESUMEN

La estimacion de la edad histologica con fines de identificacion -ya sea empleando la
técnica microscopica de conteo de osteonas, o la técnica histomorfoldgica sobre la
descripcion de las caracteristicas visibles microscopicamente del hueso-, es uno de los
métodos de mayor aceptacion a nivel académico y cientifico en el mundo, en especial en el

contexto forense.

En Colombia es un método sin explorar, a pesar de la necesidad generada por la
violacion a los Derechos Humanos y al Derecho Internacional Humanitario dentro del
conflicto armado interno que ha dejado como resultado una gran cantidad de fosas comunes
con individuos incompletos, descuartizados, desmembrados lo que hace dificil una labor de
identificacion, resaltando que la mayoria de estas victimas son individuos subadultos, nifios
y jovenes reclutados por grupos armados muertos en combate o ejecutados

extrajudicialmente.

En este trabajo investigativo se aplicd el método histoldgico de cuatro fases en sexta
costilla, empleando la técnica de andlisis microscopico propuesto por Streeter et. al. (2010)
sobre una muestra de individuos subadultos pertenecientes a la coleccion de referencia
osteoldgica de la Universidad de Antioquia, donde se encontré que el método es efectivo y

lo més préactico es que no requiere del individuo esqueletizado completo, ni de la pieza dsea



intacta para su aplicacion y resultados veraces; teniendo presente que los métodos existentes

se deben aplicar en huesos especificos, como el fémur, clavicula, entre otros.

Palabras clave: Estimacion de edad, método histoldgico, microscopia de luz polarizada,
conteo de osteonas, individuos esqueletizados, subadultos, sexta costilla, antropologia

osteoldgica y forense.



ABSTRACT

The estimation of histological age with identification purposes -whether using the
microscopic osteon counting technique or the histomorphological technique on the
description of the microscopically visible features of bone- is one of the most accepted

methods at the academic and Scientist in the world, especially in the forensic context.

In Colombia, it is an unexplored method, despite the need generated by the violation
of Human Rights and International Humanitarian Law within the internal armed conflict that
has resulted in many mass graves with incomplete individuals, dismembered, which makes
the identification difficult, noting that most of these victims are subadult individuals, children

and youths recruited by armed groups killed in combat or extrajudicially executed.

In this research, the histological method of four phases in sixth rib was applied, using
the technique of microscopic analysis proposed by Streeter et.al. (2010) on a sample of
subadult individuals belonging to the osteological reference collection of the University of
Antioquia, where it was found that the method is effective and the most practical is that it

does not require the complete skeletized individual or the intact bone piece to Its application



and truthful results; Bearing in mind that existing methods should be applied to specific

bones, Like the femur, clavicle, and others.

Key words: Age estimation, histological method, polarized light microscopy, osteon counts,

skeletonized individuals, subadults, sixth rib, osteological and forensic anthropology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Hueso cortical Y SPONJOS0 .......oviirititie e e 35
Figura 2. Sistema de HaVErS ..o 39
Figura 3. Modelado de la deriva de la costillahumana ........................... 51
Figura 4. Corte transversal de costilla ..............coooiiiiiiiiii e, 52
Figura 5. Fase I. hueso entretejido, costilla de individuo de 3 afos.

Luz Polarizada (Streeter, 2010) ........c.ooiiriiriii e 53
Figura 6. Fase Il hueso entretejido, costilla de individuo de 6 afios.

Luz Polarizada (Streeter, 2010) .........oooiriiriiiie e 54
Figura 7. Fase Ill hueso primario con remodelado,

costilla de individuo de 17 afios. Luz Polarizada (Streeter, 2010) ................. 54
Figura 8. Fase IV Osteona Tipo | en costilla de

individuo de 21 afios. Luz Polarizada (Streeter, 2010) ............cccoeiiiiinenn. 55

10



LISTA DE FOTOGRAFIAS

Foto 1. Fragmentos de sexta costilla ..o 60
Foto 2. Implementos para embebido: Resina,

catalizador y jeringa dosificadora .............cooviiiiiiiii i 61
Foto 3. Preparacion de los moldes con resina epoXiCa ............ccoveviieiiiiiininianannen.n. 62
Foto 4. Bloques de resina desmoldados, con muestras

debidamente rotuladas ...........cooiiiiiiiii 62
Foto 5y 6. Cortadora ISOMET 1000 calibrada para cortesde 1,5mm ....................... 63
Foto 7. Cortes de 1,5 mm de grosor listos parapulir ................ccoeiiiiiiiiiiieieeienennn .63
Foto 8. ROtUIO para Pieza O0Sea .........c.ouvirinit i 97
Foto 9. InStrucciones Preparado TeSINA ..........oveuineerenie ettt et ereeeeereeaeeaenen, 97
Foto 10. Cortes de costillas en los moldes listos para embebido .............................. 98
Fotomicrografia 1. Linea de Cemento y hueso entretejido microscopio fotonico con

aditamentos para luz polarizada ...............coooiiiiiiii 99
Fotomicrografia 2. Linea de Cemento y hueso entretejido microscopio foténico ........... 99
Fotomicrografia 3. Canal vascular primario ................coooiiiiiiiiiiiii e, 99
Fotomicrografia 4. Formacion lamelar concéntrica y conducto de Volkmann............... 101

11


file:///C:/Users/Natalia/Downloads/Trabajo%20de%20grado%20FINAL%20word%20Natalia%20Restrepo%20corregido.docx%23101

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Modelo histomorfologico propuesto por Streeter .........o.vvvvviviiniieenienininnn. 55
Tabla 2. Operacionalizacion de las variables................coooii i, 67

Tabla 3. Adaptacion cuantitativa del método histoldgico de cuatro fases en costillas de

Streeter (2010) en lamuestrade eStudio.............coooiiiiiiiiii i 68
Tabla 4. Aplicacion prueba de Kolmogorov-Smirnov .............ocoeiiiiiiiiiiiiiiiiienen.. 69
Tabla 5. Estadisticas de grupo .........coiiriniie 69
Tabla 6. Igualdad de Medias. .........cooouiiriiii e 72
Tabla 7. Resumen de variable entradas y eliminadas .....................coooviiiiiiin.o 73
Tabla 8. Variables en el analisis ..o e 73
Tabla 9. Variables que no estan en el andlisis ...............oooiiiiiiiiiiiii e 74
Tabla 10. correlacion candnica proXimaauno ...........c.oiieiriiiei e 74
Tabla 11. Coeficientes de funcién discriminante canonica estandarizadas .................... 75
Tabla 12. Coeficientes de funcion discriminante candnica ..............ccocoeevviiiieiiniinnn. 75
Tabla 13. Funciones en centroides de grupo ..........ovinieiriiet e 75
Tabla 14. Resultados de clasificacion. Validacion cruzada ...................ooooeiininn.n. 77

12



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

DDHH: Derecho Humanos

DIH: Derecho Internacional humanitario

DIC: Constraste Diferencial Interferencial

OMC: Observatorio de Memoria y Conflicto

OPD: Densidad Poblacional de Osteonas

ABREVIATURAS DE UNIDADES DE MEDIDA

cm: Centimetro
ml: Mililitro
mm: Milimetro

pm: Micrémetro

13



TABLA DE CONTENIDO

I3 D N I 3
AGRADECIMIENTOS ..uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniietietiiatieseessisatsessssnssassssessnses. 4
RESUMEN ..iuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiietiettitatiattesssssssssasessnssnssnsassns 6
N 1 T I o 8
LISTADE TABLAS ..eeiiiiiiiiiiiiteiiiiiietiesttatiessesatssssssssissnssnssnsessns 10
LISTADE FIGURAS aueieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietietieciintiasecnteacnsensnsone 11
LISTA DE ABREVIATURAS ..cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitnettiesneeieen e annee 12
INTRODUCCION .ivuiiiniitieieeieiereereeerernerneeserseessersseresssessessesnn. 16
ANTECEDENTES O ESTADO DEL ARTE .cuiiuiiuiieiiiiiiniiecieriiareennicenns 21
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......ciiuiiiiiiiiiniiieiiniineccasinseinscssens 24
OBJETIVOS E HIPOTESIS uuuivttieeeneeereneeereneeersneeersneersseeessneeessnesiseens 26
ULy B = (07X [0 N 28
CAPITULO TEORICO.......ccciuiiiuuiiinreeerreeeeteeeeeeeeeeeeeeeeesssnmssseessssssesen: 31
APLICACION OSTEOLOGICA tuueevuruneneenrneensnesncnesneiisesnssssnssessssesnssssnsansnssnn. 31
Edad cronologica vs edad biolOgica .........oeiviiiiiiniiiii i 32
Composicion del teJid0 OSE0. ......ouuiiuiii i 34
Clases de huesos segin su formaciOn............ovvuviiiiiiiiiiiiie et 38
Estructura de orden jerarquico del hueso.............oooiiiiiiii i, 40
Crecimiento Y MaduraCion. ... ......vueetitt ittt e 41
M¢étodo histologico para estimacion de edad bioldgica.............oovveeiiiiiiiin.. 43
Meétodos para estimacion de edad biolodgica mas empleados a nivel mundial .......... 45
Las COStIIAS. . ..ottt 49
Método histomorfométrico de Margaret Streeter (2010) ...........oooviiiiiiiiiiiiiin... 53

Conteos selectivos histolOZICOS .. .....oviiviiiiiiiiii i e e, DO

14



MATERIALES Y METODOS. ... e itvueeeeernsneeesssnneeesssnsessssmmmsnnssssnsnniens 58

Proceso metodolOgiCo ........c.viniiei i 59
Criterios de inclusion y eXclusion...........oviiiiiiiiiiii e 59
ODbtenCion de 1aS MUESIIAS .. ...oonnet et e e e e 60
Registro fotografico de 1as muestras .............o.oiieiiiiii i, 65
ANALISIS BSTAAISTICO. ...ttt e 66
Operacionalizacion de Variables. ..o e 66
Cuadro estadisticas de GIUPO........ivuiintiti i 69
RESULTADOS Y DISCUSION.....ccuuittuirtnerrnierneerneereerseesneessserseesnnees 71
ClaSITICACION ... e e 76
CONCLUSIONES. .....ccovvtttieeeeeerrreriieeeeerrerieeeeeesssssnnesessssssomms. 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ccuuttutiieeeneeneeeneeenneemenesenneesennn. 85
AANIEXOS . e teenerenreanseionsesnssosnscsnsssssssssssssssosnssssssssnsesnssssnsssnssssnsssrasannsions 97

15



INTRODUCCION

“Nada en la vida debe ser temido, solamente
comprendido. Ahora es el momento

de comprender mas, para temer menos”
Marie Curie

Para lograr la identificacion a nivel antropologico forense, es necesario establecer
ciertas caracteristicas biologicas y demograficas que contiene el hueso, ya que este es un
reflejo de la vida de la persona que deja huella en su esqueleto (Cattaneo, 2007). Algunos de
los datos que se analizan constantemente en antropologia forense son la edad, el sexo, la
estatura, filiacion poblacional o ascendencia, patologias, traumas antemortem, caracteristicas
individualizantes, marcas de estrés ocupacional que pueden ser determinadas a través del uso

de técnicas macroscopicas y microscopicas (Keough et al., 2009; Schmeling, et al., 2007).

El método histologico aplicado en el estudio de los huesos ha sido empleado en
investigaciones con diversos objetivos como lo es la estimacion del sexo y la estimacién de
la edad a partir de los datos que una pieza 6sea pueda brindar a nivel microscépico (como el
fémur, el humero, la clavicula, la costilla) (Willows, 1991). La estimacién de edad biol6gica

es uno de los datos mas importantes a la hora de identificar y de cotejar (Franklin, 2010).

La estimacion de la edad del esqueleto por medio de métodos antropoldgicos consiste
en el establecimiento de la edad bioldgica -tiempo de intervalo transcurrido desde el
momento de la concepcion hasta el momento de realizar el estudio-, para posteriormente,

tratar de relacionarla con la edad cronolégica a la hora de la muerte -tiempo de intervalo
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transcurrido desde el momento del nacimiento hasta el momento de realizar el estudio-

(Katzenberg y Saunders, 2008; Baccino y Schmitt, 2006).

La estimacion de la edad por medio de técnicas histologicas con fines de
identificacion -ya sea empleando la técnica microscopica de conteo de osteonas, o la técnica
histomorfoldgica sobre la descripcidn de las caracteristicas visibles microscopicamente del
hueso-, es uno de los métodos de mayor aceptacion a nivel académico y cientifico en el
mundo, en especial en el contexto forense (Bednarek, 2008). En esta investigacion se propone
aplicar sobre una muestra de individuos subadultos (nifios y jovenes entre 3 y 19 afios) de la
coleccidn de referencia osteoldgica de la Universidad de Antioquia, el método histolégico de

cuatro fases en costilla propuesta por Streeter (2010).

Este estudio experimental deja a un lado los métodos mas empleados para la
reconstruccion de la edad bioldgica basados en la descripcién morfoldgica 0 macroscopica
(Kerley y Ubelaker, 1978). Si estos métodos macroscdpicos para estimar edad se van a
aplicar en individuos subadultos, Keough y colaboradores (2009) plantean que puede hacerse
con mayor precision, toda vez se tenga el esqueleto completo para el respectivo analisis, sin
embargo, en esqueletos incompletos y/o mal conservados plantean los autores que se
evidencia un problema en el establecimiento del rango de edad exacto debido a que no se
podran obtener las piezas dseas requeridas para realizar una estimacién de edad biolégica

con exactitud (Jans y Kars, 2002).

El problema se acrecienta cuando se trabajan poblaciones como la colombiana,

caracterizada por tener una marcada poligenia, diversidad cultural y por tanto una disparidad
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en términos de caracteristicas fisicas. A esto se le suma las violaciones a los Derechos
Humanos (DDHH) y al Derecho Internacional Humanitario (DIH) a las que son sometidos
sus habitantes, como la desaparicion forzada, las ejecuciones extrajudiciales, los crimenes de
guerra, entre otras situaciones que a la hora de investigar hacen dificil el acceso a individuos
esqueletizados completos. Estas situaciones comprometen tanto a poblacion adulta como a
nifios o subadultos (Haugaar, et al., 2010). Las principales investigaciones realizadas sobre
este tema se basan en los adultos, sin embargo, son los nifios, nifias, jévenes y adolescentes
quienes resultan victimas de reclutamientos forzados, desapariciones, entre otros, se vuelven

un factor clave dentro de la guerra (Fajardo, 2014).

Debido a esta situacion problematica que se genera dentro de la identificacion
antropoldgica, se han desarrollado diversas técnicas en conjunto con otras ciencias, con el
objetivo de hacer estimaciones mas precisas. Entre estas técnicas se encuentra el método
microscopico referente a la histologia (Tiesler, et al., 2006). El analisis histologico provee la
técnica histomorfométrica encargada de observar y analizar las estructuras microscopicas y

traducirlas en datos cuantitativos (Stout, et al., 1992).

Es por esta razén que se desarrolla el presente trabajo, el cual se encuentra dividido
en secciones. La primera seccion contiene los datos principales del proyecto aprobado y
desarrollado en este escrito, como los antecedentes, el planteamiento del problema, los
objetivos, la hipotesis y la justificacion. Luego se encuentra el capitulo teérico, en él se
plantea la importancia de la aplicacion osteoldgica en diferentes campos, en especial la
antropologia forense, siendo indispensables las colecciones de referencia osteoldgica, tanto

arqueoldgicas como contemporéaneas para la creacion de estandares propios para poblacion
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local. Este capitulo también abarca uno de los datos del perfil biologico ineludibles al
momento de las identificaciones de individuos esqueletizados y es la estimacion de la edad
bioldgica. Pero para entender este proceso, es necesario conocer el hueso en todos sus niveles,
su composicion microestructural, sus clasificaciones, hasta el proceso de formacion,
crecimiento y desarrollo de este. Una vez comprendida la estructura 0sea, se explican los
métodos microscopicos para la estimacion de edad, el histomorfométrico y el
histomorfoldgico, haciendo énfasis en este Gltimo. Igualmente se analiza la composicion de

la costilla, pieza dsea empleada para la aplicacion del método de Streeter (2010).

El segundo capitulo es el de materiales y métodos, en él se plasman inicialmente los
materiales que se emplearon para la investigacion, incluyendo los datos de la coleccién de
referencia de donde sali6 la muestra trabajada, la cantidad de individuos empleados, los
limites de edad trabajados, los criterios de inclusion y exclusion y se explica en qué consiste
el método histomorfoldgico en hueso no descalcificado. Posteriormente, se desarrolla paso a
paso el procedimiento en laboratorio, pasando por los cortes de las secciones hasta la
observaciéon y el analisis de las estructuras microscopicas que permitieron realizar la
estimacion de edad histologica segun la observacion de corteza pleural, corteza cutanea,
hueso lamelar primario, hueso entretejido y remodelado. Se plantea el andlisis estadistico y
su descripcion, se le indica al lector los programas empleados para el analisis de los datos
obtenidos y por qué se vio la necesidad de cuantificar los datos cualitativos arrojados por el
método de cuatro fases en costilla de Streeter (2010). El desarrollo del analisis estadistico se
da bajo un modelo discriminante multivariante, para ello se muestran las variables

categoricas y discriminantes empleadas.
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El apartado de los resultados y la discusion sobre el proyecto se muestran las
estadisticas por casos, es decir, los valores arrojados, la funcion discriminante, se indicaran
el grupo al que pertenecen y el grupo en el que fueron clasificados segin el modelo
discriminante y su nivel de confianza en la aplicacion. Ademas, se plantea la necesidad de
mejorar el método de cuatro fases en costilla de Streeter (2010). Luego se encontraran las
conclusiones del trabajo y las referencias bibliograficas correspondientes y al final estan

ubicados los anexos del trabajo como fotografias, tablas, entre otros.
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ANTECEDENTES O ESTADO DEL ARTE

La idea de estudiar el hueso en todos sus aspectos y de ir mas alla del analisis
morfoscopico, ha hecho que los antropdlogos interesados en la osteologia se adentren en los
métodos Yy técnicas histomorfologicas e histomorfométricas. La primera de las aplicaciones
en esta area fue la de Ellis Kerley, quien en 1965 utilizé un método basado en el analisis
microscopico de la cortical de huesos largos para realizar un conteo de osteonas completas,
fragmentadas, hueso circunferencial, laminar y canales haversianos y algo que Ilamé la
atencion fue el hecho de no encontrar diferencias significativas entre hombres y mujeres,

pese a que tomé edades que recorrian todo el ciclo vital. (Desantolo, 2012).

Basados en este método de Kerley, Ahlgvist y Damsten en 1969 implementaron el
método para conteo de osteonas completas y fragmentarias, es decir el porcentaje de campo
microscopico que ocupa el hueso remodelado, pero no pudieron hacerlo con la misma
facilidad como lo planteé Kerley, por lo que hicieron modificaciones a su método, pero sus
resultados fueron menos precisos que los obtenidos por Kerley. EI modelo propuesto por
Singh y Gunberg esta cimentado en el modelo de Kerley, pero tuvo un problema, y es que su
muestra se componia de mayor nimero de hombres que de mujeres, por tanto, su observacion

se baso en lo analizado en la muestra de los hombres (Desantolo, 2012).

Stout y Paine (1992) proponen trabajar sobre huesos como la clavicula y las costillas

por lo que desarrollaron ecuaciones predictivas a partir de la cuantificacion de caracteristicas
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como el area cortical, la densidad de osteonas completas, la densidad de osteonas
fragmentarias y densidad total de osteonas visibles. En su aplicacion no encontraron
diferencias significativas entre las medias de las edades conocidas y las estimadas. Por lo que

se tornd un método fiable.

Los estudios mas recientes se encuentran en América latina, puntualmente en
Argentina donde en el 2012, Desantolo emple6 la técnica de histomorfometria propuesta por
Stout y Paine (1992) aplicada en fémur con el fin de observar nimero total de osteonas
completas, nimero de osteonas fragmentarias, diametro promedio de los conductos de

Havers, porcentaje de osteonas fragmentarias y la densidad poblacional osteonal.

Desde entonces muchas investigaciones han utilizado diferentes huesos, incluyendo
una gran cantidad de variables, probando el método en otras poblaciones, etc.; pero, en
general el método requiere de tiempo y conocimiento para ser aplicado en el tema, en
caracteristicas basicas como la identificacion de los elementos estructurales. Segin Robling
y Stout (2008), otro de los grandes inconvenientes que se encuentran al comparar los diversos
métodos es el planteamiento de que diversas caracteristicas pueden cambiar con la edad; por
ejemplo, algunos investigadores reportaron el tamafio del canal de havers aumentando con la
edad y otros encontraron que disminuian, como el caso de Singh y Gunberg, 1970, y a eso se
le suma los investigadores que reportaron no hubo cambios en el tamafio de los canales de

Havers.

Es de aclarar que en la mayoria de los textos y articulos que estudian el tema de la

osteologia humana, explicitan que se requiere de investigaciones puntuales sobre poblaciones
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locales y por ende la elaboracion de atlas histoldgicos para huesos especificos, tal como lo
recomendd Frost (1987), al igual que la extraccion de tasas de remodelacion osea, el
planteamiento de la variacion interpoblacional como lo sefiala Burr en 1990; o la elaboracion
de métodos y el ajuste de los existentes a la variacion biologica de poblaciones modernas
(Stout y Paine, 1992); o la necesidad de desarrollar ecuaciones para poblaciones especificas
en los temas de estimacion de edad histologica en individuos esqueletizados (Yoshino et al.,
1993) y lo méas importante, la recomendacion de evaluar la variabilidad y variacion
poblacional en cuanto a crecimiento (Bogin, 1999), modelado y tasas de remodelado
alcanzado; ya que la dinamica del crecimiento del tejido 6seo ha sido poco estudiada, tal

como lo afirmé Fonseca y otros en el afio 2009.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro del proceso de individualizacion e identificacion antropoldgico, es recurrente
el empleo de métodos y técnicas macroscopicas o morfolégicas que requieren de alguna
estructura osea especifica (Krogman, 1986) (Zioupos, et.al, 2014). Cuando no se encuentra
la pieza dsea requerida no es posible generar un rango de edad bioldgico, alin mas si se trata
de restos 6seos de individuos subadultos que tienden a conservarse poco, sobre todo en

contextos arqueologicos (Keough et al., 2009).

Ante tales sucesos, el antropologo se ve obligado a aplicar otros métodos a nivel
microscopico o histolégico (Tiesler, et al., 2006), los cuales requieren de técnicas y equipos
especializados. Estos métodos histologicos constan de una marcada complejidad y
sistematicidad en su aplicacién, debido a que demuestran un alto grado de confiabilidad y
precision al ser aplicados sobre grupos poblacionales donde existe una homogeneidad
manifiesta como las poblaciones europeas, que a la hora del estudio osteoantropoldgico se
caracterizan por su consistencia en cuanto a caracteristicas morfologicas (Vitek, 2012),
contrario a la poblacion colombiana donde actualmente existe una marcada poligenia,
diversidad cultural y por tanto una disparidad en términos de caracteristicas fisicas, resulta

inapropiado aplicar métodos y técnicas disefiados desde y para poblaciones homogéneas.

En Colombia, la informacion en investigacion biol6gica basica poblacional en

histologia 6sea es escasa. Las pocas investigaciones existentes se centran en enfermedades
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de tipo metabdlico observables en piezas déseas (Quintana, et al 2004), pero no se han
realizado investigaciones que abarquen todo el ciclo vital humano para la busqueda de los

patrones de cambios 0seos concernientes a la edad bioldgica en poblacién colombiana.

A partir de estas situaciones, surge el cuestionamiento que se pretende responder al
desarrollar este proyecto de investigacion: ¢Cudl es la precision del método histomorfoldgico
en costilla en la estimacion de la edad aplicado a una muestra de individuos subadultos de la

coleccidn osteoldgica de la Universidad de Antioquia?
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Estimar la edad aplicando el método histomorfoldgico en costilla de Streeter (2010),
en restos 0seos de individuos entre 3 y 19 afios de edad, pertenecientes a la coleccién de
referencia del Laboratorio de Antropologia Osteologica y Forense de la Universidad de

Antioquia.

Obijetivos especificos

- Analizar los cambios microscépicos del tejido 6seo de la costilla para realizar el estudio

histomorfoldgico.

- Comparar los resultados obtenidos de la edad bioldgica con la informacion de la edad
documentada o cronolégica de los individuos subadultos esqueletizados de la Coleccion de

referencia.

- Determinar el nivel de confianza del método histomorfoldgico de cuatro fases en costillas

de Margaret Streeter (2010).

Las hipdtesis que se trabajaran en el posterior analisis estadistico seran:
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HIPOTESIS NULA: La modelacion y remodelacion en el hueso lamelar primario, hueso
entretejido, grosor de la corteza pleural y cutdnea permanece igual a medida que el individuo

avanza en edad.

HIPOTESIS ALTERNATIVA: La modelacion y remodelacion en el hueso lamelar

primario, hueso entretejido, grosor de la corteza pleural y cutanea varian dependiendo de la

edad del individuo.
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JUSTIFICACION

Desde la antropologia biologica y la bioarqueologia es necesaria la exploracion y
aplicacion de métodos que permitan el estudio de los restos 6seos sin importar su contexto
historico. En el contexto arqueoldgico, los investigadores se enfrentan a restos 0seos que
pocas veces se conservan (Baker, et. al., 2005), generalmente se encuentran depositados en
vasijas y cuando son recuperados luego de las exhumaciones tienden a fragmentarse
(Brothwell, 1987) haciéndose dificil realizar el adecuado perfil bioldgico u osteobiografia

del individuo esqueletizado por medio de métodos morfolégicos 0 macroscopicos.

En el contexto de la antropologia bioldgica, concretamente desde la antropologia
osteolodgica y forense se presenta un problema similar al planteado con la bioarqueologia y
se da debido a las situaciones de conflicto social que afectan a la poblacién; como la cantidad
de individuos sin identificar producto del conflicto armado, de las violaciones a los derechos
humanos y al derecho internacional humanitario, que han hecho que la labor de los

antropologos a la hora de individualizar e identificar sea ain mas ardua (Rodriguez, 2011).

En poblaciones como la colombiana, donde existe una marcada poligenia, diversidad
cultural y por tanto una disparidad en términos de caracteristicas fisicas; donde debido a las
graves violaciones a los Derechos Humanos (DDHH) y al Derecho Internacional
Humanitario (DIH), como las 45.854 victimas de desaparicion forzada registradas hasta la
fecha de marzo de 2016 por el Registro Unico de Victimas; las ejecuciones extrajudiciales,
los crimenes de guerra, entre otros fendmenos de violencia que hacen dificil el acceso a

individuos esqueletizados completos (Haugaar, et. al., 2010). Las principales investigaciones
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realizadas sobre este tema se basan en los adultos, sin embargo, segun el Observatorio de
Memoria y Conflicto (OMC) del Centro Nacional de Memoria Historica, la poblacion mas
vulnerable ante estas situaciones son los nifios, nifias, jovenes y adolescentes reclutados de
manera forzada como estrategia militar y politica:

(...) el reclutamiento y la utilizacién han impactado directamente la vida de, al

menos, 16.879 nifios, nifias y adolescentes en Colombia. Sus edades van de entre seis y

dieciocho afios, han sido mujeres y hombres entre los que se cuentan indigenas y

afrodescendientes los que se han visto expuestos a diferentes formas de actuacion y control

de los grupos armados. El colegio, el barrio, la familia, la vereda, los parques y las amistades
han sido transformados por escenarios, espacios y relaciones trazadas por las vivencias en las

filas de las organizaciones armadas o al servicio de estas (Centro de Memoria Historica, 2017,

p. 310).

A pesar de los esfuerzos por registrar el nimero de nifios, nifias, jovenes y
adolescentes, quienes resultan victimas de reclutamientos forzados, desapariciones, entre
otros (Fajardo, 2014), la OMC reconoce la existencia de un subregistro especificamente entre
los paramilitares, que al someterse a la Ley 975 de 2005 reportaron 1.459 nifios, nifias y
adolescentes que fueron entregados al Instituto Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF).
La OMC considera que quedaron por fuera del registro aquellos que se entregaron

directamente a los familiares y aquellos muertos en combate (Centro de Memoria Historica,

2017).

Debido a esta situacion problematica que se genera dentro de la identificacion
antropologica, se emplean para el estudio y reconstruccion de la edad en individuos
esqueletizados métodos como los morfoldgicos 0 macroscopicos que se realizan mediante
una observacion detallada, estos son cambios morfologicos de sinfisis pubica, variaciones en

faceta auricular o en el extremo esternal de la cuarta costilla, incluso el grado de obliteracion
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de centros secundarios de osificacion en huesos largos (Krogman e Iscan, 1986). Estos
resultan ser imprecisos debido a las grandes variaciones que tienen los individuos en vida,
caracteristicas reflejadas en sus huesos que ocasionan desgastes que nada tienen que ver con
la edad del individuo, sino que se asocian a su actividad ocupacional (Thompson, 1979;
Zioupos, et. al., 2014). En cuanto a la estimacion de edad de restos pertenecientes a
individuos subadultos, puede hacerse con relativa precision, siempre y cuando el esqueleto
esté completo; sin embargo, en esqueletos incompletos y/o mal conservados, se plantea un
problema en el establecimiento de un rango de edad exacto (Keough et. al., 2009), pues no
se contaria con las piezas 6seas necesarias para realizar una estimacién de edad con certitud

(Jowsey, 1960).

De igual manera se han desarrollado diversas técnicas en conjunto con otras ciencias,
con el objetivo de hacer estimaciones mas precisas. Entre las técnicas mas empleadas, se
encuentra el método microscépico referente a la histologia, la cual es definida como la ciencia
que estudia la anatomia microscopica de los tejidos organicos (Tiesler, et. al., 2006). Es asi
como el analisis microscépico del tejido 6seo ha tenido gran acogida dentro del quehacer de
la antropologia con fines de identificacion. Cabe aclarar que la histologia emplea el estudio
histomorfoldgico del tejido 6seo, el cual constituye una herramienta de gran importancia
analitica que, junto con la radiografia, la tomografia, la microscopia electrénica, incluso con
el estudio del ADN, va mas allad del analisis de la antropologia osteoldgica tradicional
(Tiesler, et. al., 2006). Igualmente, la histologia se apoya en la técnica histomorfométrica, la
cual evidencia que los huesos tienen una propiedad Unica de generar un registro vivo y
dindmico de los eventos metabélicos codificados en su microestructura (Stout, 1988; Stout,

et. al., 1992).
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CAPITULO TEORICO

Aplicacion de la osteologia

La osteologia es considerada una parte fundamental dentro del conocimiento de la
antropologia bioldgica, especificamente en su aplicacion en el campo forense. Antes de
tornarse indispensable en el quehacer de la antropologia forense, se observo su aplicacion en
el campo arqueoldgico, lo que dio lugar a una disciplina conocida como bioarqueologia. El
interés de este trabajo es profundizar en la aplicacion que se le da a la osteologia en la
antropoldgica forense con el objetivo de identificar individuos esqueletizados, en avanzado
estado de descomposicion, carbonizados y/o incinerados (White y Folkens, 2005; Ubelaker,
2008). Sin importar el campo de investigacién, la informacion obtenida de los restos 6seos
deja ver particularidades relacionadas con la vida del individuo, su nutricion, actividades
ocupacionales, caracteristicas sobre su perfil bioldgico, permitiendo mas adelante realizar

perfiles demogréaficos (Buikstra y Ubelaker, 1994; Ubelaker, 2008).

La necesidad de obtener un estudio preciso sobre el hueso conllevé a que se hayan
realizado multiples investigaciones en todos los niveles, inicialmente a nivel macroscépico
para luego introducirse en estudios mas minuciosos, el nivel histoldgico. El fin de incursionar
en este nivel consistio en conocer caracteristicas que no eran visibles por medio de los
métodos morfoldgicos o macroscopicos tradicionales. Entre estas caracteristicas se

encuentran algunas que son requerimientos principales para la identificacion de un individuo
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a nivel antropolégico, como el establecimiento de ciertos rasgos biologicos y demograficos,
tales como la edad, el sexo, la estatura, filiacion poblacional o ascendencia, patologias,
traumas antemortem, caracteristicas individualizantes que pueden ser determinadas a traves

del uso de técnicas macroscopicas y microscopicas (Keough et. al., 2009).

En Colombia, la informacion en investigacion bioldgica basica poblacional
relacionada con histologia 6sea es escasa. Las pocas investigaciones existentes se centran en
enfermedades de tipo metabolico observables en piezas dseas (Quintana, et. al., 2004), pero
no se han realizado investigaciones que abarquen todo el ciclo vital humano para la busqueda

de los patrones de cambios 0seos concernientes a la edad bioldgica en poblacién colombiana.

Edad cronoldgica vs. Edad bioldgica

Dentro de las caracteristicas mas importantes, pertenecientes al perfil bioldgico de un
individuo, se encuentra la edad. Es comun encontrar multiples investigaciones centradas en
la obtencion de datos que permiten la determinacion de la edad de muerte derivada de restos
6seos humanos, debido a que la estimacion de esta es uno de los datos mas importantes a la
hora de identificar y facil de cotejar (Willows, 1991). La estimacion de la edad del esqueleto
por medio de métodos antropoldgicos consiste en el establecimiento de la edad biolégica
para, posteriormente, tratar de relacionarla con la edad cronoldgica a la hora de la muerte
(Katzenberg y Saunders, 2008). Esto es el cotejo de los resultados de analisis en laboratorios

de antropologia y los datos antemortem del individuo esqueletizado.
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La importancia que adquiere la estimacion de la edad como uno de los aspectos para
la identificacion en antropologia forense, esta relacionada con la estructura de la pieza 6sea,
ya que es un elemento resistente y esta en continuo cambio, como el crecimiento y desarrollo
individual, la actividad fisica, condicionantes culturales, entre otros (Rodriguez, 2004). De
esta manera se convierte en una estructura resistente a los cambios que se producen durante

la vida del individuo (Restelli, 1997).

Cuando se habla de edad bioldgica se hace referencia al tiempo de desarrollo de un
individuo que va desde su concepcion hasta el momento de realizarle un estudio y la edad
cronoldgica o absoluta hace referencia al lapso que va desde el nacimiento hasta el momento
de someter al individuo al estudio de estimacion de edad. La relacidn entre la edad biol6gica
y cronolégica no siempre coincide, dado que los cambios biolégicos no son uniformes y estan
influenciados por diversos factores como el sexo, la ascendencia, la actividad ocupacional,
la alimentacion y nutricién, las patologias, entre otros factores que hacen se genere una
variabilidad poblacional, que conlleva a que la estimacion de la edad bioldgica no coincida

con la cronoldgica (Iscan y Kennedy, 1989).

Un aspecto que permite obtener un dato confiable relativo a la estimacion de edad de
aplicacion a nivel poblacional esta relacionado con una muestra significativa de un grupo
poblacional especifico, por ello la importancia de recurrir a las colecciones de referencia
(Schmitt, et al., 2002), en este caso, la coleccidn de referencia empleada fue la del Laboratorio

de antropologia osteoldgica de la Universidad de Antioquia.
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Composicion del Tejido 6seo

El material 6seo es un tejido que se encuentra en un cambio frecuente, es decir,
dependiendo de su estado de desarrollo o de vida, esta en continua transformacion debido a
su crecimiento y desarrollo, a esto sumado las caracteristicas individuales que influyen en el
hueso, los cambios relacionados con el estrés ocupacional y el entorno social (Rodriguez,
2004). Estos datos se observan como una evidencia de los cambios que se producen en el

individuo durante su existencia y que se reflejan en sus huesos (White y Folkens 2005).

Para entender todos estos procesos de transformacion a nivel osteoldgico, es necesario
entender cuales son las funciones principales del sistema 6seo, como la locomocién y sostén
del cuerpo, la proteccidn de los 6rganos vitales, su funcidn de reserva mineral, homeostatica
y hematopoyética. Este Ultimo proceso esta enfocado en los huesos largos, alli se dispone la
médula 6sea conformada por varias células, como las sanguineas, linfaticas, mesenquimales,

tanto de origen precursor hematopoyeético como 6seo (White, et al. 2005).

Las piezas dseas estan conformadas macroscdpicamente, por dos estructuras oseas
que le permiten al hueso tener una resistencia tanto en su estructura interna como externa. A
pesar de esta resistencia y dureza, el hueso esta disefiado para permitir el paso de vasos
sanguineos y procesos metabolicos del mismo. Este conjunto de materiales que componen la
estructura 6sea son el tejido laminar que compone la cortical del hueso y el tejido trabecular
que se caracteriza por formar un entramado para facilitar proceso hematopoyético del hueso

(White, et al., 2012; Ross y Pawlina 2007).
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El tejido trabecular se encuentra en las epifisis de los huesos largos (extremos), en
huesos cortos como las vértebras y en el diploe de los huesos planos. La estructura cortical
se localiza en la dié&fisis de los huesos largos (como el fémur, la tibia, el himero, entre otros,
protegiendo la médula désea y cubriendo la parte externa de los huesos planos como los
coxales, el craneo, etc.) (Figura 1). Estos tejidos estan recubiertos a su vez por una delgada
capa llamada periostio, que como explica Kerley (1965), es un tejido fibroso, vascular y
conectivo que consta de externa de una capa celular interna que incluye células
osteoprogenitoras u osteogenicas y que se encuentra unida al hueso por fuertes fibras de
colageno llamadas fibras de Sharpey. La cavidad central del hueso también esta recubierta
con una capa interna llamada endostio. Este es un tejido conectivo laxo, delgado y
especializado, compuesto de una cubierta que contiene células osteoprogenitoras y

osteoblastos.

Tejido trabecular

Tejido cortical

Figura 1. Hueso cortical y esponjoso (White, Black y
Folkens 2012)
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Composicion microestructural

Dimitrious y colaboradores (2005), definen el hueso como un “tejido conectivo
especializado cuya matriz extracelular esta calcificada e incluye las células que lo secretan
(...)”. En otras palabras, ¢l tejido 6seo esta integrado por una matriz organica, minerales
inorganicos y agua. Aproximadamente, el 95% del material organico estd compuesto por
proteinas y colagenos, especialmente de colageno tipo I que conforma el 90% del contenido
organico del hueso. El colageno es una proteina constituyente de los tejidos conjuntivos,
como la piel, los tendones y el hueso, es la proteina mas abundante del organismo. Esta
conformado por fibras que se disponen principalmente de manera longitudinal, esto depende
de la funcion biomecéanica que se genere en el hueso (Royce, et. al., 1993). EI componente
inorganico de la matriz ésea esta compuesto por cristales de hidroxiapatita que se encuentran
alojados en las fibras de colageno, a esto se le suma la presencia de calcio y agua que se
encuentra en las estructuras porosas del hueso, esta Ultima se reduce a medida que se da el

proceso de mineralizacion de la matriz organica (White y Folkens, 2000).

Células 6seas

Microestructuralmente, el tejido 6seo estd compuesto por células déseas que se
diferencian segun su funcién o procesos ya sean de deposicidn o resorcion. Estas células son
las osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Las células osteoprogenitoras
se producen por células mesenquimatosas primitivas que constituyen la capa mas profunda

del periostio y del endostio, al igual que las paredes de los conductos de Havers -unidad
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béasica estructural o multicelular UBM- que son los canales que llevan al interior del hueso
los vasos sanguineos para el intercambio de oxigeno y nutrientes y de esta manera eliminar
los desechos (Tiesler, 2006). Estas a su vez se diferencian en osteoblastos que son las células

mononucleadas de origen periostal que sintetizan los componentes de la matriz osea.

Los osteoblastos depositan matriz 6sea, es decir, su funcion es la de modelar y
remodelar hasta el punto de quedar rodeadas por la misma matriz producida, quedando
atrapados en las lagunas conceéntricas de las osteonas, perdiendo sus capacidades para seguir
cumpliendo las funciones de osteoblastos y es por esto por lo que se les llama osteocitos. Los
osteocitos no segregan materiales de la matriz ésea y su funcion es la de mantener las
actividades celulares del tejido éseo como el intercambio de nutrientes y productos de
desecho. Los osteocitos se dividen en osteocito tipo | o activo y osteocito tipo Il o inactivo,
el primero se encuentra proximo al final de su ciclo de modelacién mas no de su vida media.

Tienen como objetivo ayudar a la construccién de lo que serd un canal de Havers.

Los osteocitos dan lugar a una estructura cristalina de calcio concéntrica, queda
encerrado en lo que se conoce como fosa o laguna de osteocito u osteoplasto. También se
divide en osteocito tipo Il o inactivo; este esta mas cercano al final de su vida media, ya esta
totalmente encerrado en su laguna de Howship, que se encuentra en un extremo de
remodelacion del canal de Havers y al morir deja su espacio vacio, lo que conformara mas

adelante una osteona secundaria. (Tiesler et al. 2006).

En los huesos también se encuentran las células 6seas llamadas osteoclastos que son

células multinucleadas, macrofagas, que se encuentran en la superficie del hueso y cuya
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funcién es la resorcion 6sea que se da debido a la actividad de las enzimas lisosomicas que
permiten el desarrollo, crecimiento, mantenimiento y reparacion normales del hueso (Stout

y Crowder, 2012).

Clases de huesos segun la formacion

Existen dos tipos de tejido 6seo que se deben diferenciar segin su periodo de
desarrollo en el individuo. Uno de estos tejidos es el hueso inmaduro o woven bone, hueso
entretejido al que se le da este nombre por estar compuesto de fibras de colageno que no
obedecen a ningln patron y se distribuyen de manera aleatoria. Una de sus principales
caracteristicas es que estd compuesto casi en su mayoria por tejido organico, representado en
colageno tipo I, el cual es el primero que se forma durante el desarrollo fetal (Fazekas y Kosa,
1978; (Kosa, 1989) y en la reparacion 6sea es el primero en actuar, por lo que el contenido
mineral que existe en este hueso primario es mucho menor que el del desarrollo del hueso

maduro del adulto (Tiesler, 2006).

En el hueso del adulto se apreciara en situaciones que impliquen estados de
crecimiento rapido, reposicion o alto recambio dseo, circunstancias reparadoras o patolédgicas
(Scheuer, & Black, 2000). EI hueso maduro, laminar o secundario, consta de laminas o placas
Oseas superpuestas por el proceso de crecimiento. En resumen, el tejido 6seo secundario
compuesto de laminas paralelas o concéntricas que contiene laminillas intersticiales, en otras

palabras, es el hueso maduro (Streeter, 2010).
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Las fibras de colageno en el hueso adulto se organizan formando laminillas 6seas de
manera organizada, pueden ser paralelas o concéntricas. Los osteocitos se ubican en los
osteoplastos, ya sea entre las ldminas concéntricas o dentro de ellas. No quedan aislados, por
el contrario, se caracterizan por mantener una comunicacion basada en prolongaciones
citoplasmaticas, también conocidas como canaliculos. Los sistemas de Havers miden
aproximadamente 200 um de diametro. Las unidades se presentan en forma de laminas
conceéntricas alrededor del canal de Havers (su centro vascularizado) y se comunican o
conectan con otros canales como el canal o conducto de Volkmann que perforan el periostio.
Se pueden apreciar, ademas, los sistemas circunferenciales internos y externos que se
componen de laminillas paralelas dispuestas debajo del periostio y del endostio. (Figura 2).
Las laminillas intersticiales se situan entre los sistemas circunferenciales y las osteonas.

(Deséantolo, 2012)

Laminillas < S

Figura 2. Sistema de Havers (White, Black y
Folkens 2012)
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Lo anterior es consecuente con el proceso conocido como osteogénesis o formacion
del hueso. Este proceso se produce de forma distinta dependiendo del hueso que se considere,
asi, existen dos tipos de osificacion intramembranosa y endocondral. La intramembranosa se
observa en el proceso de formacion de los huesos planos y tiene lugar directamente a partir
de la mesénquima, mientras que la endocondral se caracteriza porque la formacion del hueso

esta precedida de la aparicion de un molde de tejido cartilaginoso (Ericksen, 1991).

Segun Desantolo (2012) la formacion intramembranosa del hueso se da por medio del
tejido mesenquimatoso. Un ejemplo de esta situacion es el desarrollo los huesos planos que
se genera por formacion intramembranosa de tejido déseo en tejido mesenquimatoso
vascularizado. Por el contrario, la formacion endocondral del hueso necesita de la presencia
de un molde cartilaginoso gque sirve como un modelo estructural para el desarrollo éseo, se
reabsorbe y luego se reemplaza por hueso, hasta pasar a una fase de calcificacion del hueso
que se da debido a los depdsitos de fosfato de calcio en las fibrillas de colageno. Este tipo de
formacion se aprecia en huesos largos y en la mayoria de los huesos cortos. (White, et al.,

2012)

Estructuras de orden jerarquico del hueso

El hueso, al igual que otros materiales bioldgicos, posee una estructura jerarquica,
gue esta compuesta por diferentes niveles a medida que se varie la escala de observacion. El
primer nivel es el macroscépico, en este nivel se puede observar el hueso cortical y el tejido
trabecular. El siguiente nivel es el microestructural (10-500 um) se pueden observar osteonas

y trabéculas, el tercer nivel es el submicroestructural (1-10 um), en este nivel se pueden
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apreciar las lamelas. Luego esta el nivel nanoestructural (nanémetros — 1 um) en el que se
observan fibras de colageno, hidroxiapatita y por Gltimo esta el nivel molecular en el que se

observan nanocristales de hidroxiapatita y tropocolageno (Rho et al., 1998).

Crecimiento y maduracion

El crecimiento es un término usado para describir cambios progresivos en tamafo y
morfologia, durante el desarrollo de un individuo, en este caso su desarrollo éseo a nivel
histoldgico (Scheuer y Black, 2004). Algunos de los cambios que se generan en los diversos
periodos del crecimiento, se observan unos que estan directamente vinculados al aumento
del tamafio del organismo y otros que expresan la evolucion morfoldgica y fisiologica
proyectada a la madurez (Hall, 2005). Esto es, un cambio progresivo relacionado con la forma
y el tamafio de un individuo a lo largo de su vida, el cual es un proceso cuantificable y por

tanto verificable (Scheuer y Black 2004).

Simultaneamente se da el desarrollo del individuo, el cual es también un cambio
progresivo tanto medible como observable, que conlleva un paso de un estado inmaduro a
uno organizado, especializado y maduro (Bogin 1999). Se debe dejar claro que, aungue el
crecimiento y el desarrollo se presentan de manera simultanea, son dos procesos que tienen
desarrollos biologicos que difieren. Los dos procesos tienen un componente tanto genético
como ambiental (White, et al., 2005). Entre esos cambios se encuentra la maduracion 6sea,
que consiste en la transformacion gradual que se pueden observar en los modelos fibrosos o
cartilaginosos primarios en tejido calcificado que esta relacionado con el aumento del tamafio

de las piezas 6seas (Scheuer y Black, 2000). Estos procesos son independientes y se regulan
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por mecanismos distintos. Por eso, para analizarlo y comprenderlo no sirven las medidas
absolutas del tamafio de los huesos, se deben emplear criterios morfologicos; lo que Todd
denomino indicadores de madurez (Todd, 1937). Desarrollado bajo una técnica adecuada, el
estudio de la maduracion Osea se puede tornar el método mas util para estimar la edad

bioldgica (Huda y Bowman. 1995).

El modelado hace referencia a los cambios de tamarfio y forma del hueso. Es decir,
son activaciones de formacion y reabsorcion de hueso de manera independiente en la
superficie del hueso, provocando un cambio en su forma y tamafio (Scheuer y Black, 2004),
este proceso puede observarse facilmente durante el proceso de crecimiento y desarrollo en

la infancia.

En sintesis, el crecimiento y el modelado son procesos que se dan a la par en el
individuo durante su infancia y adolescencia, esto es, el crecimiento genera un incremento
en la masa 6sea, mientras el modelado modifica tanto el tamafio y la forma del hueso (Stout
y Crowder, 2012), teniendo en cuenta que la estructura interna y la forma del hueso se adecua

a la funcién y requerimientos biomecanicos del cuerpo (Frost, 1985).

Meétodo histologico para estimacién de edad bioldgica

Los métodos microscopicos para la estimacion de edad incluyen la histomorfologia o
histologia cualitativa y la histomorfometria también conocida como histologia cuantitativa
(Bekaert, 2004). Esta Gltima caracterizada por empelar mediciones microestructurales del

tejido 6seo, incluyendo cantidad de estructuras, tamafio de areas, entre otros (Robling y Stout
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2008). Este método permite estimaciones mas precisas y efectivas para individuos
esqueletizados, pues no se centra en el aspecto morfolégico o macroscopico y para su
aplicacion no se requiere de la pieza 6sea completa (Bouvier y Ubelaker, 1977; Ubelaker,

1996).

Para aplicar cualquier método histoldgico es indispensable conocer la estructura dsea
y tener clara su composicion a nivel microscopico, como las células que lo componen, las
sustancias minerales, entre otros, de este modo se podra entender como la forma, la estructura
interna de un hueso y las unidades que lo componen se adaptan a la funcion y a las

necesidades biomecanicas generadas dentro de su ciclo vital humano (Stout y Crowder 2012).

El tejido dseo sufre cambios en su estructura micro y macroscépica a través de la vida
del individuo. Estos cambios involucran acciones fundamentales como el remodelado, accion
ejercida por los osteoclastos -célula 6sea macréfaga-, que se encargan de generar los espacios
de resorcion y por los osteoblastos -célula Gsea reparadora- que tienen la funcion de
reestablecer los espacios formando unidades definidas y cuantificables microscopicamente,

por ejemplo, la osteona secundaria o unidad estructural basica.

El sistema de Havers u osteona se puede definir como el conjunto de microestructuras
encargadas de la remodelacion 6sea por aposicién y del intercambio de nutrientes con el
torrente sanguineo para mantener el tejido y las células que lo componen (Tiesler et al.,
2006). Estructuralmente, el sistema haversiano se encuentra compuesto por vasos

sanguineos, sistema nervioso, lagunas, canaliculos, ldminas y cada sistema esta conformado
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por ldminas dispuestas de concéntricamente alrededor de un espacio vascular llamado canal

haversiano (Currey,1964; Yoshino et al., 1994).

De esta estructura fundamental del tejido 6seo se pueden distinguir varios tipos de
osteonas, las osteonas tipo | también conocidas como osteonas secundarias son las mas
comunes (Frost, 1987). Estas se encuentran en individuos adultos debido a que son el
resultado de la remodelacion intracortical (Pfeiffer et al.,1995). También se encuentran las
osteonas tipo I, se caracterizan por contar con una linea de cemento, laminillas concéntricas
observables dentro de una osteona preexistente, es decir como producto de la remodelacion
al interior de la osteona en respuesta a la necesidad de homeostasis mineral. Estas osteonas

tipo Il son conocidas como sistemas haversianos formados (Tiesler et al., 2006).

Las osteonas fragmentarias son unidades remanentes de antiguas osteonas que han
sido parcialmente reabsorbidas mientras se forma una nueva osteona por lo que su canal de
Havers es casi nulo. Las osteonas doble zona son unidades que presentan una
hipercalcificacién en uno de sus anillos concéntricos, lo que representa una recuperacion y
reanudacion del crecimiento después de un estrés marcado (Stout y Crowder, 2012). En el
hueso cortical las unidades microscopicas estan caracterizadas por las osteonas secundarias.
Estas ultimas se diferencian de las primarias, porque poseen una linea de cemento que la

delimita, dejando ver procesos de resorcion y deposicion (Stout y Crowder, 2012).

La etapa de formacion continua de la osteona es lo que se conoce como remodelacion
Osea, esto es un proceso que incluye una deposicién y mineralizacion de laminillas

conceéntricas que tienen efecto en el espacio de remodelacion que a su vez se contrae. Se debe
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entender que la remodelacion es un proceso continuo, es decir estara presente durante todos
los ciclos de la vida, desde el nacimiento hasta la muerte. Este proceso de remodelacion hace
posible analizar la relacion entre la cantidad de las osteonas presentes y la edad del individuo
que se estudia, o como lo plantean Stout y Crowder (2012) establece el punto de partida de

los métodos histoldgicos sobre la estimacion de edad biologica empleando tejido dseo.

Meétodos para estimacidn de edad bioldgica mas empleados a nivel mundial

A partir de estas pautas propuestas para trabajar el hueso microscépicamente, a nivel
internacional son varios los estudios que se realizaron mediante andlisis histolégico, con el
fin de conocer caracteristicas que no son visibles con los métodos morfolégicos o
macroscopicos tradicionales. El primero de ellos y mas emblematico y controvertido por ser
una de las primeras aplicacién fue el de Ellis Kerley (1965) quien utilizé un método basado
en el analisis microscépico de la cortical de huesos largos para realizar un conteo de osteonas
completas, fragmentadas, hueso circunferencial, laminar y canales haversianos y algo que
Ilamo la atencidn fue el hecho de no encontrar diferencias significativas entre hombres y

mujeres, pese a emplear edades que recorrian todo el ciclo vital (Desantolo, 2012).

Ahlqgvist y Damsten en 1969 basados en el método de Kerley (1965), implementaron
el método para conteo de osteonas completas y fragmentarias, es decir el porcentaje de campo
microscopico que ocupa el hueso remodelado, pero no pudieron hacerlo con la misma
facilidad, por lo que hicieron modificaciones a su método, pero sus resultados fueron menos
precisos que los obtenidos por Kerley (1965). EI modelo propuesto por Singh y Gunberg

(1970) esta cimentado en el mismo modelo, pero tuvo un problema y es que su muestra se
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componia de mayor numero de hombres que de mujeres, por tanto, su observacion se baso

en lo analizado en la muestra de los hombres (Desantolo, 2012).

Stout y Paine (1992) proponen trabajar sobre huesos como la clavicula y las costillas
por lo que desarrollaron ecuaciones predictivas a partir de la cuantificacion de caracteristicas
como el area cortical, la densidad de osteonas completas, la densidad de osteonas
fragmentarias y densidad total de osteonas visibles. En su aplicacion no encontraron
diferencias significativas entre las medias de las edades conocidas y las estimadas. Por lo que

se tornd un método fiable.

Streeter (2010), plantea un método de cuantificacion de caracteristicas o variables
microestructurales observadas en secciones delgadas de hueso, como el nimero de osteonas
completas y fragmentarias, procesos de modelado y remodelado, presencia de hueso
entretejido, hueso lamelar primario, diametro de conductos de Havers, corteza pleural y
cuténea, pero en individuos subadultos. Este es el método aplicado en el presente trabajo de

investigacion.

Los estudios mas recientes se encuentran en América latina, donde en el 2012,
Desantolo emple6 la técnica de histomorfometria propuesta por Stout y Paine (1992) aplicada
en fémur con el fin de observar nimero total de osteonas completas, nimero de osteonas
fragmentarias, diametro promedio de los conductos de Havers, porcentaje de osteonas

fragmentarias y la densidad poblacional osteonal.
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Desde entonces muchas investigaciones han utilizado diferentes huesos, incluyendo
una gran cantidad de variables, probando el método en otras poblaciones, etc.; pero, en
general el método requiere de tiempo y conocimiento para ser aplicado en el tema, en
caracteristicas basicas como la identificacion de los elementos estructurales. Segin Robling
y Stout (2008) otro de los grandes inconvenientes que se encuentran al comparar los diversos
métodos es el planteamiento de que diversas caracteristicas pueden cambiar con la edad. Por
ejemplo, algunos investigadores reportaron el tamafio del canal de Havers aumentando con
la edad y otros encontraron que disminuian como en el caso de Singh y Gunberg (1970). A
eso se le suma los investigadores que reportaron no hubo cambios en el tamafio de los canales

de Havers.

Es de aclarar que en la mayoria de los textos y articulos que estudian el tema de la
osteologia humana, explicitan que se requiere de investigaciones puntuales sobre poblaciones
locales y por ende la elaboracion de atlas histoldgicos para huesos especificos, tal como lo
recomendd Frost (1987), al igual que la extraccion de tasas de remodelacidn osea, el
planteamiento de la variacién interpoblacional como lo sefiala Burr (1990); o la elaboracion
de métodos y el ajuste de los existentes a la variacion bioldgica de poblaciones modernas
(Stout y Paine, 1992); e incluso la necesidad de desarrollar ecuaciones para poblaciones
especificas en los temas de estimacién de edad histoldgica (Yoshino et al., 1993) y lo mas
importante, la recomendacion de evaluar la variabilidad y variacidn poblacional en cuanto a
crecimiento, modelado y tasas de remodelado alcanzado, ya que la dinamica del crecimiento

del tejido 6seo ha sido poco estudiada, tal como lo afirm6 Fonseca y otros en el afio 2009.
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Las nuevas ideas que se plantean a nivel acadéemico e investigativo han generado
diversos métodos y técnicas para el acercamiento al conocimiento de las identidades de los
individuos esqueletizados hallados tanto en contextos arqueoldgicos como forenses. Estas
perspectivas incluyen la estimacion de la edad en restos humanos, dando lugar a diversas
investigaciones osteoantropoldgicas, donde convergen necesariamente otras disciplinas.

(Suzuki, et al., 2013)

Como producto de lo anterior, los investigadores han generado una serie de métodos
y técnicas basadas en procedimientos multifactoriales, bajo el empleo de herramientas
estadisticas. Al desarrollar estos métodos cuantitativos, se espera sirvan de complemento a
los métodos tradicionales macroscépicos, sobre todo cuando no se encuentran las piezas
Oseas recomendadas 0 necesarias para estos métodos o se encuentran individuos

esqueletizados con mayor fragmentacion dsea (Willows, 1991; Ferrante y Cameriere, 2009).

El fundamento fisioldgico de la mayoria de todas las técnicas histomorfométricas se
encuentra en el desarrollo y aumento de microestructuras conocidas como osteonas. Las
osteonas son estructuras tridimensionales que se observan en el tejido 6seo, las cuales se
pueden considerar como evidencia de un proceso de remodelacion désea. La remodelacion
Osea es una actividad fisioldgica multicelular que remueve la matriz dsea innecesaria o en
exceso y deposita una nueva matriz para producir un equilibrio en el hueso, procesos

conocidos como deposicion y reabsorcion (Stout y Crowder, 2012).

Dado que este proceso ocurre en el transcurso de toda la vida para garantizar

mantenimiento de la calidad ésea y también para el equilibrio del calcio, hay una correlacion
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numérica y logaritmica que se establece entre la cantidad de las osteonas presentes en una
pieza 0sea y la edad cronoldgica del individuo, lo que conllevara a la estimacion histolégica

de la edad (Stout y Crowder, 2012; Streeter, 2010).

Las costillas

El presente trabajo histoldgico para la estimacion de la edad, se decide trabajarlo con
las costillas. Las costillas son huesos largos, elasticos, que junto a la columna vertebral y el
esternon forman el térax. En total, las costillas son 24 (doce pares), forman las paredes
laterales del térax, asi como la mayor parte de su pared anterior y posterior, pero puede haber
excepciones, es decir, un individuo puede ser supernumerario y presentar mas costillas de las

habituales.

Las costillas constan de cinco partes en general: 1. Cabeza o extremo proximal,
presenta dos carillas articulares separadas por una cresta, destinadas a articular con las
vértebras correspondientes. 2. El cuello de la costilla es un adelgazamiento que se encuentra
entre la cabeza y la tuberosidad. 3. La tuberosidad es una saliente 0sea, la cual presenta una
carilla lisa destinada a articular con la carilla de la apofisis transversa de la vértebra
correspondiente. 4. El cuerpo es una estructura aplanada en sentido transversal y alargado.
Determina una larga convexidad posterior, lateral y luego anterior. Su direccion general es
oblicua, hacia abajo y adelante. 5. El extremo esternal da insercion al cartilago costal por una

superficie ovalada mas o menos deprimida (White y Folkens, 2005).
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La cabeza de cada costilla se articula con uno o dos cuerpos vertebrales de las
vertebras dorsales que le corresponden, en tanto la tuberosidad lo hace con la apofisis
transversa de la vértebra con que se relaciona. De esta unién vertebral, cada costilla se curva
hacia fuera y luego hacia delante y abajo, esta posicion es importante en el acto mecanico

para la respiracion.

En su posicion anterior, hay costillas que relacionan directamente con el esternon y
otras que no, de alli sus denominaciones como Costillas verdaderas que son las numeradas
de lalala7, sus cartilagos costales se articulan directa e individualmente con el esternén;
igualmente estan las costillas falsas, van de la 8 a la 10. Estas se articulan indirectamente con
el esterndn. Lo hacen uniéndose con el cartilago de la costilla nimero 7; y por Gltimo
encontramos las costillas flotantes que corresponden a la numeracién de la 11y la 12. Estas

en ningun momento se articulan con el esternén (Scheuer y Black, 2004).

Las costillas comienzan su crecimiento a nivel endocondral desde su centro primario
de osificacidn durante el segundo mes de vida intrauterina. Al nacer, las costillas del neonato
tienen la morfologia basica que se encuentra en los adultos. Sin embargo, la curvatura de las
costillas en los infantes esta orientada horizontalmente, y en la infancia temprana, la torsion
del eje del térax hace que la porcion ventral de las costillas se dirija hacia abajo como en el
torax adulto. Este es un reflejo de la funcion diafragmatica para que se dé un papel mas activo

del torax en la respiracion (Scheuer y Black, 2004).

Durante el crecimiento durante la infancia, la caja toracica se va expandiendo para

tomar luego proporciones adultas a través de la deriva cortical (Figura 3). La deriva cortical
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mueve la corteza lejos de la cavidad pleural y hacia afuera hacia la superficie cortical. Debido
a este mecanismo, el hueso mas antiguo se reabsorbe sobre la superficie plural periosteal y
la superficie cutanea endosteal, mientras que el hueso se deposita sobre la superficie pleural

endosteal y cutanea periostial de las costillas (Frost, 1963).

;’ Y0 [ - position of rib
3 at age 7
)
| -
i _,ﬁ-"’ [if] - position of rib
w at age 6

Figura 3. Modelado de la deriva de la costilla
humana (Robling y Stout 2008)

Todos los huesos, incluyendo las costillas estan recubiertos por el periostio. El
periostio esta conectado al hueso por fibras colagenas llamadas fibras de Sharpey. Dentro de
la capa fibrosa se encuentran el tejido nervioso y los vasos sanguineos. Es también donde los
musculos se adhieren al hueso. La capa osteogénica se encuentra junto al hueso y contienen

células progenitoras que tienen la capacidad de desarrollarse en osteoblastos (Todd, 1937).

Las costillas se componen de hueso cortical y trabecular. Hueso cortical o compacto
estad densamente organizado y da a la costilla su forma y estructura total. Dentro de la cavidad

medular se encuentra el hueso esponjoso o trabecular (Figure 4). EIl hueso trabecular tiene
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una superficie mucho mayor que el hueso cortical y es muy vascular. Es dentro del hueso
trabecular que se encuentra la médula 6sea y se produce la hematopoyesis 0 produccion de

gldbulos rojos (White, et al., 2012).

Paiostoum

Figura 4. Corte transversal de costilla (Robling y
Stout 2008)

La férmula de regresion de Stout y Paine (1992) fue el primer método histoldgico
para estimacion de edad que se aplico empleando costillas. Tiesler et al., (2006) considera
que el empleo de costillas es menos invasivo, ya que no destruye los huesos largos como el
fémur y la tibia. Esto permite que estos huesos queden intactos para estimacion de otras

caracteristicas bioldgicas necesarias para la identificacion de individuos esqueletizados.

Otra de las razones para emplear las costillas es que hacen parte del esqueleto axial,

por lo tanto, son menos influenciadas por los factores biomecanicos independientes de la

edad que si afectan a los huesos largos directamente.
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METODO HISTOMORFOLOGICO DE STREETER (2010)

El método histomorfologico aplicado en el presente trabajo fue el método de Streeter
(2010) que consistio en la observacion de la distribucion y cantidad de hueso entretejido o
woven bone, hueso lamelar primario y remodelacion en las cortezas pleural y cutanea.
Después de esta correlacion, se categorizé a los individuos esqueletizados en alguna de las 4

fases propuesta por la autora (Streeter, 2010).

Fase I. <5 afios: la costilla estd formada en su mayoria por hueso entretejido, no es corriente
que exista hueso lamelar o remodelacién de hueso, aunque el lamelar puede aparecer en la):
zona endosteal del cortex pleural. EI cortex pleural es mucho més grueso y denso que el

cutaneo (Figura 5).

Figura 5. Fase |. hueso entretejido, costilla de individuo de 3 afios. Luz
Polarizada (Streeter, 2010)
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Fase Il. Entre 5 y 9 afios. Comienza la remodelacion de hueso en el centro de la zona
periosteal del cortex pleural, con grandes osteonas de deriva. El cortex pleural es en su
mayoria hueso lamelar con canales de Volkmann, y el cdrtex cutaneo esta constituido por

hueso entretejido, con menos canales vasculares que en la fase | (Figura 6).

Figura 6. Fase Il hueso entretejido, costilla de individuo de 6 aiios. Luz
Polarizada (Streeter, 2010)

Fase Ill. De 10 y 17 afios. Se observa mucha remodelacién sobre gran cantidad de hueso
lamelar. La remodelacion es mas intensa en el pleural. El cutaneo presenta grandes zonas de
reabsorcién, con hueso lamelar en la zona periosteal y una caracteristica corteza de hueso

entretejido por fuera de esta (Figura 7).

Figura 7. Fase Il hueso primario con remodelado, costilla de individuo de
17 afios. Luz Polarizada (Streeter, 2010)
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Fase IV. Entre 18 y 21 afios. Anillo de hueso lamelar a lo largo de todo el cértex. La

remodelacion es muy densa, observandose muchas osteonas fragmentarias y mas cantidad de

osteonas tipo | (Figura 8).

Figura 8. Fase IV Osteona Tipo | en costilla de individuo de 21 aiios. Luz

Polarizada (Streeter, 2010)

Tabla 1. Modelo histomorfolégico propuesto por Streeter (2010)

METODO HISTOLOGICO DE CUATRO FASES EN COSTILLA (STREETER, 2010)

Hueso lamelar Hueso .
FASES EDAD . Remodelado .. Corteza cutanea Corteza pleural
CRONOLOGICA | primario entretejido
Se presenta mds Se presenta mds
delgada, hay gruesa, hay mayor
: . hueso entretejido
En ambas presencia de tejido e: es]laeEI t:'ic;;
I (<5 afos) Escaso Escaso cortezas estd oseo desordenado. L ) .
lamelar primario se
presente Presenta muchos

canales vasculares
primarios

empieza a formar
inicialmente en el
area endosteal
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Grandes
osteones de

Se presenta en
algunas areas de

Es mas delgada
principalmente

Es mas gruesa, hay
principalmente
hueso lamelar

o Se encuentra en la | deriva inician en | la corteza intracortical N
11 (5-9 afios) X .. primario. Hay pocas
corteza pleural la corteza pleural | cutdnea y muy Hueso tejido, .
. Osteonas de deriva
originandose en | pocasen la menos
S y bastantes canales
el periostio corteza pleural | Canales vasculares
de Volkmann
Ma3s delgada, hay
mayor hueso
lamelar con
. , Presenta
. presencia de algun ., .
Se presentan Corteza fina en remodelacion mas
Se encuentra en .. remodelado. )
" osteonas de superficie gruesa y mas densa.
11l (10-17 afios) | ambas cortezas ) ) Presenta poco
. deriva en ambas | periosteal - Presenta algunas
Intracortical . hueso entretejidoy | |,
. cortezas cutdnea areas con hueso
y periostealmente grandes zonas . .
. lamelar primario.
aisladas de
resorcion (osteones
de deriva)
Presenta Presenta
remodelacion, es remodelacién mas
Ambas cortezas ,
mas delgada 'y gruesa y densa,
Ambas cortezas lo | presentan menos
o . densa, Presentade3 a4
IV (18-21 afios) | presentan a nivel | Osteonas de Escaso )
. . . Puede presentar de | filas de Osteonas
periosteal deriva y mas )
. 2 a 3 filas de profundas. Escases
Osteonas tipo | ,
Osteonas de areas con hueso
profundas lamelar primario

Como se puede observar, el método no trata de calcular una edad numérica sino asignar una

fase a través de los criterios cualitativos presentados por Margaret Streeter (2010) (Tabla 1).

Conteos selectivos histoldgicos

En la préactica del andlisis histomorfométrico, especialmente en costillas, se emplea
un sistema de andlisis llamado “patron de ajedrez” usualmente constituye el procedimiento
base del protocolo que emplearon Stout y Paine (1992). El patron consiste en cuantificar

campos microscopicos, los cuales se definen por una reticula que se introduce en el lente
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ocular. Con este sistema se lee toda el &rea de la seccion dos veces. Este método fue
desarrollado para casos forenses en Estados Unidos y ha resultado de gran valor, pero en
muestras arqueologicas no, debido a que no siempre presentan el estado de conservacion

necesario para aplicarlo posiblemente por dafios tafondmicos (Beherensmeyer, 1978).

En la practica, esta limitante ha resultado en la imposibilidad de contar secciones que
no se encuentran preservadas en su totalidad. En atencidn a este problema, se generd y probo
el concepto de los “conteos selectivos” como alternativa y consiste en contabilizar solamente
campos conservados sin seguir el sistema de “patron de ajedrez”. Siguiendo este
procedimiento en el presente estudio, se ubicaron 4 campos con la menor presencia de dafos

tafondémicos para cada muestra y se observan las caracteristicas propuestas por Streeter.

En resumen, la técnica empleada es la cuantificacion de caracteristicas de estructuras
microscopicas observadas en secciones delgadas de tejido 0seo, esto es, procesos de
modelado y remodelado, nimero de osteonas completas, fragmentarias, presencia de hueso
entretejido, lamelar primario, diametro de conductos de Havers, corteza pleural y cutanea,
entre otros (Streeter, 2010), que se traduciran en valores cuantitativos para comprender el
nivel de confianza del método de cuatro fases en costilla de individuos subadultos como se

desarrollara en el capitulo de materiales y métodos.
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MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacion se recurrio a la coleccion de referencia de la Universidad de
Antioquia compuesta en el momento por 510 individuos esqueletizados y de estos 36
individuos subadultos integrados por fetos, neonatos, infantiles, nifios y jovenes hasta los 25
afios. Esta coleccion se destaca por tener hombres y mujeres que abarcan todo el ciclo vital
humano y por contar con la documentacién antemortem necesaria para el cotejo de
resultados, lo que posibilita realizar investigaciones de indole académico que aporten al

conocimiento sobre la variabilidad de la poblacién antioquefia.

La investigacion se desarrollé bajo un estudio transversal que recorrio el ciclo vital
humano de individuos con edades entre 3 a 19 afos. Se debe aclarar que este estudio se perfila
por tener un carécter exploratorio y descriptivo, razon por la cual se tomaron inicialmente 16
individuos subadultos esqueletizados de los cuales basados en los criterios de inclusiéon y
exclusion que se desarrollardn mas adelante, se redujo a una muestra de 10 individuos
subadultos esqueletizados representativos de las fases propuestas por Streeter (2010) y de

cada fragmento de costilla se extrajeron 3 muestras.

El trabajo se basd en el método cualitativo propuesto por Streeter (2010) y se
complemento dandole unos valores para realizar el analisis cuantitativo correspondiente. El
método consistié en la cuantificacion de caracteristicas o variables microestructurales
observadas en secciones delgadas de hueso, como los procesos de modelado y remodelado,
presencia de hueso entretejido, hueso lamelar primario, corteza pleural y cutanea, entre otros
(Streeter, 2010), que se tradujeron en valores cuantitativos para comprender el nivel de
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confianza del método de cuatro fases en costilla de individuos subadultos de la muestra

seleccionada.

Proceso Metodoldgico

Para esta investigacion se realizd6 un estudio histomorfolégico en hueso no
descalcificado, el cual constituye una técnica microscopica especializada que examina
secciones delgadas de muestras 6seas (Cano, et al., 2005). Como la descalcificacién no es
necesaria, es apta para examinar materiales 6seos diagenéticamente alterados de forma
moderada en contextos forenses y arqueoldgicos donde habria dificultad para aplicar los
métodos macroscopicos disefiados para huesos en buen estado de conservacion. (Suzuki, et

al., 2013)

Criterios de inclusion y criterios de exclusion

Para la obtencion de la muestra se realizo el reporte sobre el sexo, edad cronoldgica
y demas caracteristicas que resultaron en variables para los resultados. Se seleccionaron
individuos esqueletizados entre 3 y 19 afios segun lo registrado en la base de datos de la
coleccién de referencia osteoldgica del laboratorio de antropologia osteoldgica de la
Universidad de Antioquia. Este dato se procedi6 a verificar con la documentacién existente

de los individuos que igualmente reposa en los archivos del laboratorio.

Luego de este procedimiento, se descartaron los individuos esqueletizados que no

registraban sexo conocido, igualmente aquellos que presentaban patologias dseas o dafios
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tafondmicos en sexta costilla, esto para evitar que en el proceso de microscopia se registraran
alteraciones en la formacion del tejido dseo, especialmente en su cortical, lo que conllevaria
a la imposibilidad de observar las caracteristicas histomorfoldgicas necesarias para aplicar el
método de Streeter (2010) y por altimo que no estuvieran en la edad de estudio de 3 a 19

anos.

Obtencion de las muestras de costillas

Los segmentos cortados de las costillas midieron 2,5 cm de largo (Ver foto 1). Se
empled una sierra vertical con motor facilitada por el laboratorio de morfologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Antioquia. Se tuvo especial cuidado con las muestras
fragiles para evitar fragmentacion, estas se cortaron a mayor longitud para mantener su
integridad estructural, sin sobrepasar los 3 cm. Para ello se utiliz6 una cinta métrica con la
cual se marcaban los sitios de corte con lapiz numero 2. Posteriormente se incluy6 una marca
de referencia con lapiz para identificar las superficies anterior, posterior, medial y lateral.
Ademas, se tuvo presente una marca de identificacion en las muestras para diferenciar la
etapa de la preparacién en la que se encontraban y el nimero correspondiente al individuo

que se tenia (Cho, 2012).

Foto 1. Fragmentos de sexta costilla para la obtenciéon de muestras. Fotografia tomada por Natalia
Restrepo. Laboratorio de Morfologia Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia.
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Luego se procedio a realizar la infiltracion o embebido que consistié en sumergir la
muestra en un molde con una mezcla de resina epoxica y un catalizador. Como se trataba de
hueso seco, este proceso tuvo particular énfasis en mantener su integridad estructural durante
el proceso de corte y pulido, razon por la cual se buscé que el medio de embebido coincidiera
en dureza con la muestra, tal como lo expone Jones (2013). Es por esta razén que se empleo
una resina epoxica, una cantidad de 50 ml de la resina Mecaprex MA2 por 5 ml de catalizador
(Foto 2) y se mezclé por 2 minutos para formar una mezcla homogénea, teniendo precaucion

de no generar burbujas en el proceso y asi poder realizar el embebido.

Foto 2. Implementos para embebido: Resina, catalizador y jeringa dosificadora. Fotografia tomada por Natalia
Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

La mezcla se dispuso en los moldes cilindricos propios de la cortadora Isomet y se dejaron
endureciendo con las muestras dentro, previamente marcadas en la parte inferior del cilindro
para que luego en el desmolde siguieran rotuladas. El tiempo de desmolde tom6 24 horas

(Foto 3).
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Foto 3. Preparacion de los moldes con resina epdxica. Fotografia tomada por Natalia Restrepo.
Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

Al tener las muestras embebidas (Foto 4), se procedio a la obtencion de los cortes
para la muestra. Por ser un hueso sin descalcificar no era posible cortar con el micrétomo
convencional, es por esta razon que se recurrié (segn el método para corte de huesos no
descalcificados) al empleo de la cortadora Isomet 1000, que consta de un disco con hoja de
diamante incrustada, usada para cortar laminas de 1,5 mm o més de grosor a partir de los

bloques de hueso preparados (Foto 5y 6).

Foto 4. Bloques de resina desmoldados, con muestras debidamente rotuladas. Fotografia tomada por Natalia
Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.
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Foto 5y 6. Cortadora Isomet 1000. Fotografia tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de
Materiales, Universidad de Antioquia.

Para nuestra muestra se empled el corte minimo de 1,5 mm de grosor. Las muestras deben
estar adecuadamente ubicadas segln lo que se desee ver, en este caso lo que interesé fue
observar las caracteristicas expuestas microscopicamente en la corteza de la costilla. Es por
esta razon que el corte fue transversal. Se hizo necesario cortar lentamente y con la
lubricacion adecuada, en este caso la misma cortadora impregna con agua el blogue mientras
realiza el corte. Se realizan 3 cortes por cada blogue, para un total de 3 muestras por
individuo, teniendo en cuenta se eligié una muestra representativa de cada fase propuesta por

Streeter (2010) (Foto 7).

Foto 7. Cortes de 1,5 mm de grosor listos para pulir. Fotografia tomada por Natalia Restrepo.
Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.
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El siguiente paso fue el pulido y montado de secciones. Al obtener los cortes de 1,5
mm se procede a montarlos en los portaobjetos empleando la misma resina epdxica. Una vez
se realiza el montaje, se procede al método de pulido manual, en el que se emplearon lijas de
agua de diferentes calibres: 100, 300, 600, 1200 y 2000. El grosor final de las laminas estuvo
alrededor de 50-100 um, lo suficientemente gruesas para permitir la penetracion de la luz.
Las secciones delgadas de costillas fueron examinadas empleando una caracterizacion
mediante microscopia Optica de luz transmitida y polarizada, en ambos métodos se pudo

apreciar los cambios en el tejido 6seo (Ross y Pawlina, 2007; Quesnel, 1971).

En la presente investigacion se emple6 un microscopio foténico con aditamentos para
luz polarizada de referencia Olympus BX41 con polarizadores U-P03 y U-T530. Este se
caracteriza porque la luz pasa a través de un filtro de polarizacion, transmitiendo luz solo en
una direccion. Este microscopio emplea las caracteristicas del material bioldgico que
compone al hueso, especificamente su matriz de colageno y por consiguiente actia como un
polaroid natural por lo que el hueso se ve fuertemente birrefringente (Ortner, 2003). La forma
en la cual los materiales interactian con la luz polarizada brind6 informacién acerca de su

estructura y composicion.

Igualmente se empled el microscopio foténico Olympus CH30 equipado con CDI -
Contraste Diferencial Interferencial- con cdmara adaptable Digital Sight DS-2Mv, facilitado
por la Facultad de Ingenieria de Materiales de la Universidad de Antioguia. EI método CDI
con luz fotdnica es un procedimiento de contraste alternativo a la polarizacion y permite la

representacion de detalles transparentes de los preparados con contrastes fuertes y en relieve,
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el objetivo era demostrar si este método puede ayudar en caso de no contar con un
microscopio fotonico con aditamentos para luz polarizada. Los resultados fueron

satisfactorios.

Registro fotografico de las muestras

Para la calibracion del microscopio para la toma de fotografias de las imégenes
histologicas se empled la barra de calibracion. Las fotografias obtenidas se trabajaron con el
programa IrfanView para realizar la edicion y se manejo el formato RAW en un tamafio de
3200 x 2400 pixeles, luego se midieron las estructuras histolégicas de interés para extrapolar
el nimero de pixeles obtenidos. Para cada aumento de los objetivos se calculd su respectivo
factor: Valor del objetivo por el numero de pixeles por 1.000 um. Al tener listos los archivos,
se realizd una barra en el borde inferior derecho o izquierdo indicada en pm, teniendo

presente la proporcion de la imagen.

Para las fotografias en el microscopio fotonico equipado con los aditamentos para luz
polarizada Olympus BX41, se empled la cdmara electronica Axiom cam ERc 5s y para las
fotografias con microscopio foténico Olympus CH30 se empled la cdmara electrdnica

adaptable Digital Sight DS-2Mv.
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Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el método histomorfoldgico de Streeter (2010)
de cuatro fases en costilla para individuos subadultos. La base de datos resultado de las
observaciones microscépicas se realizd en Microsoft Excel 2010 para Windows® con
licencia para la Universidad de Antioquia. Los datos fueron procesados y analizados
estadisticamente con el paquete SPSS v. 24 de IBM para Windows®, con licencia para la
Universidad de Antioquia. Todas las tablas presentadas en este apartado son extraidas de los

resultados arrojados en el programa estadistico SPSS v. 24.

Variables empleadas

e Variable categdrica o de grupo: en este caso es la edad planteada en las IV fases de
Streeter (2010), esta variable siempre debe ser cualitativa. Esta es la que define los
grupos que se van a comparar.

e Variable discriminante o de clasificacion: estas variables siempre deben ser
continuas, cuantitativas o numéricas, para este modelo seran:

1. Hueso lamelar primario
2. Remodelado

3. Hueso entretejido

4. Grosor corteza cutanea
5. Grosor corteza pleural

Las variables seran operacionalizadas en la tabla 2., teniendo en cuenta su definicion

conceptual.
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Tabla 2. Operacionalizacion de las variables.

VARIABLE ESCALA | NATURALEZA
INDEPENDIENTE DESCRIPCION
Caracteristica histomorfoldgica | INDICA
Streeter (2010) DOR
Hueso lamelar primario
1 Alto "
S
c
Remodelado =
[l o
\8 3
2 Intermedio g S
Hueso entretejido a §
| S
3 Bajo O
Grosor corteza cutanea
Grosos corteza pleural 4 Ausente
FASE | <5 ANOS
VARIABLE DEPENDIENTE FASE Il 5_9 ANOS
FASEIIl | 10-17 ANOS
Edad FASE IV 18-21 ANOS Nominal Cualitativa

El método que se aplicé fue el histomorfologico de cuatro fases en costillas de Streeter

para individuos esqueletizados subadultos. Este método al ser histomorfol6gico se basé en

los patrones de cambio observados de acuerdo con su fase de edad cronol6gica. Para poder

analizarlo estadisticamente, a la tabla con las caracteristicas histomorfoldgicas se le

designaron unos valores cuantificables y de este modo fue posible realizar un anélisis

discriminante (Tabla 3).
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Tabla 3. Adaptacion cuantitativa del método histolégico de cuatro fases en costillas de Streeter (2010) en la muestra de estudio.

cuantificacion método histologico Streeter (2010)
.Céc!ig.o edad . . Sexo Fase ::l::::;r Remodelado Hueso .. f;:ts;(;; f;:ts;(;;
individuo | cronoldgica Streeter E entretejido I
CSP498 19 | Hombre | Fase IV 1 1 4 1 1
CSP244 11 | Hombre | Fase Il 2 2 4 2 2
CSP352 15 | Hombre | Fase Ill 2 1 4 2 1
CSP292 3 | Hombre | Fase | 4 4 1 3 3
CSP281 16 | Hombre | Fase Ill 2 1 4 1 1
CSP466 17 | Hombre | Fase Ill 1 1 4 1 1
CSP271 16 | Hombre | Fase Il 2 1 4 1 1
CSP350 7 | Mujer Fase Il 3 2 3 3 2
CSP506 7 | Hombre | Fase ll 3 2 3 3 2
cuo44 18 | Mujer Fase IV 1 1 4 1 1
Valores: 1: Alto, 2: Intermedio, 3: Bajo, 4: ausente

Supuesto del modelo

El supuesto sobre el que se trabajo durante este analisis estadistico estuvo basado en
que cada grupo debe ser una muestra de una poblacién normal multivariada. Para

determinarlo se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Tabla 4).

Para esta prueba de normalidad la prueba de hipotesis es:

Hipotesis nula - Ho: la variable sigue una distribucion normal

Hipotesis alternativa - Ha: la variable no sigue una distribucion normal.
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Tabla 4. Aplicacién prueba de Kolmogorov-Smirnov

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Hueso Hueso Grosor Grosor

lamelar entreteji corteza corteza

primario | Remodelado do cutanea pleural
10 10 10 10 10
Parametros normales Media 2,10 1,60 3,50 1,80 1,50
Desviacién estandar ,994 ,966 972 ,919 ,707
Maximas diferencias Absoluta ,240 ,333 ,397 ,308 ,360
extremas Positivo ,240 ,333 ,303 ,308 ,360
Negativo -,160 -,267 -,397 -,204 -,240
Estadistico de prueba ,240 ,333 ,397 ,308 ,360
Sig. asintética (bilateral) ,107 ,002 ,000 ,008 ,001

Si p (Significancia asintética) es menor a 0.05 se debe rechazar la hipotesis nula. Solo la variable hueso lamelar
primario tiene un valor mayor de 0.05 por tanto se acepta la hipétesis nula (esto indica que la variable sigue una
distribucion normal). Para las demas variables se rechaza hip6tesis nula, ya que no sigue una distribucion

normal.

Con esta informacion, se continda con la aplicacion del método de Streeter (2010) ya que

estadisticamente el método no es muy sensible a la desviacidn de la normalidad y presenta

un nivel de confianza del 95%.

Cuadro de estadisticos de grupo

Estos son los estadisticos descriptivos que se deben analizar antes de continuar con

cualquier otro método estadistico (Tabla 5).

Tabla 5. Estadisticas de grupo. Se observa la cantidad de casos validos en cada uno de los grupos

Estadisticas de grupo

Desviacion N vélido (por lista)
Fase Streeter Media estandar No ponderados | Ponderados
Fase | Hueso lamelar primario 4,0 2 1 1,0
Remodelado 4.0 2 1 1,0

69




Hueso entretejido 1,0 2 1 1,0
Grosor corteza cutanea 3,0 2 1 1,0
Grosor corteza pleural 3,0 2 1 1,0
Fase Il Hueso lamelar primario 3,0 ,000 2 2,0
Remodelado 2,0 ,000 2 2,0
Hueso entretejido 3,0 ,000 2 2,0
Grosor corteza cutanea 3,0 ,000 2 2,0
Grosor corteza pleural 2,0 ,000 2 2,0
Fase lll Hueso lamelar primario 1,8 447 5 5,0
Remodelado 1,2 ,447 5 5,0
Hueso entretejido 4.0 ,000 5 5,0
Grosor corteza cutanea 14 ,548 5 50
Grosor corteza pleural 1,2 447 5 5,0
Fase IV |Hueso lamelar primario 1,0 ,000 2 2,0
Remodelado 1,0 ,000 2 2,0
Hueso entretejido 4,0 ,000 2 2,0
Grosor corteza cutanea 1,0 ,000 2 2,0
Grosor corteza pleural 1,0 ,000 2 2,0
Total Hueso lamelar primario 2,1 ,994 10 10,0
Remodelado 1,6 ,966 10 10,0
Hueso entretejido 3,5 ,972 10 10,0
Grosor corteza cutanea 1,8 ,919 10 10,0
Grosor corteza pleural 1,5 ,707 10 10,0
a. No hay datos suficientes

Se observa que en las medias de los grupos en cada variable son muy notorias las diferencias. Un ejemplo de
ello son las medias para “hueso lamelar primario” en cada fase.

Con estas diferencias, se pudo continuar con el analisis estadistico, ya que el contraste
univariante muestra que si hay separacion en los grupos, no por eso quiere decir que las
funciones discriminantes seran representativas, pero si hay diferencia a nivel univariante y
es probable que se pueda dar a nivel multivariante. En conclusion, es viable continuar con el

analisis discriminante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se observara el analisis discriminante y los resultados arrojados por

el mismo, ademas de las discusiones que se generan a partir de los resultados.

Se recuerda que el andlisis discriminante se basé en las siguientes variables:

. Variable de agrupacion: Las cuatro fases propuestas por Streeter (2010) segun
cualificacion por edades.

. Variables independientes: Hueso lamelar primario, remodelado, hueso entretejido,

grosor corteza cutanea, grosor corteza pleural.

Para realizar el respectivo andlisis, se utilizé el método de inclusion por pasos, debido
a que este permitié obtener informacidn sobre la significancia individual de cada variable en
la funcién discriminante. Con este método las variables se fueron incorporando una a una a
la funcién y de esta manera se construyo la funcién sélo con las variables que realmente

resultaron Utiles, es decir, en las que su discriminacién fue mayor.

El estadistico utilizado como método de seleccidn de variables fue el de Lambda de
Wilks. Este estadistico evalud la variable que entré al modelo con un estadistico F. En otras

palabras, calcul6 el estadistico a cada variable y luego procedié a incorporar al modelo la
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variable que le correspondié mayor valor F o lo que es lo mismo, la que produjo mayor
cambio en Lambda.

Al ser el criterio de entrada la probabilidad de F, una variable pasé a formar parte de la
funcién cuando el nivel critico obtenido fue menor a 0,05 y fue expulsada de la funcion

cuando su nivel critico fue mayor a 0,1 (tabla 6).

Tabla 6. Igualdad de medias de grupos

Prueba de igualdad de medias de grupos
Lambda de Wilks F dfl df2 Sig.

Hueso lamelar primario ,090 20,250 3 6 ,002
Remodelado ,095 19,000 3 6 ,002
Hueso entretejido

Grosor corteza cutanea ,158 10,667 3 6 ,008
Grosor corteza pleural ,178 9,250 3 6 ,011
a. No se puede calcular porgue esta variable es una constante en cada grupo.

Los valores sefialados mostraron que las variables hueso lamelar primario y remodelado tienen significancia
estadistica en la prueba de igualdad de medias, es decir son significativamente diferentes. Y los valores de
Lambda de Wilks resaltados muestran valores cercanos a cero como resultado de su variabilidad por
diferencia entre medias de grupo.

Para realizar la clasificacién se calculo el tamafio de los grupos, ya que en la muestra
hubo una marcada diferencia en el tamafio de los grupos (mas hombres que mujeres). Se
pidi6 resultados para cada caso y su respectiva tabla de resumen. Igualmente se solicité al
programa SPSS v.24 con licencia para la Universidad de Antioquia, una matriz de covarianza
intragrupos, es decir, que la probabilidad a posteriori de un caso en un grupo determinado se
calcul6 a partir de matriz de varianza-covarianza combinada, por tanto, se obvio diversidad

en la variabilidad de las puntuaciones discriminantes dentro de cada grupo.
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Y por ultimo se le pidi6 al programa una validacidn cruzada, es decir, la clasificacion

dejando una variable por fuera (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de variable entradas y eliminadas

Variables entradas/eliminadas?ab.c.d

Lambda de Wilks

Escal F exacta
n Especificado | Estadistico dfl df2 df3 Estadistico dfl df2 Sig.
1 Hueso lamelar
,090 1 3 6,000 20,250 3 6,000 ,002

primario

a. El nimero méaximo de pasos es 10.

b. La significacion méaxima de F para entrar es .05

c. La significacién minima de F para eliminar es .10

d. El nivel F, la tolerancia o VIN no suficiente para un célculo adicional.

En cada paso, se entra la variable que minimiza la lambda de Wilks global. Se presenta la tabla con mayor
relevancia para el presente trabajo ya que la variable hueso lamelar primario presenta mayor significancia

estadistica.

En cada uno de los pasos de cémo se fueron integrando las variables una a una al

modelo, se observa la tolerancia para saber qué tan correlacionadas estan las variables (Tabla

8y9).

Tabla 8. Variables en el analisis

Variables en el analisis

Escal6n

Tolerancia

Sig. de F para

eliminar

1

‘ Hueso lamelar primario

1,000

,002

La primera variable tiene una tolerancia de 1.0, pues al estar sola no hay variables que pueden explicar nada
de ella, se aclara que, como solo se realiz6 un paso la tolerancia de la variable no bajo.
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Tabla 9. Variables que no estan en el analisis

Variables no en el analisis
Sig. de F para Lambda de
Escalén Tolerancia | Tolerancia min. entrar Wilks
0 Hueso lamelar primario 1,000 1,000 ,002 ,090
Remodelado 1,000 1,000 ,002 ,095
Hueso entretejido ,000 ,000
Grosor corteza cutanea 1,000 1,000 ,008 ,158
Grosor corteza pleural 1,000 1,000 ,011 ,178
1 Remodelado ,938 ,938 114 ,030
Hueso entretejido ,000 ,000
Grosor corteza cutanea ,833 ,833 373 ,051
Grosor corteza pleural ,938 ,938 ,554 ,061

Muestra todas las variables que pueden ser incluidas en cada paso. La columna de tolerancia es la que tendria
cada variable si entrara al modelo en el siguiente paso, la tolerancia minima es la tolerancia que tendria la
variable por la incorporacion de una nueva variable.

Igualmente se realiz6 la interpretacion del autovalor. Este es el cociente entre la
variacion debida a la diferencia entre los grupos y la variacion que se da dentro de cada grupo,
este estadistico es dificilmente interpretable por si solo, por esta razon se utiliza estadistico

Lambda de Wilks (Tablas 10).

Tabla 10. correlacién candnica préxima a uno

Autovalores

Correlacion

Funcién

Autovalor

% de varianza

% acumulado

canodnica

1

10,1252

100,0

100,0

,954

a. Se utilizaron las primeras 1 funciones discriminantes canonicas en el andlisis.

La correlacion candnica es alta (muy préxima a 1,0) por tanto esté indicando que las variables discriminantes
permiten diferenciar entre los grupos. El estadistico lambda de Wilks mostrd la variabilidad total no debida a
las diferencias entre los grupos, valores proximos a uno indican gran parecido entre grupos, valores mas
préximos a cero indican gran diferencia, aqui esta mas cerca a cero por tanto nos indica que si hay diferencia.
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Con los coeficientes estandarizados (Tabla 11 y 12) se puede observar cual de las
variables tiene méas peso al momento de discriminar en los grupos de variables propuestos

por Streeter (2010) en este caso “hueso lamelar primario™.

Tabla 11. Coeficientes de funcién discriminante candénica Tabla 12. Coeficientes de funcién discriminante canénica

estandarizadas

Coeficientes de la funcién discriminante
Coeficientes de funcién discriminante candnica
canonica estandarizadas Funcién
1
— Hueso lamelar primario 2,739
Funcion
1 (Constante) -5,751
Hueso lamelar primario 1,000 Coeficientes no estandarizados

La variable de hueso lamelar primario tiene gran valor, ya que es la Unica variable utilizada en el modelo por
ser la variable que mejor discrimina, la de mayor importancia a la hora de predecir el grupo de pertenencia.

Para interpretar los signos de los coeficientes es importante mirar los centroides
(Tabla 13), en este caso podemos ver que el grupo de fase Ill y fase IV tiende a obtener
puntuaciones negativas y fase | y fase Il puntuaciones positivas en la funcion discriminante,
sabido esto, podemos decir que la funcion discriminante nos indica que una disminucion en
el valor de las variables independientes (por debajo de la media) hara que el individuo

obtenga puntuacidn negativa y con ello se ajuste al patron de los individuos de fase 111y IV.

Tabla 13. Funciones en centroides de grupo

Funciones en centroides de grupo
Fase Streeter Funcion 1
Fase | 5,203
Fase Il 2,465
Fase lll -,822
Fase IV -3,012

Las funciones discriminantes candnicas sin estandarizar se han evaluado en medias de grupos
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Los coeficientes no estandarizados son los que se utilizan para calcular las
puntuaciones discriminantes y la ubicacion de los centroides de los grupos. Para ver el
centroide de cada grupo es necesario tener la media del grupo en la variable discriminante y
con los coeficientes no estandarizados y obtener los centroides de la funcién discriminante,
asi:
d1 =b0+b1x1+b2x2... donde:

dl: es el centroide del primer grupo

bO: es la constante

blx1: es el coeficiente de la primera variable, multiplicado por la media de la primera
variable.

Esta es la formula para hallar el centroide de la fase | que fue la méas representativa:
=-5,751+2,739*4,00

=5,205

Como se puede observar, el valor resultante 5,205 coincide con el resultado del centroide

que calculd el programa estadistico SPSS v.24 con licencia para la Universidad de

Antioquia, el cual dio como resultado 5,203 (Ver Tabla 13, Funcion 1 para la Fase I).

Clasificacion

En este apartado se presentaran las estadisticas por casos, es decir, o que se observara
sera el valor que da la funcion discriminante, aparecera el grupo al que pertenece y el grupo
en el que fue clasificado segin el modelo discriminante (Tabla 14). Se podra observar la
capacidad predictiva de la funcion discriminante, donde el 90,0 % de los individuos fueron

clasificados correctamente. Ademas, muestra la validacion cruzada, es decir, la clasificacién
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80,0%, semejandose al porcentaje anterior.

Tabla 14. Clasificacion segin modelo discriminante

de cada caso tras dejarlo fuera del célculo de la funcidn discriminante, lo que resulté en un

Resultados de clasificacion¢

Pertenencia a grupos pronosticada

Fase Streeter Fase | Fase Il Fase Ill Fase IV Total
Recuento Fase | 1 0 0 0 1
Fase Il 0 2 0 0 2
Original Fase Il 0 0 4 1 5
Fase IV 0 0 0 2 2
% Fase | 100,0 ,0 ,0 ,0 100,0
Fase Il ,0 100,0 ,0 ,0 100,0
Fase llI 0 0 80,0 20,0 100,0
Fase IV 0 0 0 100,0 100,0
Fase | 0 1 0 0 1
Recuento Fase Il 0 2 0 0 2
Fase Il 1 0 4 0 5
Validacién cruzada® Fase IV 0 0 0 2 2
% Fase | ,0 100,0 ,0 ,0 100,0
Fase Il ,0 100,0 ,0 ,0 100,0
Fase Il 20,0 ,0 80,0 ,0 100,0
Fase IV ,0 ,0 ,0 100,0 100,0

a. 90,0% de casos agrupados originales clasificados correctamente. b. La validacion cruzada se ha realizado sélo para
aquellos casos del andlisis. En la validacion cruzada, cada caso se clasifica mediante las funciones derivadas de todos

los casos distintos a dicho caso. c. 80,0% de casos agrupados validados de forma cruzada clasificados correctamente.

DISCUSION

El analisis discriminante se realizO empleando variables de agrupacién
correspondientes a las cuatro fases en costillas de individuos subadultos propuestas por
Streeter (2010) y las variables independientes las caracteristicas histomorfoldgicas

observadas, esto es, Hueso lamelar primario, Remodelado, Hueso entretejido, Grosor corteza
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cutanea, Grosor corteza pleural. Este método de cuatro fases en costilla de Streeter (2010)
puede ser mejorado ampliando las fases, pues luego del analisis, se considera que las
caracteristicas observadas se pueden describir con mayor precision, aunque estadisticamente
se muestra confiable, dichos datos caracterizados pueden ser cuantificables, la sola
cualificacion hace que el método se torne amplio y permisivo, dejando vacios categdricos

que se aprecian durante el analisis de las muestras.

Para aplicar el método, Streeter (2010) emplea el miscroscopio fotdnico equipado con
los aditamentos para luz polarizada. Este tipo de microscopio se usa para poder identificar de
manera efectiva sustancias cristalinas, fibrosas (como el citoesqueleto), cristales de
hidroxiapatita, osteonas, lineas de cemento, entre otros. Pero al llegar al laboratorio de
ingenieria de materiales de la Universidad de Antioguia, por motivos internos, los primeros
dias no pudieron prestarnos el microscopio fotdnico equipado con complementos para luz
polarizada, pero si nos permitieron el acceso al microscopio fotdnico y lo que se obtuvo
fueron tomas favorables para la observacién de la corteza pleural, cutanea, la modelacion y
remodelacion del hueso lamelar primario y presencia de hueso entretejido. Luego de dos
semanas se pudo realizar la observacion también con el microscopio foténico con los
accesorios para luz polarizada, en este la observacién fue un poco mas detallada, pero en si

los resultados que se requerian se pudieron obtener con ambas técnicas microscopicas.

En una aplicacion posterior, se sugiere hacer una comparacion detallada entre las dos
técnicas microscopicas, ya que este no era el objetivo del trabajo de grado y por ello no se
pudo ahondar en las diferenciaciones y/o similitudes, en lo que se precisé fue en si era 0 no

posible la observacion de las variables.
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Luego del analisis estadistico se prevé conveniente aplicar el método a una cantidad
elevada de individuos subadultos para generar un analisis estadistico que permita obtener
ecuaciones de regresion lineal aplicables a poblacion local, ya que el analisis discriminante

asi lo permite.

El método histomorfoldgico se torna un método eficaz para la estimacion de edad en
subadultos, pues sélo requiere de zonas especificas del hueso, en este caso la sexta costilla,
y en la misma muestra se pueden elegir campos selectivos para la observacion y analisis de
las estructuras a estudiar. A pesar de esto, se complica el método cuando se procede a realizar
el pulido manual de las muestras, pues si no se tiene especial cuidado, se pueden deteriorar
y presentar desgarros en la totalidad de la muestra, haciéndola inservible. Algunos autores,
como Tiesler (2006) propone una fase de lijado con un polichador, pero teniendo el mismo
cuidado de no rasgar la muestra, aunque mas adelante en su texto, recomienda el pulido

manual.
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CONCLUSIONES

El cuerpo humano esté sujeto a cambios durante toda su vida y el esqueleto no es
ajeno a dichos cambios. Estos se dan tanto a nivel macroscopico como microscopico,
permitiendo observar niveles del crecimiento y desarrollo. Se debe dejar claro que, aunque
el crecimiento y el desarrollo se presentan de manera simultanea, son dos procesos que tienen
desarrollos biologicos que difieren. Los dos procesos tienen un componente tanto genético
como ambiental. Ahora bien, el crecimiento siempre va acompafiado del modelado, son
procesos que se dan a la par en el individuo durante su infancia y adolescencia. El crecimiento
genera un incremento en la masa 6sea, mientras el modelado modifica tanto el tamafio y la
forma del hueso, teniendo en cuenta que la estructura interna y la forma del hueso se adaptan

a las funciones biomecanicas a las que lo someta el individuo.

Las modificaciones que se dan paulatinamente en los individuos debido al
crecimiento y desarrollo son reflejadas en la estructura dsea a través de procesos de
remodelacion 6sea. A partir de estos analisis de los cambios microscopicos es posible obtener
estudios que permitan establecer la edad bioldgica en grupos poblacionales que mantengan

relaciones de homogeneidad bioldgica y ambiental.

En Colombia existe una marcada poligenia, diversidad cultural y por tanto una
disparidad en términos de caracteristicas fisicas, por esta razon se requiere de investigaciones

propias para poblaciones locales donde se analice la variacion interpoblacional, donde se
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puedan generar métodos para la misma poblacion. En este caso, se habla de la necesidad de
desarrollar ecuaciones para poblaciones como la colombiana en los temas de estimacion de
edad, al igual que estudios sobre la variabilidad y variacion poblacional en cuanto a
crecimiento, modelado y tasas de remodelado que abarquen todo el ciclo vital humano para
entender los patrones de cambios 0seos concernientes a la edad biologica en poblacion

colombiana.

Para avanzar en estos estudios sobre la variabilidad y variacion poblacional en
osteologia, es necesario recurrir a meétodos no tan explorados como los métodos
microscopicos. Estos métodos permiten estimaciones mas precisas Yy efectivas para
individuos esqueletizados, pues no se centran en el aspecto morfolégico o macroscépico del
mismo Yy para su aplicacion no se requiere de la pieza dsea completa. Bajo este modelo de
analisis microscopico, se encuentra el estudio histomorfoldgico en hueso no descalcificado,
el cual constituye una técnica microscépica especializada que examina secciones delgadas
de muestras Gseas. La descalcificacion no es necesaria para esta técnica, por lo que es apta
para examinar materiales 6seos diagenéticamente alterados de forma moderada, en contextos

forenses y arqueoldgicos.

Fue por esa razén que se analizo la validez del método histomorfol6gico propuesto
por Margaret Streeter, publicado en 2010, en sexta costilla en una muestra poblacional de 10
individuos subadultos, pertenecientes a la coleccion de referencia osteologica de la
Universidad de Antioquia. Se decide trabajar costillas por que hacen parte del esqueleto axial,
por lo tanto, son menos influenciadas por los factores biomecanicos independientes de la

edad que si afectan a los huesos largos directamente.

81



El objetivo de este trabajo investigativo de caracter exploratorio fue aplicar el método
histomorfoldgico y determinar el nivel de confianza observando las transformaciones dadas
en las estructuras dseas a nivel microscopico generadas en el proceso de crecimiento y
desarrollo, que incluian procesos de modelacion y remodelacion en el hueso lamelar
primario, hueso entretejido, grosor de la corteza pleural y la cutanea en el tejido cortical de
la sexta costilla en individuos subadultos. El objetivo se logrd, se pudo comprobar
estadisticamente que hay un nivel de confianza del 95% en la aplicacién del método y en un
90% en la clasificacion de los n. Los resultados de la edad arrojados por el método

coincidieron con los de la edad cronoldgica de los individuos subadultos esqueletizados.

A pesar de que el método de Streeter (2010) plantea trabajar las muestras sélo con
microscopia foténica con aditamentos para luz polarizada, en este trabajo investigativo se
decidié trabajar la caracterizacién tanto con microscopia fotonica tradicional y con
aditamentos para luz polarizada. Lo que permitié un analisis efectivo fue la técnica de campos
selectivos, de los cuales se obtuvieron 4 campos de observacion, en los que se tuvo presente
caracteristicas como zonas con un pulido 6ptimo y mayor transparencia. Se aclara que fueron

descartados los campos que no presentaban claridad en la observacion.

En cuanto a la obtencion de las muestras, el trabajo de pulido fue el més arduo y el
que conllevé mayor tiempo de trabajo, pues el excederse en el pulido ocasionaba desgarros
en la muestra y microfracturas, dafios que hacian la muestra inservible y no pulir lo suficiente

hacia que no se transmitiera la luz en los microscopios.

En el analisis estadistico se realiz6 el analisis discriminante con las siguientes

especificaciones: variable de agrupacion: cuatro fases en costillas de individuos subadultos
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propuestas por Streeter (2010) y las variables independientes: Hueso lamelar primario,

Remodelado, Hueso entretejido, Grosor corteza cutanea, Grosor corteza pleural.

Igualmente se utilizd el método de inclusion por pasos, ya que este permitié obtener
informacidn sobre la significancia individual de cada variable en la funcion discriminante.
El estadistico utilizado como método de seleccion de variables fue el de Lambda de Wilks,
este estadistico evalud la variable que entra al modelo con un estadistico F. Es decir, se
calculo el estadistico a cada variable y luego procedio a incorporar al modelo a la variable
que le corresponde mayor valor F, o lo que es lo mismo, la que produjo mayor cambio en
Lambda. El criterio de entrada que se utilizé fue probabilidad de F. Esto quiere decir que una
variable pasa a formar parte de la funcion, si el nivel critico es menor que 0,05 y es expulsada

de la funcion si su nivel critico es mayor que 0,1.

En resumen, la técnica empleada para el desarrollo del presente trabajo investigativo
de caracter exploratorio, no es mas que la cuantificacion de caracteristicas de estructuras
microscopicas observadas en secciones delgadas de tejido Gseo, esto es, procesos de
modelado y remodelado, nimero de osteonas completas, fragmentarias, presencia de hueso
entretejido, lamelar primario, didmetro de conductos de Havers, corteza pleural y cuténea,
entre otros planteados por Streeter (2010), que se tradujeron en valores cuantitativos para
comprender el nivel de confianza del método de cuatro fases en costilla de individuos

subadultos en una muestra poblacional.

La cantidad de individuos con los que se trabajo debido al caracter exploratorio del
trabajo de grado se selecciond por ser una muestra estadisticamente representativa para las

edades y acorde a la muestra total segun el método de Streeter que presento un nivel de
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confianza del 95% en su aplicacion. Esta validacion se da debido a la asignacion de valores
que se les otorgd a las caracteristicas observadas, esto hizo que el rango de clasificacion

estadistico arrojara un porcentaje altamente favorable del 90% para el método empleado.

En otras palabras, en el proceso estadistico se rechazd la hipotesis nula y se acepto la
hipdtesis alternativa propuesta en el modelo de investigacion, la cual consistia en determinar
si la modelacion y remodelacion en el hueso lamelar primario, hueso entretejido, grosor de

la corteza pleural y cutanea variaban dependiendo de la edad del individuo.
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ANEXOS

1. Rotulo de las piezas 6seas antes de empotrarlas

Anexo 1. Rotulo para pieza 6sea. Fotografia tomada por Natalia Restrepo.
Laboratorio de Morfologia Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia.

2. Instrucciones para el preparado de la resina

Anexo 2. Instrucciones para resina. Fotografia tomada por Natalia Restrepo.
Laboratorio de Ingenieria de materiales, Universidad de Antioquia.
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3. Ubicacion de los cortes de 2,5 cm de las costillas en los moldes de preparado

Anexo 3. Cortes de costillas en los moldes listos para embebido. Fotografia tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio
de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

4. Fotomicrografias con microscopio fotdénico y con aditamentos para luz
polarizada con objetivos 20 X, de la muestra CSP244, seleccion del campo 4

Anexo 4. Fotomicrografia con microscopio fotonico con aditamentos para luz polarizada con objetivos 20 X Muestra CSP 244.
Sefiala linea de cemento. Encierra hueso entretejido. Tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales,
Universidad de Antioquia.
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Anexo 4.1 Fotomicrografia con microscopio foténico con objetivo 20 X Muestra CSP 244. Seiala linea de cemento. Encierra
hueso entretejido. tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

5. Algunas Fotomicrografias con microscopio foténico con objetivos 20 X

Fotomicrografia con microscopio foténico con objetivo 20 X Muestra CSP 352. Seleccién campo 2. Canal vascular primario
tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.
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Fotomicrografia con luz transmitida con objetivo 20 X Muestra CSP 281 Seleccion campo 1. Sefiala Formacion lamelar concéntrica y
encierra conducto de Volkmann. tomada por Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

Fotomicrografia con luz transmitida con objetivo 20 X Muestra CSP 506 Seleccion campo 2. tomada por Natalia Restrepo.
Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.

Fotomicrografia con luz transmitida con objetivo 20 X Muestra CSP 498. Selecciéon campo 3. tomada por
Natalia Restrepo. Laboratorio de Ingenieria de Materiales, Universidad de Antioquia.
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6. Tabla de comparacion de la edad cronoldgica de los individuos y la edad

arrojada con la aplicacion del método de cuatro fases propuesto por Streeter

(2010).

Correspondencia de edad cronoldégica con edad proporcionada por el
método de Streeter

o Edad
Codigo edad .
A r Sexo Fase Streeter | correspondiente
individuo cronoldgica
a la fase

CSP498 19 | Hombre Fase IV 18 - 21 afios
CSP244 11 | Hombre Fase lll 10- 17 afios
CSP352 15 | Hombre Fase lll 10- 17 afios
CSP292 3 | Hombre Fase | < 5 afos
CSpP281 16 | Hombre Fase lll 10- 17 afios
CSP466 17 | Hombre Fase lll 10- 17 afios
CSP271 16 | Hombre Fase lll 10- 17 afios
CSP350 7 | Mujer Fase Il 5-9 afnos
CSP506 7 | Hombre Fase ll 5 -9 afios
Cuo044 18 | Mujer Fase IV 18 - 21 afios
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