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1. IMPORTANCIA DE LA ESTIMACION DE LA EDAD EN
MEDICINA FORENSE

La estimacion de la edad del sujeto forma parte del complejo proceso de
identificacion, constituyendo un problema que se presenta con relativa frecuencia en la
practica pericial forense. Los motivos por los que se hace necesaria la identificacion de
una persona, es decir, el establecimiento de su individualidad determinando aquellos
rasgos o cualidades que la hacen Unica (Villanueva y Castilla, 2004), pueden ser de indole

legal, sociocultural o religiosa.

Desde el punto de vista legal, el establecimiento de la identidad, ya se trate de un sujeto
vivo 0 de un cadaver, se encuentra contemplado de diversas formas en nuestro
ordenamiento juridico. El Derecho Civil recoge el establecimiento de la identidad de la
persona como requisito necesario para ciertos actos, como la transmisién de derechos.
Asimismo, la identificacion del cadaver es requisito previo para proceder a la
certificacion de la muerte y la correspondiente inscripcion del fallecimiento en el Registro
Civil?, necesaria para la inhumacion de los restos y la transmision de bienes, derechos y
obligaciones a los herederos del fallecido. Por su parte, el Derecho Penal establece que,
cuando se originen dudas sobre la identidad del procesado, se procurara acreditar esta por

cuantos medios sean conducentes al objeto®. En cuanto a la identidad de la victima, en

1 Cfr. Cadigo Civil, Art. 685: El Notario debera conocer al testador y si no lo conociese se identificara su
persona con dos testigos que le conozcan y sean conocidos del mismo Notario, o mediante la utilizacion de
documentos expedidos por las autoridades publicas cuyo objeto sea identificar a las personas. También
debera el Notario asegurarse de que, a su juicio, tiene el testador la capacidad legal necesaria para testar.
En los casos de los articulos 700 y 701, los testigos tendran obligacion de conocer al testador y procuraran
asegurarse de su capacidad.

2 Cfr. Ley del Registro Civil, Art. 274: El facultativo que haya asistido al difunto en su Gltima enfermedad o
cualquier otro que reconozca el cadaver enviard inmediatamente al Registro parte de defuncion en el que,
ademas del nombre, apellidos, caracter y nimero de colegiacion del que lo suscriba, constara que existen
sefiales inequivocas de muerte, su causa y, con la precision que la inscripcion requiere, fecha, hora 'y lugar
del fallecimiento y menciones de identidad del difunto, indicando si es conocido de ciencia propia o
acreditada y, en este supuesto, documentos oficiales examinados o menciones de identidad de persona que
afirme los datos, la cual también firmara el parte. Si hubiere indicios de muerte violenta se comunicara
urgente y especialmente al Encargado.

3 Cfr. Ley de Enjuiciamiento Criminal, Art. 373: Si se originase alguna duda sobre la identidad del
procesado, se procurara acreditar ésta por cuantos medios fueren conducentes al objeto; Art. 374: El Juez
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caso de muerte sospechosa de criminalidad se establece que, antes de proceder a la

inhumacion o inmediatamente despues de su exhumacion, se identificara al cadaver*.

Por tanto, en el contexto forense, el diagnostico de la edad en personas vivas contribuye a
la resolucion de cuestiones civiles o penales que involucran a menores o adultos que no
disponen de documentos validos que acrediten su identidad, como puede ser el caso de
inmigrantes indocumentados o situaciones en las que se produce una falsificacion o
usurpacion de identidad. En cad&veres o restos cadavéricos, la estimacion de la edad en el
momento de la muerte facilita la construccion de un perfil bioldgico, necesario para la

posterior identificacion del fallecido (Cunha et al., 2009).

La estimacion diagndstica de la edad de un sujeto se fundamenta en el principio genérico
de que el organismo sufre una serie de cambios con el paso del tiempo, que siguen una
secuencia cronoldgica bien establecida y bastante universal en la especie humana. Estos
cambios afectan tanto a patrones bioquimicos como a la morfologia externa del
organismo, asi como a la osificacibn y mineralizacion de huesos y dientes

(Garamendi et al., 2011). Estas modificaciones reflejan tres fases diferentes de la vida:

hara constar, con la minuciosidad posible, las sefias personales del procesado, a fin de que la diligencia
pueda servir de prueba de su identidad; Art. 375: Para acreditar la edad del procesado y comprobar la
identidad de su persona, el Secretario judicial traer4 al sumario certificacion de su inscripcién de
nacimiento en el Registro civil o de su partida de bautismo, si no estuviere inscrito en el Registro. En todo
caso, cuando no fuere posible averiguar el Registro civil o parroquia en que deba constar el nacimiento o
el bautismo del procesado, o no existiesen su inscripcion y partida; y cuando por manifestar el procesado
haber nacido en punto lejano hubiere necesidad de emplear mucho tiempo en traer a la causa la
certificacion oportuna, no se detendra el sumario, y se suplira el documento del articulo anterior por
informes que acerca de la edad del procesado, y previo su examen fisico, dieren los Médicos forenses o los
nombrados por el Juez.

4 Cfr. Ley de Enjuiciamiento Criminal, Art. 340: Si la instruccién tuviere lugar por causa de muerte
violenta o sospechosa de criminalidad, antes de proceder al enterramiento del cadaver o inmediatamente
después de su exhumacion, hecha la descripcién ordenada en el articulo 335, se identificara por medio de
testigos que, a la vista del mismo, den razdn satisfactoria de su conocimiento; Art. 341: No habiendo
testigos de conocimiento, si el estado del cadaver lo permitiere, se expondra al publico antes de practicarse
la autopsia, por tiempo a lo menos de veinticuatro horas, expresando en un cartel, que se fijara a la puerta
del deposito de cadaveres, el sitio, hora y dia en que aquél se hubiese hallado y el Juez que estuviese
instruyendo el sumario, a fin de que quien tenga algin dato que pueda contribuir al reconocimiento del
cadaver o al esclarecimiento del delito y de sus circunstancias lo comunique al Juez instructor; Art. 342:
Cuando a pesar de tales prevenciones no fuere el cadaver reconocido, ordenara el Juez que se recojan
todos los efectos personales con que se le hubiere encontrado, a fin de que puedan servir oportunamente
para hacer la identificacion; Art. 343: En los sumarios a que se refiere el articulo 340, aun cuando por la
inspeccion exterior pueda presumirse la causa de la muerte, se procedera a la autopsia del cadaver por los
Meédicos forenses o, en su caso, por los que el Juez designe, los cuales, después de describir exactamente
dicha operacién, informaran sobre el origen del fallecimiento y sus circunstancias. Para practicar la
autopsia se observara lo dispuesto en el articulo 353.

18|
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crecimiento y desarrollo, equilibrio, y senescencia. La primera fase esta representada por
nifios, adolescentes y adultos jovenes, que estan sometidos a cambios siguiendo un patrén
bastante bien conocido y establecido, con unos margenes cronoldgicos de variabilidad
méas 0 menos predecibles, en condiciones normales, entre sujetos de la misma edad. Sin
embargo, una vez que el crecimiento ha concluido, los cambios degenerativos que se
aprecian con el paso del tiempo varian enormemente de unos sujetos a otros, ya que se
ven influenciados por numerosos factores (Valenzuela, 2004). Por ello, la estimacion de
la edad representa uno de los mayores retos a los que se enfrentan las ciencias forenses en

la actualidad, especialmente cuando se trata de sujetos adultos.

El crecimiento y el desarrollo son dos procesos paralelos, e intimamente ligados entre si,
que ocurren durante toda la vida del ser humano. El crecimiento es un fendmeno
cuantitativo que puede definirse como el aumento en numero y tamafio de las células que
conforman el organismo, con el consiguiente aumento de la masa corporal. Por el
contrario, el desarrollo es un proceso de caracter cuanti-cualitativo que consiste en la
adquisicion de funciones con aumento en la complejidad bioquimica y fisioldgica de las
estructuras corporales a lo largo del tiempo, alcanzando un creciente grado de maduracién
(Torres, 2002). El cuerpo humano se compone de moléculas en constante cambio, con
una organizacién estructural y funcional caracteristica, cuyo equilibrio depende de la
relacion entre las velocidades de formacion y destruccion de la materia. Durante cada
momento de la vida, este equilibrio puede manifestarse mediante el aumento,
mantenimiento o disminucion de la masa que conforma al organismo en relacion al
momento previo, lo que se denomina signo del crecimiento. El signo positivo del
crecimiento se observa cuando la velocidad de formacion de la materia es mayor que la
de destruccidon, por lo que se producira un aumento de la masa corporal respecto al
momento previo. Este signo es caracteristico de los primeros afios de vida, desde la
concepcidn hasta el término de la pubertad, aunque también puede observarse durante la
fase de recuperacion de estados patologicos tales como la cicatrizacion. El signo neutro
del crecimiento ocurre cuando la velocidad de sintesis es similar a la de destruccion, por
lo que la masa corporal se mantiene relativamente estable. Este signo es propio de la edad
adulta, aunque puede presentarse durante la infancia cuando las condiciones ambientales
y nutricionales no son favorables. Por ualtimo, el signo negativo del crecimiento se

caracteriza por una velocidad de formacion menor que la de destruccidn, ya sea por una
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disminucion de la primera o un aumento de la segunda. En condiciones fisiologicas, este

signo se presenta durante la senectud (Torres, 2002).

Los eventos que ocurren durante los procesos de crecimiento y desarrollo generalmente
presentan una secuencia constante, sin embargo, la edad en la que suceden pueden variar
considerablemente entre una persona y otra de la misma edad cronoldgica (Cunningham,
Scheuer y Black, 2016). Estas diferencias individuales, dependientes de factores
genéticos, neuroendocrinos, socioculturales, patoldgicos o ambientales, han favorecido la
distincion entre edad cronoldgica y edad bioldgica. La edad cronoldgica puede definirse
como el tiempo que ha vivido una persona, a contar desde que nacio. En cambio, la edad
biol6gica de un sujeto se refiere al grado de desarrollo y maduracién fisica del mismo.
Esta edad bioldgica puede variar dentro de unos rangos fisioldgicos de normalidad y se
admite que coincide con la edad cronolodgica en la mayoria de las personas, siempre que
estas no hayan sufrido trastornos de ningun tipo en el ritmo de crecimiento y desarrollo
(Valenzuela, 2004). Sin embargo, puede haber personas que tengan una edad bioldgica
retrasada en relacion a su edad cronoldgica. De la misma forma, puede ocurrir que la edad
bioldgica se encuentre adelantada respecto a la edad cronoldgica debido a un crecimiento
y desarrollo mas avanzado. Ademas, la discrepancia entre estas edades serd mayor cuanto
mayor sea la edad del individuo, por lo que también sera menor la precisién del método
empleado para estimar la edad (Cunha et al., 2009). Teniendo en cuenta estos principios
y, por tanto, los errores que se pueden cometer, la estimacion de la edad cronolégica del
sujeto se llevara a cabo a partir del estudio de su edad bioldgica, asumiendo que se trata
de un sujeto que tuvo un crecimiento y desarrollo fisioldgico encuadrable dentro de la
normalidad, por lo que presumiblemente la edad bioldgica coincidird con la edad

cronoldgica.
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2. METODOLOGIA FORENSE PARA LA ESTIMACION DE LA
EDAD

La estimacion forense de la edad se basa en el estudio combinado de la edad de

maduracion somatica y sexual, la edad dsea y la edad dental del sujeto.

2.1. EDAD DE MADURACION SOMATICA Y SEXUAL

En nifios, adolescentes y adultos jovenes, se recomienda que el procedimiento para la
estimacion forense de la edad comience con un examen fisico en el que se lleve a cabo un
registro tanto de datos antropométricos, fundamentalmente altura, peso y tipologia
corporal, como de aquellas caracteristicas de madurez sexual externamente visibles. Estas
caracteristicas incluyen, en el sexo masculino, el desarrollo genital, la distribucion del
vello pubico, axilar y facial, y la prominencia laringea; mientras que, en el sexo femenino,
el desarrollo de los senos, la distribucion del vello pabico y la forma de la cadera seran
los principales signos de madurez sexual examinados (Schmeling, 2016). EI propdsito
principal de esta evaluacion fisica inicial es identificar o descartar trastornos del
crecimiento y del desarrollo. La inferencia de la edad cronoldgica a partir de la edad
bioldgica, basada en las edades 6sea y dental, solo puede ser asumida para aquellos
sujetos en los que no se obtengan hallazgos destacables que indiquen un crecimiento o

desarrollo alejado de la normalidad (Schmeling, 2016).

2.2. EDAD OSEA

Durante las dos primeras décadas de la vida, la edad Gsea se estima mediante el
estudio del desarrollo del esqueleto, fundamentalmente de los huesos largos, pudiendose
valorar estos cambios mediante la evaluacion del grado de formacion de los nucleos de
osificacion y del aumento de tamafio y longitud de los huesos. Los métodos

recomendados para la estimacion de la edad en menores de 20 afios generalmente se
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clasifican en base al grupo de edad al que a priori pertenezca el sujeto. De forma general,
se emplean las siguientes categorias para distinguir entre los diferentes grupos de edad y
desarrollo: fetos, recién nacidos, infantes (0-6 afios), nifios (6-12 afios) y adolescentes
(12-20 afios) (Cunha et al., 2009). Ademas, se debe tener en cuenta que la metodologia
empleada debe incluir la comparacion de los resultados con tablas elaboradas a partir de
datos procedentes de la poblacion de referencia adecuada al caso, con el objetivo de

reducir el impacto de factores étnicos y ambientales (Cunha et al., 2009).

A lo largo de la vida, los elementos del esqueleto experimentan un cambio cronolégico
secuencial. Durante el periodo embrionario y fetal, se forman la mayoria de los centros
primarios de osificacion (Cunningham, Scheuer y Black, 2016). Por tanto, en el momento
del nacimiento, la mayoria de los centros primarios ya se encuentran presentes,
apareciendo en la radiografia como centros de osificacion de aspecto amorfo y de
pequefio tamafo. Asimismo, algunos centros secundarios de osificacién, como los
presentes en la cabeza del humero, la epifisis distal del femur y la epifisis proximal de la
tibia, pueden ya ser identificados (Garamendi y Landa, 2010). En un recién nacido a
término, ademas, se puede observar que la fontanela mayor se encuentra abierta y las
fontanelas menores estdn en proceso de cierre o ya cerradas (Cunha et al., 2009). La
longitud de las diéfisis de los huesos largos no es determinante para la estimacion de la
edad en este momento, debido a las variaciones relacionadas con el tamafio del cuerpo,
aunque se recomienda medir la tibia, el fémur o el humero como indicador general
(Cunha et al., 2009).

Desde el nacimiento hasta los 5 afios de edad, aparecen todos los centros de osificacion
que no se habian desarrollado antes del nacimiento. Desde los 5 a los 12 afios de edad, los
centros de osificacion ya formados van creciendo y adoptando la morfologia de los
huesos adultos. Este periodo termina con la fusion de los componentes del acetabulo y la
epifisis medial de la clavicula (Garamendi y Landa, 2010). Para estimar la edad en
infantes se debe comprobar el grado de osificacion de los huesos del craneo,
principalmente del temporal, occipital y frontal, y de la mandibula (Cunha et al., 2009).
En nifios, en los huesos largos, se debe considerar la longitud de las diéafisis, la aparicion

de los centros de osificacion y la fusion de las epifisis (Cunha et al., 2009).
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Desde los 12 a los 20 afios de edad, se produce la fusion de las epifisis con las diafisis de
los huesos largos. En la sinfisis pubica y en el extremo esternal de las costillas se aprecian
los primeros cambios con la edad. Con la llegada de la pubertad, los huesos presentan ya
rasgos de dimorfismo sexual (Garamendi y Landa, 2010). De forma general, en
adolescentes se aplican los mismos métodos para estimar la edad que se recomiendan
para nifios (Cunha et al., 2009). Sin embargo, se puede obtener informacién mas
especifica y precisa mediante el estudio del desarrollo esquelético de los huesos del carpo
y la mano (Greulich y Pyle, 1959; Tanner et al., 1975). Cuando no se disponga de otras
partes del cuerpo, el final de la adolescencia también se puede comprobar a través del
estudio de la fusidn de los anillos epifisarios de las vértebras toracicas y lumbares (Albert
y Maples, 1995), y el grado de osificacion del centro secundario de la cresta iliaca,
siguiendo los estadios de Risser (Scoles et al., 1988; Izumi, 1995) (Figura 1).

En el periodo de transicion comprendido entre la adolescencia y la edad adulta temprana
(entre los 20 y los 25 afios), se producen cambios en la sinfisis pubica y en el extremo
esternal de las costillas, se culmina el cierre epifisario de los cuerpos vertebrales y
comienza el cierre de las suturas craneales (Garamendi y Landa, 2010). Por tanto, en este
rango de edad tan estrecho y tan particular del desarrollo y crecimiento humano, se
pueden evaluar los contados cambios que se producen en las estructuras éseas indicando
el final del crecimiento. Estos son la obliteracion de las suturas del craneo (Masset, 1989;
Madeline y Elster, 1995), la fusién de los anillos vertebrales (Albert y Maples, 1995), la
fusion de la cresta iliaca (Scoles et al., 1988), la fusion del extremo esternal de la
clavicula (Schmeling et al., 2004; Schulz et al., 2005; Garamendi et al., 2007,
Bassed et al., 2011) y el desarrollo de los huesos de la mano y el carpo (Greulich y Pyle,
1959; Tanner et al., 1975) (Figura 1).

Una vez terminado el crecimiento, el proceso de cambio ocasionado por el
envejecimiento se traduce en modificaciones de la forma y de la estructura de los huesos.
En base a estos cambios, se han desarrollado una serie de métodos de utilidad para la
estimacion de la edad 6sea que, en su mayoria y debido a sus caracteristicas, estan
destinados a ser aplicados en sujetos ya fallecidos (Figura 1). Ademas, la posibilidad de
emplear un determinado método para la estimacion de la edad en el momento de la
muerte de un sujeto adulto se encuentra limitada en gran medida por el estado de
conservacion del cuerpo (Cunha et al., 2009).
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En el caso de que se trate de un cadaver reciente bien conservado o ya en estado de
descomposicion, se pueden evaluar los cambios que sufre la sinfisis pubica con la edad
siguiendo el sistema propuesto por Suchey y Brooks (1990), un método que presenta
mayor fiabilidad entre los 25 y los 40 afios (Martrille et al., 2007). En caso de no disponer
de la sinfisis pabica, se recomienda estudiar la metamorfosis del extremo esternal de la
cuarta costilla (Iscan, Loth y Wright, 1984, 1985, 1987), siempre y cuando este area
especifica de la costilla se encuentre en buen estado de conservacion. Si la muestra ha
estado enterrada durante un largo periodo de tiempo, el recuento de osteonas mediante el
analisis microscopico de las diafisis de los huesos largos (Kerley y Ubelaker, 1978; Stout
y Paine, 1992) se presenta como una buena alternativa, a pesar de tratarse de un método

mucho mas laborioso.

En el caso de contar con un cadaver esqueletizado completo, se pueden aplicar varios
métodos para la estimacion de la edad, siempre teniendo en cuenta que todas las areas
anatémicas que presenten lesiones deben ser excluidas de la evaluacion. Si la sinfisis
pubica y las costillas estan dafiadas, se deben evitar algunos métodos, como el estudio del
cierre de las suturas craneales, ya que ofrecen una gran variabilidad interindividual, asi
como desviaciones estandar demasiado amplias para ser utilizados con fines forenses
(Hershkovitz et al., 1997). Por ello, en estos casos, el estudio de la superficie auricular del
ilion (Lovejoy et al., 1985; Buckberry y Chamberlain, 2002) puede ser la mejor opcién a
pesar de presentar un error intraobservador significativo, lo que a veces conduce a
resultados imprecisos (Cunha et al., 2009). En todos los casos se recomienda de forma
general que, si el estudio de la sinfisis pubica (Brooks y Suchey, 1990) o de la costilla
(Iscan, Loth y Wright, 1984, 1985, 1987) indica que se trata de un adulto muy joven, se
evalle el estado de la union epifisaria del extremo esternal de la clavicula
(Schmeling et al., 2004; Schulz et al., 2005; Garamendi et al., 2007).

Cuando se trata de restos calcinados, la eleccion del método dependera de si se han
preservado determinados sitios anatdmicos y del grado de calcinacién de los restos.
Siempre se realizaran radiografias para comprobar el desarrollo 6seo, y asi descartar o no
que se trate de un adulto. Si se dispone solo de huesos aislados, el recuento de osteonas
sera una buena opcion (Kerley y Ubelaker, 1978; Stout y Paine, 1992), ya que el calor no
altera significativamente la forma y disposicion de las mismas (Bradtmiller y Buikstra,
1984). Sin embargo, en estos casos se debe actuar con cautela por diversas razones. En
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primer lugar, la mayoria de los métodos requieren que la morfologia del hueso en
cuestion sea identificable y, obviamente, cuando el hueso estd muy afectado, esto no es
posible. En segundo lugar, algunos huesos estan tan calcinados que su estructura
histoldgica ya no permite ser analizada e interpretada, por lo que ciertos métodos, como el

analisis de las osteonas, no podran ser aplicados.

En determinadas circunstancias, la estimacion de la edad se debe realizar contando solo
con algunas partes del cuerpo. En el caso de que se trate de un craneo sin dientes, se
dispone de una serie de métodos, caracterizados todos ellos por su imprecision: cierre de
las suturas del craneo, recuento de osteonas y racemizacion de aminoécidos en hueso. Los
problemas del andlisis del cierre de las suturas incluyen la gran variabilidad
interindividual y los amplios errores encontrados en las estimaciones (Hershkovitz et al.,
1997). El recuento de osteonas en el craneo se ha estudiado en el hueso occipital y los
propios autores no recomiendan este método para la estimacion de la edad (Cool,
Hendrikz y Wood, 1995). Por ultimo, la racemizacion de aminoécidos en hueso es mucho
menos precisa que en diente debido a la remodelacion Gsea, por lo que no puede
recomendarse como un método fiable para fines forenses (Ohtani, 1998; Ritz-Timme,
Schitz y Collins, 1999). En aquellos casos en los que no se disponga del craneo, se
recomienda el estudio de la sinfisis pubica (Brooks y Suchey, 1990). Si el resultado se
encuadra dentro de las tres Gltimas etapas establecidas por el método de Suchey-Brooks,
debe utilizarse un método mas preciso en personas de edad avanzada, como el analisis de
las osteonas (Kerley y Ubelaker, 1978; Stout y Paine, 1992). La estimacion de la edad a
través del analisis de la sinfisis pubica se puede complementar mediante el estudio de la
cuarta costilla (Iscan, Loth y Wright, 1984, 1985, 1987) y de la superficie auricular del
ilion (Lovejoy et al., 1985; Buckberry y Chamberlain, 2002). Si solo esta disponible el
torso, se recomienda aplicar el método de Iscan (Iscan, Loth y Wright, 1984, 1985, 1987)
para la evaluacion de la cuarta costilla. En el caso de contar solo con los miembros
superiores, se propone el examen y la evaluacion de la estructura del himero por el
método combinado de Acsadi y Nemeskéri (1970). Si la estimacién de la edad se debe
realizar contando solo con los miembros inferiores, el recuento de osteonas, aplicando las
ecuaciones pertinentes del método de Kerley y Ubelaker (1978), debe ser la opcion

elegida.
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Figura 1. Estructuras analizadas por los principales métodos dedicados a la estimacion de la edad
6sea en adolescentes y adultos.

A pesar de contar en la literatura con una variada metodologia para la estimacion de la
edad en restos humanos adultos, esta presenta grandes limitaciones, margenes de error
demasiado amplios y la necesidad de contar con poblaciones de referencia especificas
para cada caso. Ademas, estos problemas se agravan a medida que aumenta la edad del
sujeto, no existiendo practicamente métodos que permitan discriminar razonablemente

entre las edades méas avanzadas (Cunha et al., 2009).

En resumen, no existe un indicador que refleje con precision los muchos factores que
afectan a la edad y se acumulan con el paso del tiempo, por lo que se deben utilizar tantos
indicadores dentales y esqueléticos como sea posible. Asimismo, para maximizar el

potencial de cada método, en la evaluacion final se debe considerar principalmente el
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método o métodos que presenten una menor imprecision para un rango de edad particular,
una vez que se haya clasificado al sujeto dentro de un grupo de edad general, esto es,
como subadulto o adulto, a partir de un estudio preliminar mediante el analisis de la
sinfisis pubica o de la costilla (Martrille et al., 2007).

2.3. EDAD DENTAL

El establecimiento de la edad dental se considera de méxima utilidad para la
estimacion de la edad cronoldgica. La maduracion de la denticion es el proceso mas
constante, mantenido y universal, incluso entre poblaciones de distinto origen étnico,
aunque puede verse influenciado por aspectos nutricionales, habitos higiénicos o
diferencias climaticas (Martin de las Heras, 2005). No obstante, la literatura sefiala que la
estimacion de la edad basada en métodos dentales es més fiable que aquella realizada a
partir del analisis esquelético, ya que el desarrollo dental se supone menos influenciado
por factores étnicos y ambientales que el desarrollo 6seo (Cunha et al., 2009). Su utilidad,
por tanto, se debe a que los dientes presentan un patron de formacion establecido,
comenzando por la corona, continuando por la raiz y finalizando por el estrechamiento y
cierre del &pice radicular; sus tiempos de erupcién son conocidos; y manifiestan una gran
resistencia frente a condiciones adversas, haciendo de ellos una muestra de gran valia en
el ambito forense. Debido a su alto contenido mineral, los dientes presentan una gran
resistencia frente a los agentes fisicos, quimicos y a la putrefaccion, lo que permite que
puedan ser empleados para la estimacion de la edad incluso en cadaveres recientes mal
conservados y en restos esqueletizados. Ademas, los tejidos dentarios nos brindan la
posibilidad de obtener material genético bien conservado ante condiciones adversas, algo

que otros tejidos no pueden ofrecer (Higgins y Austin, 2013).

Una vez que se ha formado y erupcionado toda la denticion permanente, el estudio del
grado de mineralizacién y erupcion dentaria ya no son validos para la estimacién de la
edad dental. Por tanto, a partir de la segunda década de la vida, los criterios empleados
para este fin seran los cambios morfoldgicos, histoldgicos, bioquimicos y moleculares
gue acontecen en los tejidos dentarios y estructuras relacionadas como consecuencia del

proceso normal de envejecimiento. De hecho, las modificaciones que sufre el diente con
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el paso de los afios se han ido imponiendo como métodos de indudable ayuda en la
estimacion de la edad cronolodgica del sujeto adulto. Sin embargo, la mayor parte de este
tipo de métodos no son de utilidad en sujetos vivos, ya que requieren del examen

macroscopico o microscépico del diente e incluso de la destruccién del mismo.

En las dltimas décadas, como consecuencia de los problemas que presentan los métodos
morfoldgicos tradicionales, especialmente en sujetos adultos, se han realizado numerosos
intentos con el fin de desarrollar nuevos métodos que permitan conseguir una mayor
precision en el diagndstico de la edad. Estos métodos se fundamentan también en los
cambios causados por el proceso fisioldgico de envejecimiento, aunque esta vez poniendo
el foco en aquellos cambios que ocurren en los tejidos y 6rganos a nivel molecular. Esta
metodologia incluye métodos basados en los cambios observados en las proteinas, como
son la racemizacion del acido aspartico y la acumulacion de productos finales de
glicacion avanzada, y en las alteraciones encontradas en el ADN, incluyendo el

acortamiento de los telomeros y los cambios en la metilacién del ADN.

2.3.1. Erupcion y mineralizacion dentaria

Hasta alcanzar la segunda década de la vida, la denticion se encuentra en un periodo
de formacion, desarrollo y erupcion. Es posible, por tanto, estudiar el estadio de erupcién
y el grado de mineralizacién de los dientes para estimar la edad cronoldgica del sujeto,
incluso antes de su aparicion en boca gracias al estudio radiogréfico.

Los dientes temporales comienzan su mineralizacion entre las semanas 13 y 18 de vida
intrauterina, iniciandose en los incisivos centrales y terminando en los segundos molares.
Los dientes permanentes inician su calcificacion varios meses después del nacimiento, a
excepcion de los primeros molares permanentes, que ya han comenzado su
mineralizacion en el momento del nacimiento (Cunningham, Scheuer y Black, 2016).
Desde el nacimiento hasta los 5 afios de edad, los dientes temporales van erupcionando y
los permanentes se van calcificando. Desde los 5 hasta aproximadamente los 12 afios de

edad, los dientes permanentes van reemplazando a los temporales hasta completar la
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denticién adulta, a excepcion de los terceros molares, de erupcién mas variable y tardia
(Garamendi y Landa, 2010).

El estudio de la erupcion dentaria se realiza mediante una simple exploracion de la
cavidad oral con el objeto de llevar a cabo un registro de los dientes que estan presentes
en boca. Para aquellos dientes que todavia no han emergido en la cavidad oral, hecho que
no se produce hasta que aproximadamente se ha formado la mitad o las dos terceras
partes de la raiz, se hace necesario realizar radiografias panoramicas para valorar el grado
de formacién y el tiempo estimado para que se produzca la erupcion clinica de estos
dientes. Posteriormente, se emplean atlas o diagramas elaborados para distintas edades,
poblaciones y sexos que orientan sobre la edad cronoldgica presumible del sujeto
examinado en funcion de su patrén de erupcion, como pueden ser los esquemas
propuestos por Schour y Massler (1941). La evaluacion del patrén de erupcién dentaria es
un método sencillo, econdmico y que ofrece resultados inmediatos. Sin embargo, la
cronologia de la erupcién dentaria no es un buen indicador de la edad cuando se utiliza de
forma aislada, debido a que se encuentra influenciado por diversos factores como la raza,

el sexo, la nutricion, el clima o ciertas patologias sistémicas (Lunt y Law, 1974).

Por su parte, la maduracion dentaria es un proceso continuo y secuencial que se
correlaciona con diferentes estadios morfoldgicos de mineralizacién, comenzando con la
calcificacién de la cuspide o el borde incisal del diente y terminando por el cierre del
apice radicular. Por ello, para conocer el grado de mineralizacion de cada diente, es
imprescindible llevar a cabo un estudio radiogréafico, consistiendo generalmente en la
realizacion de una ortopantomografia, que permite valorar la denticién al completo en una
sola imagen. Distintos autores han definido diversas series de estadios que permiten
determinar en qué momento del desarrollo se encuentra el diente y relacionarlo con la
edad que corresponde al mismo, derivada del estudio de una muestra de referencia de
edades y sexos conocidos (Nolla, 1960; Moorrees, Fanning y Hunt, 1963; Liliequist y
Lundberg, 1971; Demirjian, Goldstein y Tanner, 1973; Haavikko, 1974; Gustafson y
Koch, 1974). La escala méas utilizada con fines forenses es la propuesta por Demirjian,
Goldstein y Tanner (1973), que se basa en ocho estadios de desarrollo dentario, descritos
mediante dibujos esquematicos y criterios de valoracion bien definidos. Estos autores,
ademas de presentar un esquema para analizar el grado de maduracion dentaria,

propusieron un método para la estimacion de la edad dental, que otorga una puntuacién
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especifica a cada uno de los dientes considerados en el estudio (todos los dientes
permanentes de la hemiarcada inferior izquierda a excepcion del tercer molar) en funcién
del estadio de desarrollo en el que se encuentren, cuya suma puede ser convertida
directamente en la edad dentaria mediante el uso de tablas y curvas de percentiles
especificas para cada sexo. No obstante, a pesar de tratarse de un método sencillo, valido,
con buena reproducibilidad y de uso extendido, cuando se ha aplicado en diferentes
poblaciones se han encontrado diferencias entre los distintos grupos étnicos, resultando en
una sobrestimacién o subestimacion de la edad dental, segun el caso. Por tanto, se
recomienda el empleo de tablas especificas adecuadas a la poblacion a la que pertenezca

el sujeto en cuestion (Chaillet, Nystrom y Demirjian, 2005).

Aproximadamente entre los 14 afios, cuando se produce el cierre del apice del segundo
molar permanente, y los 20-25 afios, el tercer molar es el Unico diente en formacion, por
lo que el estudio de su desarrollo es de gran importancia en la préactica forense para la
estimacion de la edad en este reducido rango de edad, tan interesante desde el punto de
vista legal. Sin embargo, su utilidad esté limitada ya que es un diente que se encuentra a
menudo ausente en la cavidad oral por agenesia o0 porque no llega a erupcionar, y que
exhibe una gran variabilidad en su proceso de mineralizacion entre sujetos
(Bolarios et al., 2003).

A pesar de que los estadios de mineralizacion descritos por Demirjian et al. no incluyen la
valoracion del tercer molar, estos esquemas son los recomendados por la mayoria de los
autores para establecer del grado de mineralizacion de este diente (Solari y Abramovitch,
2002; Gunst et al., 2003; De Salvia et al., 2004; Chaillet, Nystrom, Demirjian, 2005;
Olze et al., 2005; Prieto et al., 2005; Martin-de las Heras et al., 2008; Streckbein et al.,
2014; Soares et al., 2015). Asi, el método de Mincer, Harris y Berryman (1993) se basa
en la estimacion de la edad dental por comparacion del grado de desarrollo del tercer
molar con esquemas de mineralizacion estandarizados, de acuerdo con los propuestos por
Demirjian (Figura 2). La utilidad de este método, propuesto por la American Board of
Forensic Odontology, es que ofrece ademas la posibilidad de conocer en términos de
probabilidad si un individuo tiene al menos 18 afios, aungque no nos permite asegurar, con
un grado de fiabilidad suficiente, que un sujeto menor de 18 afios no pueda ya presentar
una mineralizacion completa del tercer molar, ni que otro mayor de 18 alun no haya

alcanzado el cierre completo de los apices. Ademas, su utilidad esta limitada si se emplea
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para estimar la edad de un sujeto procedente de una poblacion diferente a la de referencia
del método. En esta linea, se han publicado diversos trabajos sobre la estimacion de la
edad basada en la mineralizacion del tercer molar en distintos grupos étnicos (Olze et al.,
2003; Olzeetal., 2004; Thevissen, Fieuws y Willems, 2010). Las conclusiones
fundamentales de estos estudios indican diferencias entre las distintas poblaciones de
estudio por grupos de edad, de forma que en algunas edades una poblacion presenta
patrones de mineralizacion més avanzados respecto a otras, mientras que a otras edades
ocurre lo contrario. Por tanto, se recomienda emplear poblaciones de referencia

adecuadas al caso concreto.

Los métodos propuestos para evaluar la mineralizacion del tercer molar se basan en su
mayoria en la evaluacién de una ortopantomografia, una radiografia panordmica
bidimensional de ambos maxilares. Sin embargo, cuando se produce la superposicion de
estructuras 0seas o dientes adyacentes, las raices de los terceros molares no se pueden
visualizar en la posicion mas adecuada y es enormemente dificil discernir entre un estadio
de maduracion y otro inmediatamente superior o inferior. Debido a estas dificultades de
evaluacion, modalidades alternativas de imagen, como la tomografia computarizada y la
resonancia magnetica, se estan abriendo paso en la estimacion médico-legal de la edad
dental (Yang, Jacobs y Willems, 2006; Graham et al., 2010; Baumann et al., 2015;
Guo et al., 2015; Bassed, Briggs y Drummer, 2011; Trevifio-Tijerina et al., 2016). Un
ejemplo de esta tendencia es el desarrollo del programa informatico DentaVol®, que
permite una visualizacién y evaluacion mas precisas del grado de maduracion del tercer
molar a partir de imagenes de tomografia computarizada (Figura 2). Este programa
permite obtener una imagen tridimensional aislada del tercer molar y evaluar no solo
parametros cualitativos, como son los estadios de mineralizacion, sino también
parametros cuantitativos, referidos a las medidas volumétricas del diente, con el fin de
determinar su grado de maduracion. La estimacion de la edad dental a partir de estos
parametros, mediante el uso de DentaVol®, se ha mostrado ademas como un buen

indicador de la mayoria de edad (Marquez-Ruiz et al., 2017).
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Figura 2. Comparacidn entre los esquemas propuestos por Demirjian, Goldstein y Tanner (1973)
y las imagenes obtenidas con DentaVol® en los diferentes estadios de desarrollo del tercer molar.
Adaptado de Méarquez-Ruiz et al., 2017.

2.3.2. Cambios en el diente durante el envejecimiento

2.3.2.1. Cambios morfologicos

Como consecuencia del proceso natural de envejecimiento, se producen una serie de
cambios morfoldgicos en el diente que pueden ser observados a nivel macroscéopico y/o
microscépico. Uno de estos cambios es la atricion dental, que consiste en la pérdida de
sustancia dentaria como consecuencia del contacto de los dientes con sus antagonistas
durante la masticacion. No obstante, hay que tener en cuenta que el grado de atricion del
diente, debido a la naturaleza del acto masticatorio, puede verse afectado, ademas de por
el paso del tiempo, por el tipo de alimentacion, el tipo de oclusién, la morfologia dentaria
0 parafunciones como el bruxismo (Grippo, Simring y Schreiner, 2004). El diente
también se oscurece con el paso de los afios, adquiriendo un color mas amarillento.
Existen diversas teorias, mas o menos discutibles, que intentan explicar este cambio de
color. El principal factor causal parece ser el aumento de grosor de la capa de dentina con
la edad, que se traduce en una mayor saturacion de su color que, debido a la translucidez
y al adelgazamiento progresivo de la capa de esmalte, se hace mas dominante
(Nanci, 2012a). EIl color del diente también puede variar por el depdsito de sustancias

pigmentantes en la superficie dental, procesos patoldgicos sistémicos y locales, o la
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ingesta de ciertas sustancias como las tetraciclinas o el fldor. La recesion gingival, es
decir, la migracion del margen gingival en sentido apical, también se ha propuesto como
un proceso fisiologico vinculado al envejecimiento. Sin embargo, la recesién puede estar
causada por diversos factores como la inflamacion cronica que acontece en la enfermedad
periodontal, el cepillado traumatico, malposiciones dentarias, piercings o factores
iatrogénicos como un disefio inadecuado de la aparatologia removible o movimientos
ortoddnticos no controlados (Ardila, 2009). Otro cambio que se puede observar en dientes
maduros es la transparencia radicular, que comienza en la dentina en la proximidad del
apice y se extiende en sentido coronal con el paso de los afios. Este fendmeno se debe al
incremento de depdsitos de dentina peritubular con la edad, que reduce el didmetro e
incluso oblitera los tubulos dentinarios, cambiando el indice de refraccion de la dentina
radicular (Nanci, 2012b). También a nivel dentinario, la aposicion de dentina secundaria
se produce de forma fisioldgica y gradual una vez que se ha completado la formacién del
diente. El depdsito de dentina secundaria es mucho méas lento que el de la dentina
primaria, y se produce principalmente en el techo y suelo de la cAmara pulpar. Por ello,
este depoésito es parcialmente responsable de la esclerosis tubular y la reduccion del
volumen de la pulpa que ocurren durante el envejecimiento (Carvalho y Lussi, 2017). A
nivel radicular, se produce la reabsorcion de la raiz y un aumento de la rugosidad de su
superficie (Solheim y Kvaal, 1993). Ademas, el cemento aumenta de grosor de manera
continua por aposicién de nuevas capas (Nanci, 2012c).

El estudio de los principales cambios morfoldgicos que sufre el diente con el paso del
tiempo se ha aprovechado desde el punto de vista forense para proponer modelos
predictores que permitan una estimacién, lo méas aproximada posible, de la edad
cronoldgica del sujeto. No hay que olvidar que estos parametros, a excepcion de la
transparencia radicular, que se muestra bastante inalterable, ademas de ser cambios que
ocurren de manera fisiologica en el diente a lo largo de la vida del individuo, pueden estar
también ocasionados por diferentes factores externos y patolégicos. Gustafson (1950)
sentd las bases de esta metodologia proponiendo el primer método cientifico basado en el
estudio morfoldgico del diente seccionado, obteniendo una formula que permitia estimar
la edad con un error de +10 afios. Los parametros dentales considerados, de mayor a
menor correlacion con la edad, fueron la transparencia radicular, la atricion, la aposicion
de dentina secundaria, la reabsorcion radicular, la aposicion de cemento y la recesion

gingival. Més tarde, Bang y Ramm (1970) estudiaron el fenémeno de la transparencia
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radicular, pero de una manera mas sofisticada. Estos autores presentaron ecuaciones de
regresion para dientes seccionados y no seccionados, considerando el tipo de diente y la
longitud de transparencia radicular. Posteriormente, Johanson (1971) estudié los cambios
estructurales evaluados por Gustafson (1950) y, aportandole un peso especifico a cada
uno de ellos, aplicd un analisis estadistico de regresion multiple para obtener una férmula
que ofrecia una mayor exactitud en la prediccion de la edad, con un error estandar de
+5.16 afios. Por su parte, el método dental propuesto por Lamendin et al. (1992) presenta
como unicos pardmetros para la estimacion de la edad, la altura del nivel de insercion del
ligamento periodontal y la altura de la transparencia radicular. Este método es sencillo,
aplicable a ambos sexos y Unicamente a dientes unirradiculares, y esta considerado como
uno de los métodos mas precisos para la estimacion de edad en sujetos fallecidos de entre
40 y 60 afnos (Baccino et al., 1999; Martrille et al., 2007). Sin embargo, en edades
avanzadas, especialmente cuando existe enfermedad periodontal, el método subestima la
edad real (Foti et al., 2001). En 1993, Solheim present6 un modelo de regresion para cada
sexo y tipo de diente, excluyendo molares, usando los pardmetros que presentaban mayor
correlacion con la edad y consiguiendo estimaciones cuyo error variaba entre los 7 y los
10 afios, segun el tipo de diente. Otros métodos valoran Unicamente la aposicion de
dentina secundaria como indicador de la edad dental en adultos, considerando la relacion
existente entre la pulpa y el diente completo o la raiz, en funcion de distintas medidas de
largura, anchura o area realizadas en radiografias dentales (Kvaal et al.,1995; Cameriere,
Ferrante y Cingolani, 2004, Cameriere et al., 2007). La ventaja principal que presentan
estos métodos radiograficos es que no son invasivos y no requieren la exodoncia del

diente, por lo que pueden ser aplicados tanto en cadaveres como en sujetos Vivos.

La informatica y el analisis automatizado de imagenes también se han ido incorporado al
analisis de los cambios estructurales del diente con la edad. A partir de dientes
seccionados y de un programa de analisis adecuado, se pueden cuantificar de forma
automatica parametros morfolégicos como la atricion dental, la oclusién de la cavidad
pulpar, la transparencia radicular, la formacion de dentina secundaria y la reabsorcién
radicular (Mandojana et al., 2001; Valenzuela et al., 2002). Otra de las variables incluidas
en algunos de los modelos de regresion propuestos para la estimacion de la edad es el
color dentinario. En este sentido, la espectrorradiometria se ha propuesto como una
técnica valida para medir las coordenadas crométicas de la dentina de forma objetiva
(Martin-de las Heras et al., 2003).
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2.3.2.2. Cambios histoldgicos

Durante el envejecimiento, se producen una serie de cambios en cada uno de los
tejidos que conforman el diente. En el esmalte, la permeabilidad se reduce, ya que sus
poros disminuyen de tamafio a medida que los cristales de hidroxiapatita adquieren mas
iones y la superficie aumenta. Ademas, la composicion de la capa superficial cambia a
medida que se produce el intercambio de iones con el medio oral. Concretamente, se ha
observado un progresivo aumento del contenido de fluoruro en la superficie. No obstante,
no hay que olvidar que factores externos como la ingesta de agua fluorada o la aplicacién
topica de fluor también incrementan el contenido de este mineral en el diente. Otras
caracteristicas del esmalte envejecido, tal y como se han sefialado anteriormente, son el

desgaste progresivo por la atricién y el cambio de color (Nanci, 2012a).

En la dentina, el deposito continuo de dentina intratubular resulta en una reduccion
gradual del diametro de los tubulos, que pueden incluso obliterarse completamente, dando
lugar a la dentina esclerética. Esta dentina se encuentra con frecuencia cerca del pice
radicular en dientes de sujetos de mediana edad. Asociado a la presencia de esclerosis, se
produce un aumento de la fragilidad y una reduccién de la permeabilidad de la dentina.
Otro cambio relacionado con la edad es el aumento de areas con tractos muertos, es decir,
areas donde los tdbulos dentinarios estdn vacios o desprovistos de procesos
odontoblasticos (Nanci, 2012b).

En la pulpa, se reduce el volumen de la cdmara pulpar y del canal radicular como
consecuencia del deposito continuo de dentina. En ocasiones, en dientes maduros, el
canal radicular puede aparecer obliterado casi al completo. El aporte sanguineo tambiéen
se reduce, como consecuencia del estrechamiento de los accesos a traves de los foramenes
y por procesos degenerativos vasculares. Desde aproximadamente los 20 afios de edad, el
numero de células, especialmente de fibrocitos, disminuye gradualmente hasta los 70
afios, momento en el que la densidad celular se ha reducido hasta la mitad. La cantidad de
colageno aumenta de forma proporcional, con un cambio en la distribucion de las fibras
de colageno, que adquieren la apariencia de paquetes fibrosos. El cuadro de
envejecimiento del organo pulpar se completa con la degeneracion de las fibras nerviosas
y el aumento de calcificaciones distréficas, con reduccion de la capacidad metabdlica y

del potencial de reparacion de la pulpa (Nanci, 2012b).
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Por su parte, el cemento aumenta de grosor con la edad, ya que su aposicion se produce
de forma continua durante toda la vida, disponiéndose en capas alrededor de la dentina
radicular. La aposicion de cemento ocurre en fases, dando como resultado dos tipos de
capas con diferentes propiedades Opticas y de tincién, debido a su mayor o menor
mineralizacion, y que pueden ser observadas mediante microscopia oOptica. Las lineas
incrementales mas estrechas y de tincion oscura (zonas méas mineralizadas) estan
separadas por bandas mas anchas de coloracion pélida (zonas hipomineralizadas). La
distancia entre una linea incremental y otra representa el depdsito de cemento que ha
ocurrido durante un afio en muchos mamiferos, por lo que el recuento de estas lineas se
ha utilizado de forma rutinaria para estimar la edad en animales (Kvaal, Solheim y
Bjerketvedt, 1996). En dientes humanos, el recuento de los anillos o lineas incrementales
de cemento es un método histolégico que se ha empleado como indicador de la edad
dental, aunque con una evidente controversia entre los distintos autores respecto a su
utilidad en la practica forense debido a la falta de contundencia de los resultados.
Mientras que algunos autores no han detectado una relacion entre el nimero de lineas
incrementales y la edad, otros han encontrado una conexion bien correlacionada
(Meinl et al., 2008).

2.3.2.3. Cambios bioguimicos

Uno de los métodos mas precisos de entre los disponibles para la estimacion de la
edad en adultos se basa en la racemizacion del acido aspartico (RAA) (Meissner y Ritz-
Timme, 2010). Este método se fundamenta en el hecho de que las proteinas del
organismo se sintetizan utilizando sélo una de las formas Opticamente activas de los
aminoéacidos, la forma levdgira (L). Sin embargo, con el tiempo, esta pureza éptica se
pierde por la lenta pero inevitable isomerizacion de los aminoacidos, es decir, por la
transformacion de las formas isoméricas L en formas dextrégiras (D) con el fin de
alcanzar una mezcla racémica o equilibrada. A este proceso natural se le conoce como
racemizacion. La racemizacion de los aminoacidos se produce después de que el
recambio proteico haya cesado, por lo que aquellas proteinas permanentes con bajo o nulo
recambio podran mostrar una acumulacion de D-aminoacidos con la edad (Helfman y
Bada, 1975).
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El aminoéacido elegido para el estudio de la utilidad de la racemizacion en la estimacion
forense de la edad ha sido el &cido aspartico, ya que presenta una de las tasas de
racemizacion mas altas de entre todos los aminoacidos estables. En 1975, Helfman y
Bada publicaron el primer estudio que analiz6 la RAA en esmalte dental de sujetos vivos,
encontrando un aumento del ratio D/L del acido aspartico con la edad. Desde entonces,
diferentes trabajos han demostrado una correlacion positiva entre la RAA y la edad en
una gran variedad de tejidos. La estimacion de la edad basada en la RAA es posible si el
tejido analizado contiene una concentracion lo suficientemente alta de proteinas
metabolicamente estables. Estas proteinas se producen principalmente en tejidos
altamente braditréficos, con una baja tasa de recambio proteico (Ritz y Schiitz, 1993).
Entre estos tejidos se encuentra la dentina (Ohtani y Yamamoto, 2010), el esmalte
(Griffin et al., 2008) y el cemento dental (Ohtani, 1995), asi como el cristalino (Masters,
Bada y Zigler, 1977), la esclerdtica (Klumb et al., 2016), la sustancia blanca cerebral
(Man et al., 1983), los discos intervertebrales (Ritz y Schitz, 1993), el cartilago costal
(Pfeiffer, Mornstad y Teivens, 1995), el hueso (Ohtani et al., 2002), y la elastina de la piel
(Ritz-Timme, Laumeier y Collins, 2003a), las arterias (Dobberstein, Tung y Ritz-Timme,
2010), el ligamento amarillo (Ritz-Timme, Laumeier y Collins, 2003b) o la epiglotis
(Matzenauer, Reckert y Ritz-Timme, 2014).

La RAA en tejidos dentales, especialmente en dentina, se considera la mejor opcién para
la estimacion de la edad empleando este método, debido a la simplicidad de la técnica y a
una precision que puede llegar a ser excelente (Ohtani y Yamamoto, 2005). No obstante,
se debe tener en cuenta que los dientes deben estar libres de caries para alcanzar una
estimacion de la edad fiable (Griffin et al., 2008), ya que las bacterias y los procesos
infecciosos pueden alterar las tasas de RAA. Ademas, en personas de edad avanzada, los
dientes han estado presentes en la cavidad oral durante un largo periodo de tiempo, por lo
que la influencia del ambiente es mayor que en sujetos jovenes. El nivel de RAA también
varia respecto al tipo de diente y su posicién en la boca (Ohtani, Ito y Yamamoto, 2003)
debido a que cada diente presenta un momento de inicio de la formacion del tejido

dentinario distinto (Ritz, Schitz y Schwarzer, 1990).

El método basado en la RAA no presenta la amplia variabilidad intraobservador mostrada
por los métodos morfoldgicos tradicionales (Waite et al., 1999). En sujetos de edad

avanzada, sin embargo, se encuentra un mayor nivel de variabilidad respecto a los sujetos
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jévenes (Ohtani, Ito y Yamamoto, 2003), una limitacion comun al resto de métodos. Otra
dificultad a tener en cuenta es que se trata un método destructivo, por lo que normalmente
se aplica en cadaveres o en dientes ya extraidos de personas vivas. Para alcanzar una
buena precision y obtener resultados comparables, es de suma importancia normalizar
todo el proceso analitico, desde la seleccion y preparacion de las muestras, hasta la
separacion cromatografica y cuantificacion de los enantiomeros (Ritz-Timme et al.,
2000). Ademaés, la RAA es un proceso que puede verse influenciado por la historia post
mortem de la muestra (Ohtani, 2002; Ohtani, Ito y Yamamoto, 2003; Griffin et al., 2008).
Bajo condiciones post mortem normales, la temperatura ambiente se encuentra muy por
debajo de la temperatura corporal del sujeto vivo y, por tanto, la RAA ocurre muy
lentamente, ya que es un proceso dependiente de la temperatura (Ogino, Ogino y Nagy,
1985). Sin embargo, la exposicion a temperaturas extremadamente altas, como ocurre en
el caso de cadaveres quemados, puede introducir grandes errores en la estimacion de la
edad. Ademas, los largos intervalos post mortem pueden alterar el proceso de RAA,
debido a la diagénesis de las proteinas y a la contaminacion (Griffin et al., 2009), por lo
que el método es adecuado siempre y cuando el intervalo post mortem no exceda décadas
(Ritz-Timme et al., 2000; Dobberstein et al., 2008; Dobberstein, Tung y Ritz-Timme,
2010). Por todo ello, la fiabilidad de los resultados dependera en gran medida del tiempo
transcurrido tras la muerte y de las condiciones ambientales a las que haya estado

sometido el cuerpo durante este periodo (Dobberstein et al., 2008).

A pesar de todas sus limitaciones, la RAA representa en la actualidad el estandar de oro
en la estimacién de la edad a nivel bioguimico. El error medio entre la edad estimada
mediante este método y la edad real se encuentra alrededor de los +3 afios (Zapico y
Ubelaker, 2013). Ademas, en comparacion con otros métodos moleculares, se dispone de
una amplia literatura sobre la estandarizacion de la metodologia y de los procedimientos

de muestreo, asi como sobre la evaluacion de los sesgos potenciales del método.

La evidencia de que se produce una acumulacion de productos finales de glicacion
avanzada (Advanced Glycation End Products, AGEs) durante el proceso fisioldgico de
envejecimiento en diversos tejidos ha dado lugar a que también se considere su utilidad
como parametro para la estimacion de la edad (Sato, Kondo y Ohshima, 2001; Pilin et al.,
2007). La glicacion no enzimatica de las proteinas, también conocida como reaccion de

Maillard, consiste en una serie compleja de reacciones entre azlcares reductores y grupos
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amino que conduce al pardeamiento, fluorescencia y reticulacion de las proteinas. Los
AGEs, que se forman durante las Ultimas etapas de esta reaccion, se acumulan en
proteinas de vida media larga, como el coldgeno, durante el proceso normal de
envejecimiento en la mayoria de los tejidos (Meissner y Ritz-Timme, 2010). Estos
incluyen el cristalino (Ramalho et al., 1996), el cartilago (Verzijl et al., 2000), la piel
(Dyer et al., 1993), el liquido pericardico (Simm et al., 2007) y las células piramidales del
sistema nervioso central (Li et al., 1995). La formacion de AGEs puede alterar las
propiedades funcionales de las proteinas, conducir a la rigidez de los tejidos, promover la
formacion de radicales libres e inducir respuestas inflamatorias, asi como intervenir en la
regulacién geénica (Nass et al., 2007). Estas sustancias también se consideran implicadas
en la patogénesis de las principales complicaciones de la diabetes, como son la nefropatia
y las enfermedades vasculares (Ulrich y Cerami, 2001). Los pacientes diabéticos
presentan una generacion acelerada de AGEs (Schleicher, Wagner y Nerlich, 1997),
mientras que los pacientes con enfermedad renal terminal muestran una mayor
acumulacion de estos productos debido a una menor eliminacion (Koschinsky et al.,
1997). Los AGEs también se pueden originar de forma exdgena, como consecuencia del
calentamiento de los alimentos. Sin embargo, la contribucién de estos AGEs exdgenos a
la alteracion de las proteinas durante el proceso de envejecimiento se encuentra bajo
discusién, aunque existe evidencia experimental de su absorcion en el intestino
(Koschinsky et al., 1997; Ulrich y Cerami, 2001).

Los métodos basados en la correlacion entre la acumulacién de AGEs en los tejidos y la
edad se ven limitados por la heterogeneidad de este grupo de sustancias y de los métodos
de deteccidn, asi como por la falta de procedimientos estandarizados. A esto se debe
afiadir que las lesiones por quemaduras alteran esta correlacién, ya que el calentamiento
induce la formacion de estos productos. De igual manera, en sujetos diabéticos la
acumulacion acelerada de AGEs conduce a sobreestimaciones de la edad. Ademas,
cuanto mayor sea la edad del sujeto, mayor sera la exposicion a todas aquellas variables
que influyen en la acumulacién de estos productos (Meissner y Ritz-Timme, 2010). Por
todo ello, todavia se hace necesario una mejor evaluacion de los parametros que influyen
en este proceso, encontrar el mejor sustrato, y estandarizar los procedimientos de
muestreo y la metodologia desarrollada, con el fin de hallar la verdadera utilidad del

método para la estimacién forense de la edad.
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Siguiendo esta linea de investigacion, en la Universidad de Granada, se ha estudiado la
relacion de la furosina y la pentosidina, que se forman en las etapas temprana y avanzada
de la reaccion de Maillard, respectivamente, con la edad en hueso y dentina. Mientras que
se encontro una fuerte correlacién entre el contenido de estos productos en ambos tejidos
y la edad, los mejores resultados, en cuanto a la estimacién de la edad del individuo, se
observaron aplicando un modelo de regresion lineal multiple, en el que los valores de
furosina y pentosidina en dentina estaban presentes, que ofrecié un error estandar de 6.19

afos (Valenzuela et al., comunicacion personal).

Otras investigaciones de esta Universidad han contribuido al conocimiento de los
cambios bioquimicos que experimenta el diente con la edad mediante el estudio de la
degradacion del coldgeno de la dentina. La primera aproximacién se llevé a cabo
midiendo los enlaces de deoxipiridinolina (DPD), que estabilizan fisiolégicamente las
cadenas de coldgeno maduras de la matriz extracelular de la dentina, detectdndose un
incremento con la edad. Mediante regresion lineal, se obtuvieron ecuaciones para el
célculo de la edad a partir del valor de DPD, con un error estandar de 14.34 afios (Martin-
de las Heras, Valenzuela y Villanueva, 1999). Sin embargo, otros autores, en un estudio
posterior, no encontraron relacion entre la concentracion de DPD en dentina y la edad del
individuo (Acil et al., 2002). Una segunda contribucion consistio en el hallazgo e
identificacion de la enzima gelatinasa A en dentina humana y el estudio de su relacion
con la edad. Los patrones de distribucion de esta enzima difirieron en las distintas
fracciones proteicas de dentina analizadas y estos cambios variaron con la edad (Martin-
de las Heras, Valenzuela y Overall, 2000a). Ademas, no se detectd la presencia de
gelatinasa A en fracciones proteicas de dentina desmineralizada en sujetos mayores de 41

afios (Martin-de las Heras, Valenzuela y Overall, 2000Db).

2.3.2.4. Cambios moleculares

2.3.24.1. El ADN en el diente

Los dientes se consideran una muestra forense de eleccién para la obtencién de
ADN a partir de tejidos mineralizados. Debido a su composicion Unica y a su ubicacion

dentro de los maxilares, los dientes se encuentran bien protegidos frente a las condiciones
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ambientales y fisicas que aceleran los procesos de degradacién post mortem del ADN.
Ademas, el ADN dental es a menudo de mayor calidad y menos propenso a la

contaminacion que el ADN extraido de los huesos (Higgins y Austin, 2013).

En cuanto a la distribucion del ADN en el diente, se ha demostrado que las raices,
compuestas de cemento, dentina y pulpa, ofrecen mas ADN que la corona (Gaytmenn y
Sweet, 2003), que, aunque también contiene dentina y pulpa, estd compuesta

predominantemente de esmalte (Figura 3).
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Figura 3. Estructura interna del diente. Tomado de www.adamimages.com.

El esmalte, que cubre la corona del diente, es el tejido méas duro del cuerpo humano. Este
tejido es de contenido mineral en el 96 % de su peso, por lo que es acelular y no contiene
ADN (Nanci, 2012a). El esmalte proporciona una barrera fisica que protege a las células
del interior del diente de las condiciones adversas externas tales como el calor, la luz
ultravioleta, la humedad y los microorganismos (Pinchi et al., 2011). Aunque el esmalte
in vivo presenta una permeabilidad limitada (Bertacci et al., 2007), el tamafio de los poros
entre sus cristales minerales es extremadamente pequefio, impidiendo la penetracion de
moléculas de mayor tamafio que el agua. Esta caracteristica es de particular importancia
para la preservacion del ADN ya que permite restringir el acceso de microorganismos y
contaminantes ambientales al diente tanto in vivo como después de la muerte (Higgins y
Austin, 2013).

El complejo dentino-pulpar forma la mayor parte de la estructura dental y, a diferencia
del esmalte, es altamente celular. La dentina presenta un 65 % de su peso de contenido
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mineral en forma de hidroxiapatita carbonatada, macromoléculas organicas
(principalmente colageno) y agua. Generalmente, la dentina no contiene cuerpos celulares
nucleados, aunque las células odontobléasticas pueden quedar atrapadas en la dentina
durante la formacién de la dentina terciaria, una respuesta comun a la caries dental. La
dentina es un tejido estructuralmente Unico, densamente perforado por los tdbulos
odontoblasticos, paralelos y anillados por el mineral, que la atraviesan desde la camara
pulpar. Estos tabulos contienen procesos de células odontobléasticas y fibras nerviosas
(Nanci, 2012b). Por su parte, la pulpa es un tejido conectivo ricamente vascularizado e
inervado que contiene numerosos tipos celulares. Estos incluyen odontoblastos,
fibroblastos, células de defensa, como los histiocitos y los macrofagos, células
plasméticas, células nerviosas y células mesenquimales indiferenciadas. Los
odontoblastos estan orientados con sus cuerpos celulares a lo largo del borde de la pulpa 'y
sus largos procesos tisulares se extienden a través de la dentina. Las células que se
encuentran en mayor namero en el tejido pulpar son los odontoblastos y los fibroblastos
(Chiego y Avery, 2014). La pulpa se interconecta con los tejidos periodontales mediante
el &pice radicular y los canales accesorios, a traves de los cuales pasan los vasos
sanguineos. Los canales accesorios se sitian predominantemente a lo largo de la mitad
inferior de la raiz y, en molares, a través del suelo de la camara pulpar hacia el area de la
furca (Vertucci y Anthony, 1986). Dada la celularidad relativamente alta de la pulpa, este
tejido proporciona la fuente mas rica de ADN en los dientes (Malaver y Yunis, 2003). Sin
embargo, la pulpa puede encontrarse en cantidad limitada o incluso ausente en dientes

envejecidos y/o con patologias (Higgins y Austin, 2013).

El cemento es un tejido avascular mineralizado de estructura laminada que cubre las
raices de los dientes. Esta compuesto por un 45-50 % de mineral inorganico
(hidroxiapatita), colageno y proteinas de matriz no colagenas. El cemento se clasifica en
dos tipos en base a la presencia o ausencia de células (cementocitos) (Chiego y
Avery, 2014). El cemento celular es fuente de ADN, ya que contiene cementocitos dentro
de la matriz extracelular (Yamamoto et al., 2010). EI cemento celular es similar a la
composicién fisica y quimica del hueso, aunque es estructural y funcionalmente diferente
(Bosshardt, 2005). Este tipo de cemento es avascular, no tiene inervacion y contiene
menos sales inorganicas. A diferencia del cemento Gseo, no experimenta una
remodelacion mantenida, sino que su espesor se incrementa continuamente a lo largo de

la vida (Gongalves et al., 2005). EI cemento celular se observa predominantemente en la
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porcién apical de las raices y en el area de la furca de los molares (Stamfelj et al., 2008),
y puede estar ausente en los dientes anteriores (Bosshardt, 2005). Otras fuentes de ADN
asociadas al cemento incluyen inclusiones de tejidos blandos, residuos de sangre, vasos
que lo atraviesan a través de canales accesorios, tejidos periodontales adheridos y

fragmentos de hueso atrapados entre las raices de los molares (Higgins y Austin, 2013).

El contenido total de ADN en el diente varia considerablemente entre individuos y
también entre dientes de un mismo individuo (Gaytmenn y Sweet, 2003). Algunos de los
factores que influyen en el contenido de ADN incluyen el tipo de diente, la edad

cronoldgica del individuo y el estado de salud del diente.

Los cuatro tipos de dientes humanos (incisivos, caninos, premolares y molares) difieren
en forma y tamafio, pero presentan una estructura histoldgica similar (Malaver y Yunis,
2003). Diversos estudios, que comparan el contenido de ADN entre diferentes tipos de
dientes, han demostrado que los dientes con mayor volumen de pulpa proporcionan la
mejor fuente de ADN (De Leo, Turrina y Marigo, 2000), debido a la mayor presencia de
células en este tejido. También se ha demostrado que se obtiene mas ADN de los dientes
multirradiculares que de los unirradiculares (De Leo, Turrina y Marigo, 2000),
probablemente debido a un mayor volumen pulpar y a una mayor superficie radicular que
permite una mayor presencia de cemento. Cabe sefialar que los dientes multirradiculares
no sélo tienen una superficie radicular mayor, sino que también contienen mas cemento
celular por superficie de raiz que los dientes unirradiculares, que en algunos casos
presentan poco o ningin cemento celular (Higgins y Austin, 2013). Por tanto, cuando se
disponga de varios dientes de un mismo individuo para el analisis del ADN se deben
seleccionar aquellos con mayor volumen pulpar y superficie radicular, siendo los molares
los candidatos de eleccion, tal y como indican los protocolos de INTERPOL en su Guia
de Identificacion de Victimas de Catéstrofes (2014) y las recomendaciones de la
International Society for Forensic Genetics para la identificacion genética en grandes
catastrofes (Prinz et al., 2007). En ausencia de molares, se espera que los premolares
tengan mas cemento celular que los dientes anteriores, aunque los caninos tendran un
volumen de pulpa mayor. Cuando se selecciona un diente, también debe tenerse en cuenta
si el diente no ha llegado a erupcionar, ya que los dientes retenidos en su alveolo estan

protegidos en su totalidad por el hueso alveolar, por lo que presentan menos posibilidades
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de contaminacion (Alvarez-Garcia et al., 1996). Ademas, los dientes multirradiculares

tienen menos probabilidad de pérdida post mortem que los dientes anteriores.

El aumento de la edad cronoldgica produce una serie de cambios en los tejidos dentales
que también afectan al contenido de ADN del diente. EI cambio negativo mas evidente es
la disminucion del volumen de la pulpa como resultado de la deposicion continua de
dentina secundaria. La pulpa no sélo disminuye en volumen con el tiempo, sino que
también se reduce en celularidad y se vuelve mas fibrosa. Como parte del proceso de
envejecimiento, la dentina aumenta en volumen y también se vuelve progresivamente
esclerotica. El proceso de esclerosis implica la oclusion de los tdbulos dentinarios con
cristales de fosfato de calcio y la posterior degeneracion de los procesos odontoblasticos y
las fibras nerviosas asociadas (Nanci, 2012b). Un cambio positivo que se produce con la
edad es que la cantidad de cemento celular aumenta con la edad, aunque se ha observado
que los cementocitos sélo son viables a una profundidad limitada, ya que dependen de los
nutrientes del ligamento periodontal que deben difundirse a través del cemento a las
células (Chiego y Avery, 2014). Otros cambios que ocurren con la edad pueden afectar a
la preservacion post mortem del ADN. Por ejemplo, el esmalte se mineraliza con mayor
intensidad a lo largo del tiempo (Bertacci et al., 2007), aunque también se pierde por
desgaste natural, y la dentina disminuye en porosidad debido a la oclusion de los tGbulos
(Senawongse et al., 2008). Por todo ello, el avance de la edad conduce a una disminucién
en el contenido de ADN y a un cambio en su distribucion. Mientras que en personas
maduras los molares siguen siendo los dientes de eleccion para el analisis del ADN,
factores como el nivel de desgaste de los dientes y la abundancia de cemento deben ser
considerados al seleccionar la muestra. Ademas, en estos casos, la eleccion del diente
puede estar limitada por al aumento de la exposicion a patologias dentales, tratamientos y

pérdidas dentales (Higgins y Austin, 2013).

Las patologias dentales tienen un impacto negativo en el contenido de ADN de los
dientes. La caries dental, una enfermedad microbiana, da como resultado la destruccién
localizada de los tejidos calcificados de los dientes. Esto facilita la entrada de bacterias a
la pulpa, tanto directamente como a través de los tubulos dentinarios vacios, que
producen muerte celular. En respuesta a la caries, la pulpa se retrae y la dentina terciaria
se deposita. Esta dentina terciaria presenta una estructura menos organizada que la

dentina primaria y secundaria y, como la deposicion ocurre a una velocidad rapida, los
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cuerpos celulares de los odontoblastos pueden encapsularse en el tejido mineralizado
(Lee et al., 2006). En ultima instancia la caries puede conducir a una pérdida completa de
la pulpa o a la pérdida del diente. EI cemento celular s6lo puede verse afectado por la
caries si estd expuesto a la cavidad oral, lo que puede ocurrir en la enfermedad
periodontal avanzada. La periodontitis, o enfermedad periodontal, es una enfermedad
inflamatoria inducida por placa que afecta las estructuras de soporte del diente, esto es,
hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento. La acumulacion de placa en la
superficie de los dientes conduce a la inflamacion cronica y a la produccion de toxinas,
que destruyen los tejidos de soporte y alteran su union al diente. Durante el progreso de la
enfermedad se destruye el hueso alveolar que conduce a una pérdida de unidn, una
reduccion de la altura de la encia alrededor del diente y la exposicion del cemento a la
cavidad oral. ElI cemento afectado por la enfermedad periodontal pierde el apego a las
fibras periodontales, y se recubre con placa y célculo (Daly et al., 1979). La enfermedad
periodontal avanzada que afecta al cemento celular puede conducir a una reduccion en la
disponibilidad de ADN debido a la pérdida fisica del cemento, como resultado del
tratamiento dental dirigido a eliminar el tejido afectado, y a la muerte de los
cementocitos. Por tanto, las enfermedades dentales no solo reducen la cantidad de ADN
disponible, sino que también aumentan el potencial de contaminacién. Es por ello que los
dientes seleccionados para el analisis del ADN deben estar intactos. Sin embargo, es
importante sefialar que los dientes con patologias y aquellos que han recibido tratamiento
dental todavia pueden producir suficiente ADN para la extraccion y amplificacion,
aunque esto requiere una cuidadosa valoracion tanto de la extension de la enfermedad

como de los tejidos especificos disponibles para la extraccion (Higgins y Austin, 2013).

En relacion a la degradacion post mortem del ADN en el diente, esta ha demostrado ser
dependiente del tiempo, aunque esta relacion es compleja y se ve claramente afectada por
diversos factores ambientales (Rubio et al., 2009, Rubio et al., 2013). La degradacion del
ADN en el periodo post mortem se inicia mediante la liberacion de enzimas intracelulares
enddgenas (lipasas, nucleasas y proteasas), y se continla por la accion de enzimas
exogenas producidas por microorganismos invasores e invertebrados ambientales
(Alaeddini et al., 2010). La porosidad limitada de los dientes y su ubicacion protegida
restringen fisicamente la accion de los organismos exogenos en las células de los dientes.
Sin embargo, las enzimas enddgenas siguen actuando y los procesos de hidrélisis y

oxidacion esponténea siguen ocurriendo, aunque de una forma mas lenta respecto a como
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actuan los organismos exogenos (Higgins y Austin, 2013). La pulpa se descompone a un
ritmo mas lento que otros tejidos blandos (Boy, Bernitz y Van Heerden, 2003),
presumiblemente debido a que se encuentra bien protegida frente a las condiciones
adversas y a la naturaleza Unica de las células que la componen. Se ha demostrado que la
pulpa es biologicamente viable, es decir, que contiene al menos un 50 % de células
viables, durante mas de 12 horas de periodo post mortem y ain muestra células viables
transcurridas 24 horas tras la muerte (Caviedes-Bucheli et al., 2006). Ademas, si el
cadaver se encuentra en un ambiente seco, se estimulara la desecacién de la pulpa,
protegiendo asi al ADN de los dafios hidroliticos, mientras que un ambiente himedo

permitira la putrefaccion y destruccién completa de la pulpa (Potsch et al., 1992).

El componente mineral de los dientes, por su parte, preserva el ADN humano actuando de
barrera fisica frente a los microorganismos y contaminantes (Milos et al., 2007). Ademas,
se ha demostrado que esta preservacion del ADN también se ve reforzada por su
adsorcién por parte de la hidroxiapatita (Collins et al., 1995). Durante la diagénesis post
mortem ocurre una reprecipitacion de los tejidos mineralizados por lo que potencialmente
el ADN puede asociarse al componente mineral del diente. A pesar de que el ADN se
conserva en los tejidos duros dentales, aun no se conoce la naturaleza exacta de la
asociacion del ADN al contenido mineral ni la fase del proceso de descomposicion en la
que esta se produce (Higgins y Austin, 2013). Los efectos de la descomposicion post
mortem en los tejidos duros del diente también son poco conocidos, aunque la asociacién
intima entre el coladgeno y la hidroxiapatita parece ser la causa de que estos tejidos sean
extremadamente estables durante este proceso (Turner-Walker, 2008). EI colageno
mineralizado se encuentra protegido fisicamente de los procesos de hidrolisis y disolucién
por los cristales minerales (Collins et al., 1995). Por tanto, la pérdida de colageno sélo
puede ocurrir tras la disolucion de los minerales, que son termodindmicamente estables.
Sin embargo, la solubilidad de la hidroxiapatita si se ve afectada tanto por la presencia de
agua como por el pH y la porosidad del tejido mineralizado (Turner-Walker, 2008).
Ciclos de humedad y sequia o un flujo continuo de agua causan mas dafio a los tejidos
mineralizados del diente que un entorno anegado de agua de forma permanente (Turner-
Walker, 2008). Por tanto, la pérdida del contenido mineral y la degradacion del colageno
dependeran mas de las condiciones ambientales que del intervalo post mortem de los
restos (Dobberstein et al., 2008; Turner-Walker, 2008).
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En resumen, el tiempo transcurrido desde la muerte y las condiciones ambientales bajo las
cuales se descompone un cuerpo tendran efecto sobre la probabilidad de que el analisis de
ADN se realice con éxito y sobre el tejido dental que albergard mayor cantidad de ADN.
Un intervalo post mortem corto y/o un ambiente seco favoreceran la preservacion del
ADN en la pulpa, mientras que un intervalo post mortem largo y/o un ambiente hiumedo
aumentara la dependencia hacia los tejidos duros dentales para la obtencion de ADN
(Higgins y Austin, 2013). Ademaés, es importante tener en cuenta que el ADN obtenido a
partir de restos esquletizados presenta una serie de caracteristicas fisico-quimicas debidas
a la degradacion post mortem del material genético. Estas incluyen la escasez y
fragmentacion de las cadenas, las modificaciones moleculares del ADN, y la presencia de
inhibidores de la PCR en los extractos, principalmente compuestos del suelo o
subproductos de la propia degradacién del ADN (Barrio-Caballero, 2013).

2.3.2.4.2. Metodos moleculares para la estimacion de la edad

Los cambios observados en el ADN como consecuencia del envejecimiento han
servido como base para el desarrollo de métodos moleculares para la estimacion forense
de la edad. Entre ellos destacan el anélisis de los marcadores de metilacion del ADN vy el

acortamiento telomérico.

La metilacion del ADN es un proceso fisioldgico que consiste en la unién covalente de un
grupo metilo al carbono 5’ de las citosinas de los dinucleotidos CpG localizados en las
regiones promotoras de los genes. La metilacion del ADN es un mecanismo habitual de
control de diferentes procesos celulares como la proteccion de la integridad del genoma,
el mantenimiento de patrones de expresion especificos de cada tejido o la definicion de la
impronta genética. La distribucion de estos patrones de metilacién es especifica de cada
tipo celular y se establece durante el desarrollo embrionario. La alteracion de los patrones
de metilacion del ADN puede ocurrir por un incremento o hipermetilacion, que conlleva
una represion de la transcripcion génica, o por una disminucién o hipometilacion, con la

consecuente activacion de esta transcripcion (Jaenisch y Bird, 2003).

Durante el desarrollo temprano del embrién, los patrones de metilacion del ADN se

establecen para ayudar en la diferenciacion celular, permitiendo asi que las células tengan
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estructuras y funciones especificas (Straussman et al., 2009). Los patrones de metilacion
establecidos permanecen relativamente estables durante toda la vida. Sin embargo,
durante el desarrollo y el envejecimiento la metilacién del ADN sufre cambios. Los
factores subyacentes a estos cambios incluyen la diferenciacion celular, el
envejecimiento, factores ambientales y factores genéticos. El envejecimiento puede
modificar la metilacion del ADN a través de la deriva epigenética y el reloj epigenético.
La deriva epigenética esta causada por la acumulacion estocéstica de pequefios errores en
la transmision y mantenimiento de la metilacion del ADN (Martin, 2005). Por su parte, el
reloj epigenético se refiere al fendmeno por el cual sitios especificos del genoma sufren
cambios en la metilacién del ADN con la edad, que son progresivos y comunes entre
individuos y a veces incluso entre tejidos (Hannum et al., 2013; Horvath, 2013). Sin
embargo, diversos estudios han sugerido que las variaciones que se pueden dar entre
individuos en la metilacion del ADN vienen determinadas en su mayoria por factores
genéticos (Bjornsson et al., 2008; Kaminsky et al., 2009). Asimismo, se ha sugerido que
factores ambientales como la dieta, el estrés o el tabaquismo, también pueden alterar la
metilacion del ADN en diversas etapas del desarrollo humano (Pal y Tyler, 2016).

Los cambios en la metilacion del ADN asociados a la edad han sido ampliamente
estudiados tanto a nivel general como en regiones especificas del ADN. Diversos estudios
han mostrado un aumento de la metilacion del ADN en los primeros afios de vida y una
pérdida gradual en etapas posteriores a lo largo de todo el genoma (Jones, Goodman y
Kobor, 2015). Tras el nacimiento, los niveles medios de metilacion del ADN aumentan en
la sangre durante el primer afio de vida, y después del primer afio, los niveles medios de
metilacion se mantienen relativamente estables, excepto en algunas regiones en las que
frecuentemente aumentan (Martino et al., 2011). Tras alcanzar la edad adulta, la
metilacién del ADN en general disminuye a lo largo de todo el genoma y, de forma

especifica, en los elementos repetitivos (Jones, Goodman y Kobor, 2015).

Con el desarrollo de la tecnologia de microarrays, se han detectado cambios mas
especificos en la metilacion del ADN en determinados genes o regiones genémicas que
han mostrado una fuerte correlacion con la edad (Koch y Wagner, 2011; Bell et al., 2012;
Jones, Goodman y Kobor, 2015). Si bien existe evidencia de que el cambio en los
patrones de metilacion del ADN es independiente del tejido (Horvath et al., 2012), lo que

podria convertirse en una herramienta Gtil para estimar la edad de un individuo, la tasa de
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aumento del nivel de metilacion generalmente varia en funcion del tipo de tejido (lIssa,
2003).

Diversos estudios han propuesto modelos estadisticos para estimar la edad que podrian
aplicarse a un amplio espectro de tejidos, asi como en sangre o saliva, con un error
inferior a los 5 afos (Bocklandt et al., 2011; Hannum et al., 2013; Horvath, 2013;
Weidner et al., 2014; Yi et al., 2014; Yi et al., 2015; Zbie¢-Piekarska et al., 2015;
Bekaert et al., 2015; Lee et al., 2015; Xu et al., 2015; Freire-Aradas et al., 2016). Cabe
destacar que el analisis de la metilacion de todo el genoma requiere de una cantidad
sustancial de ADN, tiempo y esfuerzo. Por tanto, aquellos ensayos que precisen del
andlisis de unos cuantos sitios CpG resultard méas atractivo para los investigadores
forenses, siempre y cuando proporcione una precision comparable a la ofrecida por el
analisis del genoma completo. Por todo lo mencionado anteriormente, la metilacion del
ADN se considera en la actualidad el biomarcador predictivo de la edad mas prometedor
(Lee, Lee y Shin, 2016).

Otro marcador del envejecimiento es el acortamiento telomérico. Los telémeros son
estructuras especializadas que se localizan en los extremos de los cromosomas lineales
protegiéndolos de la degradacion y la fusion (Martinez y Blasco, 2015). Tras cada
divisién celular, la incapacidad de la enzima ADN polimerasa para replicar
completamente el extremo 3’ de la hebra molde de ADN produce un acortamiento de la
longitud del telémero (Olovnikov, 1973). Otros mecanismos también pueden contribuir a
este acortamiento, incluyendo la accion de las nucleasas, el dafio oxidativo y el estrés del
propio proceso de replicacion (Blackburn, Epel y Lin, 2015). En aquellas células en las
que normalmente se expresa, como las células germinales, las células madre o las células
tumorales, la enzima telomerasa puede compensar este desgaste afiadiendo repeticiones
teloméricas en los extremos de los cromosomas (Zhao et al., 2014; Martinez y Blasco,
2015). Sin embargo, en las células sométicas normales no se detecta actividad de esta
enzima. En consecuencia, tras varios ciclos de division celular, los telémeros alcanzan
una longitud critica que conduce a la senescencia celular (Stewart et al., 2012). Por tanto,
la teoria telomérica del envejecimiento se fundamenta en los siguientes principios
béasicos: el envejecimiento es un proceso programado, el acortamiento telomérico da lugar
a un paro irreversible del ciclo celular y aquellas células en las que no se expresa la

telomerasa solo pueden alcanzar un numero limitado y caracteristico de divisiones,
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conocido como limite de Hayflick (Lopez-Otin et al., 2013; Bernadotte, Mikhelson, y
Spivak, 2016).

En esta linea, diferentes trabajos, algunos destinados al estudio del envejecimiento y otros
orientados especificamente a la estimacion de la edad con fines forenses, han mostrado
una relacion inversa entre la longitud de los telomeros y la edad en una variedad de
celulas y tejidos (Harley, Futcher y Greider, 1990; Takubo et al., 2002; Tsuiji et al., 2002;
Takasaki et al., 2003; Karlsson et al., 2008; Hewakapuge et al., 2008; Ren et al., 2009;
Mokry et al., 2010; Takubo et al., 2010; Kumei et al., 2011; Srettabunjong et al., 2014).
No obstante, se debe tener en cuenta que la longitud del telémero depende de las
caracteristicas del individuo, viéndose afectada por una combinacion de factores
genéticos, epigenéticos y medioambientales (Bekaert, De Meyer y Van Oostveldt, 2005;
Ren et al., 2009; Shammas, 2011). Por tanto, la longitud telomérica varia entre sujetos de
la misma edad e incluso entre tejidos del mismo sujeto (Oeseburg et al., 2010), mostrando
éstos diferentes niveles de atricion (Bekaert, De Meyer y Van Oostveldt, 2005). Ademas,
comparando diferentes células del mismo tejido se revela que cada una muestra diferentes
longitudes de sus telémeros, haciendo necesario el célculo de una longitud media
(Tsuji et al., 2002).

Por todo ello, las investigaciones dedicadas a la estimacién de la edad basada en la
longitud telomérica se dirigen hacia el analisis de diferentes tejidos, la mejora de los
procedimientos de analisis, la comparacion de datos de medida en un mismo sujeto y el
empleo de tamarios de muestra amplios, con el fin de alcanzar una mayor fiabilidad del

método.
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3. BIOLOGIA DEL TELOMERO

Los telomeros son estructuras especializadas de ADN y proteinas asociadas que se
localizan en los extremos de los cromosomas lineales. Su funcion principal consiste en
asegurar la estabilidad de los cromosomas, protegiendo al ADN gendmico de la
degradacion y la fusion y salvaguardando la correcta segregacion del material genético

durante la division celular.

3.1. ESTRUCTURA DEL TELOMERO

3.1.1. ADN telomérico

ElI ADN telomérico humano comprende alrededor de 10 a 15 Kkilobases de
repeticiones en tandem de una secuencia de seis nucleotidos. Estructuralmente, los
telémeros contienen una region de ADN de doble cadena, que abarca su mayor parte, y
una region de ADN de cadena sencilla. Asi, la hebra 3’, rica en guanina (hebra G), esta
formada por la secuencia de nucledtidos 5° TTAGGG, con un saliente monocatenario de
30 a 400 nucledtidos de extension en su extremo 3°, mientras que la hebra
complementaria 5°, rica en citosina (hebra C), muestra la secuencia 5° CCCTAA
(Martinez y Blasco, 2015) (Figura 4).

La naturaleza rica en guanina del ADN telomérico promueve la formacion de estructuras
de orden superior, conocidas como G-cuadrupletes. Estas estructuras se forman cuando
cuatro bases de guanina se unen a través de enlaces de hidrogeno de Hoogsteen para
formar una estructura plana, estabilizada por un cation monovalente, que se apila con
otras similares. En los seres humanos, estas estructuras teloméricas se han implicado en la
proteccion de los telomeros, la supresion de la recombinacion y la inhibicién de la
extension del telomero dependiente de la enzima telomerasa (Lu et al., 2013). Ademas, el

saliente 3° puede plegarse sobre si mismo e invadir la region telomérica de doble cadena
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formando el llamado bucle telomérico o bucle T, y generando a su vez un bucle de
desplazamiento, o bucle D, en el lugar de la invasién (Figura 4). La formacion del bucle T
tiene como funcion proteger los extremos de los cromosomas de la degradacion y de los
mecanismos de reparacion del ADN, asi como de la accion de la telomerasa (Martinez y
Blasco, 2015).

Region daplex Saliente G

A TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3’
ATCCCAATCCCAATC 5’

POT1
3

! ! B {
A\ 5

TRF1 TRF2™ RAP1

Bucle D

Figura 4. Estructura del telémero. (A) ADN telomérico, (B) complejo protector o shelterinay (C)
formacion del bucle T. Adaptado de Stewart et al., 2012.

3.1.2. Complejo protector o shelterina

El ADN telomérico se encuentra asociado a un complejo especializado de seis
proteinas conocido como complejo protector o shelterina (Figura 4). Este complejo tiene
como funciones esenciales permitir a las células distinguir los extremos naturales de los
cromosomas de sitios de rotura del ADN, reprimir las respuestas de reparacion del ADN
y regular el mantenimiento de la longitud de los telémeros dependiente de la telomerasa
(Palm y De Lange, 2008). La especificidad de la shelterina por el ADN telomérico se
debe al reconocimiento de las repeticiones TTAGGG por tres de sus componentes: 10s
factores de unidn a repeticiones teloméricas 1 y 2 (TRF1 y TRF2, respectivamente), que
se unen al ADN bicatenario de los telomeros; y la proteina protectora de telémeros 1
(POT1), que se une a las repeticiones teloméricas del saliente 3> monocatenario. TRF1 y
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TRF2 reclutan hacia el telomero al resto de proteinas del complejo, esto es, el factor
nuclear 2 de interaccion con TRF1 (TIN2), la proteina activadora/represora 1 (RAP1), la
proteina tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) y POT1. TIN2 y TPP1 actian como proteinas
enlazadoras que mantienen unido el complejo: TIN2 estabiliza el complejo interactuando
con TRF1, TRF2 y TPP1, mientras que TPP1, a su vez, interacciona con POT1 formando
asi un vinculo entre el saliente 3’ y las proteinas de unién al daplex de ADN telomérico.

Por su parte, RAP1 interacta con TRF2 (Palm y De Lange, 2008).

TRF1 y TRF2 son estructuralmente similares (Palm y De Lange, 2008) aunque
desempefian funciones diferentes. Mientras TRF1 ayuda a promover la replicacion a
través del daplex de ADN telomérico (Sfeir et al., 2009), TRF2 desempefia funciones
destinadas a garantizar el mantenimiento del saliente 3° y evitar su degradacion
(Zhu et al., 2003). TRF2 también desempefia un papel clave en la generacion del saliente
monohebra tras la replicacion del ADN mediante el reclutamiento de la nucleasa Apollo
(Wu et al., 2010).

POT1 y TPP1 actuan juntas formando un heterodimero que regula la actividad de la
telomerasa y el acceso al saliente 3° (Baumann y Price, 2010). Una funcioén clave de
POT1-TPP1 es prevenir que el complejo proteina de replicacion A (RPA), de union al
ADN de cadena sencilla, se una al saliente 3’ y provoque una respuesta al dafio del ADN
mediada por la proteina ATR (relacionada con ataxia-telangiectasia y RAD3) (Denchi y
De Lange, 2007). POT1 y TPP1 también intervienen en la regulacion de la longitud de los
telémeros (Baumann y Price, 2010). Ambas proteinas regulan la accién de la telomerasa
en el extremo del cromosoma, aunque lo hacen de distinto modo. Mientras POT1 puede
secuestrar el extremo 3’ del ADN telomérico para hacerlo inaccesible a la telomerasa
(Churikov y Price, 2008), TPP1 participa en el reclutamiento de la enzima y estimula su

actividad mediante el aumento de su procesividad (Zaug et al., 2010).

TINZ2 juega un papel clave en la estabilizacion de la shelterina y el mantenimiento de la
asociacion del resto de componentes del complejo al telomero (O’Connor et al., 2006).
Ademas, la interaccion TIN2-TPP1 es responsable de la asociacion de POT1-TPP1 con la
region duplex del ADN telomérico, lo que puede ayudar a POT1 a competir con RPA

para unirse al saliente 3’ 0 a la base del bucle T (Kibe et al., 2010). TIN2 también juega
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un papel importante en el mantenimiento de la integridad de los cromosomas a traves de

interacciones con proteinas que no forman parte de la shelterina (Stewart et al., 2012).

Por ultimo, RAP1 funciona en tandem con TRF2 para prevenir la recombinacion no
homologa y las fusiones cromosémicas (Sarthy et al., 2009). Ademas, esta proteina ha
sido encontrada en asociacion con repeticiones TTAGGG localizadas en regiones extra-
teloméricas, donde parece desempefiar un papel en la regulacion de la expresion génica
(Martinez et al., 2010).

3.1.3. Otras proteinas asociadas al telémero

Ademas del complejo shelterina, los telémeros presentan otras proteinas asociadas
que contribuyen de manera importante al mantenimiento y la proteccion de los extremos
de los cromosomas. Un gran nimero de estas proteinas son reclutadas hacia el telomero
por el complejo shelterina, por lo que se suele hacer referencia a ellas como factores
accesorios de la shelterina, siendo TRF1, TRF2 y POT1 los mediadores implicados en
estas interacciones. Algunos de estos factores se asocian a los telomeros de forma
transitoria y la mayoria presentan ademas funciones no teloméricas, siendo mas
abundantes en otras localizaciones del ndcleo o del citoplasma (Palm y De Lange, 2008;
Diotti y Loayza, 2011). Estas proteinas accesorias se encuentran implicadas tanto en los
procesos de reparacion (Ku70/Ku80, ERCC1/XPF, Apollo, el complejo MRN, RAD51D
y la familia PARP), sefializacion del dafio (el complejo MRN y el complejo 9-1-1) y
replicacion del ADN (el complejo ORC vy las helicasas de la familia RecQ) como en
aquellos procesos involucrados en las modificaciones de la conformacion estructural de la
cromatina (HP1) (Palm y De Lange, 2008).

Por otro lado, se ha identificado un complejo proteico adicional, conocido como CST, que
se asocia a los telomeros y comprende tres subunidades: el componente conservado de
proteccion del telomero 1 (CTC1), el supresor de Cdc13 1 (STN1) y la proteina de la via
telomérica con STN1 (TEN1). ElI complejo CST presenta similitudes estructurales y
funcionales con RPA y, aunque se une al ADN monocatenario, no muestra especificidad
por la secuencia de ADN telomérico (Miyake et al., 2009). Por tanto, este complejo
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desempefia sus funciones tanto en los telomeros como en otras partes del genoma
(Stewart et al., 2012). La coexistencia de la shelterina y el complejo CST en el telémero
sugiere una division de tareas entre ambos complejos. Mientras que la shelterina destaca
como responsable de la proteccién de los telomeros (Palm y de Lange, 2008), el complejo
CST es necesario para la replicacion a través del duplex de ADN telomérico
(Stewart et al., 2012) y la sintesis de relleno de la hebra C tras la accion de la telomerasa
(Wang et al., 2012).

3.2. REPLICACION DEL TELOMERO

Durante cada ciclo de division celular, los telomeros se acortan debido a la
incapacidad de las ADN polimerasas convencionales de replicar completamente las
moléculas de ADN lineal, lo que se conoce como problema de la replicacion del extremo
(Olovnikov, 1973). La base molecular de esta pérdida de ADN radica en que las ADN
polimerasas requieren un grupo 3’-OH libre como punto de partida para la adicion de
nucleotidos por lo que no pueden iniciar la sintesis de ADN de novo por si solas, y, por

tanto, necesitan la presencia de un cebador (Martinez y Blasco, 2015).

La replicacion de los telomeros constituye una fase critica del ciclo de division celular, ya
que un fracaso en la regeneracion de la estructura nucleoproteica conduce a la activacion
de la respuesta al dafio del ADN y a la inestabilidad gendmica asociada a la desproteccion
de los telémeros. La replicacion del ADN telomérico es un proceso de multiples etapas
durante las cuales se produce el paso de la horquilla de replicacién a lo largo del diplex
telomérico seguido del procesamiento de los extremos del ADN para generar el saliente
monohebra 3’, necesario para la union de la shelterina, la formacion del bucle T, la accion
de la enzima telomerasa y el mantenimiento de la longitud del telomero. La formacion del
saliente en ambos extremos del cromosoma implica la digestion por nucleasas, la
extension de la hebra G por la telomerasa y el relleno de la hebra C complementaria por

el complejo multiproteico polimerasa alfa (Pola)-primasa (PP) (Stewart et al., 2012).

La replicacion del duplex telomérico es semiconservativa, es decir, cada hebra parental

actia como molde para la sintesis de una nueva hebra complementaria, y es llevada a
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cabo por la maquinaria de replicacion convencional. La disposicion antiparalela de las
hebras parentales y la direccion obligada de sintesis de la ADN polimerasa de 5° a 3’
implica que la sintesis de ADN sea continua en una de las hebras (hebra adelantada), y
que necesite cebarse repetidamente en la hebra complementaria (hebra rezagada),
ocurriendo de manera discontinua en forma de fragmentos cortos de ADN denominados
fragmentos de Okazaki (Martinez y Blasco, 2015). El inicio de la sintesis de ADN
depende del complejo PP (Pellegrini, 2012). La subunidad primasa del complejo sintetiza
los cebadores de ARN que luego son extendidos por la Pola, originando el cebador
hibrido de ARN-ADN requerido por las polimerasas procesivas para la sintesis de ADN
en las hebras adelantada y rezagada. En la hebra rezagada, los cebadores de ARN se
degradan, los huecos se rellenan con ADN y los fragmentos de Okazaki se ligan para
ensamblar en Ultima instancia la hebra. Sin embargo, el Gltimo cebador no puede ser
reemplazado. Ademas, este cebador no es terminal, sino que se sitla aleatoriamente a
unos 70-100 nucleotidos del extremo de la hebra (Chow et al., 2012). Por tanto, el
telémero generado tras la sintesis de la hebra rezagada presenta un saliente monohebra 3’
inmediatamente después de la replicacion. También en este momento, la hebra C
rezagada muestra la secuencia especifica CCAATC en su extremo 5°. Por su parte, la
sintesis de la hebra adelantada da lugar a extremos romos o salientes cortos de 1 6 2
nucleétidos debido a que la maquinaria de replicacién se disocia de las terminaciones del
cromosoma antes de la incorporacién del ultimo o los dos ultimos nucle6tidos. Tras la
replicacion del duplex telomérico, la hebra C es procesada por las nucleasas para generar
el saliente G 3’ y no adquiere la secuencia terminal especifica CCAATC-5' hasta el final
de la fase S y el principio de la fase G2 (Chow et al., 2012). Por tanto, la sintesis
incompleta de la hebra rezagada y la reseccion post-replicativa de la hebra C generan los
salientes 3’ en ambos teldémeros recién sintetizados, lo que contribuye al acortamiento del

telomero (Martinez y Blasco, 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de replicacion del ADN telomérico. Adaptado de Martinez y Blasco, 2015.

La replicacion de la region duplex telomérica plantea un problema para la maquinaria de
replicacion, probablemente debido a la naturaleza repetitiva de la secuencia de ADN y a
su potencial para formar estructuras secundarias. En consecuencia, se hace necesaria la
participacion de un grupo de proteinas adicionales a la maquinaria de replicacion
convencional para asegurar una replicacion eficaz de esta region del cromosoma. Estas
proteinas incluyen a TRF1, la helicasa reguladora de la longitud de los telémeros
(RTELZY), la helicasa deficiente en el sindrome de Bloom (BLM), la helicasa deficiente en
el sindrome de Werner (WRN), la endonucleasa flap 1 (FEN1) y el complejo CST
(Stewart et al., 2012).

TRF1 recluta a BLM para resolver los G-cuadrupletes formados en la hebra G, facilitando
asi la progresion de la horquilla de replicacion y previniendo la fragilidad de la hebra
rezagada. Por otro lado, RTEL1 interactda con TRF2 para desmontar los bucles T durante

la fase S. Esta helicasa también facilita el desplegamiento de los G-cuadrupletes
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interaccionando con el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), previniendo asi
la fragilidad del telémero. WRN también se asocia con los telomeros interaccionando con
TRF2 durante la fase S y se ha propuesto que interviene en el desplegamiento de los G-
cuadrupletes y en facilitar los procesos de recombinacion telomérica tales como la
formacion y desmontaje del bucle T y la replicacién inducida por rotura. Por su parte,
FENL1 se localiza en los teldémeros a través de interacciones con TRF2. FEN1 también se
une a BLM y a WRN, y se ha propuesto que previene la fragilidad de los telomeros
facilitando el desplegamiento de los G-cuadrupletes y reiniciando las horquillas de
replicacion colapsadas durante la sintesis de la hebra rezagada de los telomeros (Martinez
y Blasco, 2015).

Una vez acabada la replicacion, en las células positivas para la telomerasa, las hebras
complementarias 5° y 3’ del ADN telomérico se extienden secuencialmente por la accion
de esta enzima y del complejo PP, respectivamente (Figura 6). Los componentes de la
shelterina TIN2-TPP1 reclutan a la telomerasa mientras que POT1-TPP1 promueve el
alargamiento procesivo de los telémeros (Nandakumar y Cech, 2013). La telomerasa
alarga la hebra G a través de la transcripcién inversa de su subunidad molde de ARN
(Greider y Blackburn, 1985), mientras que el complejo PP alarga la hebra C copiando el
saliente G elongado (Reveal, Henkels y Turchi, 1997). El complejo CST también
desempefia un papel clave en este proceso ya que se une al extremo 3’ extendido por la
telomerasa e interacciona con la Pola para facilitar el relleno de la hebra C (Wang et al.,
2012). Ademas, el complejo CST es capaz de inhibir la actividad de la telomerasa
impidiendo su acceso al telomero y suprimiendo la funcion estimuladora de POT1-TPP1
mediante interaccién fisica y competencia por la unidn al sustrato. La unién del complejo
CST al ADN telomérico aumenta de manera constante durante la fase S, con un pico al
final de esta fase y al comienzo de la fase G2, y es estrictamente dependiente de la accion

de la telomerasa (Chen, Redon y Lingner, 2012).

Por tanto, los telémeros desempefian de algiin modo funciones opuestas en la célula. Por
un lado, han de proteger a los extremos del cromosoma de los efectos no deseados de las
nucleasas y los mecanismos de reparacion del ADN, y por otro, deben permitir el acceso
de la telomerasa y del resto de factores que intervienen en el proceso de replicacion a los
extremos del cromosoma. Esta contradiccidn ha llevado a sugerir que los telémeros son

estructuras dinamicas que pueden pasar de un estado protegido cerrado a un estado
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transitorio mas abierto, en el cual el extremo del ADN se encuentra disponible para el

acceso de los factores de replicacion (Blackburn, 2001).
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Figura 6. Replicacion del ADN telomérico en células positivas para la telomerasa. Adaptado de
Stewart et al., 2012.

3.3. MANTENIMIENTO DEL TELOMERO

La regulacion de la dinamica de la longitud telomérica consiste en la compleja
interaccion entre los procesos de desgaste y los mecanismos de alargamiento de los
telémeros. El acortamiento de los telémeros debido al problema de la replicacion del
extremo representa una perdida de unas 50 a 100 pb en cada division celular, aunque esto
varia dependiendo del tipo de célula (Huffman et al., 2000). Otros factores, como las
especies reactivas de oxigeno, la radiacion, factores ambientales asociados al estrés, asi
como los antecedentes genéticos, también pueden conducir a una tasa de acortamiento
més acelerada (Epel et al., 2004). Existen dos mecanismos ampliamente definidos de
mantenimiento de los telomeros en humanos: el mantenimiento mediado por la enzima
telomerasa y el alargamiento alternativo de los telomeros (ALT). El principal mecanismo
de elongacién de los telomeros, empleado por la mayoria de las células con alta capacidad

proliferativa, depende de la expresion de la telomerasa, una transcriptasa inversa que
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alarga los telémeros. Por su parte, el ALT es un mecanismo alternativo, que se activa en

una parte de las células cancerosas y depende de eventos de recombinacién homologa.

La integridad telomérica tiene implicaciones tanto en el cancer como en el
envejecimiento, ya que el desgaste de los telémeros actia como punto de control clave de
la proliferacion celular al actuar como desencadenante de la senescencia replicativa. En la
mayoria de células sométicas diferenciadas, que carecen de telomerasa, la tasa de
acortamiento de los telomeros refleja una combinacion de todas las actividades que
reducen la secuencia telomerica. Por tanto, los telomeros sufren un acortamiento gradual,
dando lugar a la inhibicién de la proliferaciobn mediante senescencia replicativa o, de una
forma menos frecuente, mediante apoptosis. Este acortamiento progresivo del telémero se
ha propuesto como una de las marcas moleculares del envejecimiento (Lépez-Otin et al.,
2013). Por el contrario, las células cancerosas destacan por su capacidad para proliferar
indefinidamente. La mayoria contrarrestan el acortamiento de los telémeros mediante la
reactivacion de la telomerasa, mientras que otras lo hacen mediante el mecanismo del
ALT (Shay, Reddel y Wright, 2012). En este tipo de células las actividades de
alargamiento y acortamiento de los telomeros se encuentran en equilibrio, por lo que la

longitud de los telomeros es bastante constante (Stewart et al., 2012).

3.3.1. Alargamiento del telomero dependiente de la telomerasa

La telomerasa compensa el desgaste de los telémeros a través de la adicion de novo
de repeticiones TTAGGG en los extremos cromosomicos, estabilizando la longitud y
manteniendo la integridad del telémero. Esta ribonucleoproteina estd formada por una
subunidad catalitica ("nTERT) con capacidad transcriptasa inversa, una subunidad ARN
(hTR), que sirve como molde para la adicion de ADN por hTERT, y una serie de
proteinas especificas accesorias necesarias para la funcionalidad completa de la enzima

(MacNeil, Bensoussan y Autexier, 2016).

La subunidad hTR es reclutada al nucléolo donde se ensambla con la subunidad hTERT
formando un complejo de telomerasa maduro. Aunque los dominios que regulan la

interaccion y el ensamblaje de hTERT y hTR se encuentran bien caracterizados (Schmidt
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y Cech, 2015), el sitio de ensamblaje y los mecanismos que lo regulan permanecen poco
claros. Posteriormente, la proteina TCAB1 reconoce el dominio CAB de hTR y recluta a
la telomerasa al cuerpo de Cajal, donde la telomerasa pasa a ser cataliticamente activa. En
la fase S, el cuerpo de Cajal se colocaliza en el telémero y facilita el reclutamiento de la

enzima (MacNeil, Bensoussan y Autexier, 2016).

Una vez en el telomero, el acceso de la telomerasa al extremo del ADN estd modulado
por la shelterina. La telomerasa es reclutada por los telémeros mediante la interaccion
directa del dominio TEN de hTERT con el fragmento TPP1-glutamato y rico en leucina
(TEL) del dominio N-terminal de TPP1 (Nandakumar et al., 2012). La telomerasa se une
al extremo 3’ de la hebra G por complementariedad del ADN telomérico con hTR. El
molde ARN es transcrito inversamente en ADN por la actividad catalitica de hTERT,
formando una repeticion telomérica corta. Una vez que se ha afiadido esta repeticion
telomérica, el extremo 3’ del cromosoma se reposiciona en direccion 5’ para que la
telomerasa pueda afadir repeticiones adicionales sin la disociacion completa de la
enzima, un proceso llamado adicion procesiva de repeticiones (RAP) (MacNeil,

Bensoussan y Autexier, 2016).

Existen diversos factores que regulan la actividad de la telomerasa en los telomeros. La
proteina TPP1, ademdas de desempefiar un papel clave en el reclutamiento de la
telomerasa (Xin et al., 2007), se ha propuesto que, en asociacion con POTL, estimula la
procesividad de la enzima en los telomeros (Wang et al., 2007). EI complejo TPP1-
POT1-hTERT se mantiene asociado durante la elongacion del telomero y se transloca en
el ADN telomérico de cadena sencilla. Curiosamente, POT1 también puede actuar como
inhibidor de la elongacion de los telomeros mediante la union al extremo 3’ del saliente
monohebra y el reclutamiento del complejo CST, blogueando el acceso de la telomerasa
al telomero. Por lo tanto, TPP1 es un regulador de la actividad de la telomerasa y de su
RAP, ya sea por la promocion de su translocacion a lo largo de la hebra G mientras se une
a él o actuando como una sefial de freno en el extremo monohebra del ADN telomérico

cuando la actividad de la telomerasa ya no es necesaria (Baumann y Price, 2010).

Por su parte, TRF1 y TRF2 actuan sobre todo como reguladores negativos de la longitud
del telémero. Aungue no afectan directamente a la actividad de la telomerasa, parecen

afectar al estado del sustrato telomérico disponible. Su unién al ADN telomérico de doble
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cadena impulsa la formacion de bucles T, estructuras teloméricas secundarias protectoras
que bloquean el sitio de acoplamiento de la telomerasa y el alargamiento de los
teldémeros. Estas estructuras se encuentran en mayor abundancia en los telomeros largos y
en niveles méas bajos en los telomeros cortos, dando lugar a la preferencia de la
telomerasa por los telomeros mas cortos, que estaran mas facilmente disponibles

(Smogorzewska et al., 2000).

Las helicasas también desempefian un papel fundamental en el alargamiento de
telomeros, ya que a través de la resolucion de estructuras secundarias como los bucles T y
los G-cuadrupletes, permite el acceso de telomerasa a su sustrato (Chavez, Tsou y
Johnson, 2009).

Otro factor importante que interviene en el mantenimiento del telémero es TERRA, un
ARN largo no codificante generado por la transcripcion del telémero (Azzalin et al.,
2007). Se ha sugerido que TERRA puede competir potencialmente con el sustrato
telomérico en su interaccion con la telomerasa (Redon, Reichenbach y Lingner, 2010).
Sin embargo, este papel inhibidor de la telomerasa de TERRA no se ha podido demostrar

in vivo en humanos.

La regulacion de la longitud del telémero por el complejo CST también es clave para el
mantenimiento del telémero. Se ha propuesto que este complejo establece el limite
superior de alargamiento de los teloémeros al unirse al ADN monocatenario telomérico y
desplazar a la telomerasa una vez que el saliente telomérico ha alcanzado una cierta
longitud. Ademaés, el complejo CST promueve el relleno de la hebra C, reclutando al

complejo PP hacia el saliente telomérico (Rice y Skordalakes, 2016).

De igual modo, el estado de la estructura de la heterocromatina en los telémeros se ha
propuesto como modulador del acceso de la telomerasa a los extremos de los cromosomas
Yy, por tanto, como regulador de la extension del telémero. En particular, los telomeros y
las regiones subteloméricas se organizan en nucleosomas enriquecidos con
modificaciones epigenéticas que afectan a la conformacién estructural de la cromatina
llevandola hacia un estado mas cerrado o silente, que restringe el acceso de la telomerasa
a los telomeros. Estas modificaciones incluyen la hipermetilacion del ADN, la

trimetilacion de las histonas H3K9 y H4K20, la hipoacetilacion de las histonas H3 y H4 y
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la presencia de la proteina HP1 (Garcia-Cao et al., 2003; Gonzalo et al., 2006;
Benetti et al., 2007). Estas marcas de heterocromatina, por tanto, actdan como
reguladores de la longitud de los telémeros y de su integridad estructural (Figura 7). Se ha
demostrado que la cromatina telomérica de las células madre pluripotentes se caracteriza
por un estado mas abierto, que permite la generacion de telomeros hiperlargos por accién
de la telomerasa. Durante la diferenciacion de la cromatina telomérica, su conformacion
estructural cambia a un estado méas cerrado que restringe el acceso de la telomerasa y
provoca que los telébmeros se acorten (Flores et al., 2008). Por el contrario, la
reprogramacién de células somaticas adultas a células madre pluripotentes inducidas
cambia la estructura de la cromatina telomérica de un estado cerrado a un estado mas
abierto, acompafiado de la elongacion de los telomeros por la telomerasa (Marion et al.,
2009). Estos hallazgos revelan que la estructura de la cromatina telomérica es dinamica y
estd controlada por programaciones epigenéticas asociadas al potencial de diferenciacién

de las células (Martinez y Blasco, 2015).
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Figura 7. Regulacidn de la longitud del telémero por modificaciones epigenéticas. Adaptado de
Martinez y Blasco, 2015.

La telomerasa es una enzima altamente regulada y en condiciones normales su actividad
se limita a células con capacidad de proliferacion prolongada. En otros tejidos, la
telomerasa se inactiva durante la gestacion, restringiendo asi el potencial de proliferacion
(Cifuentes-Rojas y Shippen, 2012). Las células altamente proliferativas, como las células
precursoras hematopoyéticas, los linfocitos activados y los queratinocitos, reflejan una
situacién natural en la que la longitud de los telomeros esta directamente determinada por
el nivel de telomerasa. En estas células, por tanto, la longitud del telémero viene dada por

el balance entre el grado de alargamiento del ADN por accion de la telomerasa y la
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erosion sufrida por la incompleta replicacion del ADN y otros mecanismos tales como la
accion de las nucleasas, el dafio oxidativo y el estrés replicativo (Blackburn, Epel y Lin,
2015). La longitud final depende ademas de varios factores adicionales, incluyendo el
nivel de expresion de la telomerasa en la célula, el trafico de telomerasa al teldémero por
los cuerpos de Cajal, la facilidad con la que la telomerasa accede al ADN terminal y la
presencia de moléculas que directamente estimulan o inhiben la actividad de la enzima
(Cifuentes-Rojas y Shippen, 2012). Sin embargo, los niveles de telomerasa expresados
son bajos, lo que parece ser insuficiente para compensar el problema de la replicacion. En
consecuencia, sus telémeros se acortan, pero a un ritmo menor de lo que se esperaria de

una célula negativa para la telomerasa (Stewart et al., 2012).

Diversos estudios han indicado que la telomerasa se recluta preferentemente en los
telomeros méas cortos, que adoptan de forma transitoria una estructura abierta, sin
proteccién (Bianchi y Shore, 2008). En las células con niveles naturales de telomerasa, la
mayoria de los telomeros son extendidos en cada ciclo celular por una sola molécula de
telomerasa. Esta molécula sintetiza en promedio 60 nucle6tidos de la secuencia
telomérica en cada reaccion de procesamiento. Sin embargo, en células con niveles muy
altos de enzima, o telémeros que se han acortado artificialmente, multiples moléculas de
telomerasa actlan sobre cada telémero durante un ciclo celular (Zhao et al., 2011). Se
cree que esta diferencia en la accion de la telomerasa refleja la probabilidad de que las
moléculas de telomerasa accedan al telomero mientras este permanece en un estado
accesible. Si los niveles de telomerasa son bajos, el telomero puede volver a un estado
cerrado no extensible antes de que una segunda molécula pueda acceder al extremo del
ADN. Sin embargo, los telomeros cortos pueden entrar en un estado no extensible de
forma mas lenta mientras que los altos niveles de enzima aumentarian la probabilidad de
que una segunda molécula gane acceso antes de que cambie la conformacion del telémero
(Stewart et al., 2012). En contraste con el reclutamiento preferencial de la telomerasa
hacia los telomeros cortos en las células normales, en las células cancerosas la telomerasa
alarga la mayoria de los telémeros en cada ciclo de replicacion, lo que indica diferencias
significativas en la regulacion de la longitud de los teloémeros entre las células normales y
las células cancerosas (Bianchi y Shore, 2008; Zhao et al., 2009). Estas diferencias son
probablemente el resultado tanto de alteraciones en la regulacion de los factores que
intervienen en el mantenimiento de la longitud del telémero como de cambios en el

estado epigenético (Stewart et al., 2012).
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3.3.2. Alargamiento alternativo de los telémeros

El alargamiento alternativo de los telémeros (ALT) es un mecanismo de
mantenimiento de los telomeros independiente de la telomerasa que ocurre en
aproximadamente el 15 % de los canceres. EI ALT depende de la recombinacion, aunque
los mecanismos moleculares a traves de los que se produce la elongacion de los telomeros

en el cancer humano son poco conocidos (Min, Wright y Shay, 2017).

La evidencia disponible parece encajar mejor con un modelo de actividad del ALT en el
que los extremos monocatenarios de los telomeros invaden ADN telomérico bicatenario o
hibridan con ADN telomérico de cadena sencilla, usandolo como molde para la sintesis
de nuevo ADN telomérico y asi alargarse. EI molde para la copia puede ser el mismo
telomero (a través de la formacién de un bucle T), el telémero de una cromatida hermana
0 de otro cromosoma, 0 una de las muchas formas de ADN telomérico extracromosoémico
presente en las células en las que se produce. Las proteinas necesarias para la actividad
del ALT también se encuentran presentes en las células normales, en las que intervienen
en los procesos habituales de recombinacion y reparacién del ADN (Cesare y Reddel,
2010). Sin embargo, las células que emplean el mecanismo del ALT para compensar el
acortamiento de los telomeros presentan caracteristicas inusuales, como longitudes
teloméricas muy heterogéneas y abundante ADN telomérico extracromosémico (Shay,
Reddel y Wright, 2012).

3.4. MEDIDA DE LA LONGITUD DEL TELOMERO

De entre los distintos métodos destinados a la cuantificacion de la longitud de los
telomeros, cabe destacar tres: el analisis de los fragmentos de restriccion terminal (TRF),
la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR).

El primer método desarrollado para medir la longitud media de los telomeros fue el
método TRF (Allshire, Dempster y Hastie, 1989). En este procedimiento, el ADN

genomico es digerido utilizando un cdctel de enzimas de restriccion de corte frecuente

65 |



| 1. INTRODUCCION

que carecen de sitios de reconocimiento en las regiones teloméricas y subteloméricas, por
lo que no cortan el ADN de esta region. Los fragmentos de restriccion terminal obtenidos
son separados, en funcién de su tamafio, mediante electroforesis en gel de agarosa. Estos
fragmentos se analizan mediante Southern blot o hibridacion en gel utilizando una sonda
especifica para el ADN telomérico. Las longitudes variables de los telomeros hacen que
se presenten como un frotis, siendo el tamarfio y la intensidad del frotis evaluados por
comparacion con una escala de ADN que comprende tamafios de fragmentos conocidos.
Para la aplicacion de esta técnica, la integridad del ADN gendmico extraido es crucial, tal
y como ocurre con el resto de métodos utilizados para cuantificar la longitud telomérica.
Este método no requiere el uso de equipos costosos o especializados, y ofrece la
posibilidad de obtener una estimacion de la longitud media del telémero en kilobases. Sin
embargo, una limitacion importante consiste en que las enzimas de restriccion utilizadas
dan como resultado la inclusiébn de ADN subtelomérico, lo que conduce a una
sobreestimacion de la longitud real de los telémeros. Asimismo, los resultados pueden
variar entre laboratorios si se utilizan diferentes enzimas de restriccion. Ademas, esta
metodologia requiere grandes cantidades de ADN (>1 ug), es laboriosa y no puede
detectar telomeros cortos debido a que estos no pueden unirse a la sonda de manera
eficiente. A pesar de ello, y puesto que el método TRF ha sido la primera técnica
desarrollada para la medicion de la longitud telomérica media y ha servido de referencia
para otros métodos emergentes, todavia se considera el estandar de referencia
(Montpetit et al., 2014).

El desarrollo de métodos FISH para medir la longitud de los telémeros resolvié con éxito
algunos de los inconvenientes del método TRF, proporcionando mayor sensibilidad,
especificidad y resolucion (Vera y Blasco, 2012). El principal logro de los métodos
basados en FISH radica en su capacidad para medir la longitud de los telomeros en
células individuales (Q-FISH en celulas interfasicas, Flow-FISH y HT Q-FISH) e incluso
a nivel cromosémico (Q-FISH en células metafésicas), en ambos casos utilizando
suspensiones celulares o secciones histoldgicas. El analisis de la longitud telomérica por
FISH se basa en marcar especificamente los telomeros con sondas fluorescentes de acido
péptidonucleico (PNA). Ya que cada sonda telomerica de PNA reconoce tres repeticiones
teloméricas, la intensidad de la sefial fluorescente emitida al hibridarse con un telomero
dado es directamente proporcional a la longitud del telémero, proporcionando una
medicidn cuantitativa de la misma (Vera y Blasco, 2012). Particularmente, el método Q-
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FISH convencional, en cromosomas en metafase (Poon etal., 1999), es un método
preciso que proporciona longitudes teloméricas especificas del brazo del cromosoma. El
principal inconveniente, ademas de ser una técnica muy laboriosa y de bajo rendimiento,
es que las células deben ser capaces de dividirse y, por lo tanto, no es aplicable a células
detenidas en el ciclo celular. Ademas, debido a que el método esta basado en la

hibridacion, es dificil cuantificar teldémeros extremadamente cortos (Nersisyan, 2016).

Por su parte, el ensayo qPCR para la determinacion de la longitud de los telémeros mide
las sefiales teloméricas (T) y las sefiales de un gen de copia Unica (S), en comparacién con
un ADN de referencia, para proporcionar un ratio T/S relativo proporcional a la longitud
promedio de los telémeros (Cawthon, 2002). En el método qPCR original, las sefiales T y
S se cuantifican en pocillos separados que contienen una muestra equivalente (Cawthon,
2002). Sin embargo, posteriormente, se introdujo un ensayo multiplexado, denominado
método de la PCR cuantitativa multiplex monocromatica (MMQPCR), enel cual Ty S se
cuantifican en el mismo pocillo, con el fin de evitar errores significativos asociados a
posibles discrepancias de volumen de pipeteo entre las reacciones de los genes telémero y
copia unica (Cawthon, 2009). Al igual que TRF, la qPCR telomérica utiliza el ADN
gendmico para medir la longitud de los telomeros, sin embargo, a diferencia del ensayo
TRF, gPCR requiere s6lo pequefias cantidades de ADN vy es altamente susceptible a un
formato de alto rendimiento. Una desventaja importante del método qPCR frente al
analisis TRF se basa en el hecho de que gPCR sélo proporciona valores de longitud
telomérica relativa y no puede proporcionar valores absolutos en kilobases (Cawthon,
2002). Esta limitacion se ha intentado solventar mediante la incorporacion de un
oligdbmero estandar para medir la longitud absoluta del telémero (O’Callaghan et al.,
2008). Otra limitacion adicional del método es que sélo puede proporcionar valores
promedio de la longitud del telomero por muestra de células, no siendo capaz de
determinar la longitud media del telomero por célula o la longitud individual de cada
telomero (Veray Blasco, 2012).

Existen otros métodos que se utilizan con menos frecuencia, ya que estan destinados a
propésitos mas especificos. Este es el caso del analisis de la longitud individual del
telomero (STELA) (Baird et al., 2003), que utiliza un enlazador especifico del saliente 3’
del telémero y un cebador subtelomérico para amplificar los telémeros en extremos

cromosomicos especificos mediante PCR. Entre las ventajas del método se incluyen que
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permite estimar la longitud de los telémeros en cromosomas especificos y es capaz de
medir telomeros cortos, lo cual es importante en estudios sobre el envejecimiento
inducido por el acortamiento telomérico y para explicar las variaciones en la longitud de
los telomeros entre cromosomas (Nersisyan, 2016). Sin embargo, la variabilidad de
secuencias en la mayoria de las regiones subteloméricas solo permite detectar telémeros
en los brazos cromosomicos Xp, Yp, 2p, 11q, 12q y 17p. Ademas, es incapaz de detectar

telémeros largos (Aubert, Hills y Lansdorp, 2012).
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La resolucion de casos relacionados con la identificacion humana constituye un
problema frecuente en la préctica pericial forense. No cabe duda de que la identificacion,
ya se trate de un sujeto vivo, de un cadaver reciente o de restos esqueletizados, presenta
por si misma importantes repercusiones médico-legales. Particularmente, el
establecimiento de la identidad de restos humanos parcial o completamente
esqueletizados es una cuestion de interés médico-legal que aun en nuestros dias sigue
siendo un tema cientifico de debate abierto. Con relativa frecuencia, los restos se
encuentran en un avanzado estado de putrefaccién e incluso ya han alcanzado un grado de
esqueletizacion mas o menos generalizado, siendo frecuente que se disponga
exclusivamente de restos 0seos y dentarios, e incluso tan sélo de estos Gltimos. En estas
circunstancias, la prueba pericial solicitada generalmente pretende obtener informacién
sobre tres aspectos forenses diferentes: contribuir de la forma mas precisa posible al
conocimiento de la data de los restos, establecer la identificacion del cadaver o de los
restos cadavéricos y aportar datos que permitan deducir conclusiones sobre la forma y

mecanismo de la muerte.

En el campo de la identificaciéon humana, la odontologia forense desempefia un papel
prioritario. La importancia forense del diente, para la estimacion de la edad bioldgica,
radica fundamentalmente en las caracteristicas particulares de su desarrollo evolutivo, asi
como en los fendmenos que acontecen con el paso de los afios en la estructura dentaria. Si
ademés afladimos su singular resistencia a los agentes quimicos, fisicos y a la
putrefaccion, debido a su alta composicion mineral, y la enorme variedad de
caracteristicas individualizadoras que nos proporciona (tratamientos odontolégicos,
malposiciones, tinciones, etc.), el diente puede considerarse un elemento diagnéstico de

inestimable interés forense.

En sujetos de edades comprendidas entre el nacimiento y los 20 afios, es decir, en sujetos
que no han finalizado plenamente la formacién de su denticion, se puede estimar la edad
dental mediante el estudio del grado de mineralizacion dental y la cronologia y secuencia
de la erupcion dentaria. Tras el desarrollo completo de la denticidn, a partir de la segunda
década de la vida, la edad dental se estima en base a los cambios que acontecen en la

estructura dentaria con el paso de los afios. Para tal tarea, se han descrito métodos
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morfoldgicos, histologicos, bioquimicos y moleculares que suponen disponer de piezas
dentarias aisladas. Los primeros estudian los parametros morfoldgicos dentarios que se
modifican con el paso del tiempo. No obstante, estos pardmetros sélo deben ser
empleados en combinacidon con otros en la estimacion de la edad dental, debido a su
subjetividad y a la influencia de la experiencia del ojo del observador. En cuanto a los
métodos histoldgicos, éstos no se han mostrado fiables para ser empleados en la

estimacion de la edad dentaria (Cunha et al., 2009).

Por ello, en las tres Gltimas décadas, las investigaciones se han orientado hacia el estudio
de los cambios que ocurren en los componentes bioquimicos y moleculares del diente
durante el proceso natural de envejecimiento (Meissner y Ritz-Timme, 2010). Entre estos
cambios, se observan dos alteraciones fundamentales de las proteinas que ocurren durante
el envejecimiento: la racemizacion del acido aspartico (AAR) y la generacion de
productos finales de glicacion avanzada. En relacion al ADN, destacan dos procesos
dependientes de la edad: el acortamiento de los telémeros y los cambios en los patrones
de metilacion del ADN. Aunque, hasta el momento, la determinacion del grado de
racemizacion del acido aspartico en dentina es el método molecular disponible que ha
mostrado una mayor precision en la estimacion de la edad bioldgica, es un procedimiento
que presenta limitaciones en casos de individuos de edad avanzada, cuando el intervalo
post mortem excede décadas o cuando los restos han estado expuestos a altas
temperaturas (Meissner y Ritz-Timme, 2010). Por tanto, es importante tomar en cuenta
otras técnicas ya que el contexto forense y los restos humanos disponibles determinaran la

posibilidad de aplicar una u otra metodologia.

Entre los métodos de biologia molecular, el acortamiento de los telémeros que se produce
tras cada division celular se encuentra bien documentado en una gran variedad de células y
tejidos, presentandose como un prometedor biomarcador para la estimacion de la edad en el
ambito forense (Bernadotte, Mikhelson y Spivak, 2016). Sin embargo, en tejido
mineralizado, apenas se ha publicado un estudio destinado a la estimacion forense de la edad
basada en la medida de la longitud de los telomeros. En esta investigacion, Takasaki et al.
(2003) determinaron la longitud telomerica en ADN procedente de pulpa dental, empleando
el método clasico para la medicion de telomeros, el método TRF (Allshire, Dempster y
Hastie, 1989). Los resultados obtenidos mostraron una tendencia al acortamiento del

telémero con la edad, si bien se observaron claras limitaciones del estudio por la
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metodologia empleada, por no ser del todo precisa ni reproducible.

Por todo ello, ya que el diente, por sus particulares caracteristicas, puede considerarse un
elemento diagnoéstico de indudable interés en la estimacion de la edad tanto en sujetos vivos
como en cadaveres recientes y restos cadavéricos, resulta relevante llevar a cabo estudios en
tejido dentario, y con métodos de medicién mas precisos, con el fin de determinar la utilidad
de esta metodologia para la estimacion de la edad con fines forenses. En esta linea, en los
ultimos afios, se han desarrollado nuevos métodos para determinar la longitud telomérica
buscando una mayor precision en las medidas. Entre ellos destaca el método gPCR
(Cawthon, 2002). Esta técnica puede ser empleada con éxito para una rapida y precisa
medicion de la longitud de los telémeros en muestras bioldgicas (Aubert, Hills y Lansdorp,
2012) ya que aumenta la eficacia y disminuye costes, empleandose en la actualidad en
numerosos estudios que relacionan la longitud telomérica con distintos tipos de cancer,
envejecimiento y otras patologias sistémicas (Karlsson et al., 2008; Hewakapuge et al.,
2008; Elbers et al., 2014; Campa et al., 2015; Zubakov et al., 2016; Allende et al., 2016).

En consecuencia, este trabajo persiguid los siguientes objetivos:

1. Determinar la longitud telomérica relativa en muestras de ADN extraido de diente
completo, procedentes de sujetos de sexo y edades conocidas, empleando el método
qPCR.

2. Analizar el grado de correlacion existente entre la longitud relativa de los telémeros,

determinada en ADN dental, y la edad cronoldgica del sujeto.

3. Estudiar la influencia del sexo y el tipo de diente en la longitud telomérica relativa en
ADN dental. Asimismo, evaluar el efecto del sexo, el tipo de diente y la edad en la

concentracion del ADN obtenido en cada una de las muestras.
4. Proponer un modelo estadistico de utilidad en el ambito forense para estimar la edad

cronologica de un sujeto a partir de la longitud relativa de sus telomeros determinada en

ADN procedente de diente completo.
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5. Validar el modelo de regresion propuesto en la muestra de estudio y evaluar las posibles
limitaciones del mismo en cuanto a su potencial empleo como método diagnostico de la
edad en la préctica pericial forense.
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1. MUESTRAS

1.1. RECOGIDA Y SELECCION DE MUESTRAS

La muestra objeto de estudio consistio en 91 dientes permanentes procedentes de 77
personas (20 hombres, 53 mujeres y 4 muestras de las que no se dispuso de informacién
respecto al sexo) de edades comprendidas entre los 15 y los 85 afios, siendo la edad media
31.54 + 13.17 afios. Seis personas (4 mujeres y 2 hombres) aportaron mas de un diente al
estudio. Los datos de mayor relevancia en relacion a los 91 dientes analizados se

muestran en la Tabla 1.

Los dientes se obtuvieron de exodoncias realizadas en distintos centros del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia y en clinicas dentales privadas de Granada, por motivos
periodontales, ortoddnticos, prostodonticos o quirdrgicos. El criterio de inclusion en el
estudio radico en gue los dientes se encontraran intactos, es decir, libres de caries, y/o de
tratamientos endodonticos o restauradores, con el fin de evitar factores que redujeran el
contenido de ADN del diente y aumentaran la posibilidad de contaminacion (Higgins y
Austin, 2013). La metodologia de la investigacion fue aprobada por el Comité de Etica en
Investigacion Humana de la Universidad de Granada (UGR), con el correspondiente
informe favorable de la Comision de Etica en Investigacion de la UGR, de 11 de octubre
de 2013 y nimero de registro 820.

Los datos recogidos para cada muestra fueron la fecha de exodoncia, la fecha de
nacimiento y el sexo del paciente y el tipo de diente. La edad cronologica se determind
para cada caso calculando el tiempo transcurrido (considerando los afios y los meses)
entre la fecha de nacimiento del sujeto y la fecha de exodoncia del diente en cuestiéon. A
cada muestra se le asigndé un namero aleatorio con el fin de evitar que el observador
tuviera conocimiento, durante el procesamiento de la muestra, de cualquiera de los datos
registrados anteriormente. Tras la exodoncia, el diente se lavé con agua destilada, se seco
a temperatura ambiente y se almacend en una bolsa individual debidamente etiquetada

para ser conservado a una temperatura de -20 °C hasta el momento de ser procesado.
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Tabla 1. Caracteristicas individuales de la muestra, de menor a mayor edad.

Individuo Sexo Edad (afios) Individuo Sexo Edad (afios)

392 Mujer 26.17
12 Mujer 15.50 402 Mujer 26.50
28 Mujer 18.17 412 Mujer 26.67
3 Mujer 18.33 422 Mujer 27.00
42 Mujer 18.58 432 Mujer 27.33
52 Mujer 19.08 442 Mujer 27.92
6° Mujer 19.25 45P Mujer 28.42
72 Hombre 19.50 462 Mujer 28.58
82 Mujer 20.00 472 Mujer 28.75
92 Hombre 20.25 48° Hombre 28.83
10? Mujer 20.42 492 Mujer 29.00
112 Mujer 20.42 50? Sin datos 30.00
122 Hombre 21.42 512 Mujer 30.67
132 Mujer 21.67 528 Mujer 31.00
142 Mujer 21.83 532 Mujer 31.00
152 Hombre 21.83 542 Mujer 33.75
162 Hombre 22.00 552 Sin datos 34.33
172 Hombre 22.25 567 Mujer 36.00
182 Hombre 22.50 572 Sin datos 37.58
192 Hombre 22.50 58? Mujer 37.58
202 Mujer 22.50 592 Mujer 37.75
212 Mujer 22.83 60? Mujer 37.83
222 Mujer 23.00 612 Mujer 40.42
232 Mujer 23.08 62° Hombre 40.67
242 Mujer 23.08 632 Mujer 41.50
25% Hombre 23.17 64° Hombre 41.83
262 Mujer 23.17 652 Mujer 42.75
272 Mujer 23.25 66° Mujer 43.67
282 Mujer 23.25 672 Hombre 46.00
297 Mujer 23.33 68" Mujer 50.00
302 Mujer 23.42 69¢ Hombre 50.00
318 Mujer 23.42 70¢ Hombre 50.00
328 Mujer 23.92 71° Hombre 52.67
332 Mujer 24.17 72° Mujer 53.00
342 Mujer 25.08 73¢ Hombre 60.00
35° Hombre 25.17 74P Hombre 64.83
362 Mujer 25.83 752 Sin datos 70.58
378 Mujer 25.83 769 Hombre 73.83
382 Mujer 26.08 77" Mujer 85.00

2 Individuos que aportaron un molar. ® Individuos que aportaron mas de un diente: (45) 2 molares; (68)
incisivo y canino; (71) 2 incisivos; (72) 3 incisivos, 2 caninos y 3 premolares; (74) 2 incisivos y 2 caninos;
(77) premolar y molar. ¢ Individuos que aportaron un premolar. ¢ Individuos que aportaron un incisivo.
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1.2. LIMPIEZA, DESCONTAMINACION Y PULVERIZADO DE
LAS MUESTRAS

El proceso de limpieza se inicio con la retirada de cualquier resto de tejido blando o
hueso adherido a la superficie del diente con la ayuda de una cureta. Para eliminar la
contaminacion superficial, las muestras se limpiaron exhaustivamente mediante lavados
sucesivos con una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % y agua ultra pura Milli-Q®
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y secadas a temperatura ambiente. Posteriormente,

cada superficie del diente se irradio con luz ultravioleta de 256 nm durante 10 minutos.

Tras la limpieza, se procedié a pulverizar cada diente en un molino criogénico de
laboratorio 6750 Freezer/Mill® (SPEX® SamplePrep, Stanmore, Reino Unido). Para ello,
en una cabina de seguridad biologica, se introdujo el diente junto con un percutor en un
vial de policarbonato, que se cerr6 herméticamente con dos tapones de acero inoxidable
colocados en ambos extremos (Figura 8). Una vez rellenado el molino con nitrégeno
liquido, se coloco el vial en su interior para comenzar el procedimiento de pulverizado. El
pulverizado propiamente dicho lo realiz6 el percutor, de forma cilindrica y de acero
inoxidable, moviéndose magnéticamente de un lado a otro entre los dos tapones de cierre
e impactando en la muestra. El protocolo seleccionado consistié en 15 minutos de pre-
enfriamiento y 4 ciclos de pulverizado con 10 golpes del percutor por segundo durante

1 minuto, con 1 minuto de enfriamiento entre ciclos.

i S B O [

Figura 8. Vial cerrado herméticamente con el percutor y una muestra en su interior (izquierda) y
vista interna del molino criogénico (derecha).
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Una vez finalizado el protocolo, se saco el vial del molino y se dejo atemperar a
temperatura ambiente. En el interior de una cabina biologica, se decantd el polvo de
diente que contenia el vial en un tubo conico de pléstico estéril, previamente rotulado con

el codigo de la muestra, que se almaceno a -20 °C.

La limpieza del vial de policarbonato y del resto de elementos de acero se llevé a cabo
mediante un primer lavado con detergente y agua, seguido de un lavado con hipoclorito
de sodio al 10 %, un aclarado con agua ultra pura Milli-Q®, un lavado con etanol al 96 %,
y un dltimo aclarado con agua ultra pura Milli-Q®. Todos los componentes se secaron y se
trataron con las soluciones DNAZap™ (Invitrogen™, Carlsbad, California, EEUU), segln
las indicaciones del fabricante, antes de ser introducidos en bolsas para proceder a su

esterilizacion en autoclave, y asi volver a ser utilizados con una nueva muestra.
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2. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

Para la extraccion de ADN se empled un método convencional (Smith et al., 1993)
con modificaciones, fundamentado en la adicién al polvo de diente de un tampdn o buffer
de extraccion para conseguir la lisis celular y la digestion proteica, seguida de la
extraccion de ADN mediante disolventes orgéanicos, y de la concentracion y purificacion
del extracto resultante mediante el empleo de dispositivos de ultrafiltracion por

centrifugacion.

La primera etapa del protocolo empleado consistio en la lisis celular, con la consiguiente
liberacion de los &cidos nucleicos al medio, y en la degradacién de la fraccion proteica
asociada al ADN. Para ello se empled un buffer de extraccion con los siguientes
compuestos: dodecilsulfato de sodio (SDS), detergente que desnaturaliza proteinas y
solubiliza lipidos de membrana; acido etilendiaminotetraacético (EDTA), agente quelante
de cationes, como el calcio o el magnesio, que desestabiliza membranas y protege al
ADN de la accién de enzimas nucleasas; cloruro de sodio (NaCl), sal que forma una capa
ionica alrededor del ADN favoreciendo su precipitacion; Tris-hidrocloruro (Tris-HCI),
tampén que mantiene el pH de la solucion estable; y proteinasa K, que degrada

enziméaticamente las proteinas.

Posteriormente, para eliminar las proteinas del sobrenadante resultante de la lisis, se
afiadié una solucién de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico. El fenol desnaturaliza las
proteinas de la muestra y el cloroformo disuelve lipidos, desnaturaliza proteinas y elimina
posibles restos de fenol en la fase acuosa; fase en la que, mediante centrifugacion, el
ADN permanecera soluble mientras que las proteinas quedaran en la interfase y en la fase
organica de la solucién debido a su polaridad. Por su parte, el alcohol isoamilico

estabiliza la molécula de ADN y favorece su precipitacion.
Por ultimo, para concentrar y purificar el ADN, se empled un sistema de ultrafiltracion

por centrifugacién con filtros de tamafio de poro de 30 kDa. Este sistema permitié la

retencion selectiva del ADN extraido, asi como el desecho de los agentes contaminantes
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del extracto y la reduccién del volumen de la muestra, aumentando por tanto la

concentracion del ADN obtenido.

Para llevar a cabo todo este proceso, tras el pulverizado, se pesaron 500 mg de polvo de
diente en un tubo conico con tapon de rosca de 1.5 ml al que se afiadieron 700 pl de
buffer de extraccion (7 pl de Tris-HCI 1 M (pH 8.0) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
EEUU), 12.6 pl de EDTA 0.5 M (pH 8.0) (Sigma-Aldrich), 14 ul de NaCl 5 M (Sigma-
Aldrich), 140 pl de SDS al 10 % (Sigma-Aldrich), y 526.4 ul de agua destilada estéril) y
50 pl de solucion de 20 mg/iml de proteinasa K (Sigma-Aldrich). El tubo se agito para que
todo el polvo de diente entrara en contacto con los reactivos y se incubé a 37 °C en
agitacion durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 25 pl de una solucion
de 20 mg/ml de proteinasa K, se agitd y se volvio a incubar a 37 °C en agitacion durante
toda la noche (12-18 horas). Al dia siguiente, se centrifugd 5 minutos a 3000 r.p.m. y se
recolecto el sobrenadante para ser transferido a un nuevo tubo. El primer tubo se volvio6 a
centrifugar 3 minutos a 13000 r.p.m. para seguir recolectando sobrenadante. Al tubo con
todo el sobrenadante recuperado, se le agregd la misma cantidad que contenia de una
solucion comercial de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) (Sigma-Aldrich),
se agito hasta obtener una emulsion de consistencia lechosa y se centrifugé 3 minutos a
13000 r.p.m. Una vez separadas la fase organica y la acuosa, se recuper6 la fase acuosa en
dos tiempos, transfiriendo lo recuperado a un dispositivo de ultrafiltracion Amicon®
Ultra-0.5 Ultracel-30 membrane, 30 kDa (Merck KGaA), previamente hidratado con
100 pl de agua destilada estéril, y se centrifug6 a 3500 r.p.m. durante 10 y 15 minutos en
cada uno de los pasos o, en su defecto, hasta que se produjera un filtrado completo. El
filtrado se eliminé y, para limpiar la membrana, se afiadieron 200 pl de agua destilada
estéril, centrifugando a 3500 r.p.m. durante 25 minutos. Por ultimo, se procedi6 a
resuspender el extracto con 75 pl de agua destilada estéril, se invirti6 la membrana
pasandola a un tubo limpio, y se centrifugd 5 minutos a 5500 r.p.m. para recuperar el
ADN extraido. Una vez finalizado el proceso, se desechd la membrana, se cerré el tubo y

se almacen0 a una temperatura de -20 °C.

La concentracion de ADN de doble cadena en cada muestra, expresada en ng/ul, fue
obtenida mediante espectrofluorometria empleando el kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Assay Kit (Invitrogen™) y el lector multimodal de microplacas GloMax®-Multi
Microplate Multimode Reader (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU). El proceso
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implico la creacion de una curva patron a partir de diluciones seriadas de un ADN de
concentracion inicial conocida, facilitado por el propio kit, y la interpolacién en esta
curva de los valores obtenidos para las muestras a cuantificar. Para la lectura de la
fluorescencia se empled el médulo para fluorescencia del lector, concretamente el kit

optico azul (excitacion a 490 nm y emision a 510-570 nm).
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3. DETERMINACION DE LA LONGITUD TELOMERICA

Una vez determinadas las concentraciones de ADN, se procedid a la normalizacion de
la muestra. Para conseguir una concentracion de ADN final de 1 ng/ul en todas las
muestras, se realizd una dilucion en dos pasos. La concentracion para la primera dilucién
se seleccion6 de acuerdo a la concentracion inicial de la muestra. La concentracion
Optima para esta primera dilucion fue de 10 ng/ul. Para asegurar el ajuste a la
concentracion deseada final de 1 ng/ul, se realiz6 una nueva medida siguiendo el

protocolo de cuantificacion de ADN descrito en el apartado anterior.

Tras normalizar la muestra, la longitud telomérica se determiné mediante gPCR a tiempo
real, siguiendo el método descrito por Cawthon (2002) con algunas modificaciones. Esta
técnica permite la cuantificacion relativa de la longitud telomérica a través del célculo del
ratio T/S relativo. Este ratio representa la proporcion entre el nimero de copias de la
secuencia telomérica (T) presentes en la muestra y el nimero de copias de un gen de
copia Unica (S), usado como control cuantitativo, con respecto a un ADN de referencia.
En nuestro ensayo, el gen de copia Unica o gen endégeno empleado fue el gen RPLPO

(también llamado 36B4), que codifica para la proteina ribosomal larga PO.

Las reacciones de amplificacion de la secuencia telomérica y las reacciones de
amplificacion del gen RPLPO se hicieron siempre por separado en placas de 384 pocillos,
cargando cada muestra analizada y sus réplicas en las mismas posiciones de pocillo en
ambas placas. Por tanto, se prepararon dos mezclas de amplificacion, una que contenia el
par de cebadores o primers que especificamente amplificaba la secuencia telomérica, y

otra con el par de primers que especificamente amplificaba el gen RPLPO.

Las secuencias de los primers empleados, predisefiados por Sigma-Aldrich, fueron las
siguientes (direccion 5'-3"):

telomere forward (Tel Fw),
GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT;

telomere reverse (Tel Rev),
TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA;
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human RPLPO forward (RPLPO Fw),
CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC;
human RPLPO reverse (RPLPO Rev),
CCCATTATATCATCAACGGGTACAA.

Cada pocillo de la placa contenia 5 ng de ADN seco (previamente cargado en la placa y
dejado secar durante toda la noche) y 9 pl de la mezcla de amplificacion correspondiente.
Para la reaccion de amplificacion de la secuencia telomérica, esta mezcla contenia por
pocillo analizado 5 pl de QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
0.27 ul de primer Tel Fw (10 uM), 0.90 pl de primer Tel Rev (10 uM) y 3.38 pl de agua
libre de nucleasas. En cambio, la mezcla preparada para la reaccion de amplificacion del
gen RPLPO contenia por pocillo 5 pl de QuantiFast SYBR Green PCR kit, 0.30 ul de
primer RPLPO Fw (10 uM), 0.50 ul de primer RPLPO Rev (10 uM) y 4.20 pl de agua

libre de nucleasas.

En cada placa, se incluyé una curva patron con el fin de evaluar la eficiencia de cada
gPCR. Para ello se usé como ADN de referencia una mezcla de 4 muestras seleccionadas
de nuestro estudio, de concentraciones comprendidas entre los 57.29 y los 73.60 ng/ul
(concentracion media: 65.53 + 8.27 ng/ul) extraidas de 4 molares procedentes de 3
mujeres y 1 hombre, con edades comprendidas entre los 19.50 y los 26.17 afios (edad
media: 23.63 + 3.10 afios). La curva se prepar6 mediante una dilucién seriada y
comprendié 9 puntos por triplicado, con cantidades totales de ADN de 60, 30, 15, 7.5,
3.75, 1.875, 0.938, 0.469 y 0.234 ng, respectivamente. Ademas, en cada placa se
afiadieron controles positivos y negativos, también por triplicado. Los controles positivos
consistieron en muestras de ADN, seleccionadas del propio estudio, que se incluyeron en

todas las placas como controles de calidad, y como control negativo se emple6 agua.

Todos los analisis se llevaron a cabo en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR system
(Applied Biosystems, Grand Island, Nueva York, EEUU). Las condiciones del programa
de amplificacién de la secuencia telomérica consistieron en un paso inicial de activacién
de la enzima uracil-ADN-N-glicosilasa (UNG) a 50 °C durante 2 minutos, seguida de una
incubacion a 95 °C durante 5 minutos, y de 30 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 2 minutos
a 54 °C. El protocolo de qPCR para el gen RPLPO comenz6 con la activacion de la UNG

a 50 °C durante 2 minutos, continuando con una incubacion a 95 °C durante 5 minutos, y
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40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 58 °C. Los datos se analizaron con el

programa ABI Sequence Detection System, version 2.4 (Applied Biosystems).

La qPCR permitid la monitorizacion a tiempo real de la amplificacion de ADN
combinada con la deteccion mediante el uso de un fluorocromo. El fluorocromo se une al
ADN bicatenario y, tras ser excitado por un haz de luz de longitud de onda determinada,
emite fluorescencia que se incrementa proporcionalmente al aumento de la cantidad de
ADN en cada ciclo. La fluorescencia leida por el equipo al final de cada ciclo de
amplificacion se representa en una grafica frente al nimero de ciclo, de tal manera que se
obtiene una curva que muestra el transcurso del proceso, conocida como curva de
amplificacion (Figura 9). De esta forma, la curva consta de una fase inicial donde la
emision de fluorescencia de la reaccion se encuentra por debajo del nivel de fluorescencia
basal, una segunda fase en la que se produce un incremento de la fluorescencia, de forma
exponencial en su inicio y después lineal, y una tercera fase (fase meseta) donde finaliza
la reaccion y se estabiliza la fluorescencia emitida. Durante la fase exponencial, la
amplificacion es més eficiente y se encuentra menos afectada por aquellas condiciones
que limitan la reaccion. Por tanto, en este grafico es posible establecer un valor de
fluorescencia umbral que sefiale la zona de incremento exponencial de la curva,
representado en el grafico por una recta horizontal conocida como linea umbral o
threshold, que debe estar situada en el centro de la misma para la correcta cuantificacion
de los datos. Por ello, tras las reacciones de amplificacion y antes de exportar los datos
obtenidos, se selecciond el mismo valor umbral para todas las reacciones del mismo gen
(secuencia telomérica 0 RPLPO0), asegurando que quedara situado en el centro de la parte
exponencial de la segunda fase de la curva de amplificacién (Figura 9). El punto de
interseccion de la curva de amplificacion con esta linea umbral se denomina ciclo umbral
o cycle threshold (Ct), y puede definirse como el ciclo en el cual la fluorescencia de la
reaccion aumenta significativamente respecto a la fluorescencia basal sobrepasando el
umbral establecido. Por tanto, cuanto mayor sea la cantidad inicial de ADN de la muestra,
menor serd el nimero de ciclos de amplificacién necesarios para alcanzar este umbral, por
lo que menor sera su valor Ct (Walker, 2002). Para el analisis de resultados, puesto que se
analizaron tres réplicas por muestra, se considero la media de los dos valores Ct méas

proximos entre los tres obtenidos.
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Figura 9. Graficas de amplificacion para la secuencia telomérica (arriba) y para el gen RPLPO
(abajo). La interseccion entre la linea umbral (verde) y la curva de amplificacion para cada
muestra determiné el Ct empleado para la cuantificacion.

Cabe destacar que el sistema de deteccidn por fluorescencia empleado (SYBR Green) se
caracteriza por su unién inespecifica al ADN de doble cadena, incluyendo los dimeros de
primer. Por tanto, debido a esta inespecificidad, se analiz6 la curva de disociacion
obtenida tras cada reaccion. La presencia de un solo pico estrecho en la curva indicé la
homogeneidad de amplicones (temperaturas de fusién similares) y, por tanto, una

amplificacion especifica (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de disociacion generadas tras una qPCR para la secuencia telomérica (arriba)
y tras una gPCR para el gen RPLPO (abajo).

La eficiencia de cada reaccion se calcul6 usando la pendiente de la curva patron generada
(Figura 11), empleando la siguiente formula: eficiencia = (10 “V/endiente) _ 1 | a eficiencia
puede definirse como una medida de la velocidad a la que la ADN polimerasa convierte
los reactivos en amplicones (Taylor et al., 2010). Valores de eficiencia entre el 90 y el

110 % se consideraron aceptables.
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Figura 11. Curvas patrén utilizadas para calcular la eficiencia en una reaccion de amplificacion
para la secuencia telomérica (arriba) y para el gen RPLPO (abajo).

Para determinar la variabilidad intra-ensayo, se calculé el coeficiente de variacion (CV)
entre triplicados. El criterio establecido para volver a ensayar una muestra por triplicado
fue que el coeficiente de variacidn estuviera por encima del 10 %. La variabilidad entre
ensayos se determind mediante el CV medio del tercer punto de la curva patron incluida
en cada placa, empleado en este caso como control de calidad. Ambas variabilidades se
analizaron para las gPCR de la secuencia telomérica y para las qPCR del gen RPLPO por
separado.

Tras ello, se procedié a calcular la longitud telomérica relativa, representada por el ratio
T/S relativo, aplicando el método 2 4 (Livak y Schmittgen, 2001). Para ello, en primer
lugar, se determino el ratio T/S para cada muestra (ACt muestra) COMO la diferencia entre el
valor Ct medio obtenido para el gen diana (secuencia telomérica) y el valor Ct medio
obtenido para el gen control (RPLPO). Para obtener un valor relativo, se seleccion6 como
ADN de referencia el tercer punto de la curva patron y se calculé su ratio T/S
(ACt referencia) tomando la media de los valores Ct medios para la secuencia telomérica y la
media de los valores Ct medios para el gen RPLPO obtenidos para ese punto en las
distintas reacciones. Por altimo, usando este ratio T/S de referencia, se determino el ratio
T/S relativo para cada muestra, esto es, ratio T/S relativo (muestra) = 2 2 donde
AACt = ACt muestra - ACt referencia.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizo el paquete SPSS Statistics, version 23.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nueva York, EEUU). El perfil de la poblacién de estudio se
describio empleando medidas de tendencia central y dispersion para las variables
cuantitativas, esto es, media + desviacion estandar, mediana y rangos promedios,
incluyendo los intervalos de confianza (IC 95 %) y el rango (valor minimo y méximo); y

distribucion de frecuencias absolutas y relativas para las variables categéricas.

Para analizar las diferencias entre los valores medios de las variables cuantitativas entre
dos grupos independientes, se realizd el test t de Student previa prueba de Levene para
evaluar la igualdad de varianzas. En el caso de que no se cumplieran las suposiciones de
normalidad y/o el tamafio de muestra en alguno de los grupos fuera inferior a 20, se
aplico la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon para el contraste de dos
medianas o rangos promedios. Cuando se compararon valores medios en mas de dos
grupos, se aplico ANOVA de un factor y, en el caso de ser significativo, se procedié a
aplicar test de comparaciones multiples (o comparaciones a posteriori, que proporcionan
informacion detallada entre las medias dos a dos) mediante el método HSD (Honestly
Significant Difference) de Tukey, con el fin de valorar qué grupos diferian entre si y en
qué magnitud. Si no se cumplian los supuestos de normalidad, se aplicd el test
equivalente no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para comprobar si dos variables
cuantitativas estaban relacionadas y conocer la fuerza y direccionalidad de dicha relacion,
se empleo el coeficiente de correlacion de Pearson (r), cuyo calculo es parametrico, o
bien, el coeficiente de correlacion no paramétrico de Spearman (rho), en funcion de la
normalidad de las variables analizadas. En aquellos casos en los que se aplicaron técnicas
de regresion lineal, la bondad del ajuste del modelo de regresion estimado a los datos
reales se determind mediante el coeficiente de determinacion (R?). Asimismo, para
validar el modelo lineal, se comprob6 que los residuos cumplieran las hipétesis de

normalidad, homocedasticidad (o igualdad de varianzas) e independencia.

El nivel de significacion estadistica para este estudio fue p < 0.05.
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1. CONCENTRACION DE ADN

La concentracion media de ADN del conjunto de la muestra fue de
40.63 + 16.93 ng/ul, siendo la concentracion minima de 4.00 ng/ul, determinada en un
incisivo perteneciente a un hombre de 50 afios, y la concentracion méaxima de
73.60 ng/ul, obtenida a partir de un molar exodonciado a una mujer de 26 de afios de
edad.

1.1. INFLUENCIA DEL SEXO, EL TIPO DE DIENTE Y LA EDAD

La influencia del sexo en la concentracion de ADN se estudio en los dientes de los
73 sujetos de los que se disponia informacién respecto al sexo, esto es, en 87 dientes
procedentes de 20 hombres y 53 mujeres. En el caso de que se contara con mas de un
diente de una misma persona, se considero el valor medio de las concentraciones de ADN
determinadas para cada uno de los dientes aportados. Para esta variable, no se observaron

diferencias significativas entre hombres y mujeres (Tabla 2).

Tabla 2. Edad y concentracion de ADN segun el sexo.

Edad (afios) Concentracion de ADN (ng/ul)
Media = D.E. (Min-Max) Media + D.E. Rango promedio

Sexo n

Hombres 20 36.46 +17.28 (19.50-73.83) 38.30+21.66 34.35
Mujeres 53 28.81 +11.35 (15.50-85.00) 46.78 +11.66 38.00
Total 73 30.90 + 13.56 (15.50-85.00) 44.46 +15.38

n: nimero de casos; D.E.: desviacion estandar; Min: minimo; Max: maximo.

Sin embargo, cuando se estudio el efecto del tipo de diente, considerando esta vez los
datos de los 91 dientes analizados de forma independiente, si se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas. Concretamente, el rango promedio de la concentracion de
ADN obtenido en molares fue significativamente mayor que los calculados en incisivos,

caninos y premolares, respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Edad y concentracion de ADN segun el tipo de diente.

Tipo de Edad (afos) Concentracion de ADN (ng/ul)
diente Media £ D.E. (Min - Max) Media£ D.E. Rango promedio

Incisivos 11 56.17 £7.94 (50.00-73.83) 16.14+10.01 11.73
Caninos 5 57.13+7.13(50.00-64.83) 24.99+14.38 21.40
Premolares 6  57.95+ 14.24 (43.67-85.00) 21.46+12.91 17.67
Molares 69 28.39+11.10(15.50-85.00) 47.34+12.13 55.71*
Total 91 35.28 +16.25 (15.50-85.00) 40.63 +16.93

n: nimero de casos; D.E.: desviacion estdndar; Min: minimo; Max: maximo.
* Diferencias significativas entre molares e incisivos (p < 0.001), molares y caninos (p < 0.01), y molares y
premolares (p < 0.001).

En cuanto a la relacion con la edad cronoldgica, el coeficiente de correlacién lineal de
Pearson (r = -0.792, p < 0.001, n = 91) indic6 la existencia de una correlacion lineal
negativa estadisticamente significativa entre la concentracion de ADN y la edad,
mostrando la presencia de bajas concentraciones en las edades mas avanzadas
(Figura 12).

Edad (afios)

Concentracion de ADN (ng/ul)

Figura 12. Correlacion entre la concentracion de ADN y la edad. La linea continua representa la
regresion lineal (R?=0.628) y las lineas discontinuas muestran los intervalos de confianza al
95 % para los valores predichos.

Para valorar con mayor profundidad esta relacion con la edad, se procedié a dividir la
muestra en tres grupos, representando a la poblacion mas joven (grupo 1: 15-35 afios), de

mediana edad (grupo 2: 36-55 afios) y de edad mas avanzada (grupo 3: >56 afios) de la
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muestra. El analisis estadistico mostro la existencia de diferencias significativas entre el
grupo 1y el resto de grupos, encontrandose mayores concentraciones en el grupo de edad
mas joven (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracién de ADN segun el grupo de edad.

Grupo de Concentracion de ADN (ng/ul)
n
edad? Media+ D.E. Rango promedio

Grupol 56 50.18+10.31 60.63*
Grupo2 26 29.61+13.00 27.27
Grupo 3 9 1306+885 9.11
Total 91 40.63+16.93

aGrupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55 anos; grupo 3: >56 afios.
n: ndmero de casos; D.E.: desviacion estandar.
* Diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 2 (p <0.001), y el grupo 1 y el grupo 3 (p < 0.001).

Cuando se agrupd la muestra en funcion del tipo de diente, para evitar la influencia
observada de esta variable en las comparaciones, tampoco se encontraron diferencias

significativas entre sexos (Figura 13).
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Figura 13. Concentracion de ADN segun el tipo de diente y el sexo. La linea horizontal sefiala la

mediana, la caja representa el rango intercuartil y las lineas verticales corresponden a los valores
méaximos y minimos. Los valores atipicos se indican mediante circulos abiertos.
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En cuanto a la edad, el coeficiente de correlacion lineal también indico la existencia de
una correlacion lineal negativa significativa entre la concentracion de ADN vy la edad en
premolares (rho = -0.941, p < 0.01, n = 6) y molares (r = -0.572, p < 0.001, n = 69;
Figura 14). En molares, ademas, se encontraron diferencias significativas entre el grupo

de edad mas joven y el resto de grupos de edad (Figura 15).
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Figura 14. Correlacion entre la concentracién de ADN vy la edad en molares. La linea continua
representa la regresion lineal (R? = 0.327) y las lineas discontinuas muestran los intervalos de
confianza al 95 % para los valores predichos.

Para contrarrestar la influencia encontrada de la edad en la concentracion de ADN, se
evalud el comportamiento de las variables sexo y tipo de diente dentro de los grupos de
edad previamente definidos en la muestra (grupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55 afios;
grupo 3: >56 afios). Analizando la influencia del sexo, no se hallaron diferencias entre
hombres y mujeres en ninguno de los grupos (Figura 16). Asimismo, no se encontraron
diferencias entre tipos de dientes, excepto entre incisivos y molares en el grupo 2
(Figura 17). Por ultimo, se observo una correlacion lineal negativa significativa entre la
concentracion de ADN vy la edad tanto en el grupo 1 (r =-0.385, p < 0.01, n = 56) como
en el grupo 2 (r =-0.569, p <0.01, n = 26).
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Figura 15. Concentracion de ADN segun el tipo de diente y el grupo de edad (grupo 1: 15-35
afios; grupo 2: 36-55 afios; grupo 3: >56 afos). La linea horizontal sefiala la mediana, la caja
representa el rango intercuartil y las lineas verticales corresponden a los valores maximos y

minimos. * Diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 2 (p < 0.01), y el grupo 1 y el

grupo 3 (p < 0.05) en molares.

B Hombre
a0 B hujer

G0

40

Concentracion de ADN (ngful)

T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Grupo de edad

Figura 16. Concentracién de ADN segun el grupo de edad (grupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55
afios; grupo 3: >56 afios) y sexo. La linea horizontal sefiala la mediana, la caja representa el rango
intercuartil y las lineas verticales corresponden a los valores maximos y minimos. Los valores
atipicos se indican mediante circulos abiertos.
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Figura 17. Concentracién de ADN segun el grupo de edad (grupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55
afios; grupo 3: >56 afios) y el tipo de diente. La linea horizontal sefiala la mediana, la caja
representa el rango intercuartil y las lineas verticales corresponden a los valores maximos y
minimos. * Diferencias significativas entre molares e incisivos (p < 0.01) en el grupo 2.
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2. EXPRESION GENICA

2.1. VALORES CT

Como paso previo al célculo del ratio T/S relativo, se analizaron los rangos de los
valores Ct obtenidos tras la realizacién de los ensayos de gPCR llevados a cabo tanto para

el gen diana (secuencia telomérica) como para el gen enddgeno de control (gen RPLPO).

La eficiencia media de los ensayos de qPCR, calculada a partir de la pendiente de la curva
patrén, fue de 104.6 + 2.9 % para el par de primers de la secuencia telomérica y de
107.8 £ 4.8 % para el par de primers del gen RPLPO. Los coeficientes de correlacion de la
curva patrén fueron superiores a 0.99 en todos los ensayos. EI CV medio intra-placa fue
de 0.88 % (IC 95 %: 0.09-4.79 %) para la qPCR telomérica y de 0.42 % (IC 95 %: 0.05-
8.80 %) para la gPCR del gen RPLPO. El CV entre ensayos fue de 0.83 % (IC 95 %: 0.45-
1.41 %) para la qPCR telomérica y de 0.31 % (IC 95 %: 0.22-0.53 %) para la qPCR del
gen RPLPO.

Tras valorar la eficiencia y la variabilidad de los ensayos, se procedié a evaluar las
posibles diferencias en los valores Ct entre sexos Y tipos de dientes, asi como su relacién

con la edad cronologica, tanto para la secuencia telomérica como para el gen RPLPO.

2.1.1. Influencia del sexo, el tipo de diente y la edad

Los rangos de los valores Ct obtenidos fueron aceptables tanto para la secuencia
telomérica (10.33-13.15) como para el gen RPLPO (21.46-22.84) en todas las muestras.

Tras el anlisis de los datos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

cuando se compararon los valores Ct medios entre sexos (Tabla 5). En aquellos casos en
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los que se dispuso de mas de un diente de un mismo sujeto, para llevar a cabo el analisis

estadistico se tomd el valor Ct medio de los valores obtenidos en cada uno de los dientes.

Tabla 5. Valor Ct segun el sexo para la secuencia telomérica y el gen RPLPO.

Valor Ct TEL Valor Ct RPLPO
Sexe " Media + D.E. Rango promedio Media+ D.E. Rango promedio
Hombres 20 11.38+0.66 40.45 22.03£0.25 36.40
Mujeres 53 11.23+0.49 35.70 22.00+0.24 37.23
Total 73 11.27+0.54 22.01+0.24

n: nimero de casos; D.E.: desviacion estandar; TEL: secuencia telomérica.

En cuanto a las diferencias encontradas entre tipos de dientes, el rango promedio del
valor Ct determinado en molares para la secuencia telomérica fue significativamente
menor que los rangos promedios obtenidos para los demas tipos de dientes (Tabla 6). Para
el gen RPLPO, el rango promedio del valor Ct no difirié de forma significativa entre los

distintos tipos de dientes (Tabla 6).

Tabla 6. Valor Ct segun el tipo de diente para la secuencia telomérica y el gen RPLPO.

Tipo de Valor Ct TEL Valor Ct RPLPO

diente " Media + D.E. Rango promedio Media+ D.E. Rango promedio
Incisivos 11 11.94+0.60 68.00 22.14+0.35 58.82

Caninos 5 1224+022 8140 22.06+0.17 52.60
Premolares 6 12.01+0.13 75.50 21.96 £0.17 38.42

Molares 69 11.21+050 37.36* 22.01+0.25 44.14

Total 91 11.41+0.60 22.02+0.25

n: ndmero de casos; D.E.: desviacion estandar; TEL: secuencia telomérica.
* Diferencias significativas entre molares e incisivos (p < 0.001), molares y caninos (p < 0.001), y molares
y premolares (p < 0.001).

Por otro lado, se analiz6 la correlacion entre los valores Ct y la edad para ambos genes. Si
bien se encontrd una correlacion positiva significativa para la secuencia telomérica
(r=0.611, p <0.001, n = 91; Figura 18), esta correlacion se mostré6 muy débil para el gen
RPLPO (r =0.233, p < 0.05, n =91; Figura 19).
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Edad (afios)

Valor Ct (TEL)

Figura 18. Correlacién entre el valor Ct para la secuencia telomérica (TEL) y la edad. La linea
continua representa la regresion lineal (R? = 0.373) y las lineas discontinuas muestran los
intervalos de confianza al 95 % para los valores predichos.

Edad (afios)

T
23.00

22!00
Valor Ct (RPLPO)
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21.50

Figura 19. Correlacion entre el valor Ct para el gen RPLPO y la edad. La linea continua
representa la regresion lineal (R? = 0.054) y las lineas discontinuas muestran los intervalos de

confianza al 95 % para los valores predichos.

2.2. RATIO T/S RELATIVO

El valor medio del ratio T/S relativo en el conjunto de la muestra fue de 0.92 + 0.29,
siendo el valor minimo de 0.38, calculado en un molar de un hombre de 46 afios, y el

valor méximo de 1.49, determinado en un molar perteneciente a un hombre de 23 afios. El
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analisis estadistico permitié comprobar si existian diferencias entre sexos, tipos de dientes

y grupos de edad para esta variable, asi como su relacién con la edad.

2.2.1. Influencia del sexo, el tipo de diente y la edad

De forma general, no se observaron diferencias significativas cuando el rango promedio
del ratio T/S relativo determinado en hombres se comparé con el rango promedio
obtenido en mujeres (Tabla 7). En el caso de que se contara con méas de un diente de un
mismo sujeto, se considerd la media de los valores del ratio T/S relativo determinados
para cada uno de los dientes. En cuanto a la influencia del tipo de diente, si se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre el rango promedio obtenido en molares y
los rangos promedios calculados en incisivos, caninos y premolares, respectivamente
(Tabla 8).

Tabla 7. Ratio T/S relativo segun el sexo.

Ratio T/S relativo
Sexo n

Media £ D.E. Rango promedio

Hombres 20 0.94+0.32 34.35
Mujeres 53 1.00 £0.24  38.00
Total 73 0.98+0.26

n: nimero de casos; D.E.: desviacion estandar.

Tabla 8. Ratio T/S relativo segun el tipo de diente.

Tipo de Ratio T/S relativo

diente Media £ D.E. Rango promedio

Incisivos 11 0.70+£0.28 27.09
Caninos 5 051+£0.10 10.90
Premolares 6  0.54 +£0.03 13.58
Molares 69 1.02+0.24  54.38*
Total 91 0.92+0.29

n: ndmero de casos; D.E.: desviacion estandar.
* Diferencias significativas entre molares e incisivos (p < 0.001), molares y caninos (p < 0.001), y molares
y premolares (p < 0.001).
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Asimismo, el coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r = -0.591, p < 0.001, n = 91)
indico la existencia de una correlacién lineal negativa estadisticamente significativa entre
este ratio y la edad, sefialando la presencia de valores de ratio T/S relativo mas bajos en
las edades més avanzadas (Figura 20). Esta correlacion se mostr6 més fuerte en el sexo
masculino (r = -0.607, p < 0.01, n = 20; Figura 21) que en el femenino (r =-0.406,

p <0.01, n =53; Figura 22).

Edad (afios)

T T T
20 40 0 a0 1.00 1.20 140
RatioTIS relativo

Figura 20. Correlacion entre la longitud telomérica relativa (expresada como el ratio T/S relativo)
y la edad. La linea continua representa la regresion lineal (R?= 0.349) v las lineas de puntos
sefialan los intervalos de confianza al 95 % para los valores predichos.

B0

Edad (afios)

=
7

207

T T T T
20 40 0 B0 1.00 120 1.40
Ratio T/S relativo

Figura 21. Correlacion entre la longitud telomérica relativa (expresada como el ratio T/S relativo)
y la edad en hombres. La linea continua representa la regresion lineal (R?=0.368) y las lineas de
puntos sefialan los intervalos de confianza al 95 % para los valores predichos.
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Figura 22. Correlacion entre la longitud telomérica relativa (expresada como el ratio T/S relativo)
y la edad en mujeres. La linea continua representa la regresion lineal (R?=0.165) y las lineas de
puntos sefialan los intervalos de confianza al 95 % para los valores predichos.

Ademas, cuando la muestra se dividié en grupos de edad (grupo 1. 15-35 afios;
grupo 2: 36-55 afios; grupo 3: >56 anos), los resultados mostraron diferencias
significativas entre el rango promedio determinado en el grupo 1, con valores més altos, y

los obtenidos en los grupos 2 y 3, respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Ratio T/S relativo segln el grupo de edad.

Grupo de Ratio T/S relativo

edad? " Media + D.E. Rango promedio
Grupol 56 1.04x0.22 56.79*

Grupo2 26 0.75+0.30 32.02

Grupo3 9 0.63+0.13 19.22

Total 91 0.92+0.29

2Grupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55 afios; grupo 3: >56 afios.
n: nimero de casos; D.E.: desviacion estandar.
* Diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 2 (p < 0.001) y el grupo 1y el grupo 3 (p < 0.001).

La ecuacion de regresion lineal derivada para estimar la edad del sujeto a partir de la
longitud telomérica relativa fue y = 65.89 - 33.30x, donde y representa la edad en afios y x
representa el ratio T/S relativo. El error estandar de la estimacion de la edad fue de
+13.18 afios. Para evaluar la exactitud de esta ecuacion, las edades reales de los sujetos

participantes en el estudio se compararon con las edades predichas (Figura 23).
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Figura 23. Edad real frente a la edad predicha de acuerdo al valor de la longitud telomérica
relativa. La linea continua representa la regresion lineal (R?=0.349) y las lineas de puntos sefialan
los intervalos de confianza al 95 % para los valores predichos.

El error medio de la prediccion en la muestra de estudio fue de +9.85 afios. Las edades
estimadas se encontraron dentro de los +10 afios de la edad real en el 61.04 % de los
sujetos (61.54 % de los dientes). Las diferencias (en afios) entre la edades real y estimada

por grupo de edad para todos los dientes se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Numero de casos y porcentajes segun la diferencia entre la edad real y la
estimada por grupo de edad? para todos los dientes.

Grupo de Diferencia (afios)
edad ® n  #0-5 +6-10 >+10

Grupo 1l (%) 56 23(41.07) 15(26.78) 18(32.14)
Grupo 2 (%) 26 14(53.85) 4(15.38) 8(30.77)
Grupo 3 (%) 9 9 (100.0)
Total (%) 91 37(40.66) 19(20.88) 35 (38.46)

2Grupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55 afios; grupo 3: >56 afos.
n: ndmero de casos.
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1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

Debido a su resistencia natural frente a la degradacion post mortem y a los cambios y
dafios causados por condiciones adversas de diversa indole, el diente se considera una
fuente de ADN de eleccidn para el andlisis forense de restos humanos, incluso cuando se

compara con el hueso (Higgins y Austin, 2013).

Tras la muerte, las propias enzimas del organismo, asi como las bacterias, hongos e
insectos que posteriormente invaden los restos, y, finalmente, los procesos quimicos,
fundamentalmente hidrolisis y oxidacion, completaran el proceso de degradaciéon del
ADN (Barrio-Caballero, 2013). Sin embargo, la velocidad y el grado de desarrollo de este
proceso dependeran tanto de factores enddgenos como exdgenos. Por ello, la calidad y
cantidad del ADN extraido del diente se veran influenciadas no sélo por condiciones
externas tales como la temperatura, el grado de humedad, el pH y el intervalo de tiempo
post mortem, sino también por factores individuales como la edad y el sexo del sujeto, el

tipo de diente y el estado de salud del mismo (Higgins y Austin, 2013).

Respecto a los factores externos, inmediatamente después de la exodoncia y de un primer
lavado, las muestras se mantuvieron refrigeradas para ser almacenadas posteriormente a
una temperatura de -20 °C en ambiente controlado. En este estudio, el inicio de los
procesos de degradacion del ADN estaria desencadenado por el cese de la perfusion
sanguinea tras la exodoncia del diente, privando, por tanto, de oxigeno y nutrientes a los
tejidos dentales. Por este motivo, con el fin de proteger al ADN de esta degradacion post-
exodoncia, las muestras se conservaron a bajas temperaturas durante todo el proceso de
estudio. La temperatura es el factor que méas condiciona la preservacion del ADN (Barrio-
Caballero, 2013). Se ha demostrado que la conservacion a bajas temperaturas de un resto
durante el periodo post mortem produce una ralentizacioén de las reacciones quimicas
responsables de la degradacion organica del ADN (Hoss et al., 1996), favoreciendo una
conservacion optima (Lindahl, 1993). Ademas, en el caso que nos ocupa, es importante
considerar que la deshidratacion del tejido pulpar puede ser mas rapida cuando los dientes
se extraen y se almacenan a temperatura ambiente que cuando permanecen intactos en el

cadaver (Potsch et al., 1992), afectando a la integridad del ADN recuperado.
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Los dientes no son inmunes a la contaminacién, aungue su menor porosidad hace que
sean mas resistentes a ella que los huesos (Higgins y Austin, 2013). En este estudio se
empled el mismo protocolo de limpieza y descontaminacion superficial en todas las
muestras, con el fin de eliminar cualquier fuente de contaminacion exogena que pudiera
tener un impacto negativo en los procesos posteriores de extraccion, amplificacion y
analisis del ADN. El protocolo empleado incluyé lavados con una solucién de hipoclorito
de sodio al 10 % y una posterior irradiacion con luz ultravioleta para eliminar la posible
contaminacion introducida durante el proceso de limpieza del diente, ya fuera por
moléculas de ADN del propio investigador o presentes en forma de aerosol en el
ambiente. El impacto real de las técnicas de descontaminacion en el contenido de ADN
del diente ain no ha sido bien establecido, sin embargo, se recomienda evitar el uso de
productos quimicos que puedan destruir el ADN enddgeno (Higgins y Austin, 2013). En
este caso, se optd por un método conservador, evitando el uso de la abrasion mecanica o
de soluciones de hipoclorito sodico a altas concentraciones, y aplicado de forma rutinaria
en el Laboratorio de Identificacion Genética de la UGR, cuando la extraccion de ADN se
realiza a partir de dientes intactos.

Como paso previo a la extraccion del ADN propiamente dicha, cada muestra fue
pulverizada en un molino de impactacion electromagnética refrigerado con nitrégeno
liquido. El pulverizado permitié aumentar la superficie de tejido disponible para que
actuaran los distintos reactivos empleados en el protocolo de extraccién (Barrio-
Caballero, 2013). Por otro lado, el uso de nitrogeno liquido hizo que la muestra se
mantuviera congelada durante todo el proceso, haciéndola lo suficientemente fragil como
para conseguir un pulverizado adecuado y evitando la posible degradacion del material
genético del diente por el calor generado durante la trituracion mecanica (Barrio-
Caballero, 2013). En este estudio, los dientes analizados, como ya se ha sefialado
previamente, se encontraban libres de caries y no habian estado expuestos a
contaminantes ambientales. Por ello, se optd por no eliminar el esmalte de los dientes,
evitando asi la abrasion mecénica de la superficie dental, un procedimiento que podria
afectar a la integridad del ADN por el calor producido. Algunos autores han indicado que,
si el esmalte se procesa junto con el resto de tejidos dentales, las altas concentraciones de
mineral, incluido el calcio, pueden complicar el proceso de extraccion e inhibir la
amplificacion del ADN. En este estudio, la solucion de extraccion empleada contenia
EDTA, un agente quelante de cationes bivalentes como el calcio. Ademas, la extraccion
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de ADN a partir del pulverizado completo del diente se ha empleado con éxito en el
anélisis de ADN en numerosos estudios (Smith et al.,1993; Alvarez-Garcia et al., 1996;
Sweet y Hildebrand,1998; Pfeiffer et al.,1999; Alonso et al., 2001; De Leo, Turrina y
Marigo, 2002; Parsons et al., 2007; Rubio et al., 2009; Rubio et al., 2013).

El protocolo de extraccion de ADN por fenol/cloroformo se encuentra entre los métodos
de eleccion para la obtencién de ADN a partir de huesos y dientes, ofreciendo buenos
resultados en el anélisis de ADN (Sweet y Hildebrand,1998; Pfeiffer et al.,1999; Alako¢ y
Aka, 2009; Rubio et al., 2009; Rubio et al., 2013). Este protocolo permite recuperar una
mayor cantidad de ADN, eliminar compuestos organicos y suele ser un procedimiento de
uso extendido en los laboratorios de identificacion genética. Entre los inconvenientes del
método se encuentra la posibilidad de que no se eliminen completamente los inhibidores
de la PCR en el extracto, el uso de disolvente organicos, caracterizados por su toxicidad y
que pueden ser perjudiciales para la salud del investigador, y que se trata de un
procedimiento largo y laborioso (Barrio-Caballero, 2013). En esta investigacion, tanto el
pulverizado completo del diente como la extraccion organica con fenol/cloroformo, se

emplearon de forma satisfactoria.

Antes de proceder a medir la longitud de los telomeros, se determiné la concentracion de
ADN en todos los dientes. Ya que los factores ambientales estaban controlados, se
estudio la influencia de los factores individuales en la concentracion del ADN extraido.
Respecto al sexo, no se encontraron diferencias significativas en la concentracion media
de ADN dental entre hombres y mujeres (Tabla 2), en consonancia con lo publicado en un
estudio anterior (Rubio et al., 2013). En cuanto al tipo de diente, se observaron mayores
concentraciones de ADN en molares (Tabla 3), de acuerdo con las observaciones
publicadas por otros autores que sefialaban mayores concentraciones de ADN en los
dientes posteriores (De Leo, Turrina y Marigo, 2000; Rubio et al., 2013). Estos resultados
podrian explicarse por la presencia de un mayor volumen de pulpa y una mayor superficie
radicular en los molares respecto a los demas tipos de dientes, siendo la pulpa y el
cemento celular las mejores fuentes de ADN nuclear en el diente (Higgins y Austin,
2013). Por otro lado, el analisis de regresion lineal mostrd una correlacion significativa
entre la edad del sujeto y la concentracion de ADN dental, mostrando mayores
concentraciones de ADN a edades més tempranas (Figura 12). Del mismo modo, la
comparacion entre grupos de edad destac6 la presencia de concentraciones
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significativamente mas altas en los grupos de menor edad respecto a los de una edad mas
avanzada (Tabla 4). Estos hallazgos se pueden atribuir principalmente a la disminucién en
volumen, como consecuencia del deposito continuo de dentina, y a la pérdida de
celularidad que la pulpa sufre con el paso del tiempo (Higgins y Austin, 2013).

Los resultados obtenidos tras evaluar la influencia de las distintas variables categdricas en
la concentracion de ADN en los distintos tipos de dientes y grupos de edad, siguieron, de
forma general, la misma linea que las observaciones realizadas cuando se considerd el
conjunto de la muestra. Las concentraciones de ADN fueron significativamente mas altas
en molares (Figuras 13, 15y 17) y en los grupos de edad mas jovenes (Figuras 15, 16 y
17), con una relacion lineal negativa entre la concentracion de ADN vy la edad (Figura
14), de igual forma que no se hallaron diferencias significativas entre sexos (Figura 13 y
16). Sin embargo, esta tendencia no se siguidé en todos los grupos, no encontrandose
significacion, en cuanto a la correlacion con la edad, en incisivos (n = 11), caninos (n = 5)
y premolares (n = 6) y, respecto a la mayor concentracion de ADN en molares, en el
grupo de mayor edad (n = 9). Este hecho podria explicarse por el tamafio de la muestra
para estos grupos, ya que fue considerablemente inferior respecto al tamafio del resto de

grupos de su categoria.
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2. LONGITUD TELOMERICA RELATIVA

Para determinar la longitud relativa de los telomeros en ADN extraido de diente, se
empled una modificacion del método gPCR propuesto por Cawthon (2002). Aunque el
método TRF (Allshire, Dempster y Hatie, 1989) se considera el método estandar de
referencia para medir la longitud telomérica, se decidi6 utilizar un ensayo de qPCR por
diversas razones. En primer lugar, el método gPCR requiere pequefias cantidades de ADN
y menor tiempo de procesado que otros métodos. Otras ventajas incluyen su alto
rendimiento, simplicidad, robustez y reproducibilidad (Vera y Blasco, 2012). Ademas, se
ha utilizado en estudios recientes para la estimacion forense de la edad fundamentada en
el acortamiento de los telémeros (Karlsson et al., 2008; Hewakapuge et al., 2008;
Zubakov et al., 2016).

Un aspecto a considerar en cualquier estudio de expresion génica es la seleccion
apropiada del gen enddgeno o de referencia, paso fundamental para una adecuada
normalizacion y validacion de los resultados. En este estudio, el gen RPLPO se mostrd
estable y adecuado para su uso como control cuantitativo en nuestras muestras, no
encontrandose diferencias en sus niveles de expresion cuando se hicieron comparaciones
entre sexos (Tabla 5) y tipos de dientes (Tabla 6). Si bien se observo una correlacion
significativa no esperada entre el valor Ct y la edad del sujeto, esta fue muy débil
(Figura 19).

En cuanto a los niveles de expresion de la secuencia telomérica, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores Ct determinados para cada sexo (Tabla 5). En
relacion a la influencia del tipo de diente, los molares mostraron un valor Ct
significativamente mas bajo que el resto de dientes (Tabla 6). Ademas, la correlacion
lineal de esta variable con la edad fue significativa (Figura 18). Por tanto, la secuencia
telomérica presentd una mayor expresion en los molares y en los individuos mas jovenes,
ya que en estos casos alcanzo el umbral de fluorescencia establecido en ciclos de

amplificacion méas tempranos, es decir, present6 valores Ct mas bajos.
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Una vez calculada la longitud telomérica relativa de todas las muestras, expresada como
el ratio T/S relativo, se procedio a evaluar la influencia del sexo, el tipo de diente y la
edad en esta variable. En relacion al efecto del sexo, no se encontraron diferencias
significativas en la longitud relativa de los telomeros entre sexos (Tabla 7), de acuerdo
con algunos autores (Srettabunjong et al., 2014; Zubakov et al., 2016) y en desacuerdo
con lo publicado por otros (Ren et al., 2009; Gardner et al., 2014). La controversia en la
literatura respecto a las diferencias entre sexos en la longitud telomérica es evidente. Un
meta-andlisis llevado a cabo por Gardner et al. (2014) mostro que las mujeres presentaban
una longitud telomérica promedio mayor que los hombres, a pesar de la heterogeneidad
significativa entre los distintos estudios evaluados. No obstante, la asociacion entre el
sexo Y la longitud de los telémeros dependié del método de medicion: el método TRF fue
el anico que mostro una diferencia inequivoca entre sexos, no encontrandose este efecto
de forma universal cuando se aplico el ensayo gPCR (el método aplicado en este estudio)
o el método Flow-FISH. Ademas, hubo poca evidencia de que la fuerza de la asociacion
entre el sexo y la longitud de los telémeros variara segun el grupo de edad (mayores o
menores de 55 afios). Uno de los argumentos expuestos para explicar una mayor longitud
telomérica en mujeres es el efecto de los estrogenos, que pueden estimular la produccion
de telomerasa y proteger a los telomeros frente al dafio producido por las especies
reactivas de oxigeno (Aviv, 2002). También se ha sugerido que esta diferencia de
longitud entre sexos podria estar causada por una menor tasa de desgaste de los teldémeros
en las mujeres (Okuda et al., 2002). Si bien se ha observado que la tasa de acortamiento
de los telomeros es mas lenta en mujeres que en hombres (Bekaert et al., 2007,
Chen et al., 2011), esta asociacion no mostro fortaleza, por lo que se hace necesario que
se confirme en estudios de mayor envergadura (Chen et al., 2011). Por otro lado, nuestros
resultados mostraron una correlacion mas fuerte entre la longitud relativa de los telémeros
y la edad en hombres (Figura 21), en consonancia con los datos obtenidos en otros
estudios (Hewakapuge et al., 2008; Srettabunjong et al., 2014). La posibilidad de una
mayor tasa de acortamiento en los teldmeros del sexo masculino podria hacer més
evidente la correlacion negativa entre la longitud telomérica relativa y la edad. Con todo,
nuestros resultados deben ser considerados con cautela debido al tamafio relativamente

pequefio de muestra para los hombres (n = 20).
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Hasta donde conocemos, este es el primer estudio que compara la longitud relativa de los
telomeros entre los diferentes tipos de dientes. La relevancia de este pardmetro radica en
la capacidad de poder seleccionar el tipo de diente méas adecuado para la estimacion de la
edad cuando se disponga de varios dientes de un mismo individuo para el andlisis forense.
El proceso de extraccion de ADN requiere la destruccion del diente, por lo que ya no
estara disponible para futuros analisis en los que la preservacion de la integridad de la
muestra sea esencial, como puede ser el caso de los métodos morfoldgicos aplicados para
la estimacion de la edad dental. En este estudio, las estimaciones de la edad realizadas en
caninos y molares mostraron un error inferior a £5 afios en la mayoria de los casos
(Tabla 11), aunque estos resultados deben valorarse con precaucion teniendo en cuenta el

reducido tamafio de muestra de incisivos, caninos y premolares.

Tabla 11. Numero de casos y porcentajes segun la diferencia entre la edad real y la
estimada por tipo de diente.

_ _ Diferencia (afios)
Tipo de diente

n %05 +6-10 >+10
Incisivos (%) 11 4 (36.36) 7 (63.64)
Caninos (%) 5 3 (60.0) 2 (40.0)

Premolares (%) 6 1(16.67) 3(50.0) 2 (33.33)
Molares (%) 69 28(40.58) 17 (24.64) 24 (34.78)
Total (%) 91 37(40.66) 19(20.88) 35 (38.46)

n: nimero de casos.

Nuestros resultados mostraron que los molares presentaban una longitud relativa media
significativamente mayor que el resto de tipos de dientes (Tabla 8). Aunque también se
observaron concentraciones medias de ADN maés altas en molares (Tabla 3), no se
encontré una correlacion significativa entre la concentracion de ADN y la longitud
relativa de los telomeros en este tipo de diente que pudiera explicar este hallazgo
(r=0.118, p = 0.336, n = 69; Figura 24). Sin embargo, el hecho de que los molares en
nuestra muestra pertenecieran principalmente al grupo de edad mas joven si puede ayudar
a interpretar estos resultados (Tabla 12). Como se ha indicado anteriormente, nuestros
resultados mostraron una correlacion negativa significativa entre la longitud relativa de

los telomeros y la edad (Figura 20). Esta correlacion tambien fue evidente al detectarse
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longitudes relativas significativamente mayores en los grupos de edad de menor edad
respecto a los grupos de mayor edad (Tabla 9). Por tanto, se hacen necesarios estudios a
gran escala para poder establecer con mayor precision posibles diferencias en la longitud

de los telémeros entre los distintos tipos de dientes.
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Figura 24. Diagrama de dispersion de la concentracion de ADN frente al ratio T/S relativo en
molares.

La asociacion encontrada entre la longitud de los telémeros y la edad fue consistente con
los resultados previamente publicados (Tsuji et al., 2002; Takasaki et al., 2003;
Karlsson et al., 2008; Hewakapuge et al., 2008; Ren et al., 2009; Srettabunjong et al.,
2014; Zubakov et al., 2016), obtenidos tanto con el método TRF como con el método
gPCR en una variedad de células y tejidos humanos (Tabla 13). No obstante, en aquellos
estudios en los que se empled el método TRF se encontraron correlaciones mas fuertes,
una observacion también evidente cuando se estudiaron muestras dentales. Takasaki et al.
(2003) publicaron una correlacion entre la longitud promedio de los telomeros y la edad
de 0.562, empleando el método TRF en ADN extraido de pulpa dental, mientras que, en
nuestro estudio, analizando el ADN procedente del diente completo con el método qPCR,
la correlacion entre la longitud relativa del telémero y la edad fue menos fuerte
(R? = 0.349; Figura 20). Por otro lado, Kumei et al. (2011), también en muestras dentales,
aunque utilizando hibridacion dot blot, encontraron que la longitud del telomero se
correlacionaba fuertemente con la edad (R? = 0.825). Sin embargo, estos datos fueron el

resultado del andlisis de solo cuatro muestras de pulpa dental de mujeres, y no se propuso
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una ecuacion para estimar la edad.

Tabla 12. Ratio T/S relativo por grupo de edad y tipo de diente.

Grupo de Tipo de Ratio T/S relativo
edad? diente n  Media+D.E.
Grupol Molares 56 1.04+£0.22

Total 56 1.04+0.22

Grupo 2 Incisivos 8 0.74+£0.33
Caninos 3 048£0.10
Premolares 4  0.55%0.03
Molares 11 0.92+0.29

Total 26 0.75+0.30
Grupo 3 Incisivos 3 0.61+£0.05
Caninos 2 055%0.13
Premolares 2  0.54 £0.02
Molares 2 083%0.11
Total 9 063%0.13

aGrupo 1: 15-35 afios; grupo 2: 36-55 afos; grupo 3: >56 afios.
n: nimero de casos; D.E.: desviacién estandar.

Tabla 13. Comparacién entre los diferentes estudios sobre la longitud telomérica para la
estimacion forense de la edad.

Estudio Tamafio  Tejido RZ  EE.  Método
muestra

Tsuji et al. (2002) 60 Sangre 069 +£7.04 TRF
Takasaki et al. (2003) 100 Pulpa dental 056 752 TRF
Karlsson et al. (2008) 96 Sangre 0.3 22 gPCR
Hewakapuge et al. (2008) 167 Células bucales 0.04 N.D. gPCR
Ren et al. (2009) 105 Sangre 0.83 +9.83 TRF
Srettabunjong et al. (2014) 100 Sangre 0.39 +9.60 TRF
Zubakov et al. (2016) 305 Sangre 0.14 +15.36 gPCR
Presente estudio 91 Diente 0.35 +13.18 gPCR

R2: coeficiente de determinacion; E.E.: error estandar en afios; N.D.: no determinado; TRF: analisis del
fragmento de restriccidn terminal; gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real.
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Cabe recordar que cada método utiliza diferentes metodologias y genera diferentes
parametros de medida de la longitud del telémero. ElI ensayo gPCR ofrece valores
relativos de la longitud del telomero, mientras que el método TRF proporciona una
longitud absoluta del telémero en kilobases, un valor que incluye también a las
repeticiones subteloméricas y, por lo tanto, enmascara la longitud real de las repeticiones
teloméricas (Aviv et al., 2011; Vera y Blasco, 2012). Ademas, es importante sefialar que
los factores pre-analiticos que influyen en cada uno de los métodos pueden ser muy
diferentes. Mientras que la integridad del ADN genomico es crucial para el andlisis
mediante Southern blot, es menos critica para el ensayo qPCR. Sin embargo, la presencia
de inhibidores residuales de la PCR, que pueden estar presentes incluso tras la
purificacion de ADN, puede contribuir a la variabilidad de los resultados ofrecidos por la
gPCR (Aviv et al., 2011). En cuanto a la correlacién entre las medidas facilitadas por uno
y otro método, existe discrepancia en la literatura. Algunos autores indican que esta
correlacion es fuerte (R? = 0.68-0.83) (Cawthon, 2002; Cawthon, 2009; Aviv et al., 2011;
Kimura y Aviv, 2011), mientras que un estudio reciente, con un tamafio de muestra
mucho mas amplio, ha sefialado una correlacién mas modesta (R?> = 0.27) (Martin-
Ruiz et al., 2015). Ademas, se ha sefialado que el método TRF presenta menor error en la
medicion que el método gPCR. En la literatura se han descrito coeficientes de variacion
intra e inter-ensayo que oscilan entre el 1.25 % y el 12 % para el método TRF y entre el
2.27 % y el 28 % para el ensayo qPCR (Martin-Ruiz et al., 2015). En nuestro ensayo, el
CV medio entre placas (n = 5) fue de 0.83 % para la PCR telomérica y de 0.31 % para la
PCR del gen RPLPO. EI CV intra-placa fue siempre inferior a 5.2 % en la PCR telomérica
(CV medio =0.88 %) y a 8.8 % en la PCR de RPLPO (CV medio = 0.42 %).

Por tanto, las diferencias entre los resultados aportados por los diferentes estudios pueden
deberse tanto a los métodos como a los protocolos empleados, encontrandose amplia
variabilidad entre laboratorios (Martin-Ruiz et al., 2015). Otros factores que pueden
influir significativamente en la medida de la longitud del telomero incluyen factores pre-
analiticos, tales como el método de extraccion del ADN (Raschenberger et al., 2016) o la
presencia de inhibidores de la PCR (Aviv et al., 2011), el tamafio de la muestra o el tipo
de tejido analizado (Takubo et al., 20010). Ademas, se deben tener en cuenta los factores
raciales y étnicos (Diez-Roux et al., 2009; Lynch et al., 2016), genéticos (Aviv y Susser,
2013; Hjelmborg et al., 2015), ambientales y de estilo de vida (Lin, Epel y Blackburn,
2012) que caracterizan a la muestra objeto de estudio. Varios trabajos han estimado que la
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genetica contribuye al 30-80 % de la variabilidad interindividual en la longitud de los
telomeros, con un 20-70 % de variabilidad no explicada, que probablemente se debe a

factores externos potencialmente modificables (Lin, Epel y Blackburn, 2012).

La ecuacion estimada de regresion lineal simple presentd un error estandar de la
estimacion de £ 13.18 afios, lo que sugiere que el método puede ser valido para asignar un
rango de edad que contribuya a la identificacion del individuo, pero no alcanza la
precision necesaria para ser aplicado por si solo para la estimacion de la edad con fines
forenses. En relacion a los resultados publicados con anterioridad, este error fue algo
superior a los obtenidos en aquellos estudios que emplearon el método TRF para estimar
la edad a partir de la longitud telomérica e inferior a los ofrecidos por los estudios que
utilizaron el método qPCR (Tabla 13). Merece la pena sefialar también que nuestros
resultados se encuentran en el mismo rango de desviacion que diferentes métodos
morfoldgicos e histologicos empleados para estimar la edad dental (Meinl et al., 2008)
(Tabla 14). La discrepancia entre la edad cronoldgica real y la edad estimada en nuestra
muestra aplicando esta ecuacion fue inferior a 5 afios en el 41 % de los casos en el grupo
de edad maés joven (15-35 afios) y en el 54 % de los casos en el grupo de edad intermedio
(36-55 afos), en cambio, en todos los casos del grupo de mayores de 55 afios, la
diferencia entre las edades real y estimada fue superior a +10 afios (Tabla 10). Estos
resultados revelan que, en nuestra muestra, cuanto mayor fue la edad del sujeto, menor
fue la exactitud del método mostrando una mayor discrepancia entre la edad real y la edad

estimada, una interpretacion ampliamente aceptada en la literatura (Cunha et al., 2009).

Tabla 14. Error de diferentes métodos dedicados a la estimacion de la edad dental en
adultos, de acuerdo con Meinl et al. (2008).

Método E.AM. E.E.
Lamendin et al. (1992) 14.8 15.9
Bang y Ramm (1970) 13.0 14.9
Recuento de anillos de cemento 6.9 94
Presente estudio 9.85 13.18

E.A.M.: error absoluto medio en afios; E.E.: error estandar en afios.
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El error encontrado en las estimaciones llevadas a cabo en nuestro estudio puede ser el
reflejo de las diferencias en la longitud relativa de los telémeros entre individuos de la
misma edad, tal y como otros autores han sugerido (Karlsson et al., 2008;
Hewakapuge et al., 2008; Srettabunjong et al., 2014). Por ejemplo, la longitud telomérica
relativa determinada para los 11 individuos que contaban con 23 afios de edad oscil6 entre
0.82 y 1.49 (1.06 £ 0.25) (Tabla 15), lo que ilustra una clara variabilidad entre individuos

de la misma edad en nuestra muestra.

Tabla 15. Valores del ratio T/S relativo para los individuos de 23 afios de edad.

Tipode Ratio T/S

diente  relativo

Sexo

1 Mujer Molar  0.82
2  Mujer Molar 0.84
3  Mujer Molar 0.86
4  Mujer  Molar 0.93
5  Mujer Molar 0.94
6  Mujer Molar  0.98
7 Mujer Molar  1.00
8 Mujer Molar 1.04
9  Mujer Molar  1.30
10 Mujer Molar  1.48
11 Hombre Molar 1.49

En conclusion, el desarrollo de metodos de biologia molecular como herramienta para la
estimacion de la edad con fines forenses se encuentra cada vez mas extendido, pudiendo
ser especialmente Utiles en aquellos casos en los que la informacién morfoldgica es
limitada. Nuestros resultados mostraron una correlacion significativa entre la edad y la
longitud relativa de los teldomeros determinada en ADN dental por gPCR. Asimismo,
revelaron que la longitud relativa de los telémeros no se vio afectada por el sexo, aunque
su correlacién con la edad presentd mayor fortaleza en hombres que en mujeres. En los
molares, la longitud telomérica relativa fue significativamente mayor cuando se comparo
con aquellas determinadas en los demas tipos de dientes. El error estandar de las

predicciones de la edad realizadas en esta investigacion a partir de la longitud telomérica
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relativa, expresada como el valor del ratio T/S relativo, sugiere que este método puede ser
utilizado para asignar un intervalo de edad que contribuya a la identificacion del
individuo, especialmente cuando los tejidos mineralizados sean la Unica muestra forense
disponible. Sin embargo, la magnitud de este error hace que el método no pueda ser
considerado lo suficientemente preciso para ser aplicado de forma aislada para la
estimacion forense de la edad, especialmente en las edades mas avanzadas. Es por ello
que la determinacion de la longitud relativa de los telomeros en ADN dental se podria
complementar con el estudio, también en muestras de diente, de biomarcadores del
envejecimiento de aparicion mas reciente, como el analisis de la metilacion del ADN, con
el fin de obtener modelos mas precisos para predecir la edad con fines forenses a partir de

restos humanos esqueletizados.
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Primera:

La longitud relativa de los telomeros, expresada mediante el ratio T/S relativo, se ha
determinado de forma satisfactoria en muestras de ADN extraido de diente, aplicando el
método gPCR.

Segunda:

La longitud telomérica relativa se asocia de forma significativa con la edad, siendo el
ADN procedente de los dientes de sujetos mas jovenes el que presenta telomeros mas
largos. La longitud telomérica relativa no difiere entre sexos. En cuanto a la influencia del
tipo de diente, los molares presentan mayores longitudes teloméricas.

Tercera:

La longitud de los telomeros no se ve influenciada por la concentracién del ADN de
partida de la muestra. Por su parte, esta concentraciéon no se afecta por el sexo, es

significativamente mas alta en molares y se correlaciona negativamente con la edad.

Cuarta:

La medida de la longitud telomérica en ADN dental se incorpora como un método
molecular novedoso en la contribucion a la estimacion de la edad con fines forenses. Se
propone un modelo de regresion lineal para estimar la edad de los sujetos a partir de la
longitud relativa de sus telomeros, de utilidad en el campo forense para asignar un
intervalo de edad que contribuya a la identificacion del individuo, especialmente en

aquellos casos en los que se disponga Unicamente de restos esqueletizados.
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Quinta:

El error medio de la prediccion de la edad en la muestra de estudio es de +9.85 afios.
Este error es mas alto en el grupo de edad mas avanzada, mostrando que cuanto mayor es
la edad real del sujeto, menor es la exactitud del método. Es por ello que se hace
necesario complementar el analisis de la longitud relativa de los telémeros en ADN dental
con el estudio, en muestras de diente, de otros marcadores moleculares del
envejecimiento con el fin de obtener modelos que permitan predecir la edad de una forma

mas precisa a partir de tejidos dentarios.
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