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RESUMEN

La ciencia forense califica al diente como una de las fuentes mas confiables para la
obtencién de ADN, siendo la pulpa la elegida para extraerlo y usarlo en identificacion
de cuerpos debido a que preserva mejor el material genético por estar protegida por
tejido mineral. No obstante, la influencia de diferentes factores en la cantidad y calidad
del ADN pulpar ha sido poco abordada. El objetivo de este articulo fue realizar una
revision critica de la literatura identificando las condiciones post mortem, los factores
inherentes al diente y las metodologias que podrian afectar la cantidad y calidad del
ADN pulpar. Se realizé una busqueda sistematica en dos bases de datos (Pubmed y
Scopus). Se revisaron 28 articulos de investigacion que fueron discutidos criticamente.
Se evaluaron una serie de factores inherentes al entierro, inmersion e incineracion. En
cuanto a los factores inherentes al diente se incluyeron tipo de diente, edad, integridad
y dientes temporales. Y, con respecto a la metodologia se abarco la descontaminacion
de la muestra, la extraccion pulpar y la extraccion del ADN para finalmente a partir de
esta analizar la amplificacién del ADN. Se concluy6 que las condiciones post mortem
son las que mas influyen en la cantidad y calidad del ADN pulpar. A pesar de ello, el
material genético de la pulpa dental fue suficiente para la identificacion reafirmando al
diente y la pulpa como una excelente fuente de ADN para identificacién de personas

en casos forenses.



ABSTRACT

In forensic sciences, teeth are rated as one of the most reliable sources for DNA
extraction. Moreover, dental pulp is the key dental tissue chosen for DNA extraction
used for corpse’s identification. This is because pulpar DNA is best preserved from
environmental conditions as it is protected by surrounding hard mineral tissue.
However, a topic that has been little addressed is the influence of different factors on
the quantity and quality of pulpar DNA that may be extracted. The objective of this
article was to carry out a critical review of the current literature identifying the post-
mortem conditions, the inherent factors to the teeth, and the methodology that could
affect the quantity and quality of pulpar DNA. A systematic search was carried out in
two databases (Pubmed and Scopus) to identify studies that dealt with the influence of
these variables on the quantity and quality of pulpar DNA. In this work, a total of 28
research articles were reviewed and critically discussed. A series of factors inherent to
burial, submersion and incineration were evaluated. Regarding those factors inherent
to the teeth, the type of tooth, age, integrity and temporary teeth were included.
Regarding methodology, sample decontamination, pulp and pulpar DNA extraction and
finally DNA amplification were covered. Our conclusion stands that different post-
mortem conditions are the ones that most influence the quantity and quality of pulpar
DNA, despite pulpar DNA was always enough for corpse identification purposes. This
fact strongly supports the initial idea that teeth and dental pulp were an excellent source

of DNA for corpse’s identification in forensic cases.



1. INTRODUCCION

La odontologia forense es un tépico relevante en diferentes investigaciones?,
considerandose como uno de los métodos mas confiables y econdémicos de
identificacion?, que permite el reconocimiento mediante registros dentales, andlisis de
restauraciones, proétesis removibles, radiografias, marcas de mordida y fotografias
intraorales®. Se sabe que en caso de que los dientes se encuentren en mal estado o
no existan registros dentales antemortem los investigadores confian en el analisis
molecular del ADN* para el cual los dientes califican entre las mejores fuentes® y
especificamente la pulpa debido a que estd protegida por tejidos blandos y

mineralizados circundantes®.

El andlisis del ADN pulpar se basa en el tamafio y/o la secuencia de los productos de
amplificacion obtenidos mediante la técnica de “Reaccién en Cadena de la Polimerasa”
(PCR). Esta técnica es sensible a la cantidad y al estado en que se encuentre el ADN
a amplificar pudiendo generar una amplificacién deficiente por dafio o fragmentacion
del ADN. Las alteraciones del ADN podrian deberse a la influencia de mdultiples
factores que afectarian su cantidad/calidad, que deben ser identificados y
considerados para poder optimizar los andlisis genéticos. Entre estos factores se
encuentran: (1) las condiciones post mortem como el intervalo de tiempo, las
condiciones ambientales y las temperaturas extremas a las que se ven expuestas las
muestras (2) las caracteristicas inherentes a las muestras dentales como la morfologia,
el tipo de denticion, la edad cronolégica y el estado patoldgico (3) las metodologias de
procesamiento y analisis de la muestra como la amplificacién, descontaminacion,
extraccion pulpar y del ADN. Existen pocos estudios” 8 que han intentado resolver esta
problematica y ademas son de baja evidencia. Estos estudios revisan las variables
nombradas anteriormente por separado y/o no centran su analisis especificamente en
el ADN pulpar, por lo que se considera que en la actualidad estos factores que pueden
afectar la cantidad y calidad del ADN pulpar en restos dentales no estan ampliamente

comprendidos.



En nuestro pais la odontologia forense es una disciplina en desarrollo y no existe tanta
informacion sobre ello por lo que contar con mayor investigacion respecto a las
distintas variables que afectan el contenido de ADN pulpar podria contribuir a una toma
de decisiones mas informada sobre la seleccion 6ptima de muestras y los métodos
mas apropiados para tratarlas, a fin de maximizar la tipificaciéon del ADN y conseguir
éxito en la identificacion personal. Asi, los conocimientos aportados podrian colaborar
en los protocolos de las entidades legales de nuestro pais con la finalidad de agilizar
los procedimientos de reconocimiento, entregando un resultado certero y preciso
cuando los cuerpos hayan sufrido dafios que no permitan su identificacion mediante
los medios convencionales, beneficiando asi a las familias afectadas por la pérdida de

seres queridos.

Debido a la importancia del ADN para identificacion, su relevancia social y la escasa
evidencia sobre los factores que pueden afectar la cantidad y calidad del ADN pulpar
dificultando su andlisis y por consiguiente la identificacion, el objetivo de esta revision
es resumir el conocimiento actual e identificar los diferentes factores en la cantidad y
calidad del ADN pulpar examinando la influencia de: (a) condiciones post mortem, (b)

factores inherentes al diente y (c) factores inherentes a la metodologia.



2. OBJETIVOS
2.1 General

El objetivo es realizar una revision narrativa de la literatura cientifica con la finalidad
de describir los factores que influyen en la cantidad y calidad del ADN pulpar dental

utilizada en la identificacion en odontologia forense.

2.2  Especificos

a. ldentificar las condiciones post mortem que influyen en la cantidad y calidad del

ADN pulpar (nuclear y mitocondrial) usado en odontologia forense.

b. Identificar los factores inherentes al diente que influyen en la cantidad y calidad

del ADN pulpar (nuclear y mitocondrial) usado en odontologia forense.

c. ldentificar los factores inherentes a la metodologia de extraccién y muestreo de
ADN que influyen en la cantidad y calidad del ADN pulpar (nuclear y

mitocondrial) usado en odontologia forense.



3 MARCO TEORICO
3.1 Acido desoxirribonucleico (ADN)

La odontologia forense utiliza al Acido Desoxirribonucleico (ADN) por su potencial para
establecer el reconocimiento de la persona a partir de dientes dafiados® . EI ADN es la
molécula que lleva codificada la informacion genética caracteristica de los diferentes
seres vivos. Esta constituida por una doble cadena® y se puede encontrar tanto en el
nlcleo (ADN nuclear) como en las mitocondrias (ADN mitocondrial)®. EI ADN nuclear
humano es un ADN lineal y hay una copia completa de este ADN nuclear por célula
del organismo?® . Esto representa una copia genémica por célula con la caracteristica
que se degrada en el tiempo3. Por otro lado el ADN mitocondrial (ADN mit) esta
formado por una molécula circular y se encuentra en mdltiples copias! en cada
mitocondria, habiendo multiples mitocondrias por célula. Se caracteriza por ser

heredado exclusivamente por via materna?’?.

Por otro lado, es importante entender como el ADN es usado como huella genética.
Los perfiles del material genético usados para la identificacion de personas se
encuentran en regiones no codificantes del ADN*® , siendo las “Repeticiones Cortas
en Tandem” (STR), también conocidas como regiones de ADN microsatélite, las de
mayor interés en genética forense!? . Esto porque son marcadores que se localizan en
zonas con alta recurrencia de mutaciones, siendo regiones totalmente desiguales en
individuos no relacionados por parentesco. Sin embargo, son regiones con un grado
de identidad importante en individuos relacionados por parentesco siendo el grado de
identidad mayor cuanto mas directa es la relacién de parentesco teniendo un alto poder
de identificacion'®, a tal punto que constituyen prueba valida admitida en juicios
legales, por ejemplo de paternidad. En otro ambito, el cromosoma “Y” es parte del
genoma nuclear especifico en hombre que se transmite exclusivamente por via
paterna a la descendencia de hombres permitiendo trazar linajes paternos de varias
generaciones. Sin embargo, esto no permite diferenciar genéticamente a los miembros

de una familia que compartan la misma linea paterna®?.



En 2002 Silva y Passos expusieron que en el caso de muestras de ADN demasiado
pequefias o degradadas como las obtenidas de tejidos antiguos como los dientes?3, la
probabilidad de obtener un perfil de ADN a partir del ADN mitocondrial es mayor que
con cualquier marcador encontrado en el ADN genémico'# debido a la gran cantidad
de copias que contiene!l. A esto se suma la variabilidad genétical? y la menor
susceptibilidad a modificaciones quimicas y fisicas® que incrementan la probabilidad
de que algunas de ellas se conserven integras en el tiempo sin sufrir afecciones por
los procesos de degradacion. Dentro de las zonas no codificantes del ADN
mitocondrial destaca el lazo D-loop que presenta una tasa de mutacion 5 veces mayor
que el resto del genoma mitocondrial, razén por la que recibe el nombre también de
regién hipervariable. En este lazo-D existen dos subregiones muy hipervariables
denominadas region hipervariable 1(HV1) y 2(HV2) estudiadas habitualmente en los
laboratorios forenses, ya que por su alta variabilidad son idéneas para la diferenciacion
entre lineas familiares y los estudios de parentesco. EI ADN mitocondrial se hereda
exclusivamente por linaje materno®®. Esta propiedad es extremadamente Util en los
casos de identificacion de cadaveres en los que no se dispone de muestras de
familiares préximos y se tiene que recurrir a familiares lejanos emparentados por via
materna. Hay que destacar que su principal desventaja es que no permite la
identificacion de individuos, sino que solo permite establecer parentesco!! materno a
diferencia de los perfiles genéticos obtenidos mediante el analisis de regiones STRs
en los cromosomas del ADN nuclear, que ofrecen un mayor poder de discriminacion
individual, alcanzando indices de identificacién en los que la frecuencia de aparicion
del perfil en la poblacién es tan baja que hace tedricamente imposible la existencia de

un segundo individuo no relacionado genéticamente con el mismo perfil de ADN?



3.2 Dientes
3.2.1 Generalidades e histologia

Los dientes son estructuras que se encuentran en la cavidad oral insertos en los
alvéolos, cavidades conicas del hueso alveolar que forma parte de los huesos
maxilares. Anatémicamente los dientes se dividen en dos secciones: 1) la corona que
es la porcion libre que se encuentra en bocay 2) la(s) raiz(ces) que son las estructuras

que se alojan en el hueso®.

Histologicamente los dientes estan formados por cuatro tejidos diferentes. (1) El
esmalte, es una matriz altamente mineralizada que recubre la porcién coronal y esta
compuesta por cristales de hidroxiapatita constituidos por fosfato de calcio y
organizados en prismas altamente empaquetados, que lo hace el tejido méas duro del
organismo. Su permeabilidad es extremadamente escasa como consecuencia de la
continua captura de ciertos iones desde la saliva, volviéndolo mas resistente y menos
soluble®, protegiendo a la pulpa de condiciones adversas y constituyendo un elemento
protector ante cualquier factor degradante del ADN, como la humedad, las
temperaturas extremas y la acciéon de hongos y bacterias!®'’ favoreciendo asi una
mejor preservacion. 2) La dentina, es un tejido mineral conectivo que constituye el
mayor volumen del diente, su espesor varia segun el tipo de diente y se compone por
cristales de hidroxiapatita y tabulos dentinarios. Esta presenta una dureza menor y
mayor permeabilidad respecto al esmalte. 3) La pulpa, es el Unico tejido blando del
diente, se aloja en la cavidad pulpar y esta recubierta totalmente por dentina®. Es el
tejido preferido para la extraccion de ADN por ser altamente celular y presentarse en
mayor cantidad en comparacion a otras estructuras dentales'®. La densidad celular es
mayor en la corona y disminuye en la zona radicular.4) El cemento, es un tejido que

cubre la dentina radicular y tiene una dureza menor que el esmalte y la dentina®.

3.2.2 Factores que influyen en volumen pulpar

a) Tipo de diente

Los seres humanos contamos con dos tipos de denticion, la temporal y la definitiva.

Esta Ultima se compone por 4 tipos de dientes. Los incisivos y los caninos con una



raiz, los premolares (no se encuentran en la denticién temporal) con una o dos raices
y los molares con 2 o0 mas raices?!®, siendo los multirradiculados los menos propensos
a desalojarse del alveolo en el periodo post-mortem?°, por lo que el ADN pulpar de
estos dientes y los que se encuentran sin erupcionar!4 reciben proteccién adicional por
el hueso alveolar y maxilar®. En ambas denticiones el volumen pulpar dependera del
tipo de diente®, siendo proporcionalmente mucho mayor en dientes temporales?’. En

dientes adultos el volumen pulpar es de 0,02 ml. aproximadamente??

b) Edad

Con la edad se produce una aposicion dentinaria y obliteracion de los tubulos
dentinarios con cristales de fosfato de calcio, lo que produce una disminucién del

tamario de la cavidad pulpar y por ende de su volumen®.

c) Integridad del diente

La pérdida de la integridad del diente es consecuencia de patologias orales??, siendo
la mas prevalente la caries dental®*#?!, que diluye y destruye localmente los tejidos
calcificados de los dientes?®, facilitando vias de entrada para microorganismos y
toxinas hacia la pulpa dental que podrian comprometer su integridad repercutiendo en
el ADN. Entre los microorganismos de la microbiota oral el Streptococcus mutans ha
sido implicado en la patologia cariogénica y se ha demostrado la existencia de una
microbiota compleja con diferentes géneros y especies involucradas en esta
patologia®®. Por otro lado, el complejo dentino-pulpar responde a estas agresiones
obliterando los tabulos dentinarios para proteger el tejido pulpar provocando retraccion

pulpar 2> 8y por tanto disminuyendo su volumen.

3.3 Metodologia

La metodologia utilizada para obtener el ADN pulpar para analisis genético implica
tanto la seleccion y pretratamiento de la muestra como la extraccion de la pulpa y el
material genético®’. Las técnicas utilizadas en el proceso se enfocan en maximizar el
rendimiento del ADN y el éxito del perfil genético minimizando los dafos a la muestra

y la necesidad de protocolos de muestreo y extraccion de ADN laboriosos®.



3.3.1 Descontaminacion

Si bien los dientes presentan una menor porosidad estructural y mayor resistencia a la
contaminaciéon?’ no estan exentos de sufrirla, siendo este uno de los problemas
metodoldgicos a superar en los analisis genéticos, ya que pueden conducir a falsos
positivos y resultados errobneos. Ante esto, previo a la extraccion del ADN, los dientes
deben ser sometidos a procesos de descontaminacion destinados a eliminar
contaminantes ambientales, microorganismos y ADN exdgeno’?® . Existen diversas
fuentes de contaminacién que podrian interferir con el analisis genético y se pueden
clasificar en: (1) contaminacion por contacto de la superficie del diente en cualquier
momento previo a la extraccion del ADN, (2) reactivos, instrumental e insumos de
laboratorio contaminados de fabrica, y (3) transferencia involuntaria de ADN durante

el curso del andlisis genético?.

La evidencia sefala diversos métodos para eliminar, minimizar o excluir los
contaminantes de la superficie de las muestras %728 29, Segin Kemp?8, estos métodos
incluyen: Lavar o eliminar fisicamente la superficie del diente; exposicién o lavado de
la superficie dental con &cido, etanol, peréxido de hidrogeno o hipoclorito de sodio;
irradiacion de la muestra con luz ultravioleta (UV(, o combinaciones de 2 o mas
métodos. En orden decreciente los métodos mas utilizados son: remocion de la
superficie, lavado o inmersién en hipoclorito de sodio e irradiacién con luz UV728 | por

lo que se profundizara en estas técnicas.
a) Técnicasimple de limpieza

Este grupo abarca diferentes técnicas de limpieza no invasivas de remocién mecanica,
como cepillado o raspado ligero de las superficies y/o limpieza o inmersién con agua

destilada o solucion salina’ . Ademas, son los métodos mas utilizados en la literatura.

b) Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio disuelve los tejidos blandos y destruye el ADN
proporcionalmente a la concentracion, volumen y tiempo de exposicion a la solucion?®.
Su mecanismo de accion destruye el ADN expuesto a través de dafo oxidativo,

productos de base clorada y modificacion de las bases nitrogenadas, produciendo



escision y fragmentacion de las hebras hasta obtener finalmente bases individuales?.
Se sospecha que el hipoclorito de sodio destruye el ADN exdgeno y no asi el
enddgeno. Sin embargo, la literatura no ha especificado el grado de penetracion de
este contaminante en el tejido dental, por lo que no se puede concluir que el ADN

pulpar no se ve afectado en cantidad y calidad?®®.
c) Radiacién UV

La irradiacion con luz ultravioleta es muy utilizada, aunque la mayoria suele
considerarla complementaria a las otras técnicas®’. Los equipos utilizados liberan
dosis determinadas de radiacion UV, suficientes para eliminar microorganismos y
material genético rompiendo las cadenas de ADN, lo que lo hace un método de

descontaminacion efectivo©.

d) Dientes antiguos

Las muestras arqueoldgicas o muy antiguas requieren de rigurosos protocolos debido
al mayor riesgo de contaminacién®!. Estos contemplan la separacion fisica y limpieza
especifica de las areas del laboratorio, limpieza del material empleado, manejo
aséptico de reactivos’, evaluacion y aplicaciéon de criterios de autentificacion a lo largo
de todas las etapas a modo de evitar que los técnicos que manipulan el ADN antiguo
lo contaminen con su propio material genético 72! y el procesamiento exclusivo de ADN
antiguo en sus laboratorios con el fin de minimizar el riesgo de que productos de PCR

de ADN modernos se mezclen con muestras de ADN antiguo3?.
e) Descalcificacion

Algunos estudios realizan un proceso de descalcificacion de los tejidos mineralizados,
basandose en que el ADN dental esta estrechamente unido a agregados cristalinos
densos y sin este proceso no seria liberado el material genético®?. Esta
desmineralizacion se lleva a cabo mediante lavados con EDTA, el cual disuelve la
matriz mineral a través de quelaciéon de sales i6nicas de calcio’, para el posterior
procedimiento de digestién enzimatica de la matriz organica®3 con proteinasa K. Dichos

procedimientos se pueden realizar por separado o en uno solo paso®* como lo hacen



hoy en dia la mayoria de los protocolos, que no usan EDTA por separado por el riesgo

de eliminar el posible ADN libre’.

3.3.2 Extraccion pulpar

Por las caracteristicas del ADN de muestras forenses cualquier pérdida o
contaminacion puede ser perjudicial en el analisis del mismo, por este motivo, tanto el

cuidado como el mantenimiento de estas muestras se hace fundamental3®.

Se han descrito dentro de la literatura diferentes técnicas para acceder a la pulpa con
el fin de recolectar el ADN. Antiguamente la técnica mas comun fue la trituracion,
considerada muy destructival® ya que rompia completamente el diente 2. Al pasar los
afios, aparecieron técnicas mas conservadoras para proteger la integridad del diente,
como la de acceso endoddntico oclusal o el seccionamiento del diente, que minimizan

la destruccion dentals.

Dentro de las técnicas de seccionamiento del diente se describen la técnica de seccion
longitudinal o corte vertical que utiliza un disco o sierra muy delgada®. Y la técnica de
corte horizontal a nivel del limite amelocementario o corte cervical, que permite
acceder a la cavidad pulpar de manera mas directa ya que divide al diente en 2 partes

anatémicas bien diferenciadas?’.

La técnica de acceso endodontico convencional o perforacién oclusal, es un
procedimiento que consiste en la perforacion de la superficie oclusal para acceder a la
camara pulpar y a los conductos radiculares con una fresa de alta velocidad con
sistema de refrigeracion para no producir calor, recolectando la pulpa con instrumentos
endoddnticos estériles'®36 27, Esta metodologia se utiliza actualmente en odontologia

al ser un procedimiento mas facil'’.

Otra técnica menos mencionada en la literatura es la de fragmentacion, que se

describe como un golpe en seco al diente para poder obtener la pulpa de su interior?4.

3.3.3 Extraccion de ADN

El proceso de extraccion de ADN consta de 3 grandes etapas: lisis (celular y

desnaturalizacion de proteinas), purificacion (eliminacion de contaminantes quimicos
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y biolégicos) y recuperacion del ADN. La etapa de lisis se encuentra presente en todos
los métodos de extraccion de ADN por ser considerado un paso critico en la
recuperacion. En la etapa de purificacion se encuentra mayor variabilidad en los
protocolos debido a que se emplean diferentes estrategias segun los compuestos
biolégicos y quimicos de la muestra®’. Y en la ultima etapa, la de recuperacion es la
mas homogénea entre protocolos ya que consiste en la mayoria de los casos en una

precipitacion con sales y alcohol°.

Existen diferentes métodos de extraccion de ADN con diversos protocolos de
ejecucion, entre ellos el ampliamente utilizado método organico (fenol-cloroformo) y
las resinas quelantes (silice), preferidos en extraccién de ADN de dientes humanos °.
También se han incorporado otro tipo de resinas (Chelex), sistemas de cuentas
magnéticas y el uso de dispositivos de ultrafiltracion 7.A continuacién, se detallan

aguellos mayormente empleados:

a) Protocolo Fenol-cloroformo

En este protocolo las muestras son digeridas con proteinasa K y un detergente como
dodecilsulfato sodico (SDS). Al material resultante se le agrega una solucion de fenol-
cloroformo que separa el ADN de los compuestos organicos, generando 2 fases; (1) la
que contiene los compuestos organicos que es descartada y (2) la fase acuosa que
contiene el ADN que es trasvasada a un tubo limpio. En la fase de recuperacion y
concentracion del ADN, el protocolo estandar realiza la precipitacion con acetato
amonico y etanol frio, pero actualmente los protocolos implementan sistemas de
filtracion por centrifugacion y la concentracion del ADN se consigue por el uso de
dispositivos de ultrafiltracion”.

b) Protocolo Silice.

El método clasico consiste en agregar una solucion de digestion de proteinasa K a la
muestra. A ese contenido digerido se le aflade una solucién de sal de tiocianato de
guanidinio (GuSCN)’ que se une al ADN de forma altamente especifica, previniendo
la co-extraccion de inhibidores® . Para permitir la precipitacion del material genético,

a dicha mezcla se le agrega silice” que se une al ADN dependiendo del pH, lo que se
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debe tener presente cuando se usan sustancias que lo puedan afectar, ya que un pH
sobre 7.5 reduce drasticamente la recuperacion de ADN®. La fase no precipitada es
descartada y se procede a la purificacién del precipitado de silice con lavados con
solucion etandlica (EtOH 50%, NaCly EDTA), para finalmente eluir el ADN retenido en

la silice con tampén TE (tris-cl, EDTA)’.

Cabe mencionar que hoy en dia, a fin de simplificar y estandarizar el método, se utilizan
columnas comerciales en las cuales se introduce la suspensién de silice (o Glass-milk)
y se hace pasar el digerido. Existe una variacion de este método que no incluye la sal
GUuSCN Yy es el protocolo desmineralizacion-silice, que consiste en la digestion total de
la muestra con un tampén de desmineralizacion (EDTA, N-laurilsarcosinato sédico y
proteinasa K) y, al igual que el protocolo convencional, se basa en la retencion y
eliminacién de inhibidores mediante la purificacion con silice pero con dispositivos de

ultrafiltracion’. En la actualidad, este es el método mas cominmente usado.

c) Método de Chelex

Uno de los métodos de extraccidon de acido desoxirribonucleico que se ha utilizado en
muchos laboratorios de ADN forense es la resina Chelex, que se realiza en un solo
tubo. Chelex es una resina que contienen iones aminodiacetato que quelan de manera
altamente especifica*® y fuerte*! a los iones metdlicos polivalentes®®, como Mg*? y
Ca*?, cofactores de DNasas por lo que evitan que el ADN sea digerido por ellas #2. El
Chelex también se une a otras sustancias inorganicas y elimina los inhibidores del
extracto de ADN, mientras que su pH alcalino altera las membranas celulares

resultando en la liberacion de ADN4°,

La técnica es simple y rapida y no involucra mudltiples tubos de transferencia,
disminuyendo el nimero de pasos y el riesgo de contaminacién“?. Como desventaja
se plantea que no tiene una accién selectiva sobre las proteinas por lo que puede ser
poco fiable*® y que la falta de purificacion previa hace que sea ineficaz en la
eliminacion de los inhibidores de la PCR*2.
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3.3.4 Amplificacion

a) Generalidades de la PCR

El andlisis de restos dentales ha sido facilitado en gran medida por la introduccién de
la amplificacion del material genético gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)#344 convirtiéndose en la técnica gold estandar en la literatura6:18:44:43,45:46,47,

La PCR es una técnica para la sintesis "in vitro" de secuencias especificas de ADN,
siendo una forma simple y muy rapida de multiplicar el ADN dirigido por la enzima ADN
polimerasa*®, obteniéndose millones de copias de una determinada secuencia de
ADN%. Este proceso consta de 3 pasos (1) Desnaturalizacién, donde se incuba a alta
temperatura (90-98 ° C) y se separa la doble cadena del ADN. (2) Hibridacién, donde
a través de la disminucién de la temperatura*® (50°C-65°C) los cebadores se unen de
forma complementaria a las regiones que flanquean el fragmento que se busca
amplificar. Y finalmente, (3) el aumento*® de la temperatura hasta llegar a la
temperatura Optima para la ADN polimerasa, que llevara a cabo la incorporacion de
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) a la sintesis de ADN de 5’ a 3’ dirigida desde

cebadores, utilizando el ADN objetivo como molde*8.

b) Electroforesis y PCR convencional

Una vez realizada la amplificacion, es importante comprobar su efectividad por medio
de la electroforesis, técnica que permite visualizar el conjunto de moléculas de ADN
resultante (amplicones) separadas por peso molecular a través de geles de agarosa.
Cuando los amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con un
marcador molecular a modo de control, que contenga un nimero determinado de
segmentos de ADN conocidos para determinar la especificidad de la reaccion®.
Finalmente, la visualizacion se logra tomando una foto digital al gel de agarosa
expuesto a luz UV para su andlisis cualitativo y para su andlisis cuantitativo por medio

de la densitometria de la imagen obtenida®.
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c) PCRtiempo real

La técnica de PCR convencional como plataforma tecnolégica ha sido muy
revolucionaria pero requiere pasos adicionales como la electroforesis en gel para la
visualizaciéon y posterior cuantificaciéon del producto obtenido®2. Sin embargo, esta
cuantificacion no es muy exacta dado que se hace al final de la reaccion. Debido a
esto, aparece como respuesta la PCR en tiempo real que presenta la ventaja de
cuantificar mediante técnicas de fluorescencia el producto amplificado en la muestra
al final de cada ciclo, monitoreando conforme transcurre la reaccion, tiempo real, sin
la necesidad de que sea manipulado posteriormente en un gel de agarosa para
conocer si la reaccion fue exitosa®%°?. Esto es una gran diferencia con la PCR
convencional donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia

blanco®°.

d) Aplicaciones y sensibilidad de la técnica

Sus aplicaciones son variables e ilimitadas, ejemplo de ello que compete a esta
revision es el uso en la identificacién de restos biol6gicos®3, siendo una herramienta
ideal para detectar moléculas de ADN antiguas®* debido a que la PCR no requiere
ADN enddgeno de alto peso molecular para amplificar la secuencia diana, pudiéndose

amplificar ADN parcialmente degradado y/o desnaturalizado®°.

La especificidad, el rendimiento y la fidelidad de la PCR se encuentra directamente
influenciada por los diferentes componentes que la integran, como la mezcla de
reaccion, nimero de ciclos y la ADN polimerasa®3. Esta es altamente sensible y a pesar
de que permitiria facilmente la amplificacion del ADN contaminante generando falsos
positivos, los protocolos de descontaminacion aseguran que el ADN objetivo supere
en cantidad al ADN contaminante. Sin embargo, siempre hay que seguir controles de

contaminacion efectivos®*.

e) Inhibidores de la PCR

Hay situaciones en las que el proceso de amplificacion se ve comprometido debido a
la presencia de contaminantes exdégenos. Estos llamados inhibidores de la PCR son

uno de los principales factores limitantes que pueden producir la degradacion,
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modificaciéon del ADN e/o interferencia con ADN polimerasas termoestables®® al
momento de la identificaciéon de las muestras forenses’. Estos inhibidores pueden ser
provenientes: (1) del ambiente al que el diente estuvo expuesto (como bacterias,
hongos, &cido humico, &cido fulvico, metales), (2) contaminantes propios de las
muestras (como calcio y colageno de dientes) o (3) productos de los procesos de
extraccion (como EDTA, fenol, cloroformo, cloruro de sodio y algunos detergentes).
Todas estas sustancias si se extraen conjuntamente con el ADN enddégeno pueden
inhibir su amplificaciéon®3238, Aunque existe una amplia gama de inhibidores, las
identidades y modos de accién de muchos siguen sin estar claros®’ lo que puede ser
un aspecto negativo de la PCR, ya que la mayoria de los problemas comunmente

reportados son resultado de falsos positivos debido a la contaminacién cruzada®g.

f) Método de amplificaciéon isotérmica mediada por bucle (LAMP)

Se ha desarrollado recientemente el método de amplificacion isotérmica mediada por
bucle (LAMP). Esta técnica, mediante 4 a 6 cebadores especialmente disefiados
reconoce un total de 6 secuencias distintas en el ADN objetivo, actuando en un rango
de temperatura estable entre 60°C a 65°C>° y con la ayuda de la ADN polimerasa
amplifica el ADN con alta especificidad, eficiencia y rapidez en condiciones
isotérmicas®®. Sumado a esto, presenta la ventaja de tener una mayor estabilidad
frente a los inhibidores contenidos en las muestras bioldgicas que normalmente
afectarian el desempefio de una PCR convencional, lo cual contribuye a ahorrar tiempo

y a reducir costos en el procesamiento de las muestras®®.

3.4 Condiciones post mortem

La odontologia forense realiza la identificacion por medio del material genético de
tejidos dentales provenientes de cuerpos que han estado expuestos a diferentes

ambientes y han iniciado su proceso de putrefaccion.

Después de la muerte se comienza un proceso de descomposicion, que produce
cambios morfolégicos e histologicos en tejidos como la pulpa dental. Estos fendmenos
cadavéricos ocurren en una secuencia especifica y a distintos ritmos®!,6?

distinguiéndose 2 grupos: (1) la autdlisis, que corresponde a los cambios quimicos
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tisulares y (2) la putrefaccion, que es originada por microorganismos . En la autalisis,
como consecuencia de la privacion de oxigeno post mortem, se inhiben e inician
fendmenos bioquimicos tisulares como los procesos fermentativos por accion de
enzimas hidroliticas del propio tejido que comienzan la degradacion de la materia
organica produciendo necrosis celular®!,®?, En cuanto a la putrefaccion, la tasa de
descomposicion aumenta proporcionalmente con la invasion y la multiplicacion de
microorganismos anaerobios que liberan gases de olor putrido que atrae una variedad
de insectos®!. Esto tiene como consecuencia la degradacion del ADN, principalmente
por la hidrélisis, la oxidacion y la ausencia de mecanismos de reparacion
enzimatica’,%3. Durante el proceso de descomposicion se produce la escisiéon del ADN
en fragmentos y una pérdida acelerada de purinas de las cadenas del material genético
que llevan a la modificaciéon del mismo”’. La velocidad y grado de descomposicién del
material genético es un proceso que puede tardar de semanas a afios, dependiendo
de factores enddgenos y exdégenos®?, siendo las condiciones ambientales uno de los

factores mas determinantes®l.

Se considera que la temperatura es el factor mas influyente en la preservacion del
ADN’ ya que determina la actividad de las enzimas, 37°C para las que son hidroliticas
y 25°C para las que son proteoliticas, por lo que en este rango de temperatura se
produce el proceso de putrefaccion que favorece la proliferacion de
microorganismos®-%4. Por el contrario, a temperaturas mas bajas se ralentizan las
reacciones quimicas que generan la degradaciéon®®, inhibiendo o minimizando la

actividad microbiana y enzimatica favoreciendo la preservacion®?.

En lo que respecta a los componentes del suelo se puede mencionar que en el
abundan los acidos humicos y flulvicos que se postula tienen una posible accion
inhibidora sobre las enzimas bioldgicas®® y pueden acompariar al ADN en el proceso

de extraccion, siendo inhibidores muy potentes de la reaccién de PCR®’.

Los dientes de cuerpos que se ven expuestos a altas temperaturas se encuentran
protegidos por los tejidos blandos de la cara, la lengua y los tejidos maxilofaciales®,
gue permiten que los dientes posteriores resistan mas el dafio térmico en comparacion

con los dientes anteriores que suelen presentar un mayor dafio debido a que los labios
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se retraen ante la exposicion al fuego®. Las altas temperaturas producen la
evaporacion del agua y del material organico, llevando a un proceso de contraccion de
los tejidos dentales que provocara diversos cambios morfologicos tanto a nivel
estructural como en la coloracion del diente. El dafio se definira dependiendo de la
temperatura aplicada, la forma en la que se aplica y el tiempo de exposicion. Si el
diente es quemado gradualmente el dafio ser4 minimo, contrario a lo que sucede si se
expone de manera rapida e intensa al calor, lo que provocaria una rapida evaporacion
del contenido organico ocasionando la separacion de la capa de esmalte dejando que

arda la dentina que estd menos mineralizada’®.

En cuanto a los cuerpos que se encuentran en ambientes himedos o inmersos en
agua, disminuye la probabilidad de preservar el ADN en cantidad y calidad en la pulpa
dental®®, debido a que el agua** favorece la degradacion oxidativa e hidrolitica °
acelerando la pérdida de proteinas. Ademas, el agua propicia el crecimiento de
microorganismos que degradan el colageno a través de enzimas proteoliticas posterior

a la dilucién del mineral a la que los dientes son resistentes’?.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia de busqueda

Para elaborar esta revision de la literatura se compilaron articulos cientificos
relacionados con el tema de estudio y la pregunta de investigacién ¢Qué factores
influyen en la cantidad y calidad del ADN mitocondrial o nuclear de la pulpa dental
utilizada en la identificacion de restos humanos?

Las palabras clave escogidas fueron:

“DNA”, “dentistry”, “forensic”, “pulp”, “environmental”, “conditions”.

La busqueda se realiz6 en Mayo de 2020 en dos bases de datos electronicas, PubMed

y Scopus. Las estrategias de busqueda se muestran en la Tabla | y II.

Busqueda de Palabras clave Resultados

palabras
#1 Dentistry 428.805
#2 DNA Pulp 27.247
#3 Forensic OR environmental OR “conditions” 1.712.131
#1 AND #2 [mh] AND #3 54

Tabla I:Estrategia de busqueda con las palabras clave utilizadas en la base de datos
PubMed

*Las palabras entre comillas (") en Pubmed conduce a una bisqueda de esta palabra y otras relacionadas a este
término

* mh significa término encabezados MeSH

Campo de busqueda avanzada en Scopus con palabras clave Resultados

TITLE-ABS-KEY (dentistry AND DNA AND pulp AND (forensic OR 43
environmental OR “conditions”)

Tabla ll:Estrategia de busqueda con las palabras clave utilizadas en la base de datos
SCOPUS

*T|TLE-ABS-KEY significa "Titulo del articulo, Resumen, Palabras clave" en Scopus.
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Para especificar la busqueda, se realizaron criterios de inclusion y exclusion como se

muestra en la Tabla lll.

Base de datos Criterios de Inclusién Criterios de Exclusion
PubMed y Scopus Idioma: inglés De otras especies.
Humanos

Tabla lll: Criterios de inclusion y exclusién para busquedas en PubMed y Scopus

4.2 Criterios de seleccion y exclusion

421 Criterios de exclusién

Los titulos y resimenes de los articulos arrojados en la busqueda se evaluaron para
excluir aquellos que no se relacionaran con los factores que influyen en la cantidad y
calidad del ADN de la pulpa dental utilizado en identificacion humana en Odontologia
forense. Se excluyeron los articulos duplicados arrojados en ambas bases de datos.
Los fulltext no obtenidos y las revisiones bibliograficas también se excluyeron.

4.2.2 Criterios de seleccion

Se obtuvieron los textos completos en inglés de los articulos relacionados con los
factores que influyen en la cantidad y calidad del ADN de la pulpa dental utilizado en

identificacion humana en Odontologia forense para su posterior andlisis.

Adicionalmente, se realizé una busqueda manual de articulos de interés relacionados
al tema de investigacion que no se encontraron con las llaves de busqueda desde la

base de datos Google Schoolar y Elsevier.
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5 RESULTADOS

La busqueda arrojo un total de 97 articulos. Después de la eliminacion de los
duplicados (n = 24), 73 fueron evaluados para su elegibilidad. Se excluyeron un total
de 8 articulos debido a que no cumplian con el idioma y/o no pertenecian a especie
humana. A continuacién, se descartaron 38 estudios por el titulo y resumen. Y los
textos no encontrados y/o que eran revisiones bibliograficas fueron 8. Ademas, se
seleccionaron por busqueda manual 6 articulos. Incluyendo un total de 26 estudios
para su revision completa y posterior discusion. El organizador bibliografico utilizado
para el desarrollo de este estudio fue Mendeley. El algoritmo de busqueda y resultados
se resumen en la Figura 1. La clasificacion de los factores que influyen en la

degradacion del ADN discutidos en la revision se esquematiza en la Figura 2.

En cuanto al nivel de evidencia, los estudios escogidos en esta revision son

principalmente de tipo experimental que corresponden al nivel mas bajo.

En 20 articulos se estudian las condiciones post mortem que influyen en la
calidad/cantidad del ADN pulpar, evaluando distintas condiciones. En temperatura
ambiente se evaluaron 12 estudios?0:43.:44:45.46,60,72,73,74,75,76,77 an hajas temperaturas se
analizaron 3 estudios 3%4475 en dientes sumergidos 6 204445747778 9 en dientes

enterrados 16:20.27:35:44457477.78 v dientes incinerados en 8 1420.43.44.4555, 7479

De los articulos seleccionados, 15 evaluaron la influencia de los factores inherentes al
diente en la cantidad/calidad del ADN pulpar. Tipo de diente se analizé en 9 estudios
14,18,20,22,43.44,47,72,79 |a edad en 5 articulos 2022444380 y |3 integridad dental en 3 182435,

Ademas, 2 articulos 4673 estudiaron dientes temporales.

Los factores inherentes a la metodologia que influyen en la cantidad/calidad del ADN
pulpar fueron tratados en 22 articulos, la influencia de la descontaminacion de la
muestra se analiz6 en 8 17:18.27.3547.72,75.77 | os métodos de extraccion pulpar en 11
14,17,18,22,24,27,36,44,46,75,78 , la metodologl'a de extraccién del ADN 10 16,17,36,45,46,47,55,74,77,79

y el método de amplificacion del ADN 10 16,18:20,43,44,45,46,47,55,60
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Una vez analizados y sistematizados los articulos seleccionados segun los criterios de

la Figura 2, los hallazgos principales se resumieron en la Tabla IV. Posterior a esto, se

procedio a redactar la tesis en funcion a los objetivos propuestos.

7 Articulos
arrojados de
4 Pubmed base de datos
3 n=54 | n=97 |
s -
©
§ Scopus
,g n=43
. Articulos
duplicados
Articulos
evaluados para
elegibilidad
ARTICULOS n=73 | ARTICULOS
INCLUIDOS EXCLUIDOS

No cumple con
idioma inglés y
especie humana

Busqueda manual
de revistas y de
referencias
originales

n=6

En base al titulo

y resumen

n=38

Articulos “fulltext”
no obtenidos y

revisiones
bibliograficas
n=8 B
Articulos
escogidos para
la discusién

Figura 1: Algoritmo de busqueda, seleccion y resultados de articulos

21



FACTORES QUE
INFLUYEN EN LA
ICANTIDAD Y CALIDAD]
DEL ADN PULPAR
1

CONDICIONES POST
MORTEM

Intervalo post
mortem

INHERENTES AL

DIENTE

INHERENTES A LA
METODOLOGIA

Tipo de diente

Edad del sujeto

Integridad del diente

Dientes temporales

Descontaminacion

Extraccién pulpar

Extraccion de ADN
pulpar

[Amplificacion de ADN|

I_I_I

— Temperatura

Morfologia

Numero de raices

— Bajass temperaturas

— Sumergidos
— Enterrados
— Incinerados

Proteccion hueso
alveolar

Caries

Exposicion pulpar

— Técnica simple — Trituracion [—] Fenol-cloroformo PCR

L Radiacion luzuv | | Accese endodontico I} silice LAMP
oclusal

—1 Hipoclorito de sodio | = Seccion horizontal | = Chelex

[—] Seccion longitudinal

— Modificados

— Fragmentacion

Figura 2:Factores que influyen en la cantidad y calidad del ADN discutidos en la revision
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RESULTADOS: Resumen de principales hallazgos

Factores que Degradan ADN Pulpar en Identificacion Humana

Publicacion Inherentes Inherentes a la Metodologiay Condiciones post ADN Principales Resultados
al Diente la Técnica mortem
Khan, Tejasviy N/A Extraccion pulpar: Corte Exposicion 60 dias: Pulpar e La extraccion de ADN fue posible de todas las
Paramkusa.”® longitudinal en mitades, e Agua marina muestras de pulpa independiente de sus condiciones
2019 extirpador pulpar. e Tierra ambientales.
Temperatura ambiente.
Mansour Tipo diente Amplificacién: PCR Condiciones post Dental e Los factores post-mortem son mas influyentes que la
etal.? Edad mortem de 1 diaa edad y el tipo de diente en la concentracion de ADN
2019 70afios: dental. Se puede obtener ADN dental prometedor de
e Cadaver fresco cadaveres con un intervalo post mortem corto.
e Descomposicion e Muestras expuestas a temperatura ambiente muestra
e Esqueletizado mayor rendimiento que expuesta en suelo con
e Enterrado diferencias estadisticamente significativas.
e Incinerado e Escasa cantidad de ADN dental en dientes enterrados
o Temperatura ambiente en el sue_lo y forensemente esqueletizado después de
un largo intervalo post mortem.
e Agua
Chowdhury et N/A Extraccion ADN: Método Fenol Exposicién 30-60-90 Pulpar e Disminucién constante en cantidad de ADN al
al.*® 2018 cloroformo dias: aumentar periodo de exposicion independiente de
Amplificacion: PCR e Temperatura ambiente condicién ambiental.
e Sumergidos e Mayor cantidad de ADN obtenido de dientes
e Enterrados expuestos a temperatura ambiente en comparacion
Incinerados: 150°C, con otros ambientes.
250°C, 350°C e Dientes enterrados en suelo presentaron menor
cantidad de ADN.
e No se pudo obtener ADN al exponer a 350°C.
Alia-Garcia et  Integridad Extraccién pulpar: N/A Pulpar e La gravedad de la lesién cariogénica y comunidades
al.* 2015 del diente: Fragmentacion bacterianas asociadas parecen no tener influencia en
eCaries identificacion.
eSanos ¢ El método de fragmentacién permitid la extraccion

completa del tejido pulpar en la mayoria de los dientes.
e La extraccion de ADN fue exitosa en ambos grupos.
e Pureza del ADN fue homogéneo en ambos grupos, la
concentracion fue variable
¢ PCR puede ser limitada por condiciones de la muestra.
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e Perfil de identificacion fue idéntico en ambos grupos,
validando el uso de dientes con caries para la
identificacion forense humana.

¢ De las 120 muestras se obtuvo perfil en 81 de ellas sin
diferencias significativas entre ambos grupos.

Hervella et al.'’ N/A Descontaminacion: Acidos, N/A Pulpar e El procedimiento de corte cervical parece ser el mas
2015 radiacion UV adecuado para muestras que contienen ADN
Extraccién pulpar: degradado debido a la mayor cantidad de moléculas
ePerforacion oclusal de ADN recuperadas y menos manipulacion de la
ePerforacion cervical muestra.
ePerforacion cervical a través
del cuello del diente
Se utilizaron limas endodénticas
en los conductos.
Extraccion del ADN: Método
fenol-cloroformo
Terada et al.”® N/A Descontaminacion simple: Periodos: 1-7-30-180 Pulpar e Presencia de ADN en todas las muestras con cantidad
2014 Gasa estéril, solucion salina dias: variable entre ellas.
1.- Grupo dientes intactos Bajas temperatura: e Diferencia estadistica en la cantidad de ADN cuando
2.- Grupo de pulpa dental: 4-8 °C se analizaron los factores tiempo y temperatura de
Extraccion Pulpar: Secciéon ~ Temperatura ambiente: almacenamiento.
horizontal en LAC, extirpador 23-34°C ¢ La degradacion esta asociada al factor tiempo cuando
pulpar. los dientes intactos se almacenan a temperatura
ambiente
Zapico et al.*”  Tipo de Descontaminacion Simple: N/A Pulpar e La radiacién con luz UV método menos agresivo de
2013. diente Cepillo suave, agua destilada descontaminacion.

estéril.

Secado a temperatura
ambiente, radiacion UV
Extracciéon ADN: Columna de
Silice
Amplificacion: PCR

e La cuantificacion del ADN depende del tipo de diente
y es mas bajo en dientes pequefios.

e Método basado en columna de silice es una alternativa
viable y mejora el rendimiento de la extraccion del ADN
respecto a otros métodos.

Raiman et al.””
2012

N/A

Descontaminacion técnica
simple: Agua esterilizada.
Extraccion ADN:
4 diferentes protocolos
e Incubacién: 56°C en
tampon de lisis durante 2-
12 hrs.
e Filtrado: Columna o
precipitado con isopropanol

Intervalo post mortem Dental
de 2 meses a 12 afios

Condicion del cuerpo:

Sumergidos, incinerados,

descomposicion

avanzaday

esqueletizados.

Temperatura ambiente

e Intervalo post mortem no afectan el potencial de uso
de dientes como fuente de ADN en analisis genético.
¢ El uso de la columna de concentracion resulté en una
mayor cantidad de ADN sin embargo el isopropanol
fue mas puro.

¢ Los cuatro diferentes protocolos de extraccion de ADN
no mostraron diferencias significativas en el nimero
de loci amplificados.

eEn el 77% de las muestras se pudo amplificar ADN
nuclear autosémico y el 23% restante tuvo que
realizarse genotipo Y-STR o identificacion de ADNmt.
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e Tendencia perceptible pero no significativa entre
cantidad de ADN total recuperado y el tiempo
transcurrido después de la muerte.

Pinchi et al.’®  Tipo de Extraccion pulpar en dos N/A Pulpar  eDiente puede considerarse fuente confiable de ADN
2011 diente: tiempos: durante meses después de la muerte sin
eN° de raices 1" extraccion: procedimiento especial de conservacion.
. Descontaminacion : ePosibilidad de extraer cantidad suficiente de ADN en
Integ_rldad Limpieza mecénica, inmersion condiciones criticas de tiempo, acceso endodéntico y
del diente: hipoclorito 5% 15 minutos, permite varios momentos de extraccién en un solo
eSanos etanol 96%, agua destialda diente.
«Caries Grupo 1: Acceso endodontico y ePosibilidad de repetir con éxito la extracciéon del ADN
limas H. dental, incluso cuando la primera extraccion no tuvo
Grupo 2: Puntas de papel. éxito.
292 extraccion sin ePresencia de caries y la pérdida de tejido externo
descontaminacion previa y se compromete investigacion genética.
utilizé limas H: *Se obtuvieron resultados 6ptimos en dientes con
Grupo 1: Suero del lavado. raices maltiples.
Grupo 2: Puntas de papel.
Amplificacion: PCR
Xavier et al.”™ Dientes N/A Exposicion a temperatura  Dental elLa cantidad de ADN lograda revelé que los dientes
2011. temporales ambiente en un periodo Pulpar  temporales almacenados por menos de 18 afios
Estudio piloto* de 2 a 18 afios pueden ser una herramienta poderosa para el analisis
genético, especialmente como muestra de referencia
en identificacion.
eLos resultados de las muestras de referencia
concuerdan con los resultados obtenidos de los
dientes primarios.
Tilotta et al.?? Tipo de Extraccion pulpar: N/A Dental e Calidad y cantidad de ADN obtenido no depende del
2010. diente e Grupo dientes triturados: Pulpar tipo de diente
Edad Trituracién, descalcificacion, e La edad no influye en la cantidad y calidad del ADN
lavado. ela cantidad de ADN con el método de acceso
e Grupo de acceso endoddntico oclusal fue significativamente mayor. Se
endodontico: Acceso reduce el riesgo de contaminacion.
endododntico oclusal,
extirpador pulpar
Alakog et al.?” N/A Descontaminacion: Dientes enterrados Pulpar e La técnica amplifico ADN nuclear con un éxito del

2009

Técnica simple: Lavado con
SDS 10%, agua destilada,
irradiacion UV, agente
esterilizacion en superficie,

(Data: 100 d.C)

80,1% y la estructura morfolégica se conservé en
todas las muestras.
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descalcificacién a 4 ° C durante
10 min.
Extraccién pulpar: Acceso
endoddntico oclusal

e Técnica de acceso endoddntico oclusal evita
contaminacion de la muestra y permite a los
investigadores obtener mayor cantidad de pulpa.

Rubio et al.” Tipo de Descontaminacion: Exposicion a temperatura  Dental e Se cuantifico ADN en el 87.5% de las muestras.
2009 diente Procedimiento de tres pasos: ambiente en los periodos e La concentracion de ADN mas alta se encontré en
e Técnica simple: Eliminacion de tiempo de 2,5,10 dientes almacenados por menor periodo de tiempo.
fisica del esmalte. afios. ¢ Diferencia significativa en concentraciones de ADN
e Lavado con hipoclorito de segun el intervalo de almacenamiento transcurrido.
sodio ela concentracion de ADN disminuy6
« Radiacion con luz UV significativamente durante los primeros 2 afios.
elLos amplicones mas pequefios son mucho mas
propensos a amplificarse que los mas grandes en
muestras que contienen ADN degradado.
¢ Dientes sanos, molares y premolares producen més
ADN, sin embargo, se encontraron concentraciones
de ADN similares entre dientes anteriores y dientes
posteriores.
Nogami et al.®® N/A Amplificacion: LAMP Exposicion a Pulpar eHay casos en los que el andlisis de ADN es dificil
2008 temperatura ambiente: debido a la descomposicion del ADN dependiendo de
1 a 25 afos. las condiciones en las que se encuentra el cuerpo.
eSe necesitd mas tiempo de procesamiento en
muestras que estuvieron expuestas a intervalos post
mortem mayores.
Kumar et al.*6 Dientes Extraccion pulpar: Corte Exposicion a Pulpar ¢ Los dientes recién extraidos hasta un mes mostraron
2005 temporales longitudinal, suero temperatura ambiente: una precision en el andlisis de ADN pulpar mediante
Extraccion ADN: fenol- e 24 hrs. PCR del 100% y se deterioraron con el tiempo debido
cloroformo. e 1 mes a la putrefaccion de la muestra o a las condiciones
Amplificacion: PCR e 6 mes. locales.
e Se considera la amplificacion por PCR un método
especifico para humanos, rapido, sensible y confiable
Boy et al.”® N/A N/A Exposicion en horas: Pulpar e Sin cambios morfolégicos en células pulpares en los
2003 24,48, 72,120, 0 144. mismos intervalos de tiempo.

Temperatura ambiente

o Aparentemente los tejidos circundantes de la pulpa
ralentizan degradacion del ADN.

e Se observé una disminucion gradual a través del
tiempo.

¢ No se demostr6 una correlacion lineal entre el tiempo
y la degradacion del ADN.
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Malaver y
Yunis16
2003

N/A

Extraccion ADN: Método
fenol/cloroformo
Amplificaciéon: PCR

Enterrados por 5 afios Pulpar

Dental

e Se obtuvo tejido pulpar en 5 muestras de 20.

e La pulpa genera sefal de amplificacion de ADN
mitocondrial mas fuerte respecto a otros tejidos
dentales.

Trivedi et al.®
2002

Extraccion pulpar: Acceso
endoddntico oclusal.
Extraccion de ADN:

1. De 2 pasos:
Raspado-aspiracion
Descalcificacion extensa
(EDTA, chelex)

2 Método convencional
Orgénico/didlisis

N/A Dental
Pulpar

e Técnica de raspado y aspiracién garantiza maxima
recuperacion de material celular y la descalcificacion
de 2 pasos (EDTA y Chelex) resulté en la eliminacion
de los inhibidores de la PCR, lo que lleva a una mejor
amplificacién y tipificacion de marcadores de PCR.

e ADN aislado por el nuevo método podria amplificarse
y ser tipificado con éxito en comparacion con el

andlisis de ADN por métodos de extraccion
convencional.

Tsuchimochi et
al.’s
2002

N/A

Extraccion ADN:
Método Chelex 100
Amplificacion: PCR

Incineracidn por 2 min.:
100 °C, 200 °C, 300 °C,
400 °C, 500 °C

Pulpar

e Método Chelex es adecuada para obtener ADN de
calidad superior para la amplificacion por PCR y el
genotipado.

¢ No se pudo recuperar pulpa de algunas muestras
incineradas a 500°C.

e Las muestras de ADN pueden amplificarse y
tipificarse hasta los 400°C

¢ Dientes incinerados a 400 ° C no produjeron
productos de PCR.

e Pulpa dental rodeada de
conduccioén de calor.

tejidos duros evita

Baker et al.”®
2001

Tipo de
diente

Extraccion ADN:
En base a silice.

Incinerados Dental

e El método de extraccién a base de silice produce
ADNmt adecuado para la identificacion genética de
muestras forenses de dientes.

e El andlisis de secuencia de ADNmt fue exitoso para
cada una de las muestras. Ni la condicion de la diente
ni tipo de diente utlizado hizo una diferencia
significativa en la calidad de la secuencia obtenida.

¢ Los dientes son una fuente confiable de ADN incluso
después de un tiempo prolongado o estrés ambiental
adverso.

Murakami et
al.”™
2000

N/A

Extraccion ADN:
Método fenol cloroformo

Expuesto a temperatura
ambiente:

3,6 meses,1,5y22
afios
Incinerados:
100°C,150°C, 200°C,
250°C durante 30 min.
Sumergidos en agua de
mar por 1y 4 semanas.

Pulpar

e Determinacién del sexo fue posible utilizando el
método de ADN pulpar extraido de los dientes
permanentes recién extraidos, independientemente
del tipo de diente.

e La cantidad y calidad del ADN fue suficiente en todos
los periodos de tiempo en temperatura ambiente.
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Enterrados durante 1,4y

e No se pudo analizar una de las muestras analizada

8 sem. tanto en el grupo de dientes sumergidos como en el
grupo de enterrados.

e En dientes incinerados a 100°C, 150°C y 200°C
durante 30 minutos, se pudo determinar el sexo en
todas las muestras. En el caso de 250°C se
identificaron algunos dientes, pero la banda
amplificada fue mucho mas débil.

Mornstad et Edad N/A N/A Pulpar e No se ha observado una disminucion dependiente de
al.8% 1999 la edad en el ADN nuclear de la pulpa.
Pfeiffer et al. Integridad Descontaminacion simple: Bajas temperaturas Pulpar e ADN dientes seccionados disminuye rapidamente en
351999 del diente: Lavado, Enterrados en tierra: Dental 1°" periodo y més rapido que en los dientes no
1 serie: Descalcificaciér?'4 dias antes de ¢ 6 semanas: seccionados seccionados.
) : extraccion ADN a la mitad e Extraccion de ADN es mas efectiva cuando se omite
D'en'.[es ¢ 18 semanas: sin el paso de descalcificacion previo.
seccionados . - . .
a la mitad e seccionar. ¢ Concentracion de ADN se redujo en un 90% después
intactos de almacenar los dientes enterrados por un periodo de
seis semanas
2%aserie: Descontaminacidn: Pasos 1@ e 12 meses: sin seccionar.
Dientes serie sin descalcificacion. Bajas temperaturas
intactos
Alvarez Garcia  Tipo de Extraccion pulpar: Periodo de exposicion de Dental e Se recuperaron cantidades similares de ADN en los 3
et al.** 1996 diente: e Triturados 2sem.a36m. Pulpar ~ métodos. El corte seccion transversal preserva mejor
Hueso ¢ Acceso endoddntico oclusal Temperaturas bajas: la anatomia de los dientes.
alveolar e Corte seccion horizontal 4°C e No existen diferencias significativas al comparar
Edad Temperatura ambiente: temperaturas, entre agua de mar y dulce, ni entre

Amplificacion: PCR

20°C, 40 °C en un
Ambientes:

e Sumergidos en agua
salada o dulce durante
15d.a6m.

e Enterrados :Tierra o
arena durante 2 sem-6
m.

e Temperatura ambiente:
Periodo de 2 sem. a 6
m.

e Incineracion:75 ° C, 100
°C,200°C,300°C,
400°Cy500°Cporla
2 min.

enterrado en arena y tierra.

e Dientes expuestos a temperatura ambiente con
mejores resultados que dientes enterrados y dientes
sumergidos presentaron la menor cantidad de ADN.

¢ Resultados positivos en 100% para los STR en dientes
de 10 a 30 afios

¢ Resultados positivos para todos los marcadores en
cuerpo enterrado (+ 50 a.) y se esperan mejores
resultados que en los casos experimentales debido a
que el agujero apical estaria protegido y, por lo tanto,
la pulpa no se degradaria tan facilmente.

Edad del sujeto al morir influye negativamente en la
cantidad y calidad del material genético.
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e Periodo post mortem:
10 a 30 afios.

e Cuerpo enterrado 50
afios.

Sweet et al.14
1995
Reporte de
caso*

Tipo de
diente:
Hueso
alveolar

Extraccién pulpar:
Seccion longitudinal

Incinerados: 1090 °C
durante 30 a 40 min.

Pulpar

e Dientes en hueso alveolar resisten cambios
degenerativos post mortem y variaciones extremas
de temperatura convirtiéndolos en fuente confiable de
ADN meses después de la muerte.

e Nlcleos celulares se encontraban intactos lo que
preservaba ADN.

Pétch* et al.
1992

Tipo de
diente
Edad

Amplificacion: PCR

e Temperatura ambiente
durante 6 sem. y 4 a.

e Incinerado

e Descomposicion
avanzada.

Pulpar

e El rendimiento del ADN no depende del tipo de diente
0 edad y no es influenciado por las condiciones de
almacenamiento o periodos de tiempo.

e Se observo que cuando el ambiente permite que la
pulpa se momifique, se puede extraer el ADN y la
calidad es suficiente para el andlisis por PCR.

Tabla IV: Resumen de los principales resultados de la revision.

*Los estudios son de disefio experimental.
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6 DISCUSION

Los resultados de esta revision incluyen estudios experimentales y un reporte de caso
categorizados como evidencia de bajo nivel. Se debe mencionar que la literatura
encontrada fue reducida y con alto grado de duplicidad entre las bases de datos

escogidas, sumado a que los autores de los articulos se citaban entre si.

6.1 Condiciones post mortem

Al hablar de condiciones post mortem nos referimos al intervalo de tiempo post
mortem, la temperatura y el ambiente al cual estan expuestas las muestras, todos

factores que podrian acelerar, demorar o incluso detener el proceso de degradacion.

6.1.1 Temperatura ambiente

Considerando que el tiempo es un factor que podria incidir en la cantidad y calidad del
ADN pulpar es de gran utilidad identificar el intervalo de tiempo en que el ADN es apto
para la identificacion.

En dientes temporales*®”3 utilizados para identificacion humana, en 6 meses de
exposicion*® hubo una reduccién del 60% en el éxito de los perfiles genéticos del ADN
pulpar mientras que en otro estudio’® demostr6 que en un intervalo de 18 afios el ADN
se degrada pero la cantidad no dependera del tiempo transcurrido, en este estudio no
hace distinciéon en la procedencia del ADN dental, imposibilitando la identificacién de
los reales efectos del tiempo sobre el ADN pulpar’®. Los resultados de ambos autores
podrian explicarse por las caracteristicas morfolégicas e histoldgicas del diente que
protegen al material genético, asi como el intervalo post mortem o las condiciones

propias del diente.

En denticion definitiva se encontré una minima degradacion del ADN pulpar con una
disminucién gradual a través del tiempo pero sin cambios morfolégicos de autdlisis en
las células pulpares en un intervalo post extracciéon de 144 horas, ademas se
observaron resultados similares a los descritos anteriormente ya que no se demostro
una correlacion lineal entre el tiempo y la degradacion del ADN, no pudiéndose

establecer que a mayor tiempo habra mayor degradacion pulpar’®.

30



En intervalos post mortem mas prolongados de 1 mes a 30 afios a temperatura
ambiente se observaron diferencias significativas en la cuantificacion al comparar el
ADN pulpar entre <1 aflo y 2, 5 y 10 afos, destacando que el ADN disminuye
significativamente en los 2 primeros afios y conforme pasa el tiempo la disminucion
del material genético es mas pausada’?>. No obstante, fue posible obtener ADN en
cantidad y calidad suficiente para realizar perfiles genéticos*44560.72.74.75 ghservandose
mayor cuantificacion en muestras almacenadas por un periodo de tiempo mas corto
que 1 afo (0 afio)’? mientras que en otras muestras expuestas a mayores intervalos
post mortem se necesitO mas tiempo de procesamiento para la deteccion,
demostrando que existié degradacion pulpar®®. Otro estudio** también refuerza la idea
de disminucion del ADN en el tiempo en muestras sometidas al aire libre durante
periodos que varian de 2 semanas a 6 meses. Esto se produce ya que en el periodo
post mortem comienza un proceso de descomposicion y se inician fendmenos
bioquimicos tisulares que degradan la materia organica®'2. A pesar de la degradacion
en el tiempo a temperatura ambiente bajo esta condicidon se obtuvieron los mejores
resultados de amplificacion con respecto a los otros ambientes analizados en la

investigacion444%,

En cuanto al factor tiempo relacionado con otras condiciones ambientales, estudios
evidencian que este impact6 disminuyendo significativamente la cantidad del ADN al
aumentar los dias de exposicion de manera transversal en todas las condiciones
expuestas. El intervalo post mortem transcurrido fue el factor mas notable asociado
con la degradacion del ADN, obteniéndose una mayor cantidad de ADN en muestras
dentales que representan un intervalo post mortem mas corto?. Sin embargo, hay
estudios que postulan que el tiempo*® y las condiciones ambientales*3’” no tienen

influencia en el rendimiento del ADN.

En otro sentido, se plantea que la concentracién de ADN disminuye significativamente
después de 10 dias desde la muerte siendo este el periodo mas critico?®. En otra
investigacion se refirio que en los primeros 30 dias post-mortem habia una reduccion
acelerada de la cantidad de ADN (sobre el 50%) obtenida desde dientes recién

extraidos expuestos a diversos ambientes*®>. Pese a estos resultados es complejo
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realizar una comparacion de los periodos criticos de degradacion del material genético
ya que los intervalos post mortem y las condiciones de exposicion estudiadas son
heterogéneos. Aln asi se puede concluir que en los periodos tempranos hay una
aceleracion en la disminucion del ADN y luego una estabilizacion en la tasa de

disminucion.

En lo referente a la influencia del factor tiempo en casos forenses y particularmente en
cadaveres en estado de putrefaccion, si bien en los estudios no se detalla el tiempo
transcurrido, fue en cadaveres frescos donde se mostré la cuantificacion de ADN mas
alta, mientras que los cadaveres exhumados esqueletizados exhibieron la menor
cantidad de ADN?°, Esta disminucién se originaria por la irrupcién y multiplicacién de
microorganismos anaerobios®!, los cuales principalmente por hidrélisis, oxidacién y la
ausencia de mecanismos de reparacién enzimatica degradan el ADN’:3, pero a pesar

de ello se logra la identificaciéon en la mayoria de los casos*.

6.1.2 Bajas temperaturas

En el caso de dientes totalmente integros y pulpas aisladas sometidas a bajas
temperaturas entre 4-8°C por intervalos de 1 a 180 dias’®, se encontré ADN gendémico
en todas las muestras, presentando variabilidad en las cantidades de ADN con
diferencias significativas al relacionarla con tiempo y temperatura de almacenamiento.
En los dientes intactos se observd mayor cantidad de ADN en las muestras
refrigeradas respecto a las almacenadas a temperatura ambiente, lo que reafirma que
existe degradacion de ADN en el tiempo cuando se encuentran los dientes a
temperatura ambiente3>75. Esto se sustenta en que el almacenamiento en seco a bajas
temperaturas preserva el material bioldégico ya que se ralentizan las reacciones
quimicas que generan la degradacion®, inhibiendo o minimizando la actividad
microbiana y enzimatica®'. A pesar de esta ralentizacion, es recién a los 25°C donde
actian las enzimas proteoliticas y a los 37°C las hidroliticas por lo que en este rango
comienza el proceso de descomposicion que favorece la multiplicacion de
microorganismos. Por lo que cuando se expusieron dientes a temperaturas de 4°C,
20°C y 40°C por un intervalo de 2 semanas a 36 meses, si bien se obtuvieron

resultados positivos para todas las muestras y a pesar que en un marcador especifico
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hubo disminucion en la tasa de éxito de identificacion cuando aumento la temperatura,

no se encontraron diferencias significativas entre las tres temperaturas estudiadas**.

6.1.3 Sumergidos

En dientes sumergidos in vitro en un intervalo de tiempo de 1 semana a 6 meses fue
posible obtener perfiles genéticos*+4>7478  Sin embargo, en algunas muestras la
calidad del ADN disminuyé a partir del mes de exposicion** atribuyéndolo a: (1) el
efecto de la dilucion del agua por su mayor tasa de hidrélisis en comparaciéon con el
aire o suelo (2) la accion del zooplancton4, y (3) la presencia de caries que permite la
infiltracion del agua en la cavidad pulpar degradando la pulpa 'y el ADN4. En cuanto a
casos reales, se pudo identificar 9 cuerpos que estuvieron sumergidos en un rio en un
intervalo de tiempo de 3 meses a 3 afios obteniendo perfiles genéticos en todas las

muestras’’.

No se encontraron diferencias significativas en la tipificacion del ADN en dientes
sumergidos en agua de mar y en agua de rio durante periodos de 15 dias a 6 meses*.
En el mismo estudio se observé que los dientes sumergidos en agua arrojan los
resultados mas pobres de comparacién con otros ambientes (aire libre, muestras
enterradas, temperatura ambiente) 44, mientras que otros articulos los sitan con mejor
rendimiento que las muestras enterradas en suelo que tuvieron los peores resultados
2045 sjendo incluso esta diferencia estadisticamente significativa?®. No obstante, de
todas formas, las muestras sumergidas se encuentran dentro de los ambientes con

peores resultados.

6.1.4 Enterrados

En dientes enterrados experimentalmente durante 1 semana a 6 meses se obtuvo
cantidad y calidad suficiente de ADN para perfiles genéticos en la mayoria de las
muestras 3544457478 y no se encontraron diferencias significativas en la identificacion
del material genético en dientes enterrados en tierra o en arena®*. A las 6 semanas de
enterrados disminuy6 la concentracion del ADN en un 90% y se demostré que existia
una correlacion de la amplificacién con la duracion del almacenamiento en el suelo.

Después de un afio algunas muestras no contenian concentracion de ADN nuclear
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suficiente para ser detectadas, realizandose amplificacion de ADNmt que tuvo éxito en
todas las muestras®. Los resultados anteriores se podrian explicar por la presencia de
bacterias aerobias presentes en suelos arqueoldgicos normales que desempefian un
rol fundamental en la destruccion de tejido mineralizado, siendo el agua subterranea
local, el oxigeno, el pH y la temperatura determinantes del tipo de microorganismos

presentes y de la rapidez con que se multiplican’.

En el caso de muestras obtenidas de cuerpos no identificados, los intervalos de
tiempos de exposicion son mas amplios fluctuando desde 1 dia a 50 afios®4477. En
cuerpos que estuvieron enterrados por 5 afios de un total de 20 dientes se recuperaron
5 muestras de pulpa lo que podria indicar una influencia del suelo en la conservacion
del tejido pulpar. No obstante, las sefiales de amplificacion del tejido pulpar fueron las
mas fuertes en comparacion a otros tejidos dentales®. En otro estudio**, se recuperd
ADN suficiente en cantidad y calidad para la identificacion de un cuerpo que estuvo
enterrado durante 50 afos, lo que se atribuye a la proteccion que sobre los dientes
ejercieron los tejidos circundantes. Los resultados de estas investigaciones
demuestran la singularidad de cada caso y escena forense.

En otro aspecto, un estudio®® evidencié que en muestras enterradas disminuye la
cantidad del material genético a través del tiempo en comparacién a otros ambientes,

sin embargo, no especificé el intervalo post mortem de exposicion.

En muestras arqueoldgicas de dientes enterrados en suelo de 1000 y 2000 afios de
antigiedad?’ se obtuvo una tasa de éxito del 80% en la amplificacion. Estos resultados
demuestran que tanto la dureza del esmalte, como la obliteracion de los tubulos
dentinarios® protegen por cientos de afios al material genético de diversos factores
ambientales, preservando el ADN pulpar en cantidad y calidad suficiente para la
amplificacion, siempre y cuando se respeten las normas de descontaminacion
mencionadas en esta revision bibliografica. Y en lo que respecta al suelo, se sefiala
gue parte de sus componentes como acidos humicos y falvicos podrian tener una

posible accion inhibidora sobre las enzima biolégicas®®.
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Los estudios demuestran que el tiempo y la tierra son factores que descomponen la
pulpay degradan el ADN'6:20.45. pero alin asi es posible obtener resultados de muestras

enterradas antiguas?’.

6.1.5 Incinerados

En dientes incinerados experimentalmente**%> expuestos a una temperatura de 100-
200°C por un tiempo de 5 a 10 minutos los resultados negativos se asocian mas al

tiempo de exposicion que a la temperatura®.

En el caso de dientes que se expusieron a 250°C por un tiempo de 30 minutos se
observé una disminucion de cantidad y calidad en la mitad de las muestras y a los
300°C no se logré ningun resultado’, al igual que en el estudio de Chowdhury#® que
no se obtuvo ADN a los 350°C no especificando el tiempo durante el cual estuvieron

expuestas las muestras a esa temperatura.

Desde los 400°C en dientes expuestos por 1-2 minutos, los resultados positivos de
amplificacion disminuyeron4+>°, destacando que a esta temperatura al aumentar 1
minuto de exposiciéon disminuye notablemente la cantidad y calidad del ADN**. A los
500°C no se encontraron resultados positivos ya que la pulpa comenzé a

carbonizarse®>.

En casos forenses reales se obtuvieron resultados positivos, pero en la mayoria no se
especifico el tiempo y los grados a los que estuvieron expuestas las muestras?943.7°
excepto en un reporte de caso'* donde se indica que el cuerpo fue incinerado a 1094°C
durante 30-40 minutos encontrando un ADN gendémico pulpar intacto con alto peso
molecular que permitio identificar exitosamente a la victima. Sin embargo, los datos
presentados en este estudio se contraponen a lo postulado por Alvarez** quien

manifiesta que en casos reales las temperaturas no superan los 200°C.

Fue posible identificar la mayoria de las muestras de casos reales'#20.43.79
evidenciando que los tejidos que rodean la pulpa dental evitan la conduccién del
calor®®, incluso a temperaturas altisimas por un largo tiempo de exposicion, a diferencia
de las muestras in vitro que sobre 400°C se ve una disminucion notable del rendimiento

del ADN que podria explicarse por la ausencia del factor protector de los tejidos
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circundantes del diente. A pesar de que los dientes son muy resistentes al cambio de
temperatura, las altas temperaturas producen la evaporacion del agua y del material
organico, llevando a un proceso de contraccion de los tejidos dentales lo que provocara

diversos cambios morfolégicos a nivel estructural.

En general, en distintos periodos de tiempo a temperatura ambiente el ADN disminuye
en cantidad y calidad sin una relacion lineal comportandose de manera similar tanto
en dientes temporales como definitivos, pudiendo interpretarse que existen otros
factores determinantes involucrados. Ademas, el tiempo post mortem resulté ser un
factor crucial en la mantencion de la cantidad del ADN presentando mayor
cuantificacion en tiempos mas cortos, pero aun asi, en intervalos de tiempo mas largos
e incluso en cuerpos putrefactos es posible amplificar el ADN con fines de
identificacion. Se puede establecer que en un primer periodo post mortem ocurre una
degradacion acelerada significativa, mientras que el momento en que ocurre una
desaceleracion en la degradacion es un punto controversial, no pudiendo establecerse
un tiempo exacto de duracion de la aceleracion o comienzo de la desaceleraciéon
porque los estudios analizaron intervalos de tiempo que difieren mucho entre si

dificultando su comparacion.

Al hablar de muestras sometidas a temperatura ambiente o a temperaturas bajas (4°C-
8°C), si bien disminuye la cantidad de ADN a medida que transcurre el tiempo, este
rango de temperatura no afecta su calidad arrojando estas condiciones, segun la
literatura analizada en esta revision, los mejores resultados de obtencion de ADN en

comparacioén a otros medios.

En muestras que se encontraban enterradas disminuy6 la concentracion del ADN con
el tiempo. No obstante, se pudieron identificar con éxito muestras enterradas por 50
afos e incluso fue posible obtener perfiles genéticos de muestras antiguas de miles de
afios enterradas con mejor resultados que en casos experimentales, Io que demuestra
la importancia de que el diente se encuentre protegido por tejido blando, ademas de
ser trascendental en este tipo de muestras aplicar normas estrictas de

descontaminacion y manejo, a fin de no dafiar el ADN que probablemente ya se
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encuentra degradado. Cabe resaltar que no se encontraron diferencias significativas

entre tierra y arena.

En dientes sumergidos en general no se encontraron diferencias significativas entre
agua dulce y de mar, pudiéndose obtener perfiles genéticos en muestras con hasta 3
afios de inmersion. No obstante, al comparar entre sumergidos y enterrados siempre
presentaron los mas bajos rendimientos al compararlos con otros ambientes,
existiendo controversia en la literatura analizada respecto de cual de ellos dos arroja

peores resultados.

En dientes sometidos a incineracion, el efecto en el ADN depende principalmente del
tiempo de exposicion mas que del aumento de temperatura, donde incluso 1 minuto
hace la diferencia. En este sentido también se demostré que mientras mas protegido
esté el diente, ya sea tanto por los tejidos blandos como por los tejidos éseos en
dientes retenidos en su alveolo o sin erupcionar dentro del hueso, menor seré el efecto
del calor en el ADN y mejor seré su rendimiento, pudiendo obtenerse un perfil genético

incluso cuando se alcanzan temperaturas extremadamente altas.

Los estudios evidencian que independientemente del intervalo post mortem vy
condicion de almacenamiento hay disminucién en cantidad y calidad del ADN. No
obstante, es posible recuperar material genético éptimo para perfiles genéticos. Por
otra parte, es dificil establecer comparaciones dado los periodos y condiciones
desiguales a las que se sometieron las muestras lo que ademas dificulta determinar la

influencia de los factores de manera independiente sobre el ADN pulpar.

6.2 Factores inherentes al diente

Hay que considerar que los dientes a pesar de tener la misma estructura histolégica
difieren en forma y tamafio inter e intra individuos. Por lo que es fundamental
profundizar en como los factores inherentes al diente condicionan el analisis genético,
para orientar una seleccién de dientes que optimice la extraccion de ADN y mejorar

las tasas de éxito en la identificaciobn humana.
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6.2.1 Tipo de diente

Diversos estudios avalan la premisa que la cantidad del ADN esté influenciado por el
tipo de diente*’-’? a pesar de esto se obtuvieron excelentes resultados en los perfiles
de identificacion*’, obteniendo mayores cantidades en premolares y molares, lo que
se puede explicar por la cantidad de raices y el mayor tamafio de la cAmara pulpar4”-72,

Si bien las cantidades de ADN fueron similares entre dientes anteriores (media = 26.38
ng/uL) y posteriores (media = 25.95 ng/uL)’?, estos resultados no son
significativamente heterogéneos ni representativos por el pequefio tamafio de la
muestra, por lo que la mejor alternativa como muestra ideal serdn aquellos que
contengan el mayor volumen pulpar y area de superficie de raiz, siendo asi los molares
los mejores candidatos’? y ante la ausencia de estos, son alternativas confiables los

premolares® y caninos 8.

En contraparte, en algunos estudios no se identifico una influencia del tipo de diente
en el ADN dental 182043 nj en la identificacion de los perfiles genéticos obtenidos 22,
tanto nucleares como de ADNmt’®. Es importante destacar que en algunas
investigaciones utilizaron tejidos mineralizados como tejidos blandos para hacer el
andlisis genético 2%7°, por lo que los resultados obtenidos no diferencian el rendimiento
del ADN pulpar con el ADN de tejidos mineralizados y por lo tanto las conclusiones

pueden estar sesgadas.

Respecto a la influencia del nUmero de raices en la calidad y cantidad del ADN, se ha
demostrado que en dientes multirradiculados se recupera mas ADN que en
unirradiculado, a pesar de que estos ultimos cuentan con un acceso mas facil y regular
a la caAmara pulpar®4’, Este hecho es atribuible a que molares y premolares presentan
mayor volumen de la pulpa, area de raiz mas grande y mas cemento celular por
superficie de la raiz®. Sin embargo, es posible obtener resultados tanto de dientes con

raices Unicas como de dientes con raices multiples®®.

Adicionalmente, el nimero de raices puede determinar la retencién del diente en el

hueso alveolar ya que pueden ser desalojados durante la muerte. Por consiguiente,
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los que tienen multiples raices son menos propensos a perderse respecto a los

anteriores durante la descomposicion post-mortem44,

En otros estudios también se demuestra que el hueso alveolar protege al foramen
apical ya que se han obtenido mejores resultados en cuerpos enterrados en
comparacion a dientes desalojados, por lo que la pulpa no se degrada tan facilmente?4.
Del mismo modo ocurre en el reporte de caso!* Sweet de un cuerpo quemado, en que
la identificacion de la victima se realizé por medio de sus 4 terceros molares gracias a
gue se encontraban incluidos y estaban relativamente bien protegidos por tejidos
blandos, hueso alveolar y huesos maxilares, por lo que se pudo recuperar el ADN
pulpar obteniendo un alto rendimiento del material genético. Tanto Alvarez*4 como
Sweet!4 hacen referencia a la relevancia de los tejidos circundantes del diente para la
mantencion de la pulpa dental y por tanto un mayor porcentaje de resultado positivo
en la identificacibn humana. Sin embargo, se debe considerar que en ambas
investigaciones!4,44 se analiza s6lo un cuerpo por lo que al ser muestras reducidas no
tienen el grado de evidencia suficiente para asegurar que el hueso alveolar influye en
la preservacion del ADN pulpar, sugiriéndose profundizar en las investigaciones de

este area.

La seleccion 6ptima de los dientes y el muestreo de los dientes antes de la extraccion

de ADN probablemente mejoraran aiin mas las tasas de éxito del analisis genético.

6.2.2 Edad

Como resultado de la aposicion fisioldgica de la dentina conforme aumenta la edad se
provoca la disminucion tanto del tamafio de la camara pulpar, como la cantidad de
pulpa y por ende del material genético siendo caracteristicas observables y
medibles®! existiendo controversia en la literatura en cuanto a la relaciéon entre la edad

y el rendimiento de ADN.

Una serie de estudios que analizaron dientes que pertenecian a personas en un rango
de edad entre 14-104 afios indica que la edad no influye en el rendimiento de ADN 2,
22,4380 tanto nuclear como mitocondrial®®, ya que en la mayoria de los casos el ADN

de alto peso molecular estaba presente*?, por lo que en las muestras de edad
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avanzada se pudo recolectar tejido pulpar de suficiente cantidad y calidad para realizar
andlisis genético??. Otras investigaciones plantean que la edad influye negativamente
en la cantidad y calidad del material genético y postulan que este factor podria explicar
la no homogeneidad de algunos resultados**.

Finalmente, a pesar de que en teoria el aumento de edad del diente conduce a una
disminucién en el contenido de ADN y un cambio en la distribucion de este en todo el
diente, los estudios analizados en esta revision no demuestran que la edad influya en

su rendimiento para fines de identificacion.

6.2.3 Integridad del diente

La pérdida de integridad del diente se da en exposiciones pulpares y en presencia de
caries dental y sus microorganismos asociados que provocan una respuesta dentinaria
que conlleva a la retraccion pulpar?® lo que podria afectar la cantidad del material
genético del tejido pulpar. Es por esto que se emplean dientes preferentemente sanos
para la identificacién forense mientras que los dientes con patologia de caries
generalmente se rechazan puesto que la integridad puede verse comprometida y no
se puede descartar la contaminacién externa desde diferentes fuentes del ADN, por lo
que los resultados finales podrian ser engafiosos?*. Sin embargo, en ausencia de
muestras sanas es importante tener en consideracién que los dientes no sanos adn

pueden producir suficiente ADN para la extraccion y posterior analisis

Diversos estudios postulan que el éxito del andlisis genético no se ve comprometido
por la presencia de caries®?* incluso con pérdida de tejido'®. Asi mismo, una
investigacion?* evidencié que si bien existe presencia de perfiles bacterianos en
dientes con caries, el andlisis estadistico no pudo establecer una asociacion entre los
microorganismos y los perfiles genéticos dentales, indicando que no hay diferencias
estadisticas en el rendimiento del ADN en dientes con caries en comparacion a dientes
sanos, concluyendo que la gravedad de la lesion cariogénica, asi como las
comunidades bacterianas asociadas, parecieran no tener influencial®?* . Ante estos
resultados, dientes con procesos de caries leves a moderadas podrian tener mayor

valor que un diente anterior sano para el proceso de identificacion mediante ADN °.
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Ademas de la caries, la exposicion pulpar también puede generar contaminacion de la
pulpa al estar sometida a condiciones ambientales, tal como fue demostrado en una
investigacion® donde las concentraciones de ADN obtenidas de las hemisecciones
longitudinales de dientes disminuian rapidamente debido a que el tejido se expuso al
medio ambiente al estar enterrados, produciendo una rapida degradacion del ADN de
las células pulpares en comparacion a los dientes que no se seccionaron, lo que se
podria explicar por la ausencia de las barreras protectoras. Es importante mencionar
que esta variable fue analizada por solo un autor, por lo que se necesita mayor

evidencia al respecto para tener mayor representatividad.

Los estudios sugieren la posibilidad de considerar dientes con caries para la
identificacion humana debido a que como presentan una alta prevalencia, su exclusiéon
disminuiria significativamente el nimero de muestras. Sin embargo, en el caso que
existiera exposicion pulpar, este tejido estara propenso a degradarse y contaminarse
mas rapidamente por no estar protegido en su totalidad. Es necesario realizar mas
estudios para evaluar el rendimiento de ADN en dientes con caries o restaurados y

también en dientes con exposicion pulpar.

6.2.4 Dientes temporales

Durante todo el capitulo se ha hecho referencia a los dientes definitivos, pero es
importante destacar que actualmente existe un aumento en el nimero de delitos contra

nifios en forma de maltrato, abuso fisico / sexual y /o secuestro*®

En estudios que han analizado el comportamiento de dientes temporales 4573 se
observdé que las muestras de referencia (hisopos bucales) concordaban con los
resultados obtenidos de dientes primarios” y que la cantidad que fue entre 1.33 ng/mL
y 154 ng/mL y calidad del ADN pulpar de dientes deciduos es suficiente, para realizar
identificacion basada en ADN”3 con una precision de entre un 40% y 100% 6. Esto
demuestra que los dientes temporales pueden ser muestras valiosas para la
determinacién de un perfil de ADN, resultando extremadamente Util para estas

circunstancias.
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Tras el andlisis de la literatura que abordo los factores inherentes al diente que podrian
influir en la cantidad y calidad del ADN pulpar para la identificacion humana queda en
manifiesto que a pesar de que existe controversia entre los diferentes autores respecto
a si el tipo de diente influye significativamente, es un hecho que en dientes posteriores
la cantidad de pulpa es mayor lo que no significa que en dientes anteriores no se pueda
lograr una identificacion con éxito. Por lo anterior, se sugiere que para optimizar el
muestreo se seleccionen dientes con mayor volumen pulpar y multiples raices, para
obtener un mayor rendimiento de ADN vy retencion en el hueso alveolar, siendo por
estas razones los molares los mas adecuados y en caso de no contar con ellos, se

recomiendan como segunda opcién premolares y caninos.

Con respecto a la edad, la evidencia confirma que esta produce cambios morfologicos
dentales que podrian afectar el contenido o preservacion del ADN. Aun asi, la mayoria
de los autores analizados en esta revision postulan que no existe relacion entre la edad
y la cantidad/calidad del material genético. En cuanto a la pérdida de integridad en
dientes con caries, se evidencia que la gravedad de la lesion, asi como las
comunidades bacterianas asociadas no tienen influencia en el rendimiento del ADN
pulpar. Por otra parte, en los casos en que existié exposicion pulpar, este tejido fue
propenso a degradarse y contaminarse mas rapidamente por no estar protegido, lo
que reafirma al esmalte como el factor protector mas importante del ADN pulpar,
ademas de los otros tejidos duros y blandos.

La denticion temporal se comporta de manera similar a la denticidén definitiva en cuanto
a degradacion del ADN siendo su cantidad y calidad suficiente para obtener perfiles
genéticos, lo que resulta de vital importancia debido a la alta tasa de delitos infantiles.
Ademas, gracias a que algunas comunidades acostumbran a conservarlos como

recuerdo, estos dientes pueden ser Utiles como muestras de referencia.

De acuerdo a los resultados de esta revision, es complejo determinar la influencia de
los factores inherentes al diente ya que presentan variaciones en los diferentes
estudios. No obstante, se establece que estos factores no evidencian una influencia
determinante en el rendimiento del ADN pulpar por lo que factores exdégenos al diente

serian mas determinantes en este sentido.
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6.3 Factores inherentes a la metodologia

Entre los factores de manejo de la muestra que influyen en la cantidad y calidad del
ADN pulpar se encuentran: los métodos de descontaminacion de la superficie dental,

extraccion del tejido pulpar, extraccion y amplificacién del ADN.

6.3.1 Descontaminacién

Se considera que la descontaminacion es generalmente un requisito previo para el
analisis del ADN, sin embargo, los métodos que han sido disefiados para la eliminacion
del ADN exdgeno tienen un efecto desconocido en el ADN endégeno?®. Por lo anterior,
en la Tabla V se resumen las técnicas de descontaminacion que fueron mencionadas
en los estudios analizados en esta revision y que coinciden con las técnicas mas

utilizadas en la literatura.

Publicacién Técnica Hipoclorito de Luz ultravioleta Otro
simple sodio (UV) pretratamiento

47 X X

17 X X

27 X X

75 X X

72 X X X

77 X

35 X X

18 X X X

Tabla V: Estudios que mencionaron uno o mas métodos de descontaminaciéon

La mayoria de los estudios utilizan 2 0 mas métodos de descontaminacion y en algunas

publicaciones no especifican o detallan la técnica propiamente tal 357577,

Segun los resultados, la técnica simple de descontaminacion se puede utilizar como
(1) método Unico’” ,(2) como paso previo a distintos procedimientos o pretratamientos
de las muestras como descalcificacion 3° y uso de estabilizadores de ADN”® y (3) en

combinacién con otros métodos como generalmente es empleada?’4"-’2 . Su uso como
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técnica Unica de descontaminacion esta justificado en casos con bajo riesgo de
contaminacion de las muestras?®’®, arrojando buenos resultados en la amplificacién
35,7577 su implementacion de forma Unica o como paso previo, siendo suficiente para
eliminar incluso los contaminantes presentes en muestras enterradas 3>’ que podrian
interferir en la amplificacion del ADN. Los autores probablemente consideraron que en
las condiciones recién descritas el ADN contaminante no penetra profundamente en el
diente por lo que una limpieza superficial bastaria para eliminarlo de la muestra 28,
ademas las caracteristicas histoldgicas del diente, sobre todo del esmalte © lo hacen

una muestra altamente resistente a la contaminacion.

Segun los resultados de esta revision, la radiacion UV es un método de
descontaminacion muy utilizado que actia sobre el ADN exdgeno fragmentadolo a
través del dimero de timina. Generalmente esta técnica se usa en complemento con
otras 17274772 y algunos autores*’ la consideran una técnica menos agresiva con el
ADN enddégeno en comparacion con los productos quimicos utilizados que podrian
penetrar en el diente. Ademas, la luz UV presenta resultados positivos, tanto en
muestras in vitro 4"-’2 como en muestras forenses de importancia arqueolégica 172’
donde también se utiliza como descontaminante de las areas de manipulacion. De
acuerdo a los resultados de amplificacion de ADN de muestras de hasta 2000 afios de
antigiiedad 7?7, se puede inferir que la radiaciéon con luz UV elimina eficientemente la
contaminacion de ADN exdgeno presente en la superficie de la muestra sin dafar el
ADN endégeno degradado gracias a la presencia de barreras protectoras 8 como el

esmalte.

Por otra parte, los estudios detallan la metodologia que usaron, tanto en longitud 4772
de onda como en el tiempo de exposiciéon (entre 10-15 minutos) 274772 y presentan la
desventaja de que la técnica de descontaminacion no fue evaluada en sus resultados
y aunque asi hubiera sido, debido a que la técnica UV se utiliz6 en combinacién con

otras no se hubiera podido determinar su influencia especifica en el material genético.

La limpieza con hipoclorito de sodio es otro de los métodos mas empleado en la
descontaminacion de las muestras en esta revision, siendo usado principalmente en

combinacién con otras técnicas 872, A pesar de que el hipoclorito fragmenta las hebras
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de ADN?8, se obtuvieron resultados positivos cuando las muestras fueron lavadas a
una concentracion del 3% durante 5 minutos con una tasa de éxito del 87.5% de
cuantificacion de ADN’? no detectdndose ADN exdgeno. Iguales resultados se
obtuvieron cuando se sumergieron las muestras en una solucion de hipoclorito al 5%
durante 15 minutos e incluso realizandose la extraccion del material genético en
distintas oportunidades lo que podria haber determinado un mayor riesgo de
contaminacion'®. Estos resultados podrian estar asociados a que el hipoclorito de
sodio al ser eliminado completamente de la superficie dental no dafié ni interfirié en la
amplificacion del ADN, ya que posiblemente degrado solo el ADN exdgeno debido a la
proteccion del ADN pulpar por el esmalte®®3, Una de las ventajas de estos estudios
fue que detallaron la técnica en cuanto a concentracion y tiempo de exposicion del
hipoclorito lo que permite tener la informacion de utilidad para que a futuro se generen
protocolos respecto a esta materia. A pesar de los resultados exitosos obtenidos, ain
se esta dilucidando si el hipoclorito de sodio afecta el ADN enddgeno por su alto
potencial de penetracion que le permitiria ingresar a la cavidad pulpar y degradar tejido
organico 282° | por lo que se recomienda evitar su uso en dientes con bajo riesgo de

contaminacion.

Si bien se ha considerado el procedimiento de descontaminacion un factor que puede
alterar la degradacion del ADN"?, se debe destacar que los estudios no evalian
particularmente la influencia del método de descontaminacion, debido a que utilizan
técnicas complementarias distintas'®’? tal como se observa en la Tabla V. En base a
los buenos resultados en los perfiles genéticos se podria inferir que los métodos de
descontaminacién no degradan el ADN enddgeno, sin embargo, los resultados son
interpretados en base a objetivos que no analizan la eficiencia ni influencia de los
descontaminantes en el material genético por lo que no se puede asumir una relacién

directa entre el método de descontaminacion y la calidad del ADN.

6.3.2 Extraccion pulpar

La extirpacion pulpar es un paso critico dentro de los procedimientos para lograr una
eficiente recoleccion de material genético, maximo rendimiento de la muestra y un

analisis exitoso. Por lo mismo, el conocimiento de la técnica que recupere mejor el
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ADN es de gran utilidad. De acuerdo con los resultados de nuestra revision que se

resumen en la Tabla VI, se exponen las técnicas utilizadas por los autores.

Referencia Trituracion Acceso Seccioén Seccioén Fragmentacién
endododntico horizontal longitudinal
oclusal
27 X
36 X
18 X
14 X
78 X
46 X
75 X
22 X X
44 X X X
17 X X
24 X

Tabla VI: Métodos de extraccion pulpar utilizados por distintos estudios

De acuerdo con los resultados de la Tabla VI, la técnica de acceso endodontico oclusal
es la mas utilizada 182736 | seguida del corte horizontal'”#47> y la seccién longitudinal
14,46.78 En contraparte las menos empleadas son la trituracion??>44 y la fragmentacion?-.
Algunos autores dentro de sus objetivos compararon diferentes técnicas entre sil72244
mientras que otras investigaciones no las contemplaron en los objetivos ni los

resultados1446.78

El método de acceso endodontico oclusal es la técnica actualmente utilizada en
odontologia por ser un procedimiento facil'’. En los estudios que utilizaron esta técnica
18,27,36 incluso si la extraccion se realizaba en 2 oportunidades'®, se obtuvo una tasa
de éxito en la identificacion del ADN del 60% al 100%. Ademas, presentd grandes

diferencias significativas en cuanto a cantidad y calidad de ADN cuando fue
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comparada con la trituracién??. Esta técnica de trituraciéon se describe como un método
sencillo y rapido, pero a pesar de ello tiene varias desventajas: (1) destruye
completamente la muestra?? causando una pérdida irreversible que imposibilita la
obtencién de datos importantes a través del examen fisico; (2) debido a que se
pulveriza el diente completamente se desconoce el tejido al cual pertenece el ADN; (3)
produce calor que puede degradar aun mas el ADN endogeno y (4) aumenta los
riesgos de contaminacion que llevan a una reduccion de la cantidad y calidad del
ADNB4,

De acuerdo a la literatura, la técnica de acceso endodontico oclusal preserva la
anatomia del diente siendo una excelente alternativa cuando se requieren realizar
procesos de identificacion en mas de una oportunidad, siempre que el operador realice
el procedimiento con pericia para minimizar el riesgo de contaminacion y utilice

refrigeracion para evitar que el calor del procedimiento afecte la pulpa dental.

Cuando se compar6 el acceso endoddéntico oclusal con el método de trituracion®* y
seccion transversal'’44 todas las técnicas arrojaron resultados positivos#. Sin
embargo, el método de seccidn transversal presentdé mayor rendimiento (cuantificacion
del ADN mitocondrial) incluso en muestras prehistoricas en las que este se encontraba
degradado'’. Se demostrd que si bien la técnica de acceso endoddéntico oclusal y la
de corte cervical son técnicas conservadoras, en la Ultima existe menor manipulacion
dental lo que reduce la posibilidad de contaminacién o destruccién permitiendo
recuperar una alta cantidad de ADNY/, premisa que se respalda con los buenos

resultados obtenidos con la técnica horizontal en el estudio de Terada’®.

Por otra parte, la técnica de extraccion pulpar de corte longitudinal fue utilizada en un
reporte de caso'#, en un estudio experimental’® y en dientes temporales*® con una tasa
de éxito sobre el 80% en la amplificacion del ADN pulpar. Entre sus desventajas se
menciona que es una técnica que requiere destruir longitudinalmente el diente para
recuperar efectivamente los tejidos pulpares con mas probabilidad de pérdida de tejido
pulpar, riesgo que aumenta cuando se tienen raices finas y curvas. Ademas, las tasas
de éxito obtenidas en los estudios no pueden ser atribuidas a esta técnica ya que las

investigaciones 144678 no analizaron en sus objetivos su influencia en la cantidad y
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calidad del ADN. Considerando lo anterior se sugiere realizar mas investigaciones

respecto a este topico.

En contraste a las técnicas anteriormente expuestas se encuentra la técnica de
fragmentacion, método sencillo que permite la extraccion del tejido pulpar en cantidad
suficiente en la mayoria de los dientes con un éxito en la identificaciéon de un 67,5%.
Se postula que en comparacion a otros métodos esta no disminuye la cantidad y la
calidad del ADN?* en contraposicién a lo mencionado anteriormente. Sin embargo,
tiene como desventajas que destruye la muestra y es un método menos prolijo que
aumenta el riesgo de contaminacion?*. No obstante, existe poca literatura que respalde

esta técnica y por consiguiente, no se podria asegurar el éxito en todos los casos.

La correcta eleccion de la técnica es un paso clave ya que influye directamente en la
cantidad del ADN extraido. Sin embargo, de acuerdo a la literatura se ha prestado poca
atencion a mejorar los métodos de extraccion pulpar dental y entre los vacios
identificados se encuentran la nula importancia que se le da al tipo de instrumento
utilizado en la recuperacién pulpar y la influencia de estos en la cantidad del ADN
obtenido, por lo que profundizar en la seleccién del mejor instrumento para recuperar

el tejido pulpar contribuiria a realizar técnicas cada vez mas prolijas.

6.3.3 Extraccion de ADN

En la metodologia de la identificacion basada en ADN uno de los pasos clave para
asegurar un resultado preciso, consistente y exitoso es la extraccion de material

genético®’.

Existen diferentes métodos de extraccion de ADN y entre los analizados en esta
revision esta el ampliamente utilizado método organico (fenol-cloroformo), el método
de silice, el método de Chelex, ademas de las modificaciones a dichos protocolos.
Algunos de los estudios analizados tenian como objetivo principal el estudio del
método de extraccion de ADN, mientras que otros simplemente lo empleaban sin
realizar mayores conclusiones respecto a él, lo que hizo compleja la interpretacion de

datos.
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El método organico de fenol cloroformo es considerado la técnica gold estandar de
extraccion de ADN“? siendo la mas probada en la ciencia forense*® ademas de ser
relativamente econdémica. Esta técnica proporciona un alto rendimiento de ADN*? con
una recuperacion sustancialmente adecuada en muestras actuales!’ 'y
extremadamente degradadas®’, tanto antiguas como forenses!’4>74 permitiendo la

identificacion por perfil autosémico, genotipo Y-STR o ADNmt16:77,

Se ha demostrado que el método organico permite identificacion por medio de ADN en
dientes definitivos y temporales exfoliados/extraidos con precision del 100% al mes de
extraccion y 40% a los 6 meses?®. Sin embargo, estos resultados no se pueden atribuir
a la técnica de extraccion del ADN ya que habrian otros factores involucrados que no
fueron analizados de manera independiente, como el intervalo post mortem. No
obstante, se evidencia que la metodologia organica tiene resultados similares en
dentadura permanente y decidua a pesar de tener proporciones pulpares distintas?!
porque con esta técnica se obtienen resultados exitosos en muestras incluso altamente

degradadas?.

Existen diferentes protocolos segun el tipo de sustrato a digerir con tiempos de
incubacion variables*®. Se postula que en caso de que se requiera identificacion
genética urgente, el uso de tiempos cortos de lisis celular arroja resultados de buena
calidad y no existen diferencias significativas en la cantidad de ADN obtenido a tiempos
mayores de incubaciéon’’. Si bien esta etapa preliminar de lisis es importante, lo
principal en el proceso de extraccion es el aislamiento del ADNC e incluso con tiempos

acotados de lisis el ADN que se logra liberar es suficiente para lograr identificacion.

Respecto al precipitado del ADN obtenido por el método organico de extraccion, la
columna de concentracion ha arrojado mayores cantidades de ADN que el econdémico
método de precipitado por isopropanol. Sin embargo, no han existido diferencias
significativas en la amplificacion por lo que el isopropanol habria compensado con una
mayor pureza ’’. Lo anterior confirma que los sistemas de columnas han ayudado a
aumentar el rendimiento y mejorar la fiabilidad del proceso en comparacion con el
desafio que significa la manipulaciéon de liquidos 8 en los métodos manuales de

precipitacion por isopropanol.
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Por otra parte, Tsuchimochi®® usé una metodologia basada exclusivamente en el tipo
de resina Chelex, demostrando que al realizar una extraccion de ADN de la pulpa
dental de dientes quemados es tanto o mas eficiente que usando la extraccion de fenol-
cloroformo, obteniendo ADN de calidad superior para la amplificacion por PCR. Este
resultado se puede explicar debido a que es una técnica que permite obtener
resultados mas optimos por sus multiples ventajas. Entre ellas, que es simple, rapida,
elimina impurezas y ademas, no involucra solventes organicos ni multiples tubos de
transferencia, lo que contribuye a disminuir la probabilidad de pérdida o contaminacion
de la muestra %°. Por todo lo dicho anteriormente se estima que este procedimiento

puede facilitar el uso del PCR en el analisis forense.

Se han realizado modificaciones al método fenol cloroformo®® agregando una
descalcificacion extensa de una semana con EDTA en combinacion con el uso de la
resina tipo Chelex. De esta forma se obtuvo ADN libre de contaminacion por RNA, de
alto peso molecular, con mayores rendimientos y de mejor calidad, consiguiendo
mejores resultados en comparacion con otros métodos. Estos resultados se pueden
explicar por las ventajas que presenta el Chelex nombradas anteriormente y las
cualidades de EDTA como agente quelante de los iones Mg ++ necesarios para la
actividad DNasa, protegiendo asi al ADN 8. La extensa descalcificacion desarrollada
por Trivedi®® mejord la recuperacion de los componentes celulares y la eliminacion de
los inhibidores de la PCR logrando una mayor extraccién de ADN por este método en

comparacion con el método tradicional fenol-cloroformo.

En cuanto al método de silice, este es una buena opcién al método fenol-cloroformo
ya que la cantidad de ADN extraido es similar e incluso superior a la obtenida de
estudios en los que se utilizé el método organico. Se puede prescindir del paso de
precipitacion de ADN y ademas disminuye la contaminacién de proteinas y el dafio
quimico potencial para el investigador?’. Se evidencié que la descalcificaciéon no es
necesaria para conseguir una extraccion de ADN eficiente en tejidos calcificados con
este método ya que la cantidad de ADN obtenido de dentina y pulpa fueron similares
en un estudio que utilizd columnas de silice sin descalcificacion previa de las

muestras?’. La utilizaciéon de silice GlassMilk ha permitido andlisis de secuencias de
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ADNmt exitosos. Esto se explica porque el método en base a silice es una buena
alternativa al método organico comunmente utilizado, que ademas involucra menor
dafio quimico, estandarizando y automatizando el procedimiento junto con mejorar el
rendimiento de fragmentos de ADN de longitud pequefia a moderada, ya que no

precisa de precipitacion previa’®.

El método de extraccion que se debe elegir debe ser el mas adecuado dependiendo
del caso y de las caracteristicas y condiciones en que la muestra se encuentre al
momento de ser analizada, todo ello en funcion de la mejor recuperacion de ADN.

6.3.4 Amplificacion del ADN

Debido a que el ADN extraido se encuentra en pequefias cantidades, se debe
amplificar con el fin de producir suficiente ADN para poder analizarlo y es aqui donde
la aplicacién de técnicas en odontologia forense ha ofrecido una nueva herramienta

cuando la identificacion por técnicas forenses usuales falla*3.

Existen diferentes métodos de amplificacion, sin embargo, la PCR convencional es el
mas utilizado, al igual que dentro de los estudios analizados en nuestra revision
16,18,43,44,4546,47 donde solo un estudio utilizé PCR en tiempo real 2° y otro utiliz6 un

método diferente de amplificacion®°.

La PCR no requiere ADN de alto peso molecular para amplificar una secuencia. Solo
precisa que la secuencia objetivo esté intacta para amplificar ADN incluso si este se
encuentra en baja cantidad*®, parcialmente degradado y/o desnaturalizado. Lo anterior
resulta beneficioso para el analisis de muestras de casos forenses, en las que la
cantidad y el peso molecular del ADN suelen ser menos que 6ptimos para el analisis
por otros métodos®®. Por tanto, se vuelve cada vez mas importante la técnica en este
campo®®, posicionandose por encima de todos los otros métodos debido a su alta tasa

de sensibilidad, especificidad, rapidez y confiabilidad?¢.

Si bien, practicamente cualquier secuencia de ADN corta definida puede ser analizada
de manera facil y rapida utilizando PCR &7:8 |os tejidos dentales han demostrado ser
una buena fuente de ADN gendémico®®, con cantidades suficientes y de buena calidad
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gue consiguen con éxito*® el andlisis basado en PCR para uso forense*®, logrando
identificar con 100% de precision muestras de dientes temporales analizados 1 mes

después de exfoliados y con un 40% luego de 6 meses de exfoliacion?®.

Cuando el ADN pulpar se encuentra degradado o se producen perfiles parciales, se
ha demostrado'® que el kit de amplificacion de ADN Minifilerl es el mas sensible y (til,
mientras que en los casos que las cantidades de ADN nuclear sean bajas y no se logre
la deteccidn, el andlisis de ADNmt® se puede llevar a cabo con éxito. No obstante, se
sugiere que la PCR en tiempo real seria la mejor indicacion para amplificar ADN tanto
nuclear como mitocondrial si se encuentra en bajas cantidades o arroja resultados

negativos con otras técnicas®®, facilitando asi el analisis odontolégico de restos?*®

En los casos que la amplificacion ha arrojado resultados equivocos (falsos positivos o
falsos negativos)*® las causas pueden estar en errores de manipulacién (como la
mezcla de muestras o el etiquetado incorrecto), la baja temperatura de la PCR,
cebadores largos, alta concentracion de sal en el tampon de reaccion, baja

concentracion del ADN, contaminacion e inhibidores?6.

La amplificaciéon e identificacion por medio de PCR es precisa y confiable*® incluso en
dientes que han sido sometidos a condiciones ambientales adversas, tanto
experimentales*® como reales*, ya que los dientes tienen la ventaja de ser resistentes
a la degradacion fisica y ambiental*® por lo que permiten obtener ADN en cantidades

suficientes.

La tasa de éxito de la amplificacion se ve influenciada de manera crucial por la
concentracion inicial del ADN#, el tamafio de los fragmentos como factor critico, la
sensibilidad de la electroforesis como método de visualizacién de los resultados de
amplificacion** que a menudo da una sobreestimacién del rendimiento del ADN* vy la
coexistencia de inhibidores de PCR?°. Con respecto a estos Ultimos se sugieren altos

estandares de asepsia y una temperatura adecuada mientras se realiza la PCR.

Existe un método de amplificacion distinto al PCR desarrollado recientemente y que

fue utilizado solo en un articulo de esta revision. Este es el método de amplificacion
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isotérmica mediada por bucle (LAMP)®C y tiene la capacidad de amplificar directamente
secuencias especificas de ADN en condiciones isotérmicas sin requerir de una plantilla
de ADN desnaturalizada. Ademas, permite la identificacion de manera mas rapida y
mas simple que con PCR convencional ya que permite la deteccion visual de la
amplificaciéon gracias a la turbidez blanca que otorga el pirofosfato de magnesio®.
(subproducto originado en grandes volimenes en la amplificacion) sin necesidad de
electroforesis de reactivos especiales. Todo esto la podria convertir en una técnica util
en identificacion de cuerpos. Sin embargo, se requieren mas estudios sobre este

meétodo y sobre la influencia de las condiciones donde se encuentre el cuerpo.

Hemos visto a lo largo de este capitulo que los factores inherentes a la metodologia

pueden influir en la degradacion y en la cantidad y/o calidad del ADN dental.

Respecto a la descontaminacion, las 3 técnicas analizadas dieron buenos resultados.
Sin embargo, se sugiere realizar técnicas no invasivas ya que seria suficiente para
eliminar los contaminantes que podrian interferir en los analisis genéticos sin dafar el
ADN enddgeno de interés para la identificacion. Por lo anterior, el método de
descontaminacion simple complementado con radiacién con luz UV serian los mas
recomendados por ser menos agresivos con el ADN enddgeno. Aun asi, faltan
estudios que analicen exclusivamente el impacto de la descontaminaciéon en el ADN,
asi como investigaciones que evallen el grado de contaminacién previo al proceso de
descontaminacién y cémo afecta en ello el intervalo post mortem, haciéndose
necesario el desarrollo de publicaciones que cuenten con grupo control para poder
determinar la efectividad de la técnica. Todo lo anterior, sumado a la omision por parte
de algunos autores de la metodologia de descontaminacion utilizada, asi como las
especificaciones e impacto de esta, dificultan la estandarizacion y la seleccion
adecuada de los métodos acorde a la variabilidad del caso.

En referencia a la técnica de extraccion pulpar, esta determina la cantidad de tejido
pulpar obtenido de la camara y los conductos radiculares siendo un procedimiento
crucial en los estudios forenses que requieren analizar material genético, sobre todo
en muestras que contienen ADN en pequeiios fragmentos, en los cuales es

fundamental evitar la pérdida pulpar. Acorde a esto y a los resultados obtenidos en
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esta revision se recomienda el uso de una técnica conservadora, siendo la de seccion
horizontal a nivel cervical o la de acceso oclusal endodontico las mas idoneas debido
a que presentan las ventajas de ser mas conservadoras que otras y tener una entrada
que permite una vision directa de la pulpa. Aun cuando estas técnicas se consideran
sencillas, es necesario contar con todos los instrumentos necesarios y un operador
gue posea tanto un conocimiento acabado de la anatomia dental como la experticia en
la manipulacion de las muestras e instrumentos, a fin de evitar la contaminacion del

ADN, punto critico en el rendimiento de la amplificacion.

En cuanto a las técnicas de extraccidon de ADN se plantea que el método organico
presenta como importante ventaja la gran cantidad de ADN recuperado y los métodos
basados en silice la alta eficiencia en la eliminacion de inhibidores de la PCR. Sin
embargo, el método basado en silice tiene una mayor relacién cantidad/calidad del
ADN recuperado y mayor rendimiento de muestras amplificadas respecto al organico,
lo que lo vuelve especialmente indicado en los casos forenses. Ademas, este método
es mas factible de automatizar, elimina el uso de solventes riesgosos para la salud del
investigador (fenol:cloroformo). Por todo lo anterior y en base a los resultados
encontrados en la literatura, con el afdn de complementar las ventajas de ambos
métodos se plantea que, dependiendo del caso, se combinen el método organico y el
método en base a resinas (silice o chelex). En lo referente a la descalcificacion existe

controversia en la literatura por lo que no se puede realizar un analisis concluyente.

Los tejidos dentales son una buena fuente de ADN para ser amplificada por PCR con
alta sensibilidad, especificidad, confiabilidad y relativa rapidez, incluso en casos con
muy poco ADN o ADN parcialmente degradado, como ocurre en casos forenses o
cuando la muestra ha estado expuesta a condiciones ambientales extremas. Cuando
las cantidades de ADN nuclear sean bajas se recomienda utilizar el kit de amplificacion
Minifilerl que ha demostrado ser mas sensible que otros o recurrir al analisis de ADNmt
para conseguir una amplificacién exitosa. Cuando se necesite amplificar este tipo de
muestras, la PCR en tiempo real es la indicacion. La tasa de éxito de la amplificacion
por PCR esta influenciada por los inhibidores de PCR y se deben tomar las medidas

necesarias para extraerlos o evitar producirlos. En relacion al método LAMP a pesar
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de presentar ventajas por sobre el PCR, es muy reciente y hace falta mayor

investigacion sobre como influyen en él las condiciones donde se encuentre el cuerpo.

Finalmente se concluye que siempre se debe realizar una seleccién cuidadosa de los
métodos a utilizar ya sea de descontaminacion, extraccion pulpar, extraccion de ADN
y amplificacion del mismo, considerando las caracteristicas de las muestras y factores
ambientales, con el fin de maximizar el rendimiento del tejido pulpar. En el caso de

muestras arqueologicas se deben extremar los cuidados.
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7 CONCLUSION

En esta revision de la literatura se identificaron factores que influyen en la cantidad y/o
calidad del ADN pulpar para fines de identificacion. Se determiné que el factor que mas
influyé fue el referido a las condiciones post mortem a las que se vio expuesta la
muestra y que a pesar de ello, el material genético fue suficiente para la identificacion.
Esto reafirma que el tejido pulpar es una excelente fuente de ADN para estudios
forenses. No obstante, también pueden influir en el rendimiento del ADN pulpar el tipo
de diente, las técnicas metodolégicas y la pericia por parte del operador, destacdndose
la alta sensibilidad de las técnicas de extraccion y amplificacion que permiten la
obtencion de resultados exitosos incluso con baja cantidad y calidad de material
genético. Los resultados obtenidos en esta revisidon sobre la influencia en el ADN de:
(1) las condiciones post mortem permiten prever en qué casos y condiciones el ADN
pulpar serd apto para identificacion, (2) los factores inherentes al diente orientaran la
seleccién de muestra mas apropiada y (3) la metodologia facilita realizar un manejo

prolijo y especifico de la muestra, aspecto en el que mas se puede intervenir.

Se destaca que la literatura encontrada es reducida y de baja evidencia, ademas los
autores se citaban entre si, lo que fue una limitacion en esta revision. Asi queda
patente que esta tematica es incipiente viniendo esta investigacion a aportar a que se
genere conocimiento en el area, siendo necesario continuar con la linea investigativa.
Se sugiere que en investigaciones futuras se analice Unicamente la degradacion del
ADN pulpar debido a que en algunos articulos de esta revision no se especifico el
origen histologico del material genético. Ademas, seria de gran utilidad tanto una
estandarizacion como un andlisis independiente de las variables para poder hacer
comparaciones entre los resultados y pesquisar la influencia en el ADN de cada uno

de ellos de forma sinérgica e individual.
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