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Introduccion

La Odontologia Forense es una rama de la
Odontologia que tiene como objetivo la
investigacion en el esqueleto humano de
las alteraciones psiquicas, fisicas, quimicas

y biolégicas que ocurrieron durante la vida
o en el proceso de la muerte. Ademas se
ocupa de la aplicacion de los conocimientos
odontoldgicos con fines de identificacion y
tiene utilidad en el Derecho Laboral, Civil y
Penal (Ferreira Da Silva, 2007; Henrique Alves,
2007).

En los sucesos de caracter bélico o
catéstrofes naturales, es prioritaria la labor
de recuperacion e identificacion de los
restos mortales para poder entregarlos a sus

Resumen

Objetivos: Los Odontélogos Forenses sélo utilizan dientes totalmente integros
y libres de caries para identificar individuos. Los procesos cariogénicos ponen
en contacto la cavidad pulpar del diente con el exterior, existiendo ademas
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familiares en el menor tiempo posible. La
identificacion se lleva a cabo comparando
los datos que se solicitan y se obtienen de los
familiares (denominados datos ante-mortem),
con los datos que los médicos forenses y

los equipos policiales de identificacion de
victimas obtienen de los cadaveres (datos
post-mortem).

En necroidentificacion existen los métodos
no odontolégicos (reconocimiento

directo, documentacion, prendas y objetos
personales, estudios antropométricos,
tatuajes, dactiloscopia, estudio interno del
cadaver, estudios analiticos y radiologia) y

los odontoldgicos (odontograma, extraccion
de maxilares, prétesis, radiologfa oral,

crdneometria y dentometria, fotografia oral,
queiloscopia, rugoscopia, superposicion

de imagenes y marcadores genéticos en el
diente). De todos ellos, los mas utilizados

son los métodos no odontolégicos debido

a su sencillez y bajo coste. En situaciones

en las cuales los procedimientos anteriores
no son factibles o debido a la gran cantidad
de degradacion de los cuerpos se recurre

a métodos odontolégicos. Desde los afos
noventa, en las investigaciones de accidentes
aéreos se recogen sistematicamente muestras
dentales para identificar los cuerpos.

En los casos de caddveres carbonizados,

los dientes son piezas clave, ya que sus
propiedades fisico-quimicas les permiten

Resultados: La distribucion y caracteristicas de los pacientes incluidos en ambos
grupos fueron similares. Tanto en los dientes con caries como en los sanos se obtuvo
el mismo porcentaje de éxito en la identificacion del individuo (41/60, 68,3%),

contaminacién con el ADN de los microrganismos que causan la caries. El objetivo
principal de este trabajo fue validar el uso de la materia pulpar de dientes cariados
en la extraccion de ADN humano para identificar individuos.

Material y métodos: Se reclutaron 120 pacientes divididos en: A) grupo control
(n=60), pacientes sin caries a los que se les habia extraido una pieza dental
generalmente por motivos ortoddncicos y B) grupo caries (n=60), pacientes a
los que se habia extirpado un diente cariado. Mediante fragmentaciéon mecanica
se liberd el canal y se recogi6 el material pulpar. Se obtuvo el ADN mediante un
sistema comercial y posteriormente se realiz6 el proceso necesario para obtener
el perfil genético del individuo utilizando. Los resultados se clasificaron en perfil
optimo (=10 marcadores), perfil parcial (entre 5 y 9 marcadores), perfil bajo (<5
marcadores) y sin perfil.

aunque se obtuvieron mas perfiles completos en el grupo de dientes con caries (35
vs 27). No se ha detectado ninguna diferencia estadisticamente significativa.

Conclusiones: Se ha demostrado que los dientes cariados son, al menos, igual de
validos que los dientes sanos para los procesos de necroidentificacion.



resistir temperaturas muy elevadas
manteniendo intacto el material pulpar. A
partir de este material se puede obtener el
ADN suficiente para identificar la persona
(Real Decreto 32/2009; CICR 2009; Jiménez-
Arce 1999; Lépez Palafox 1996, 2002a-d;
Schuller-Gotzburg 2006).

Clasicamente en Odontologia Forense, solo
se han utilizado dientes sanos sin fisuras,

ni caries, que tienen los dpices totalmente
formados, las raices intactas y que conservan
el brillo del esmalte. Ademas, siempre se
recomienda elegir aquellas piezas dentales
que se encuentren dentro de los alvéolos del
hueso. Actualmente, los dientes con caries
son desechados porque se considera que

la pulpa ha estado expuesta a la microbiota
bucal cariogénica, generdndose una posible
contaminacion de ADN, ademads de que las
caries pueden destruir el material pulpar. No
se ha publicado ningtin documento cientifico
en el que se haya evaluado el uso de dientes
con caries para obtener el ADN humano.

La caries ha sido y es todavia la enfermedad
crénica mas frecuente del hombre

moderno, y tiene una altisima prevalencia

en todo el mundo. Es un problema de salud
importante que afecta al 60-90% de los
nifos y, practicamente, a la totalidad de los
adultos. Para la OMS, la caries dental es la
tercera calamidad sanitaria, después de las
enfermedades cardiovasculares y el cancer
(Gispert 2005). Con la incorporacion de
nuevas tecnologfas de secuenciacion masiva,
se han descrito la implicacién de una gran
variedad de especies bacterianas en las caries
(Belda-Ferre, 2012).

El objetivo principal de este estudio fue
validar el ADN extraido de dientes cariados
para necroidentificacién y compararlo con
ADN extraido de dientes sanos. El objetivo
secundario fue determinar si la concentracion
y la pureza del ADN pueden influiren la
obtencion del perfil genético del individuo.

Material y métodos

Recogida de dientes. El estudio se llevo a
cabo en el periodo de tiempo 2011-2012.
El comité Etico de la Universidad Alfonso X

Tabla 1. Principales caracteristicas do bos Loci STR del kit AmpFISTRENGM Soloct

(A&ppiod blosystem, 2012; Groen, 2013)
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El Sabio aprobo el proyecto y se crearon los
consentimientos informados necesarios para
que cada paciente estuviera debidamente
informado del proyecto y sus fines. Se
reclutaron a 120 pacientes de forma aleatoria,
60 de ellos pertenecieron al grupo caries con
extracciones dentales debido a procesos
cariogénicos de diferente afectacion a nivel
adamantino, cameral —pulpar y radicular, y
otros 60 sujetos fueron incluidos en el grupo
control, a los que se les habfa extraido un
diente sano por motivos ortodéncicos y/o
periodontales.

La seleccién de los pacientes, el diagnostico
y la indicacion de tratamiento, asf como todo
el procedimiento clinico, fueron realizados
por el mismo operador. Para la seleccion de
la muestra dental con respecto a los criterios
de inclusién, se considerd diente “sano”aquel
en el que no existe evidencia de caries. De
esta forma, los dientes con los siguientes
defectos en ausencia de otro criterio positivo,
son considerados “sanos”: 1) manchas blancas
o lechosas, 2) zonas descoloridas o asperas,
3) puntos o fisuras tefidos que retienen la
sonda pero cuyo suelo o paredes no estan
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reblandecidos o el esmalte socavado y 4)
areas oscuras, brillantes, duras o punteadas
del esmalte que muestran signos de fluorosis
moderada o severa. El examen de los dientes
se realizd a ojo desnudo. Aquellos dientes
con caries visual o radiograficamente
diagnosticadas fueron ubicados en el grupo
caries, al igual que aquellos que presentan
caries subobturacién. Por el contrario, los

dientes aparentemente “sanos’, extraidos por
otras patologias o por motivos ortodéncicos,
formaron parte del grupo control. Se han

excluido del estudio dientes con otras
patologias como reabsorcién radicular
externa o interna, dpices radiculares abiertos,
fenestraciones 6seas, endodoncias, fracturas
radiculares, etc.

Extraccion de ADN

Se procedié a la fragmentacion mecanica de
cada pieza dental para facilitar la recogida
del material interno pulpar (Figura 1). Este
material pulpar fue colocado en tubos
eppendorf para proceder a la extraccion

Figura 1. Fragmentacion de un canino y un premolar con liberacion del cuerno pulpar.

de ADN mediante el método comercial de
QlAamp® (QiaGen, Alemania).

Cuantificacion de ADN

y determinacion de su pureza

La concentracion del ADN de procedencia
exclusivamente humano se determiné
mediante el sistema Quantifiler®Human

DNA Quantification Kit (Applied Biosystems),
siguiendo las instrucciones del fabricante en
un volumen final de 25 ul en el termociclador
iCycler Thermal Cycler de BIO-RAD, con

un programa de amplificacion de: 95°C 45
seg, 58°C 45 seg y 72°C 45 seg durante 35
ciclos. La pureza de las muestras se calculd
mediante el cociente A260/280 en un
aparato NanoDrop™ Lite Spectrophotometer
(ThermoScientific).

Analisis del perfil genético
La identificacién genética de cada uno
de los individuos se realizé mediante
la obtencion del perfil genético para el
conjunto de marcadores de tipo STR del
European Standar Set o ESS (Resolucion
del Consejo (CE) de 30 de noviembre de
2009 relativa al intercambio de resultados
de anélisis de ADN (2009/C 296/01, DOCE
5/12/2009). Este proceso comprende una
fase de amplificacién, que se realizé con el
Kit de reactivos AmpFISTRONGM™ (Applied
Biosystems) seguin las instrucciones del
fabricante, una electroforesis capilar en un
secuenciador automatico ABI-PRISM-3130
(Applied Biosystems), y finalmente el andlisis
de los resultados mediante el programa
"GeneMapper” (versiones ID v3.2 e ID-X). En
la tabla 1 se detallan todos los marcadores
analizados en nuestras muestras. El resultado
de la identificacion se clasifica en:
| 1) perfil completo (=10 marcadores STR
autosoémicos y marcador del gen de la
amelogenina);
| 2) perfil parcial (5-9 marcadores STR
autosémicos y el gen de la amelogenina),
| 3) perfil bajo (<5 marcadores STR
autosémicos y el gen de la amelogenina),
W 4) sin perfil, cuando no se podia identificar
al individuo.



Analisis estadistico

Se utilizo el test de Wilcoxon para explorar
las diferencias en la identificacion, la
concentracién y la pureza de las muestras de
ADN segun el grupo de las muestras.

Resultados

Se recogieron 60 piezas sanas en el grupo
control (23 hombres y 37 mujeres) y 60
piezas con caries en el grupo caries (35
hombres y 25 mujeres), correspondientes a
incisivos (3 control/2 caries), caninos (2/3),
premolares (n=18/2), molares (n=10/29) y
cordales (n=27/24). Respecto a la edad de
los individuos segun el grupo de estudio, se
han distribuido en < de 29 afios (27 control/8
caries); de 30 a 59 afios (24/42) y finalmente >
de 60 afios (9/10).

Las muestras cariadas se subdividieron en:
1.A) Lesién superficial, su profundidad se
circunscribe al esmalte (n=8); 1.B) Lesion
moderada, proxima minimamente a la
dentina (n=7); 1.C) Lesién profunda, alcanza
un extenso compromiso de la dentina (n=9);
1.D) Lesion muy profunda sin compromiso
pulpar, afecta la dentina adyacente al tejido
pulpar (n=12); 1.E) Lesion muy profunda

con compromiso pulpar, alcanza exposicion
pulpar (n=15), y finalmente 1.F) Caries con
destruccién coronal dental y afectacion a
todos los niveles (n=9).

Los dientes sanos del grupo control se
clasificaron en: 2.A) Diente obturado sin
caries (n=4), 2.B) Diente permanente ausente
por otras causas, extracciones ortodoncicas,
traumatismos, enfermedad periodontal y
extraccion de cordales (n=51); 2.C) Dientes
tefidos o con caries incipientes, donde la
lesion carioldgica no se ha producido (n=4),
y 2.D) Dientes temporales (n=1). Los datos
de los dientes y pacientes se describen en la
Tabla 2.

A partir del material extraido de la cdmara
pulpar se obtuvo ADN. La distribucion de las
medidas de concentracion y pureza de estas
muestras de ADN se reflejan en la Figura 2.
En las tablas 2 y 3 se resumen todos los datos
obtenidos segun tipo de diente y patologfa
asociada. Se ha obtenido perfil genético en

Tabla 2. Caracteristicas de os disnis
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Tabla 2. Caracleristicas de los dienles con caries incluides en el Grupo Cares

y resultados obtonidos en necreidentificacion
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82 muestras de las 120 analizadas (68,3%). En
la Figura 3 se representa la concordancia de
éxito en la obtencion de los perfiles genéticos
segun la muestra. No se observd ninguna
asociacion estadistica entre la concentracion o
la pureza de ADN de la muestra y la obtencion
de los perfiles genéticos. Igualmente
tampoco se pudo detectar ninguna diferencia
estadistica entre los resultados obtenidos en

el grupo caries y en el grupo control.

Discusion

Muchos estudios previos han sefialado la
importancia de los dientes y huesos como
reservorios de ADN para necroidentificar
en casos de catéstrofes (Barrio Caballero
2003; Dell’0sso 1995; Ferreira Da Silva 2007;

Grimoud 2002; Jiménez-Arce 1999; Lépez
Palafox 1996, 2002a-d; Pretty 2001; Rohland
2007; Schuller-Gotzburg 2006; Tagliaro 2010).
Sin embargo, en todos ellos se desechan los
dientes con caries, creyendo que la lesién o
los agentes microbianos podrian interferir en
la obtencién del ADN humano.

En este trabajo hemos querido validar el
ADN extraido en piezas dentarias con caries
para necroidentificacién, ya que la caries es
una de las enfermedades mas prevalente en
la sociedad actual (Consejo de dentistas de
Espana 2010; Elena-Sanchez, 2008; Garcia
Barbero 1997; Gispert 2005; Gutiérrez Acero
2006), y en muchas individuos no se pueden
encontrar dientes totalmente sanos.

Existen protocolos de recogida del interior
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Figura 2. Distnbucion da W conconiracein ¥ purcza
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Figura 3. Distribecion de los parfiles gondlicos oblenidos
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del diente, para evitar la contaminacion
exdgena, algunos autores utilizan
instrumentos rotatorios con los cuales
realizan una incision longitudinal o cervical
en la pieza dentaria y mediante botadores

o instrumentos quirdrgicos separan los dos
fragmentos de la pieza dentaria, obteniendo
una amplia exposicion de la cdmara pulpar
(Grimoud 2002, 2004). Otros consideran que
esta técnica puede contaminar el interior de
la cavidad pulpar con el polvo procedente
de la apertura mediante estos instrumentos,
generandose inhibidores de la PCR posterior
y recomiendan la técnica de la molienda,

es decir, pulverizar el diente mediante
molino de impactacion electromagnético
refrigerado con nitrégeno liquido (Baker
2001; Cardenas-Lopez 2013; Del Valle 2004;
Presecki 2000). La mayoria de los métodos
de extraccion de ADN de huesos implican la
pulverizacion del hueso y su descalcificacion
con EDTA. Otros autores recomiendan en

el caso de las piezas dentales proceder al
machacado de la zona radicular para hacer
accesible la cavidad pulpar y poder extraer
la pulpa dental rica en ADN. En algunas
ocasiones la cavidad pulpar aparece vacia

0 quedan escasos restos de tejido pulpar,
por lo que se puede proceder al raspado de

material biolégico (Smith 1993; Tilotta 2010).
En este estudio se decidio realizar esta Ultima
técnica de fragmentacion.

La disponibilidad de reactivos comerciales en
genética forense ha supuesto un gran avance
hacia la estandarizacion de métodos de
analisis, nomenclaturas, métodos estadisticos
y marcadores. En la Unidn Europea el conjunto
de marcadores genéticos de tipo STR viene
determinado por el European Standar Set
(ESS). Su uso ha permitido establecer bases de
datos de perfiles de ADN, tanto con caracter
policial como humanitario o social, como la
Base de Datos INT-Fénix de la Secretaria de
Estado de Seguridad del Ministerio del Interior,
cuyo objetivo es la Identificacion genética

de personas desaparecidas y cadaveres sin
identificar, con la finalidad cientffica, de interés
publico, social y judicial, en investigaciones del
Ministerio del Interior, de la que existen miles
registros. La comparacién de datos de perfiles
genéticos entre los distintos laboratorios
nacionales e internacionales en base a estos
marcadores ha permitido la determinacion de
la identidad biolégica de un gran nimero de
individuos, siendo una potente herramienta
de identificacion.

El andlisis de nuestros resultados demuestra
que no existe ninguna diferencia significativa

entre el grupo de control y el grupo de
caries. En ambos grupos se han obtenido
muestras de ADN con concentraciones
y pureza similares, y los resultados de
necroidentificacion han sido similares, siendo
incluso mejores en el grupo de caries.
La concentracion y la pureza del ADN
son variables muy criticas en el proceso
de necroidentificacién. Sin embargo en
nuestra experiencia hemos podido obtener
perfiles completos en muestras muy
concentradas pero también en muestras con
concentraciones por debajo de 0,025 ng/ul,
valor que se considera minimo para poder
obtener un perfil genético del individuo.
En resumen podemos concluir que la
obtencién de la materia pulpar mediante
fragmentacion de la raiz es un procedimiento
simple y fiable y que a partir de este material
de dientes con caries se puede obtener un
grado de identificacién genética equiparable
a los dientes sanos.
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