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Introduccion

1. INTRODUCCION,

En los grandes siniestros, fundamentalmente en los
accidentes aéreos ademas de los grandes destrozos que presentan los
cuerpos, habitualmente se produce una calcinacion total o parcial, por
los incendios que siguen al siniestro, o que son consecuencia del
mismo.

Los investigadores tienen problemas para identificar los
caddveres calcinados, que aparecen en casos aislados o en desastres
en masa. La destruccién corporal puede ser tan grande que Unicamente
las piezas dentarias sirven para la investigacion de la identidad.

La identificacién de victimas en estas circunstancias se hace
principalmente por métodos odontolégicos (Lépez, 1992). En el
accidente aéreo ocurrido en las proximidades de Mejorada del Campo
(Madrid) el dfa 27 de Noviembre det 83 fallecieron 184 personas. De las
160 identificadas, 74 lo fueron por métodos odontolégicos, al constituir
las piezas dentarias los elementos mejor conservados y con mejores
condiciones para su estudio comparativo con datos ante-mortem,

Las 24 victimas no identificadas entonces, quedaron
definitivamente como cadaveres andnimos.

En los desastres en masa eas habitual comprobar que no
todos los cuerpos se pueden identificar por los procedimientos
habitualmente empleados. En Tenerife, en 1972, tras el accidente
ocurrido a un avién de Spantax en las pistas del aeropuerto de Los
Rodeos, de 165 victimas, 49 no se pudieron identificar. También en
Tenerife, el resultado de otro accidente ocurrido en 1980 a un boeing de
la compaififa britAnica Dan Air, fue de 146 muertos, de los cuales 28 no
se identificaron. Bilbao 1985: de 146 victimas, registradas tras el
siniestro de un avién de Iberia, 6 permanecen sin identificar. Sobre la
localidad escocesa de Lockerbye, en Diciembre de 1988, un aparato
de la Compafifa Pan Am sufrié un atentado en pleno vuelo. Fallecieron
270 personas, de las que no fue posible identificar a 11, pese a los
métodos avanzados que se emplearon (Gilchrist, 1992). En Septiembre
de 1989 un avién de la Compadia UTA se estrell6 en el desierto del
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Introduccién

Teneré. Del total de 159 victimas, 42 quedaron sin identificar (Lecomte,
1992).

La aplicacién sistematica de métodos odontoldgicos en las
identificaciones permiten alcanzar los mejores resultados. Solheim
(1992), compara las investigaciones realizadas en los siniestros de
dos navios, donde la caracteristica fundamental fue la destruccidn por el
fuego, dependiendo de la participacién de odontdlogos, y demuestra
cémo los métodos dentarios mejoran los resultados positivos, que
pueden alcanzar el cien por cien de resultados positivos.

En la identificacion de cuerpos calcinados cobra especial
relevancia el método odonto-estomatoldgico. En trabajos publicados
anteriormente sobre cadaveres calcinados {Cerdn, 1993) ya
describiamos la utilidad de los elementos dentarios, aunque no existan
datos ante-mortem procedentes de profesionales. Las condiciones de
resistencia del macizo maxilo-craneal permite estudios
complementarios, que incluyen la radiografia oral y posterior
superposicion de imagenes.

 Todos los autores coinciden en la necesidad del equipo
multidisciplinario, para los trabajos de identificacion de victimas después
de un siniestro, donde los resultados son l|a fragmentacion y la
calcinacién. Incluyendo de forma sistematica al radidlogo
(Hazebroucq,1991)

La necroidentificacion se realiza de acuerdo con un plan
perfectamente disefiado, mediante técnicas No Odontolégicas, y por
técnicas Odontoldgicas (Rioboo, 1985) incluyen la totalidad de las
gspecialidades de la odonto-estomatologia. Los procedimientos
odontoldgicos habitualmente, comprenden una comparacion de datos
obtenidos post-mortem con los recogidos en las historias clinicas del
odonto-estomatdlogo.

Sin embargo, existen numerosos casos en los cuales , a
pesar de obtener elementos suficientes para el andlisis odontoldgico
post-mortem, |la ausencia de antecedentes ante-mortem, dificultan el
éxito de la investigacién. Esta puede ser la causa de alguno de los
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Introduccién

cadaveres no identificados que hemos comprobado en los siniestros y
hallazgos aislados analizados (Lopez, 1992).

Cuando esto ocurre, podemos recurrir a otros procedimientos
complementarios. La comparacién de imagenes obtenidas de los restos
cadavericos con fotografias ante-mortem, en las que aparecen los
dientes del sector anterior, aplicando procedimientos de superposicién
de imagenes, constituye una técnica efectiva. McKenna (1984), sostiene
la necesidad de observar los dientes en las imagenes comparativas
para disponer de un elemento facil de medir en condiciones ante y post-
mortem. Bastian (1988), defiende el mismo método para evitar los
errores de magnificacidn que se dan en otras técnicas de superposicion.

EVOLUCION HISTORICA DE LA ODONTOLOGIA FORENSE

La utilidad de la Odontologia comao ciencia forense esta
reconocida desde el Primer Congreso de Medicina Legal celebrado en
L a Habana en 1946 (Luntz, 1977}

La identificacién dental aparece en casos aislados a través de
la historia escrita y pueden haberse usado en tiempos prehistdricos
formas primitivas de identificacion dental. El interés en la Odontologia
Forense aparentemente se elevéd en la Uitima parte del siglo XIX.

Posiblemente, el primer caso formalmente recogido en la
historia es el narrado por el escritor romano Dion Casio, que cita como
Agripina, madre de Nerén reconacié la cabeza de una mujer muerta por
orden suya, mediante la observacién de su denticién.

Se consideré al americano Paul Revere, como el precursor de
la Odontologia Forense, ya que habiendo realizado un puente fijo al Dr.
Joseph Warren, que murié durante la guerra de Independencia
americana, lo identificd un afio mas tarde, mediante los trabajos por él
mismo realizados (Luntz, 1977).

| Segun describen Raffa y Evenot (1989), una fecha
trascendental para la Odontologia Forense es el afio 1897. El 4 de
Mayo, se reunian en el “Bazar de la Caridad" lo mas destacado de la
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sociedad parisina de la época. L.o hacian cada afio para colectar fondos
que destinarian a obras de caridad. Aquel dia se habfan reunido
alrededor de 1500 personas. En uno de los recintos se iba a proyectar
unas escenas de cinematdgrafo, principal atraccién del afio. En la
cabina el operador se disponia a poner en funcionamiento su maquina.
Tenla una bombona de eter, que en un momento y de forma inesperada
se incendié, propagandose de forma vertiginosa por la sala. El panico
cundié entre los asistentes. Todo ardia a los veinte minutos. El resultado
final del siniestro fueron 126 victimas mortales.

Los cuerpos de las personas muertas fueron llevadas para su
identificacién al Palacio de Industria. La identificacién resultd muy dificil,
por las mutilaciones y quemaduras que presentaban.

Algunos cuerpos fueron identificados por sus vestimentas o
joyas de las que eran portadores, pero otros no pudieron ser
identificados. Entre los cadaveres sin identificar se encontraba la
Duquesa de Alengon, hermana de la Emperatriz de Austria. Los médicos
forenses no pbdfan concretar las identificaciones por las destrucciones
corporales que presentaban. Sin embargo, los maxilares y dientes
permanecian intactos y con perfectas condiciones identificativas. El
Doctor Davenont, dentista de la duquesa fue llamado para realizar su
identificacién dentaria, cosa que logré mediante la comparacién con sus
fichas de registro clinico (Raffa, 1989).

Raffa, . y Evenot , sefialan en el mismo trabajo, que , con
anterioridad a este suceso, Unicamente se consideraba de valor legal,
para la identificacion forense, ia certificacion de los médicos forenses. El
Procurador de la Reptblica, autorizé la exhumacion de cadaveres y por
primera vez en la historia de Francia, una identificacién a través de los
elementos dentarios era reconocida como de valor Legal.

Aunque estas identificaciones fueron realizadas por los
Doctores franceses Davenont y Braut, fueron revisadas y analizadas por
Oscar Amoedo. Entre las conclusiones que alcanzd, estaban la
necesidad de un sistema internacional para la sefalizacién de datos
dentarios, con una unificacidn de la nomenclatura.
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Amoedo ha sido llamado “El padre de la Odontologia
Forense”, incorporando muchos de los conceptos de identificacion
dental empleados actualmente. Es autor del libro “L'art Dentaire en
Médecine Forense”, publicado en francés en 1898 y aleman en 1899.

El presente de la necroidentificacién en general, y de la
investigacién odontolégica en particular, lo constituye el estudio del
ADN. El descubrimiento de los marcadores genéticos polimorficos
constituye el inicio de una nueva etapa en la biologia forense. La
Sociedad Internacional de Hemogenética Forense publicaba en 1991
normas y consejos para el anélisis de polimorfismos del ADN (Carroll,
1992).

En Enero de 1992 se estrsllé un airbus en las proximidades
de Estrasburgo. De las 89 victimas, fueron identificadas 87 plenamente.
La aplicacién de técnicas de PCR para la amplificacién genética de los
loci HLA DQalfa y D1S80, permitié identificar a 17 personas. Sin
embargo, segln describe en su trabajo Bertrand Ludes {Ludes, 1982),
dos cuerpos no pudieron ser investigados, atribuyendo el resultado
negativo al estado de carbonizacién que presentaban.

La investigacién de marcadores genéticos obtenidos del
interior de los conductos radiculares abre nuevas vias de investigacién
de la identidad de cadéveres con grandes destrucciones o quemados.
Brion C. Smith, (1993) muestra las posibilidades que presentan las
muestras procedentes del interior de tejidos dentarios para el anélisis de
DNA genémico o mitocondrial.

En los cadaveres calcinados, 0 cuando ia falta de elementos
ante-mortem dificulta otros procedimientos tradicionales, la investigacién
de marcadores genéticos y en Udltima instancia el estudio de ADN
permite alcanzar un resultado dptimo. En casos extremos, a pesar del
hallazgo de restauraciones suficientes para realizar un estudio
comparativo completo en un cadaver calcinado, no es posible por la
ausencia de esos datos ante-mortem, que deberian proceder de un
odonto-estomatélogo, siendo necesario recurrir a estudios

pag. 8




Introduccion

complementarios, como se indicaba anteriormente.

El futuro de la odontologia forense se apoya en la
investigacidn del ADN mitocondrial y nuevas técnicas del ADN
gendmico en general,

Lorente y colaboradores (Lorente, 1994) sefialan que el
futuro de la identificacién médico-forense se apoyara en el andlisis de
ADN mitocondrial procedente de pulpa dentaria, lugar de especial
interés, segin manifiestan los autores en su trabajo, por ser una cavidad
cerrada que conserva perfectamente su contenido.

Las técnicas mas avanzadas pasan por la determinacién de
los cromosomas X e Y para determinacion de sexo en casos extremos
como describen Angel Carracedo y Carmela Pestoni ( Carracedo,
1995). En el mismo trabajo los autores citan la utilidad del ADN
mitocondrial, pero sefialan el aspecto nhegativo de que al ser heredado
unidamente de la madre, limita las posibilidades de investigacién
positiva, aunque por el contrario recuerdan que en cada célula hay una
gran cantidad de copias idénticas de ADN mitocondrial (ADNmt) y hay
mas posibilidades de que algunas de ellas estén conservadas en
muestras degradadas.

pag. 9




2.

JUSTIFICACION




Justificacion

2. JUSTIFICACION

En muchos casos aislados y de forma generalizada, en los
desastres en masa, los cadéveres sufren grandes destrucciones, por el
efecto mecanico del impacto causante de las lesiones y por la accidén
del fuego que acompafia a estos sucesos.

En los accidentes aéreos, tras el impacto, se produce la
explosion de los depésitos de combustible del aparato.Las lesiones en
los casos de explosién son provocadas por tres mecanismos diferentes,
que frecuentemente se asocian (Albi,1983):

A) Fenémeno de pulverizacién, a nivel de las interfases
liquido-gas y, sobre todo, a nivel de la pared alveolar.

B) Fendmenos de explosién a nivel de los érganos huecos,
debido a un aumento de presion de los vollimenes gaseosos.

C) Fendmenos mecdnicos de transmision de la onda de
choque, a través de las paredes tor4cica y abdominal,

Ademas aparecen lesiones asociadas: traumaticas,
secundarias a la proyeccién de materiales diversos, lesiones téxicas y lo
mas importante en nuestro caso concreto, carbonizacién.

Los cuerpos carbonizados presentan entre otras las
siguientes caracterfsticas de interés para nuestro trabajo (Basauri,
1961):

.~ La piel se endurece y puede estallar en forma de
hendiduras irregulares, luego se pone negra, seca y quebradiza.

.- Cuando la carbonizacién es muy avanzada se produce la
abertura de la cavidad torécica, de la craneana y algunas veces hasta
de la abdominal.

.- Los huesos se separan a nivel de las articulaciones,
halldndose frecuentemente fracturados y carbonizados.

.~ Los miembros y manos se acortan, de dos a tres veces con

respecto a su tamafio natural.
.- La cabeza de un adulto llega a revestir la apariencia de la
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de un nifio de 7 a 12 afios.

Cuando la intensidad del fuego es alta, al intentar examinar
los restos, eéstos se pueden convertir en cenizas. Ademas en estos
casos, datos de informacién, como son ropa, documentacion y otros
objetos desaparecen.

Cuanto mas grande es el dafic producido por el fuego, mas
importante se hace el papel de la Odontologia Forense. En situaciones
extremas, los métodos habitualmente utilizados para necroidentificacion
son Iinsuficientes, debiendo recurrir a técnicas analiticas mas
avanzadas.

Justificamos nuestro trabajo porque:

1.-Las propledades fisico-quimicas de los dientes,
les permiten resistir temperaturas muy elevadas antes de su
destruccion.

Segln describe Basauri (1961), a los 1752 C. comienzan a
aparecer algunas lesiones longitudinales en incisivos y caninos. A los
400% C. puede haber estallido de coronas de forma espontanea. A los
8002 aparede disminucién de volumen en las raices. A los 11002 C. el
esmalte puede presentar algunos tubulos ensanchados, pero visibles
con técnicas especiales.

El cemento se destruye alrededor de los 5002 C. El esmalte
puede soportar temperaturas entre 7002 C. y 900? C. antes de su
destruccién, dependiendo de la pieza dental de que se trate. La dentina
preservada en las proximidades de estructuras canaliculares internas
puede soportar teniperaturas superiores. Entre los 1000°C. y 1300C.
grados, las estructuras dentales se transforman en una sustancia atipica,
con formacién de aspecto globular. Sin embargo observados los
residuos, mediante el empleo de un microscopio electrénico, todavia
pueden guardar elementos de interés en las investigaciones forenses
(Harsanyi, 1975) .

En los grandes quemados, la camara pulpar se conserva
perfectamente aislada del exterior, pudiendo soportar temperaturas
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externas superiores a los 10002 C. antes de su destruccién. Nuestra
experiencia nos ha permitide manipular restos dentarios de cadaveres
que habian sido rociados con gasolina, quedando reducidos a cenizas
en su casi totalidad, alcanzando resultados positivos en la identificacion
(Cerén, 1993; Lépez, 1995).

2.- Resistencia de los dientes a los agenies
quimicos.

Ubelaker y Sperber describen la identificacién gracias a
técnicas radiolégicas en un caddver perteneciente a una persona que
fue asesinada @ afios atrds y cuyo cuerpo fue sometido a la accién de un
fuerte corrosivo con el fin de eliminar cualquier indicio, resistiendo los
dientes a su accidén destructora (Ubelaker, 1989).

3.- Propiedades mecanicas, que les hace resistir
fuertes impactos, sin sufrir destrucciéon, o permitiendo su facil
reconstruccién y estudio.-

Elida Brifién dice, respecto al comportamiento de los tejidos
orales, que los dientes conservan generalmente sus posiciones
originales en sus alveolos, aunque algunas veces se aflojen.

Sefiala, que aunque en ocasiones, ante un fuerte impacto, el
maxilar pueda partirse por su linea media, no dificulta su estudio.
(Brifion, 1984)

4 - Los restos dentarios permiten su fécil
manipulacion y conservacion, soportando la accidén
destructora del tiempo.

Furnes cita el hallazgo de dos molares en una tumba de Giza,
con una antigiiedad de 2,500 afios a.C., que aparecian unidos por un
hilo de oro, conservados correctamente (L.6pez, 1992).

5.- Los materiales de obturacion y prétesis, también
resisten temperaturas muy elevadas.
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Los materiales empleados en Odontologia restauradora,
deben presentar la conveniente fortaleza, rigidez, dureza y resistencia a
los agentes externos, para ser utilizables en boca (Combe, 1990).

Las puntas de gutapercha, al igual que otros materiales
empleados en obturaciones, aunque tienen puntos de fusién
relativamente bajos, al estar protegidos en la cavidad oral, resisten
temperaturas que pueden sobrepasar los 1000%C. producidos por la
combustién de gasolinas (Lépez, 1995). ( liustracién ndm. 1).

6.- El estudio del macizo créaneo-maxilar permite
determinar con bastante aproximacion la edad, el sexo y la
raza del Individuo.

 Alvarez Losa y Cerdn, en su trabajo sobre el tamafio dentario
como discriminante raclal concluyen que los individuos perteneciente al
mismo grupo racial, tienden a presentar caracetristicas, tanto métricas
como descriptivas similares, estando condicionado el tamafio, mas por
el grupo, que por la talla del individuo en particular.

Otras particulareidades dentarias individualizadoras,
determinantes de una raza como puede ser el tubérculo de Carabeli,
pueden ser elementos determinantes de un grupo (Alvarez, 1991;
Cerén, 1991.)

7.- La pulpa dentaria constituye un reservorio de
proteinas plasméticas con polimorfismo genético, faciles de
extraer.

La pulpa dentaria es una zona muy vascularizada, recibiendo
vasos y nervios a través del orificio apical, aunque en algunos casos lo
hacen también por agujeros accesorios {conductos colaterales), que
clinicamente pueden participar en Ia stiologia de lesiones endoddnticas
y perioddénticas combinadas. Este plexo es el encargado de la nutricién
de los odontoblastos. La mayoria de los investigadores apuntan un
diametro capilar de aproximadamente 7 micrometros(Davis, 1986).
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En esta regién se pueden localizar proteinas séricas con
polimorfismo genético, que las hace utiles para su aplicacién en
técnicas identificativas. La extraccidn de muestras desde la pulpa, se
pueds realizar mediante procedimientos tan simples, como es la
fracturacién y moituracion de la zona radicular del diente, o apertura
longitudinal, y posterior de andlisis de protelnas como la A2HS (Lépez ,
1994).

La fragmentacién de la zona radicular para extraccion de
muestras y posterior extraccion de protelnas o estudio de grupos
sanguineos presenta resultados totalmente positivos (Cerén, 1991)

Smith, B. y cols. (1993) analizan cuatrc métodos diferentes de
apertura de los dientes para investigacién del ADN contenido en su
interior: Describen la forma de aplastamiento de las plezas, que pese a
la simplicidad del método ignora las localizaciones especificas del ADN
dental.

El siguiente método se basa en la aplicacién de técnicas
convencionales de endodoncia. Su aprovechamiento depende de la
morfologia ca'meral, que puede resultar totalmente desbridada en el
tratamiento.

El tercer método gque describen consiste en una incisién
longitudinal. Las formas irregulares de los conductos radiculares
pueden ser negativas en este procedimiento.

Para estos autores el mejor procedimiento es el corte
horizontal por la zona cervical, aprovechando la union amelo-
cemantaria. Coincidiendo con otros autores, como Duffy et al. (1991)
sefiala que este procedimiento es el menos agresivo para la morfologia
y estructura dentaria, pudiendo extraer las muestras en las mejores
condiciones para su estudio. Sus estudios se realizan sobre dientes
incluidos en al maxilar, no extraidos.(Duffy y Smith, 1993).

8.- Las muestras obtenidas de los conductos pulpo-
radiculares permiten la extraccion y amplificacion de ADN.
El material procedente de pulpa dentaria presenta ventajas
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sobre otras muestras, por ser una cavidad cerrada que conserva
perfectamente su contenido, rico en células con ADN gendmico y
mitocondrial, suficiente para su andlisis (Lorente, 1994)

La pulpa dental esta protegida en la cavidad y fijada
firmemente al hueso (P§stch, 1992) Cuando el diente es extraido y
sometido a temperatura ambiente se aprecia una rapida deshidratacidn
de los tejidos pulpares. Esta desecacion puede ser la explicacién de las
perfectas condiciones que presentan las muestras para la recuperacién
de ADN en muchos procesos de necrosis o putrefaccion.

~ Potsch y col. { Pdstch, 1992) analizaron dientes sometidos a
distintas condiciones de temperatura y posible degradacién por el
tiempo, a los cuales procedié a extraer ADN pulpar. Las cantidades
obtenidas fueron vélidas para sus investigaciones, pudiendo variar el
procedimiento de amplificacién dependiendo del volumen de la
muestra. Estos autores describen el resultado positivo en tejido pulpar
procedente de dientes en mandfbula fragmentada y una antigliedad de
15 afos.

El mismo autor investigé muestras dentarias en distintas
condiciones y obtuvo en sus resultados cantidades de ADN que
variaban de los 6 a 50 microgramos. Estas cantidades son suficientes
para [a amplificacién de VNTRs y por supuesto para el andlisis mediante
técnicas de PCR, donde la cantidad necesaria es menor. (Pétsch,1992).

Smith (1993) con una muestra de diez pares de dientes
obtenidos de ambos sectores maxilares, procedentes de pacientes de
distintas edades y sometidos a temperatura ambiente en diferentes
espacios de tiempo, obtuvo cantidades que variaban de los 0,67 a los
38,54 microgramos de ADN absoluto humano.

En nuestras investigaciones sobre restos cadavéricos que
fueron expuestas en el Congreso de Ciencias Forenses de Querétaro
(Méjico) en 1994, con excepcién de los restos que habian sido
sometidos a temperaturas muy elevadas durante largo tiempo,
alcanzando la destruccién externa de la corona, o algunos restos
cadavéricos que habian permanecido enterrados, se obtuvieron
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cantidades superiores a los cinco microgramos. En muestras recientes
las cantidades superaron los treinta microgramos, incluyendo dientes
cariados.

llustracién num. 1. Las raices que se muestran sirvieron para identificar a un cadéver
totalmente carbonizado, gracias a las puntas de gutapercha que aparecieron en algunas
piezas y que fueron radiografiadas posteriormente.



3. OBJETIVOS



Objetivos

3. OBJETIVOS.

1.- Comprobar que la aplicacién de sosa caustica en
ebullicién sobre restos cadavéricos, procedentes de un siniestro, o en
casos aislados, no dificulta la extraccion de ADN pulpar.

2.- Probar la posibilidad de extraer ADN de tejido radicular, en
dientes sometidos a temperatura de 200°C. durante 15 minutos.

3.- Confirmar la investigacidn positiva de ADN en dientes
extraidos a cadaveres carbonizados, o con grandes traumatismos en
cadaveres recientes.

4.- Evidenciar la importancia de procedimientos odonto-
estomatoldgicos habituales, como son el estudio radiolégico y las
protesis, para la necroidentificacién en cadaveres calcinados o con
grandes destrucciones corporales.
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4. FUNDAMENTOS.

El resultado final de las grandes catastrofes son los dafios
humanos. Una caracteristica de las victimas resultantes es la
fragmentacién y frecuentemente la calcinacidn.

La calcinacién se viene haciendo rutinaria en muchos
cadaveres que se investigan de forma aislada.

La aplicacién de las tecnologfas mas avanzadas a los fines
destructores que se persiguen en los conflictos bélicos o en casos de
atentados terroristas aislados, cobra importancia en la investigacién de
los cuerpos quemados.

E| caso mas extremo al que se puede liegar es |a explosién
de una bomba atémica. La explosién de las Bombas de Hiroshima y
Nagasaki, originé una esfera de fuego que, una diezmilésima de
segundo después de estallar alcanzé una temperatura de 300.000°K.
Una décima de segundo después, alcanza una temperatura de 2.000 ;
tres décimas de segundo después sube cerca de 7.000% K. y un
segundo después la temperatura es de 6.000 2 K. (Mirabet, 1979).

Respecto a incendios no provocados, debemos recordar el
accidente de Los Alfaques en la provincia de Castellén, que describe
Mirabet en su tratado sobre quemados. EI 11 de Junio de 1977
explosiond accidentaimente una cisterna que transportaba 43.000 litros
de propano licuado. E! incendio subito que envolvidé un camping en una
nube burbujeante de 2.054 grados centfgrados, causé 260 quemados,
de los que la mitad murieron instantaneamente, totalmente
carbonizados.

La necroidentificacién tiende a resolver problemas de distinto
tipo:

1.- Humanos, como es la propia identificacion personal,
permitiendo al hombre merir con la misma identidad que vivio.
2.- Legales, al resolver posibles conflictos de herencias ©
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situaciones familiares.
3.- Econémicos, derivados de indemnizaciones, seguros, salarios,..

La identificacion personal tiene bases fisiolégicas y un fin
juridico. Para Mufioz Tuero existen cuatro formas de identificacion
(Mufioz, 1982):

1. Identificacion judicial.

2. |dentificacién civil.

3. Identificacién médico-legal.

4, Identificacién odonto-legal.

Ei Cédigo Civil Espafiol establece un periodo de tiempo de
diez aflos para decretarse el fallecimiento de una persona
desaparecida. Este tiempo, no obstante, puede reducirse al minimo de
dos afios, cuando existe certeza de la presencia de la victima en el lugar
del suceso antes de ocurrir el mismo.

La Ley de Enjuiclamiento Criminal, recoge en sus articulos
340 al 342 los procedimientos legales para realizar 1a identificacién de
cadaveres, que segun lo articulado van del reconocimiento directo al
estudio de objetos y documentos.

No obstante, lo descrito en la Ley es habituaimente
insuficiente para obtener resultados positivos, debiendo recurrirse a
analisis complementarios que permiten alcanzar los objetivos y que nos
obligan a dividir los procedimientos de Necroidentificacién, segun el
esquema que se describe mas adelante.

La identificacién de los restos cadavéricos en situaciones
criticas, hace necesaria la existencia de un equipo multidisciplinario
donde ha de figurar siempre un odonto-estomatélogo, experto en
Qdontologia forense.

Asi vemos como los paises més modernos incorporan en sus
estructuras la figura del profesional de la odonto-estomatologfa:

En Noruega, el Departamento de Justicia, establecié en 1975
la constitucién de un equipo de Investigacién de Catastrofes, dirigido
por cuatro profesionales perfectamente tipificades:Dos oficiales de

Pag. 22




23

Policia, expertos en necroidentificacion. Un especialista en medicina
forense y el cuarto miembro directivo, un odontélogo forense. La
responsabilidad de este equipo es organizar y controlar todos los
trabajos de necroidentificacion de victimas de desastres, con potestad
para reclamar de los profesionales de la odonto-estomatologia,
cualquier dato de archivo ante-mortem, que sirva para lograr un
resultado positivo, como pudieran ser originales de radiografias,
odontogramas, etc.. (Solheim, 1977)

Ilustraclén num. 2. La fotografia nos permite comprender los dafios materiales y
humanos que resultaron en el accidente ocurrido en Mejorada del Campo (Madrid), en
Diciembre de 1983, con un saldo de 184 cadéaveres.
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METODOS GENERALES DE NECROIDENTIFICACION:
4. 1. NO ODONTOLOGICOS:
4.1.1 Reconocimiento Directo.
4.1,2. Documentos, prendas y objetos perscnales.
4.1.3. Estudios antropométricos, tatuajes..
4.1.4. Dactiloscopia.
4.1.5. Estudio interno del cadaver
4.1.8. Estudios analiticos.
4.1.7. Radiologia.

4.2, ODONTOLOGICOS:

4.2.1, Odontograma

4.2.2, Extraccion de maxilares.

4.2.3. Protesis

4.2.4, Radiologia oral.

4.2.5, Craneometria y Dentometria.

4.2.8. Fotografia oral.

4.2.7. Superposicién de imagenes

4.2.8. Marcadores genéticos en el diente.
4.2.9. Estudio del ADN en diente

4.1.1.- RECONOCIMIENTO DIRECTO

Como deciamos en trabajos anteriores (Lopez, 1992), el
reconocimiento por familiares o conocidos es la forma mas antigua y
simple de las conocidas. No obstante, es facil cometer errores de
identificacién de forma accidentada o intencional, por lo que el
investigador debe corroborar fielmente los datos aportados por testigos.
La identificacién visua! estd cargada de errores, asoclados normalmente
al estdo de nervios de los afectados (Busutil, 1990).

En este mismo sentido se expresa la Organizacién
Internacional de Policia Criminal (Interpol, 1984), que en su punto 2.2
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sefiala el riesgo de utilizar sisteméticamente este método.

4.1.2.-DOCUMENTOS, PRENDAS Y OBJETOS PERSONALES.

Este procedimiento lo cita la Ley de Enjuiciamiento Criminal
en su articulo 342.

Antes de retirar las ropas del cuerpo deben examinarse
detenidamente, buscando fragmentos de vidrio, pintura, cabellos, 0
cualquier otro material que se considere de interés (Besant-Matthews,
1977). Este procedimiento tambien esta sujeto a continuos errores por
intercambios de abjetos , o confusiones en el reconocimiento.

4.1.3.-ESTUDIOS ANTROPOMETRICOS, TATUAJES.

La antropometria constituye una clencia conocida desde las
épocas mas remotas de la humanidad.

La craneometria nos facilita mediciones y estudios craneales,
que determinan la edad aproximada, sexo, raza, caracteres de su
civilizacién (Comas, 1983).

La antropometria permite dos tipos de analisis:

Rasgos generales. sexo, grupo étnico, edad aparente,
estatura, constitucién fisica, etc.

Rasgos especificos: son individualizadores, como verrugas,
cicatrices, tatuajes, etc..

Los restos calcinados, deben analizarse con detalle,
recordando que, durante la combustion, los elementos 060 sufren un
acortamiento que liega en los huesos largos a un décimo de su longitud
total (Sandoval, 1990).

Los tatuajes, desde el aspecto legal, san verdaderas
cicatrices parlantes, resultado de pinturas hechas con agujas finas , que
aportan datos de valor Individualizador y porgue proporcionan indiclos
sobre costumbres, o incluso profesién de los individuos (Gisber
Calabuig, 1991).
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1.4.- DACTILOSCOPIA

La dactiloscopia, esta considerada como una técnica

identificativa por excelencia.

La identificacion se apoya, en que los dibujos formados por
las crestas digitales, palmares y plantares son genéricas, perennes,
inmutables, diversiformes, clasificables e imprimibles. (Lubian, 1975 y
Antén, 1993).

llustracion num. 3.- Los sistemas informéticos para la busqueda automética de
dactilares ha mejorado los resultados, pero el método es negativo en los cadéveres
carbonizados.
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La perennidad y la inmutabilidad del dibujo papilar fueron
demostradas préacticamente por Herschel estudiando dibujos de un
mismo dedo, obtenidos en diferentes épocas de la vida del individuo.
Estos atributos fueron corroborados por cientlficos como Galton,
Welcker, Henry y otros muchos. Las papilas dermicas se configuran
entre los 100 y 200 dias de vida intrauterina, alcanzando nitidez al sexto
mes y perduran hasta muy avanzada la etapa de putrefaccion, tras la
muerte (Villanueva, 1991).

Sin embargo, en los cadaveres calcinados, este método
resulta habitualmente infructuoso por las grandes destrucciones que se
observan, que llegan a destruir totalmente los dibujos papilares.

4.1.5.- ESTUDIO INTERNO DEL CADAVER.

El estudio completo de las cavidades del cadaver debe ser
una norma habitual, no solamente para determinar la causa de la
muerte, sino para buscar particularidades que faciliten la identidad
(Besant-Matthews, 1977).

4.1.6.- ESTUDIOS ANALITICOS. MARCADORES GENETICOS.

Es interesante la recogida sistematica de muestras corporales
para su estudio.

Las muestras recogidas deben protegerse de acuerdo con las
normas que dicta el Instituto Nacional de Toxicologia (1987).

Aunque el anélisis de DNA constituye el método definitivo
para alcanzar la total identificacion, puede ser interesante conocer otras
técnicas mas simples. Procedimientos sencilios que permiten la rapida
exclusién son la determinacién de grupo sanguineo y el andlisis de
marcadores genéticos en general.

Clasicamente se han venido realizando estudios sobre
muestras sanguineas para determinacién de grupo sanguineo,
mediante procedimientos de absorcién-inhibicion, absorcién-slucion,
test de Lattes, test de acetato de celulosa de Howard-Martin ( Robert,

Pag. 27




Fundamentos

1990). Las técnicas de aglutinacién directa usando antisueros dan
resultados erréneos porgue las células sanguineas estan dafiadas, y los
cambios postmortem introducen numerosos artefactos.

£l método de grupos sanguineos, conocido desde comienzos
de siglo, tras su descripcién por Landsteiner, hasta nuestra época, ha
avolucionado con el descubrimiento de nuevos sistemas, pero el ABO
constituye el mas investigado y el mas utilizado como marcador genético
en hemogenética forense {Cerdn, 1991)

La presencia de antlgenos del sistema ABC no estd limitado a
los eritrocitos, sino que puede encontrarse en la mayor parte de los
tejidos y secreciones (Hartmann, 1941). Ha sido estudiado
serolégicamente en saliva, semen, leche, sudor, liquido amnidtico y
cerumen. La actividad del sistema ABO ha podido ser demostrada
mediante laboriosas técnicas en pelos y ufias (Yada, 1969). También
ha sido descrita en diferentes tejidos, como el muscular y el dseo.

La técnica de absorcién elucién en placa es de gran utllidad
para estudlar el grupo sanguineo en pulpa dental en cadaveres
calcinados, por constituir los dientes un gran reservario, facilmente
manipulable (Cerén, 1890).

En el plasma humano, también se pueden identificar las
diferentes proteinas y enzimas con polimorfismo genético conocidas
(Burtin, 1968), como son la proteina transportadora Geo. Asimismo, es
posible separar y fenctipar la proteina plasmética alfa2HS, (también
presente en zonas radiculares y tejidos dentinarios) y que junto a otras
determinaciones puede servir para la individualizacién del cadaver
(Lopez -Abadia, 1993).

Yuasa y Umetsu en 1988 pusieron de manifiesto la aplicacion
de los conocimientos de la A2HSG en el campo de la medicina forense.
Encontraron un total de 15 posibles varlantes genéticas. Su trabajo,
constatado con los de otros investigadores, demuestra la importancia de
la aplicacién del polimorfismo de la AHSG en el campo de la
hemogenetica forense. En sus investigaciones queda demostrada con la
margada variabilidad de los loci de la A2HSG, la tormalidad del
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fenotipado y la estabilidad en manchas de sangre, que garantizan
resultados idéneos {Yuasa, 1988).

Los marcadores genéticos que se emplean actualmente para
alcanzar la Identificacién personal los podemos agrupar segun lo hacen
Huguet Ramia y Carracedo Alvarez ( Huguet, 1991):

1.- Sistema HLA. Forman parte del sistema mayor de
histocompatibilidad descrito en el hombre y localizado en el cromosoma
6. Se estudian actualmente sus loci A, By C. Se determinan mediante
pruebas inmunoldgicas de microlinfotoxicidad.

2.- Antigenos eritrocitarios. Se encuentran en la superficie del
hematie. Fueron los primeros en describirse y se determinan melante
reacciones de aglutinacién en presencia de antisueros conocidos.
(MNSs, Rh, ABO, Kidd, Duffy, Kell, Lutheran, }.

3.- Protelnas plasmaticas que cumplen funciones fisioldgicas
muy diversas. Actualmente se estudian fundamentalmente mediante
técnicas de isoelectroenfoque. (Inmunoglebulinas- Locus Gm. Alfa-1-
antitripsina, Proteinas Ge, Factor XllIl, Orosomucoide, Haptoglobinas, Alfa
2 HS, glicoproteina, transferrina, Complementos C6 y C4..)

Estas proteinas tienen polimorfismo genético., como
Globulina Ge: '

Las globulinas Ge¢ son glucoproteinas de la fraccion
electroforética, en la cual se sitlan tambian [as haptoglobinas,
ceruloplasminas y macroglobulinas. Su misién, aunque no bien
conocida, se supone gque es la de transportadora de vitamina D-3.

Para nosotros es importante porque presenta polimorfismo
genético, con tres fenotipos denominados 1, 2 y 1-2, que corresponden
a la combinacidn de dos alelos autosémicos Ge.1 y Ge.2. Estudios méas
selectivos demuestran que a su vez el alelo Ge.1, puede ser subtipado
en otros dos: Ge. 1Sy Ge. 1F (Las denominaciones S y F, vienen del
ingiés Slow-lento y Fast-rapido).

La técnica de isoelectroenfoque (IEF), permitié obtener la
resolucién necesaria en la banda 1, desdoblandose en estos dos tipos,
que fueron visualizados con mayor nitidez al aumentar la separacion
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entre las dos bandas con la introduccidn de distintos espaciadores. La
marca Pharmacia introdujo un equipo integrado de electroforesis, que
utiliza microgeles y una distancia de electrodos muy pequefias, para
mejorar la distincién entre bandas (Alonso, 1987, Carracedo, 1988).

Asi encontramos que podemos obtener al final seis fenotipos
diferentes, resultantes de las combinaciones de los citados:

18-18  1F-F
118 18-2
1F-2 2.2,

4.- Otros marcadores enzimaticos eritrocitarios y leucocitarios:

Estd formados por enzimas existentes en hematies y
leucocitos. Por su poca concentracién precisa un tipo de revelado en el
que interviene su actividad enzimatica: Fosfoglucomutasa (PGM),
Fosfatasa acida ( ACP), Transaminasa glutdmica (GPT), etc..

La fosfoglucomutasa (PGM) es una enzima (fosfotransferasa),
que cataliza la interconversién de la glucosa-1-fosfate a glucosa-6-
fosfato, requiriendo la Glucosa-1,6- difosfato como factor junto con iones

Mgt+. Tansflere el radical fosfato de la posicién 1 a la posicion 6.

Tiene especlal relevancia en el metabolismo de los
carbohidratos, haciendo que las moléculas de glucosa provenientes del
almidén o glucégeno, entren en la via glucolitica. Se encuentra presente
en la mayor parte de los tejidos y fluidos corporales, incluyendo los
glébulos rojos, semen y secrecciones vaginales.

Las enzimas PGM son polimérficas genéticamente y estan
determinadas por 3 loci autosémicos.

El locus 1 (PGM 1) estd determinado por 4 alelos { 1+; 1-; 2+;
2-), cuya combinacién puede determinar 10 fenotipos. Este locus es el
de mayor variabilidad genética y por lo tanto el mas importante para
nuestros estudios.

El locus 2 esta determinado por un alelo muy comun, para el
cual somos homozigotos. Posee menor variabilidad.
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El locus 3 esta determinado por dos alelos y carece de
importancia para nuestros estudios, puesto que no se detecta en células
sanguineas.

4.1.7.- RADIOLOGIA,

Desde el descubrimiento de las radiaciones de Roenigen en
1895, la técnica ha avanzado, hasta situarse en primera fila entre las
ciencias forenses.

La superposicién de imagenes radiolégicas, slempre que sea
posible encontrar imagenes ante-mortem, constituye una técnica
individualizadora fundamental.

La importancia de la radiologia se demuestra continuamente
en los siniestros que sa investigan.

Algunos investigadores han propuesto implantar sistemas de
clasificacion de las imégenes radiolégicas de los senos frontales, por la
individualidad absoluta que presentan (Asherson, 1985).

El profesor Ortega Lechuga, en su tesis doctoral de 1933, ya
sefialaba que no existen dos senos frontales que sean confundibles por
la igualdad de sus caracteristicas anatémicas.

4.2, ODONTOLOGICOS
4,21~ ODONTOGRAMA

Constituye el procedimiento mas elemental de identificacién
por medio de los elementos dentarios.

El odontograma debe realizarse de acuerdo con las normas
establecidas por la FDI, (Federacién Dental Internacional) en evitacion
de errores derivados de la mala interpretacién de datos (Griffiths, 1988).

La no observancia de estas normas puede provocar graves
errores. En 1993, se recuperaron los restos esqueletizados de un
supuesto excursionista encontrado en un bosque cercano a Knysna-
Ciudad del Cabo (Sud-Africa). No habfa elementos que facilitaran su
reconocimiento, salvo restauraciones dentales, E! uso del FAX, como
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medio de comunicacién rapido, demostré sus limitaciones, por la mala
calidad de la transmisién de unos datos, o la aparente repeticién de
otros. Sin embargo estos errores serfan subsanables, empleando un
sistema de digitos, siempre observando las nermas dictadas por la FDI
(Phillips , 1993).

Un complemento de utilidad para la comparacion de datos
dentarios obtenidos de cadaveres es la ayuda de un sistema de archivo
Ante-Mortem informatizado, que facilite la busqueda inmediata. En
Estados Unidos se ha ensayado con éxito la utilizacién en situaciones
de catastrofes el sistema CAPMI, que permite recoger la tctalidad de
circunstancias dentarias, de una forma muy sencilla. (Lorton, 1989)

La ficha odontolégica debe recoger la totalidad de los datos
respecto al paciente y patologfas de partes blandas y duras, asi como
todo lo relacionado con circunstancias relacionadas con la oclusién si
se conoce, dientes fracturados tras el accidente, hallazgos radiolégicos
de cualquier tipo, y se debe hacer extensive a otras partes de la cara y
cabeza.

Con frecuencia se descubre la ausencia de datos ante-
mortem en caddveres con numerosos tratamientos restauradores. En
otras ocasiones aparecen odontogramas procedentes de la clinica, que
solamente registran parcialmente los tratamientos realizados.

Por tanto la historia clinica debe contener todos los
tratamientos continuados que realiza el profesional.

El Departamento de Medicina Legal, de! Nihon University
School of Dentistry de Tokyo-Japén, realizé una experiencia con sus
alumnos, en un lapso de 5 afios, para comprobar las variaciones que
sufrian los distintos dientes en los tratamientos continuados, que se
deben tener en consideracidn en la investigacién de cadaveres.

Se realizaron 6000 registros  (una hemiarcada),
correspondientes a 1000 estudiantes (740 varones y 260 hembras),
anotando las variaciones sobre dientes intactos, cariados, tratados y
dientes aificiales.

Los dientes de sector anterior, tendfan a permanecer intactos.
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El primer premolar, variaba considerablemente, de intacto a extraido,
mientras que el segundo premolar, pasaba de intacto a tratado. L.os
primeros molares variaban de intactos a ausentes. Los segundos
molares sufrian cambios muy diferentes (Kawakami ,1994).

Este autor, demuestra en su investigacién que el estudio
comparativo entre los hallazgos en el cadaver y los datos del
odontograma, puede estar destinado al fracaso, cuando no se han
anotado en el odontograma todas las incidencias existentes,
fundamentalmente cuando varios profesionales realizan tratamientos en
diferentes momentos de la vida del paciente. Es inecesario buscar la
altima historia clinica actualizada.

Es importante la determinacidn de tratamientos restauradores
que puedan ayudar a la identificacién, mediante comparacién con
historia clinica antemorte. En casos extremos técnicas de labcratorio
insospechadas, pueden servir para obtener el resultado positivo. EIl
Departamento de Antropologia de Ontario, explica sus trabajos,
realizados sobre coronas y fragmentos radiculares, recogidas entre
restos cadavéricos, reducidos a cenizas, que después de ser analizados
mediante un microscopio electrénico, confirmaron la presencia de
estriaciones paralelas en el esmalte dental y dentina, como medio para
identificar una restauracién antigua, coincidente con los datos obtenidos
ante-mortem de la persona desaparecida, reflejados en el odontograma
realizado en la clinica dental (Fairgrieve , 1994).

4.2,.2.- EXTRACCION DE MAXILARES.

La extraccion de maxilares puede ser necesaria para etudios
posteriores. Aunque algunos autores defienden la extraccion
sistematica, no siempre sera necesaria esta practica, que realizara un
médico forense, con la anuencia de la Autoridad Judicial.

Existen distintos métodos para lograr la extraccion. Luntz,
(1973) describe una forma, realizando incisiones en forma de “V* desde
las comisuras labiales. Luego se retrae el tejido blando y se cortan las
ramas ascendentes de la mandibula. Después de retirar la mandibula,
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se libera el maxilar superior, mediante una sierra eléctrica o con cincel.
Stimson o Whittaker, lo hacen cortando la mandibula por las ramas
ascendentes con lo cual facilitan las maniobras de extraccion. (Ver
ilustracion nimero 4).

lustraclén numero 4.- Los maxilares, una vez extraido deben ser fotografiados
correctamente, para su estudio.

Variaciones de este método son las descritas por el equipo de
Carr en la identificacion de victimas del vuelo 759 de Pan Am el 9 de
Julio de 1982 en Nueva Orleans, realizando un corte desde las ramas
paralelo a la linea de oclusion y no extrayendo el maxilar superior, que
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fue fotografiado directamente (Robert, 1985)

Jakobsen y cols.(1974), describen otro método que realiza un
corte en forma de herradura por debajo de la base mandibular,
levantando el colgajo que se obtiene hasta la articulacién, liberando las
partes duras y posibilitando la posterior reconstruccién facial del
cadaver. Este método también lo describe Moya en su tratado de
Odontologla Forense.

En los cadaveres carbonizados, la extraccion es mas dificil,
porque se dificulta la vision de la boca, llegando en ocasiones a ser
imposib_le la visién directa, encontrando la boca totalmente cerrada. Sin
embargo, el interior de la cavidad bucal puede aparecernos intacto,
gracias a que la lengua y tejidos blandos préximos han protegido los
dientes.

En este tipo de cadaveres se hace casi imprescindible la
extraccion total o parcial de los dientes. (Moya, 1994)

4.2.3.- PROTESIS

En los cadaveres calcinados o con grandes traumatismos, las
prétesis mantienen perfectas condiciones para su estudio identificativo,
pueéto que por las condiciones de resistencia de la cavidad oral y sus
materiales, descritas en apartados anteriores, soportan los impactos
mecanicos y la agresidn de agentes quimicos. (llustracién nim. 5).

Después de las posibles extraccicnes de maxilares, por tanto,
se han de estudiar minuciosamente los dientes remanentes y brechas
en desdentados parciales, o totales, para determinar la posible
existencia de una prétesis removible. lgualmente se hace necesaria la
bisqueda de prétesis en las proximidades de los cadaveres
encontrados tras el suceso.

En las estadisticas de cadaveres identificados en accidente
aéreo ocurrido en las proximidades de Madrid en Diciembre de 1983,
encontramos "que de los 160 cuerpos identificados, 63 lo fueron por
métodos odontoldgicos. De estos, 26 lo fueron gracias a las prétesis
dentales que portaban ( Araujo, 1984 y Ldépez, 1992).
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Resuitados similares alcanzan otros autores consultados. Asi
vemos que Haines (1991) realizé un estudio de 380 victimas de un
desastre aéreo, comprobando que 50 de las victimas (13,2%) eran
portadores de prétesis total removible y 47 tenfan una prétesis parcial
removible. En sus estudios determina que aproximadamente un 25% de
las victimas de un desastre puede llevar prdtesis total o parcial. Por tanto
los aparatos protésicos constituyen una significativa evidencia en la
identificacién después de la catastrofe.

Jensen (1991), haciendo referencia en su trabajo a la
traumatologla, en [a identificacion de caddveres, describe la
identificacién de un cuerpo esqueletizado, que presentaba unas marcas
claras de una artrosis y los cambios tipicos motivados por una
enfermedad de Scheuermann. Pero concluye su trabajo, sefialando que
la identificacién fue completada gracias a la presencia de una prétesis
dental due .=.1parcaci(5)1 en el cuerpo, desdentado total. ( Jensen, 1991).

El marcado sistematico de prétesis podria constituir un media
simple en la identificacién cadavérica.

Muhlemann, {1979) describe el uso de un microprocesador
electrénico, unido a un grabador mecénico de 13 caracteres
alfanuméricos, que imprime los datos de identificacién en un disco de
oro de 2 mm. de didmetro y 0,25 de espesor. Este microdisco puede ser
introducido tras la preparacion de una cavidad, o en ol interlor de una
prétesis y es capaz de resistir temperaturas muy elevadas en caso de
un incendio, pudiendo ser empieado posteriormente para la
identificacién, gracias al microprocesador que identifica la inscripcién.
(Muhlemann, 1979).

El laser YAG aplicado a técnicas informaticas puede aportar
nuevos métodos de grabado de prétesis. La técnica consiste en la
utilizacién de micro-discos grabados con laser YAG. La grabacion se
realiza sobre pldstico o metal, con una superficie de 2,56 a § mm.
cuadrados, que se unen a la superficie del esmalte, cubierto por
composite y que una vez descubierto en el cadaver, mediante
radiograffa oral, puede ser leido nuevamente con la ayuda de un
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microprocesador. (Roland, 1991).

llustraclén num. 5. Las protesis resisten altas temperaturas antes de su destruccion
gracias a las condiciones de la boca donde se sittian.

2.4.- RADIOGRAFIA ORAL

Algunos autores defienden la importancia capital de las
técnicas radiologicas en la identificacion odontologica, comparable en
sus posibilidades con la dactiloscopia. (Ceron, 1991).
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El mismo autor describe la importancia del método en la
investigacion de un cadaver, rescatado del mar después de permanecer
varios dias en el agua, con dafios tan importantes en el cuerpo, que
Unicamente pudo ser identificado tras el estudio comparativo de
radiografias intraorales.

La intensidad de los rayos debe ser menor que en el sujeto
vivo, ya que las piezas cadavéricas carecen de partes blandas que
puedan absorber radiaciones. Debe llegar hasta |la mitad o dos tercios
de la intensidad en condiciones normales de la préactica clinica, o
incluso menor (De Vore, 1977).

La practica forense registra numerosos casos reales, en los
cuales la radiografia oral es el Gnico método vélido para alcanzar la
identificacion de victimas calcinadas (Laborier, 1989).

En situaciones extremas de destruccidén por el calor, cuando
incluso las plezas dentarias alcanzan su casi total destruccion se
pueden recuperar imagenes radiolégicas que permiten realizar una
superposicién con resultados muy positivos. En nuestras experiencias
anteriores, descritas en la bibliografia hemos podido comprobar la
fiabilidad del método.

El empleo de la radiografia es un medio de identificacién de
restos de utilidad para antropélogos. En los cuerpos calcinados,
mutilados o descompuestos, constituye un elemento de gran valor.
{Martin, 1991).

La validez del método radiolégico ha sido comprobada
repetidamente por los expertos en necroidentificacion. Incluso
realizandose ensayos con muestras debidamente preparadas y con
cierto grado de dificultad, desarrollade por estudiantes y profesionales
con distinto grade de preparacién, utilizando como elementos ante-
mortem radiografias con una variacién en el tiempo desde uno a guince
afios, los resultados positivos alcanzan un 93%. (Mac Lean, 1994).

La radiografia oral es de gran utilidad para determinar la edad
del individuo. El procedimiento fue empleado por especiaiistas del
ejérclto estadounidense durante la Batalla “Tormenta del Desierto” en
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1991, para desterminar la edad de los soldados enemigos muertos en la
batalla (Morse , 1994).

Estudios realizados en la Universidad de Oslo demuestran la
utilidad de obtener radiografias periapicales para determinacién de fa
edad, mediante la medicién de longitud y anchuras de sectores
radiculares y pulpares de dientes unirradiculares, tanto del maxilar
superior, como de la mandibula (Kvaal, 1995).

La utilizacién de los procedimientos radiolégicos en la
superposicién alcanzan el mismo nivel individualizador que puedan
tener la dactiloscopia, o la determinacién de ADN, por citar algunas de
las mas exactas.

La superposicidn radiolégica de los dientes, junto con otras
estructuras del crdneo, cuando existen datos ante-mortem, aporta
resultados probabillsticos del cien por cien. Owsley (1993), apunta la
combinacidn de técnicas radioldgicas con el conocimiento de la
antropologia en la determinacién de los restos cadavéricos en el mismo
lugar del suceso. Describe en su trabajo la identificacion de dos
periodistas desaparecidos en Guatemala en 1985, mediante la
superposicién de imagenes de piezas dentarias, en las que se midieron
secciones entre el cusllo y apices radiculares y de particularidades
observadas en uno de éllos en un seno frontal.

La radiografia es de utilidad para identificar patologlas
conocidas en el desaparecido, que pueden ser identificadas en el
cadéver( llustracién nim. 6). Kondo ( 1993) explica la identificacién de
dos cadaveres. Uno de éllos de un hombre de 49 afos, gracias a la
identificacién radiolégica de una prétesis metalica en una clavicula. E!
segundo cadaver identificado lo fue con otro hombre de 55 afios. En
este caso, se logrd la identidad gracias a |a localizacién de un conducte
radicular tratado, con existencia de un quiste antigtio, que se comprobé
mediante superposicién con las imagenes radiolégicas ante-mortem.

- La superposicién radioidgica ofrece multiples posibilidades.
El emplec de sistemas de radiograffa axial computarizada fue
experimentado *In Vitro” por Wood (1994) en un total de 39 restos
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mandibulares. Utilizan la técnica analizando imagenes de estructuras
radiculares y de hemimandibulas post-mortem a las que dan cortes
axiales horizontales , con resultados positivos en la superposicién
radiolégica con muestras ante-mortem.

En ocasiones, incluso la comparacién de radiografias
panoramicas con el resultado de una visién directa de la boca, puede
ser suficiente para alcanzar la identificacién. Pashinian, et al (1992)
describen que el estudio de las superficies radiculares, en un total de 28
superficies maxilares y 22 mandibulares, le permite alcanzar un total de
210 signos de diagndstico de individualidad. Empleando radiografias
panoramicas, los autores detectan factores especificos en la cavidad
dental, canales radiculares, estructura pericdontal, presencia de caries y
otras complicaciones, procesos inflamatorios, dafios en mandibula y
dientes, suficientes para identificar con un odontograma A.M. obtenido
correctamente.

Ctros tipos de radiograffas también pueden ser de utilidad en
la identificacién dental, no solamente las panordmicas o las
perigpicales. Borrman (1992) realizé6 un estudio, auxiliade por
diferentes especialistas, radidlogos, dentistas generales, y estudiantes,
utilizando radiografias oclusales para su analisis. Los resultados fueron
diferentes dependiendo del grado de preparacion, lo cual evidencia la
necesidad de que los equipos estén conformados por especialistas en
estas técnicas forenses.

Los resultados en los estudios comparativos por métodos
radidléglcos son mejores dependiendo de la preparacion profesional de
los especialistas, lo cual puede hacer necesaria la presencia de un
radiflogo experimentado para este tipo de anadlisis en situaciones
dificiles (Mogge, 1994).

tncluso algunos de los autores consultados, determinan que
la totalidad de los estudios radioldgicos del macizo craneo facial,
deberian ser realizados por un odonto-estomatdlogo experto en esta

practica (Ubelaker, 1989).
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llustracién num. 6. Estas imagenes muestran dientes endodonciados, que

soportaron temperaturas superiores a los 1200 grados y sirvieron para identificar el
caddver mediante la comparacion de radiografias obtenidas.

2.5.- CRANEOMETRIA Y DENTOMETRIA.

Las determinaciones craneométricas, fundamentalmente las
referentes a la zona maxilo-facial son de gran utilidad para obtener un
diagnoéstico determinante de la edad, raza y sexo del individuo.
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Es importante la intervencisn del odonto-estomatélogo con
profundos conocimientos en antropologia en general y craneometria en
particular. No es infrecuente encontrar restos en los que el andlisis de
las estructuras dseas permiten determinar la personalidad, 6 cuanto
menos sirven para separar unos cuerpos de otros.

Trabajos de la Universidad de Sapporo, en Japan, explican
su investigacion sobre restos esqueléticos, formados por un craneo , un
maxilar superior, dos mandibulas inferiores y otros restos esqueléticos
de extremidades inferiores. El estudio de la articulacién temporo-
mandibular y las mediciones craneométricas sirvieron para separar y
posteriormente identificar los cuerpos (Haga, 1994).

1. Determinacién de sexo.- Existen numerosas formulas,
que acercan los célculos matematicos a la identificacién personali.

Aunque las cifras son poco exactas en su manejo rutinario,
Morant, ya en 1936, llegd a determinar que la mandibula presentaba 16
parametros diferentes que permitian diferenciar el hombre de la mujer.

Nageshkumar (1989) determiné la importancia de los canincs
mandibulares para identificar el sexo. La distancia mesio-distal del
canino mandibular, por cien, y dividido entre el ancho intercanino
mandibular, se aproxima a 0,296 (+ 0,016) en el hombre y a 0,254 (&
0,014) en la mujer.

El andlisis de la altura de la rama ascendente, indices y
angulos relacionados con la misma y la longitud del condilo son factores

determinantes del sexo (Comas, 1983)
Coincidiendo con otros estudios realizados, sobre el analisis

métrico de diferentes dientes, la pieza més fiable como discriminante

sexual es el canino (Roldan, 1989).
- En general el craneo masculino es facil de diferenciar de!

femenino, por presentar aquel sus puntos estructurales mucho mas
marcados y ser de mayor peso. Son numerosos los autores que han
sefialado las diferencias sexuales, mediante su estudio, pero
frecuentemente debemos recurrir a otros analisis complementarios, ante
las situaciones de ambigliedad que presentan las muestras.
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Iscan, M. y Helmer, R. {1993), establecen los parametros
diferenciadores en el craneo, que permiten ciasificar las caracteristicas
en hiperfemeninos, femeninos, indiferentes, masculinos e
hipermasculinos, aplicando valores que van de -2 hasta +2 segun ei
grado se aproximacion al sexo correspendiente en cada punto. (Iscan,
1993)

2. Determinacién de la raza.- Se puede realizar
mediante el estudio del craneo en general y del macizo maxilo-facial en
particular.

Flowers establecid una clasificacion racial, tomando como
base de sus andlisis las coronas de premolares y molares superiores.
Establece una linea llamada largo dentario (D), que una vez
multiplicada por 100 y dividida entre la distancia de Nasion a Basion
(NA-BA), da como resultado unas cifras que permiten hacer la
clasificacién dental (Nossintchouk, 1991). Los resultados entre 40 a 48
son como se citan:

Microdontes: Por debajo de 42. Caucasianos- blancos.
Mesodontes: 42- 44: Mongoloides y raza amarilla.
Macrodontes; Mayores de 44: Razas negra y australiana.

~ Cada fragmento craneal ha servido para realizar estudios de
la raza. Asl vemos como Brues (1990) estudié el area nasal para
establecer tas carécterfsticas raciales. Observé tres tipos de formas
alrededor de la sutura naso-maxilar: La primera forma que denomind
“Quonset-hut”, baja y redonda, que corresponds al grupo negroide. Al
segundo grupe que llamé “Tented” y correspondia a los mongoloides
presentaba una forma de depresién y sus caras rectas. El tercer grupo,
corrgspondiente a la raza caucasoide, lo denomind “church with
steeple’, presenta una forma mas alta y afilada.
El indice palatino, que relaciona la anchura interna del
paladar entre los segundos molares y la longitud palatina, entre e! punto
oral y Estafilion, permite establecer tres grupos raciales:
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Menos de 80: Leptoestafilino.- Alargado, europeo.
80-84,9: Mesoestafilino.- Tipo intermedio.
Mas de 85: Braquiestafilino. Ancho. Negroides.

3. Determinaciéon de la edad.- El andlisis craneométrico
permite aproximarse bastante en los resultados, dependiendo de los
elementos existentes.

Las suturas craneales, aisladamente no aportan muchas
posibilidades de éxito por las variaciones tan grandes en el tiempo de
cierra. Sin embargo, la conjuncién de todas las suturas puede servir
para determinar la edad con aproximacién. Masset (1989) establece
una férmula que combina los nimeros cero al cuatro aplicables a cada
fragmento de las suturas coronal, sagital y lambdoidea, dependiendo
del grado de cierre (abierta y visible, parcialmente borrada y dentada,
bastante cortada, quedan pequefios vestigios y el 4 cuando no existe
sutura).

Su resultado lo multiplica por unas cifras determinadas,
dependiendo del sexo y aproxima los resultados con una variacion de
14,76 a 15,50 afios,

Férmula de masset:

S=C1+ C2+ C3+ S1+ 82+ 83+ S4+ L1+ |2+ 13

10

Sutura Exocraneal:

Hombres: 4,44 S2 + 2287 S + 30,44 = edad (+ 14,76)

Mujeres: 2,85 S 2 + 16,33 S + 39,08 = edad (+ 15,50)

El establecimiento de valores arbitrarios del cero al tres,
como factores multiplicadores dependiendo del grado de clerre s un
procedimiento bastante fiable para determinar la edad (Novotny,1993).
No obstante, siempre aparecen rangos de aproximacién que varfan de
los 21- 42 afios hasta los 49-65, lo cual hace que estos procedimientos
por si sélos puedan resultar insuficientes para concretar la edad del
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individuo,

Las técnicas mas actuales, fijan la atencién en el andlisis de
las suturas maxilares , pudiendo establecer tres grupos de edad:
subaduito, cuando no existe obliteracion de la sutura incisiva. Adulto ,
mayor de 18 afios, cuando aparece la sutura incisiva cerrada en mas de
su mitad y unicamente quedan vestigios de la sutura interpalatina. A
partir de los cincuenta afios aparecen ambas suturas cerradas
totalmente.

Debemos recordar que el proceso eruptivo de los dientes, son
factores determinantes para concretar la edad hasta que esta erupcién
se ha completado.

Frecuentemente se plantea el problema de determinar la
mayoria de edad. La erupcién completa del tercer molar, parece estar
relacionada con esta edad.

Investigaciones realizadas en Turin (ltalia), en 1980, han
tratado de resolver las dudas respecto a la edad concreta en que el
tercer molar termina su formacion radicular. Utilizando una muestra
poblacional urbana y mediante técnicas de radiograflas panoramicas
seriadas en el tiempo, fueron anotando las fases de mineralizacién del
cordal. Establecieron 12 fases. La muestra fue de 93 personas (43
varones y 50 mujeres).

El resultado de sus investigaciones, demostrd que el grupo de
los varones, completd la fase 12 entre los 18 afios, 10 meses y los 25
afios, 9 meses. Las mujeres lo hicieron entre los 18 afios, 4 meses y 25
afios, 5 meses. Las conclusiones sirvieron para determinar que la
mineralizacién completa del cordal se realizaba en estos margenes,
después de los 18 afios hasta ios 25 (Robetti, 1995).

En los adultos, una vez sobrepasado el tiempo de erupcidn
de los cordales, se han establecido diferentes métodos para determinar
la edad, pero posiblements el que aglutina todos los conocimientos de
la odontologia clinica para determinar la edad, es el método de
Gustafson (1950), que emplea seis parametros:
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Atricién (A).

Periodontitis (P).

Dentina secundaria (D).
Aposicién de Cemento (C).
Reabsorcién radicular (R)
Transparencia de la raiz (T).

Establece una férmula:
11,43 + 4,56 X

X es un valor desde cero hasta tres, para cada uno de los
indices citados (A+P+D+C+R+T).

Los calculos de la férmula determinan un error de + 4-6 afios,

El método de Gustafson ha sido aplicado y revisado
continuamente desde su aparicién por diferentes autores, para alcanzar
cifras mas exactas (Nkhumsleni, 1989).

Desde su enunciacién descubrimos en la bibliografia
numerosos casos forenses con resuitado positivo tras su aplicacién:

LLampe y Roetzscher, aplicaron el método de Gustafson para
establecer |a edad mediante el estudio de una muestra de 350 dientes,
de hombres o mujeres en la poblaciéon de Heidelberg-Alemania, con
resultados positivos ( Lampe, 1994)

El andlisis de las piezas dentarias, con la particularidad de
ausencia de incislvos izquierdos inferiores, permitid la identificacién de
una victima de homicidio en La India. La determinacién de la edad, se
realizé utilizando el método de Gustafson. (Sivaram, 1976)

Vicek,{ 1977) describe la aplicacion del método de Gustafson
para investigaciéon de restos prehistoricos. Realizando un analisis del
grosor en una linea sagital, y utilizando cuatro parametros (Grado de
abrasién, dentina secundaria, aposicion de cemento y reabsorcién
radicular), empleando rangos de 0 a 3, logrd identificar a tres principes
Checos, encontrados en un castillo de Praga, con una antigledad de 9
a 10 siglos. En sus conclusiones pudo determinar que tenfan edades de
30 a 35 afios, el primero de élios, 40-45 afios el segundo de los restos

Pag. 46




Fundamentos

descubiertos y unos 60 afios el tercero. En sus estudios manejé dientes
unirradicutares.

Otros autores como Maples (1979), han investigado los
métodos de Gustafson, determinando férmulas de regresién multipie,
que permita alcanzar una mayor precisién en la determinacién de la
edad, pero siempre manteniendo los factores utilizados por Gustafson
para determinar la edad.

Estos procedimientos estan siendo revisados continuamente,
buscando la obtencién de férmulas definitivas y exactas. Solhein (1993),
analiza grupos de dientes, excluyendo los molares y explica la utilidad
de un programa estadistico, con férmulas determinantes de correlacién
de Pearson que varian de 0,76 en segundos premalares inferiores hasta
0,91 para incisivos maxilares centrales.

El grado de atriccién se ha estudiado continuamente, tratando
de establecer su relacion con la edad. El diente que puede ofrecer
mayores garantias para establecer una correlacién entre el desgaste
masticatorio y la edad, es el primer molar (Akpata, 1975). Los estudios
realizados con una poblacién nigeriana, utilizando 352 plezas, primeros
molares, pertenecientes a un total de 88 individuos, demostrd una gran
diferencia entre aste y los segundo o tercer molar, menos significativos
para estos analisis.

El analisis de los dientes para determinacién de la edad,
puede ser muy variado. La dentina peritubular constituye un depdsito
mineralizado que se constituye centripetamente y que avanza con la
edad, de modo que el diametro tubular es menor en dientes de
personas mas viejas. Kvaal, Koppang y Solheim (1994) trataron de
analizar las variaciones progresivas, para determinar la edad, pero sus
investigaciones sobre 50 dientes incisivos centrales mandibulares,
comprobaron variaciones en los depdsitos peritubulares, pero no
encontraron resultados concluyentes para establecer la férmula ideal.

Las técnicas mas avanzadas para determinar la edad
mediante el estudio dentario se fundamenten en modificaciones sobre el
método de Gustafson. Mdérnstad, (1994) describe un procedimiento
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basado en la determinacién del grado de racemizacién del acido
aspartico en esmalte y dentina mediante la ayuda de técnicas de
cromatografia de liquidos .

La determinacidn de la edad a través de las imagenes de los
dientes ha lievado a desarroilar técnicas sofisticadas, como es el
empleo de analizadores de imagenes, con errores maximos de 4,8 a 5,4
afios( Zhu , 1994).

Como compendio de todo lo descrito en este apartado,
debemos recordar que Novotny (1993) sefiala la importancia de todos
los métodos craneométricos para |a identificacién, perc puntualiza que
requieren una técnica precisa, una gran experiencia, alta
especializacion y mucho tiempo de aplicacién a su investigacién. En
este mismo sentido se apunta el trabajo de Biggerstaff (1977), cuando
dice que el odontélogo forense puede estimar la edad de un individuo
observando los cambios en la denticién con facilidad, quien puede
determinar la edad, con mas o menos precisién dependiendo del criterio
empleado y de la experiencia y entranamiento. Anatémica, histolégica y
radiolégicamente pueden ser evaluados los dientes. Algunos de los
métodos requieren un tiempo prolongado de formacién. Existen
métodos alternativos mds rapidos que pueden ser requeridos en su
aplicacion. Este autor también sefiala que es responsabilidad del
dentista determinar la edad exacta, Cualquier materlal evaluable es un
buen recurso. Los datos cuidadosamente tratados reducen los errores
en la edad estimada. (Biggerstaff, 1993).

4.2.6.- FOTOGRAFIA ORAL.

Slempre que se realiza una extraccién de maxilares, debe
obtenerse una fotograffa detallada de los mismos. Debe hacerse desde
cada lateral, luego desde su norma trontal y por dltimo en necesario
obtener una de conjunto de ambos maxilares. Iguaimente se deben
fotografiar todas las particularidades de cada pieza dental.

Es conveniente el empleo de camara tipo reflex, con
iluminacién por ldmpara de destello en anillo, para evitar sombras (De
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Vore, 1977). Se hace imprescindible un testigo métrico y en caso
necesario la fotografia ultravioleta para la visién de posibles detalles
invisibles con luz normal.

En el reconocimiento de los restos cadavéricos por familiares
y amigos, se debe evitar la vision directa del cuerpo en el mismo
depésito donde pudieran encontrarse otras victimas. Debe emplearse la
fotograffa de los rostros intentando lograr imédgenes naturales (Busutil,
1990).

4.2.7.- SUPERPOSICION DE IMAGENES.

Un craneo sin identificar precisa un examen visual y
radiografico completo, buscando establecer el sexo y la edad de la
victima.

La técnica de superposicién fotografica de los restos no
identificados con imagenes graficas obtenidas en condiciones ante-
mortem, requiere adaptacion de dimensiones y del angulo de obtencién
de las fotografias.

La tecnica es relativamente moderna. En 1867 Welcker
realizé las primeras comparaciones del craneo recogido de la sepultura
de Dante con una mascara mortucria supuestamente atribuida al mismo,
pero no fue hasta 1935 cuando se empled como prueba pericial en un
juicio defendido por los britanicos Gilaister y Branch (Marin, 1892).

Desde entonces la técnica ha sido empleada por distintos
cientfficos. En 1955 Webster |a utllizé en el caso Plumber Pit. Basauri
describié la utilidad del método para la identificacion de las victimas del
llamado “Crimen del campo de maiz”. En 1975 Chowdhuri y Majander
identificaron a un individuo mediante la superposicién de un arco
alveolar. En 1985 fueron hallados en Brasil los restos de Josef Mengele
(“El Angel de la Muerte”), Jefe Médico del campo de concentracién de
Auschwitz. La Técnica de superposicion ayudé a la identificacién del
cadaver (Basauri, 1967).

La técnica se fundamenta en tres caracteristicas
craneomeétricas:
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1.- Individualidad del craneo

2.- Proporcidn entre las medidas del craneo y las de la cara.

3.- Simetria proyectiva en las fotografias del rostro.

Las fotografias obtenidas con fines identificativos mediante
superposicién, (Marfin, 1992), deben reunir las condiciones que se
describen:

A.- Qbtencién de las reproducciones fotogréficas de acuerdo
con los principios de proyeccidn central.

El resultado 6ptimo se obtiene si la distancia entre la camara
y la cabeza o el craneo se aproxima lo mas posible a la distancia a la
que fue obtenida la fotograffa Ante-Mortem.

B.- Posicidn del craneo que corresponda con el retrato
original,

C.- Magnificacién de la reproduccién coincidente con la
obtenida Ante-Mortem.

Segun este mismo autor, los procedimientos actuales son:
1. Métodos estaticos.

2. Métodos dinamicos.

3. Métodos digitalizados.

~Métodos estaticos

El método de Glaister y Bash (Simpson, 1979), utiliza una
fotografia de |la superposicién del negativo del craneo y la positiva del
ante-mortem. La fotograffa ante-mortem debe ser ampliada al tamafio
real, pudiendo emplear algun objeto conocido, como la altura de una
puerta,

Basauri (1967), utiliza una camara de 4x4, aunque
racomienda el empleo de otra de mayor vision. El negativo de la
fotografla ante-mortem lo sitda sobre un cristal esmerilado del visor,
donde marca los puntos craneométricos que le serviran de referencia.

Luego coloca el craneo sobre un tripode con cabeza giratoria
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y lo desplaza hasta conseguir que coincidan los puntos y lineas
referidos.

Por ultimo hace coincidir los negativos obtenidos y analiza la
reproduccion final.

El procedimiento de Sekharan, seglin describe en su trabajo
Simpson (1979), sitla cualquier objeto que aparezca en la fotografia
ante-mortem: gafas, camisa que apareciera, etc.. Deben ser objetos que
puedan aparecer enfocados en un mismo plano que la cara del
individuo.

Cuando no se encuentran los objetos ante-mortem, utiliza la
distancia interpupilar standar. Este método puede inducir a errores,
puesto que esta distancia estimada en seis centimetros puede no ser
correcta. Ademas, es dificil localizar la pupila en la fotografia.

Dorion (1983), emplea espejos que reflejan las imagenes
ante-mortem situadas en un negatoscopic sobre las que se obtienen del
craneo.

Mac Kenna, (1984) utiliza fotografias ante-mortem en las
cuales aparecen los dientes del Individuo, con lo que logra solucionar
los problemas de la magnificacién.

Seflala que |la medida standar resultante de la distancia
interpupilar es inaceptable por la Inseguridad de su localizacién en la
fotografia. Estas conclusiones las alcanzé después de medir una
poblacién de 75 individuos, comprobando que las medidas variaban
desde los 57 a 71 milimetros.

También rechaza los margenes laterales de la 6rbita como
punto de referencia en las mediciones.

Sin embargo los dientes son validos para sus estudios, por la
permanencia de las medidas en condiciones Ante y Post-mortem.

Este método de McKenna no es efectivo en sujetos
desdentados o edentados parciales en los que las piezas que les falten
sean del sector anterior de la boca.

La utilizacion de dimensicnes pequefias como es el caso de
los incisivos laterales de forma aislada, también podria ser errénea.
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La obtencién de lineas de referencia a partir de puntos
cefalométricos permiten la angulacién correcta del craneo para la
obtencién de la fotografia Post-Mortem (Chai , 1989).

.~ Métodos dinamicos.

El créneo se va moviendo sobre su scporte hasta conseguir
que coincida con la fotografla Ante-Mortem.

Los métodos posibles son con una o dos videocamaras.

METODOS CON UNA SOLA VIDEOCAMARA.

Dorion (1983), en su método dindmico, coloca una
transparencia de la fotografia Ante-Mortem. Detras suyo sitia el crdneo
que ilumina con cuatro focos situados en un cuadrado tedrico en cuyo
centro esta el craneo. Se visualiza la im&gen superpuesta a través de un
monitor que facilita las rotaciones necesarias hasta alcanzar la
angulacién deseada.

El métode de Loh (1989), es parecido al anterior. Utiliza la
medida interpupilar, sirviéndose de una tercera persona que aparezca
en la fotograffa. Se mide la distancia interpupilar real de esta persona,
se determina su dimensién en la fotografia y se puede calcular el factor
de magnificacion que permite la situacién correcta del créneo.

METODOS CON DOS VIDEOCAMARAS

Bastian (1988), realiza un procedimiento similar al de
McKenna. Monta el craneo en un soporte con movimiento en los tres
planos del espacio. Interesa localizar fotograffas Ante-Mortem con visién
de los dientes.

Se allnea esta fotografla con la primera videocdmara. Luego
se coloca el craneo alineandolo con una segunda camara de video,
similar a la anterior. Se ajustan ambas camaras en blanco segun la
fuente de iluminacién. Se deben evitar los reflejos .

Ambas camaras deben ser compatibles y con posibilidades
de mezclar imagenes.
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Cuando hay dientes presentes la mezcla se hace de forma
que se solapen los de la fotografia ante-mortem y del craneo.

Cuando no existen dientes se hace emparejando las marcas
anatomicas mas importantes: Conducto auditivo extarno, drbitas, espinal
nasal anterior, menton, angulos mandibulares y procesos cigoméaticos.

En el laboratorio de Criminallstica de Zurich se realizan
identificaciones empleando tres monitores de televisién (ten, 1987).
Con una de las camaras filma el créneo y lo reproduce en un monitor.
Con la segunda camara hace lo mismo respecto a la fotografia ante-
morte. Se sirve de un mezclador de imigenes para crear secciones
horizontales y verticales al nive! deseado. Las secciones y la mezcla de
imagenes las presenta en el tercer monitor.

El 'problema de {a superposicién de una imagen
tridimensional del crdneo con la fotograffa bidimensional lo soluciona
facilmente. Para facilitar la inclinacién del craneo, se basa en la
distancia que existe entre los ejes interpupilar y el que une los
conductos auditivos, que estaran mas o menos alejados dependiendo
de la inclinacién.

Para determinar la orientacion del craneo combina con estas
distancias la obtenida entre los ojos.

Mac Kenna en su método dindmico realiza mediciones
comparativas, superponiendo las denticiones respectivas del cranea y
de la fotografia. La posicién correcta del craneo respecto a la fotografia
se logra rotando la cdmara mientras esta focalizada en el punto
anatémico de referencia elegido.

Su sistema permite obtener transparencias a partir de los
negativos fotograficos para que se presenten ante un tribunal si fuera
necesario (Mc Kenna, 1984 y 1988)

En el Departamento de Ciencias Forenses de Madras (India),
realizaron primeramente Investigaciones con métodos estaticos en
1971. Mds tarde, en 1989 disefiaron un procedimiento dindmico
(Sekharan, 1989), ilamado EISD (Electronic skull identification device).
El método es similar a los anteriores, utilizando dos videocamaras.
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Incorpora escalas al lado de la fotografia ante-mortem y del craneo en
evitacién de magnificaciones.

.- Métodos digitalizados

Estos métodos digitalizan la fotografia ante-mortem y el
craneo, bien de modo directo o haciéndolo sobre fotograflas obtenidas
de los restos cadavéricos.

El laboratorio de Cienias Forenses de Calcuta (India), diseiié
en 1989 un programa Informatico que combina las imAgenes de una
videocamara con un microprocesador adaptado con un digitalizador
(Majundar, 1989). Se obtiene previaments una fotografia del craneo con
una angulacién similar a la de a fotograffa ante-mortem. Posteriormente
aparecen las imagenes en un monitor, donde se seleccionan varios
puntos de referencia, que deben ser al menos cuatro, de los cuales, tres
no deben ser colineales y susceptibles de ser localizados con facilidad.
Se recomiendan entre otros los cantos internos y externos de los ojos,
comisuras labiales y punto subnasal.

Luego el ordenador crea una imdgen compuesta tomando
puntos alternativos de la cara y del craneo, disponiéndolos como
cuadros blancos y negros de ajedrez, de forma que las individualidades
de cada fotografia estan presentes en la imagen superpuesta. El
ordenador construye las superposiciones en bloques o en franjas del
ancho deseado, para hacer las mas precisas comparaciones.

Nickerson (1991), realiza una transformacién por
computadora: |

1.- Digitalizaclén bidimensional de la fotografia ante-mortem.

2.- Digitalizacion tridimensional de! craneo.

3.- Filtracion de los modelos para reducir errores.

4.- Seleccién de cuatro puntos sobre las Imégenes.

5.- Transformaciones necesarias para reducir a dos dimensiones la
superficie trabecular del craneo.

6.- Combinar los resultados obtenidos.
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Cualquiera de los métodos descritos presenta ciertas
limitaciones, que segun pudo demostrar ampliamente Mc Kenna, no se
presentan cuando las piezas dentarias estan visibles en las fotografias
ante-mortem.

La resistencia a la destruccién de los elementos dentarios, les
permiten permanecer sin variaciones visibles tras el fallecimiento del
individuo.

lL.a simple superposicién de las Im&genes morfolégicas
dentarias permite hallar puntos de referencia suficientes para determinar
la plena identidad del cadéver.

En nuestras experincias hemos obenidos buenos resultados
de una forma muy simple, con la ayuda de una cémara técnica de
formato 9x12, siempre que se puedan determinar puntos coincidentes
entre el craneo post-mortem y las fotografias ante-mortem.

La medicién de los dientes anteriores que aparecen en las
fotografias familiares y en los restos cadavéricos, permiten hacer una
superposicion perfecta de los datos ante-mortem con los obtenidos al
cadéver (Mac Kenna, 1984).

La identificacidn personal mediante dentaduras es uno de los
métodos utilizado en el campo de la Odontologia Forense.

La superposicién fotografica entre restos de prétesis y las
imagenes de restos fragmentados dseos, mediante el empleoc de
tomografia computarizada es efectiva para establecer la identidad.
Minaguchi y sus colaboradores (1994), describen la superposicién de
fotografias obtenidas de modelos de prétesis e impresas sobre papel
transparente, con las obtenidas de radiografias de la cresta alveolar,
identificando las zonas de sustentacion de dientes artificiales sobre el
hueso maxilar, (Minaguchi, 1994)

4.2.8.- MARCADORES GENETICOS EN EL DIENTE.

El andlisis de grupos sangulneos, seguidc de las
determinaciones de protelnas plasmaticas con polimorfismo genético,
han dado paso al andlisis de ADN, mediante “huella genética” o
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técnicas de PCRH.

El estudio de muestras biolégicas comprende tres objetivos
claramente tipificados (Lee, 1985):

1. Diagndstico genérico, determinante de |a naturaleza de la
sustancia

2. Diagndstico especifico o de espécie, mediante el cual se
establece la especie del animal del que procede esa
muestra (prueba de origen).

3. Diagndstico de la individualidad biolégica, por el que se
intenta, una vez establecido el origen humano, determinar
a que individuo pertenece.

A partir de vestigios biolgicos se pueden determinar
caracteres hereditarios que pueden ponerse en relacién y ser
coincidentes o no con muestras indubitadas. Esto viene motivado por la
existencia en la sangre y/o en otros fluidos y sustancias biolégicas, de
factores polimérficos genético-moleculares. Se trata de sistemas
genéticos cuya herencia puede analizarse a través de generaciones
cumpliendo las leyes de transmision de Mendel.

En los primeros estudios realizados para determinacion de
grupo sanguineo a partir de diente, las muestras se extrajeron de forma
tosca y los extractos fueron sometidos al grupo ABO mediante técnicas
de absorcidn-inhibicién y la inhibicién de la hemoaglutinacién. En su
trabajo Cerdn y Garcia Poveda (Cerén, 19981), describen el método
realizado por Shimura, que descalcificaba primeramente el diente,
mediante HCL 1% o solucién 20 % EDTA-4 Na. y luego extrala las
sustancias del grupo sangulneo mediante extraccién en etanol o
métodos elactrollticos, largos y costosos.

Las técnicas de aglutinacién y absorcidn-elucion
desarrolladas para extraccién de grupo sanguineo han sido
investigadas en diferentes tejidos biolégicos. Akaishi aplicé estas
técnicas en tejido dental y demostrd las ventajas del método.
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Anderson (1977) y Cerén (1991), describen en sus trabajos
procedimientos fiables para determinacién de grupo sanguineo
aplicando el método de absorcién-elucién, en ta camara pulpar, donde
se pueden extraer y analizar sus componentes.

El método de absorcidn elucién es el mas es utilizado en
medicina forense para determinar con facilidad los grupos sanguineos
para los antigenos ABO, a partir de muestras de tejidos humanos. Al
igual que muchos autores, Shcmechta, indica que este sistema ofrece
una gran fiabilidad cuando se emplean tejidos dentarios, por las
ventajas que ofrecen estas muestras para su mantenimiento en
condiciones adversas, (Schmechta, 1975)

Xingzhi, (1993), comprobé la fiabilidad del procedimiento,
mediante molturacién y reduccién a polvo de restos dentarios. Analizd
25 dientes permanentes de los cuales 8 eran cariados y uno con
exposicién de su cavidad pulpar. Fueron investigados después de 3-5
meses de su extraccion. Se estudié el grupo sanguineo para el sistema
ABO, mediante sistema de absorcién-elucién, empleando testigos de
manchas de sangre y fragmentando los dientes que luego fueron
reducidos a polvo. Se obtuvieron resultados positivos en 24 sobre 25
muestras.

El grupo sanguineo ABO fue investigado en pulpa, dentina y
esmalte de 35 dientes, mediante técnica de absorcién-elucion, por el
grupo de trabajo de la Univesidad catélica de Leuven-Bélgica. Utilizaron
como referencia de su trabajo manchas de sangre retenidas en gasas
impregnadas durante la exodoncia de las piezas dentales. Veinte
dientes fueron examinados 6 semanas después de la extraccién y 15
dientes, fueron examinados en un Intervalo de 6 a 10 meses después.
En pulpa se obtuvieron resultados perfectos. Algo mas limitados fueron
los resultados en dentina y mads discutibles los resultados en esmalte.
En los distintos grupos de dientes se obtuvieron resultados
similares.(Smeets,1991).

En este sentido, se expresa también Neiders (1977), que
sefiala la |dentificacién de los grupos sanguineos como una
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herramienta de utilidad en los exdmenes forenses. Dice que el grupo
sanguinec se puede obtener de muestras biolégicas muy diversas,
tejidos blandos, o huesos, pero es de mayor interés el conocimiento de
que estos grupos sanguineos se pueden extraer de piezas dentales. Los
dientes ofrecen la gran ventaja de gue a pesar de su posible
antigliedad, resisten perfectamente a la putrefaccién, cuando otros
elementos humanos no lo resisten. (Neiders, 1977).

Son muchas las experiencias de autores que apuntan la
posibilidad de obtener el grupo sanguineo de elementos situados en la
cavidad oral, que no son las propias plezas dentarias. Asl podemos
obtenerlo en célculos dentarios, o incluso en dentaduras. Cerén y
Garcla Poveda, (1991), explican los trabajos de Sakni y cols. que
investigaron el efecto de los materiales de resina en dentaduras, con
anticuerpos Anti-A y anti-B activados, mediante técnica de absorcién
inhibicién. Citan que Marsuoka logré obtener grupo sanguineo a partir
de muestra en polvo de resina acrilica de una prétesis removible
utilizada durante dos meses. Segln estos autoraes, las sustancias de
grupo sangufneo en dentaduras y calculos dentarios proceden de la
saliva depositada en la zona analizada.

Barsegiants (1979), destaca la importancia de una prétesis
dental para lograr [a identificacién de un cadaver, mediante el estudio
de restos de saliva depositados en la misma. (Barsegiants, 1979.)

Kimura se reflere a la importancia de la proteina Gc. en ia
necroidentificaciéon dental y describe los trabajos realizados en el
Departamento de Medicina Legal de la Universidad de Yamanashi-
Japén. Se realizaron investigaciones para fenotipar la proteina
transportadora Ge, utilizando como muestra pulpa dental, emple
ando procedimientos de inmunoelectroforesis, con un minimo de
muestra. Se estimaron entre 0,02 microgramos en 10 microlitros de
muestra. Los resultados obtenidos fueron comparados con los de otras
muestras de los mismos indlviduos. Fueron positivos en dientes que
habfan permanecido almacenados durante 4 semanas a temperatura
ambiente (Kido, 1994),
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Asimismo es posible separar y fenotipar la proteina
plasmatica A2HS, presente en la cdmara pulpar y tejidos dentinarios y
que junto a otras determinaciones pueds servir para la individualizacién
del cadaver (Lopez Abadia, 1993).

Aunque la funcién biolégica de esta proteina no se conoce
con exactitud, tiene interés como elemento de identificacién humano,
por presentar un claro pofimorfismo genético. El locus de la A2HS esta
localizado en el cromosoma 3, y tiene tres alelos perfectamente
identificados.

La tecnica de isoelectroenfoque con empleo de gel de
poliacrilamida, es adecuada para visualizar los fenotipos obtenidos del
andlisis de muestras obtenidas de la cdmara pulpar de dientes humanos
(Lopez, 1994). Asi podemos fenotipar ademas de las proteinas citadas,
la enzima fosfoglucomutasa (PGM).

Otras protelnas procedentes de tejido dental son descritas por
diversos autores. Asl vemos la posible extraccién de la Pi (alfa -1-
Antitripsina), desde pulpa dental de dientes que habfan permanecido a
temperatura ambiente durante 4 semanas (Kido, 1995).

En nuestros trabajos hemos analizado las proteinas
plasmaticas y enzimas que con més frecuencia se manejan en los
laboratorics de analitica forense para la identificacion de restos
cadavéricos, pero se pueden utilizar otras mas como puede ser
haptoglobina, o transferrina sérica.

En el Departamento de Medicina Legal de Tamaho-Japdn,
lograron subtipar transferrina sérica utilizando muestras de pulpa dental,
mediante procedimientos de isoelectroenfoque-inmunoblotting. Las
muestras fueron dientes procedentes de exodoncia, conservados en
condiciones ambientales durante cuatro semanas, antes de la
investigacién experimental. Los autores del trabajo demuestran la
utilidad de los dientes para la obtencion de diversos marcadores
genéticos, que permiten la identificacién. (Kido, 1993)

Whittaker y Rawle (Whittaker, 1994) analizaron 75 muestras
obtenidas de dientes somstidos a distintas condiciones de temperatura y
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humedad, con resultados idéneos para los marcadores de la proteina
plasmética haptoglobina. En su investigacién mantuvieron muestras a
temperaturas de 4 a 22°C., con distinto grado de humedad y en tiempos
distintos entre uno y tres meses. Saivo en ocho casos, los restantes
ensayos fueron fructiferos.

4.2.9. ESTUDIO DEL ADN EN EL DIENTE
Generalidades.

La identificacidn positiva de restos humanos ha sido
siempre una de las mayores preocupaciones de las Ciencias
Forenses. La husella dactilar y los datos dentales ¢ esqueléticos han
sido hasta ahora buenas herramientas para este propdsito. Sin
embargo, la aplicacidén de la Blclogia Molecular en los laboratorios
forenses abre nuevas perspectivas para la identificacién directa y
resuelve casos donde la cantidad de muestra disponible es minima.
La comparacién del ADN extraldo de restos humanos con el ADN
extraldo de sus presuntos progenitores u otros familiares facilita
enormemente dicha identificacion.

El descubrimiento de los “polimorflsmos ADN” (Martinez-
Jarreta, 1992) y sus aplicaciones en la biologia forense, marca el inicio
de una nueva etapa en este &drea de las clencias Forenses. Su
impartancia nace del enorme poder discriminativo y de la escasa
cantidad de muestra que se precisa para los analisis.

Cuando resultan negativos los procedimientos odontoldgicos
generales, por las destrucciones que presentan los dientes o por la
ausencia de datos ante-mortem, la investigacién de marcadores
genéticos y el estudio de ADN dentario o de hueso mandibular permite
alcanzar un resultado éptimo {Lorente, 1994).

La simple comparacién con muestras obtenidas de familiares
de primer orden facilita la necroidentificacién.

El futuro de la identificacion médico-forense se apoyara en el
andlisis de DNA mitocondrial procedente de pulpa dentaria, lugar de
especial interés, por ser una cavidad cerrada que conserva
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perfectamente su contenido. La investigacién del ADN mitocondrial
puede ser definitiva, puesto que presenta una elevada resistencia a la
degradacion. En una muestra minima en la que logramos estudiar uno o
dos loci para estudio de ADN genémico podemos encontrar decenas de
mitocondrias, cada una de las cuales puede ofrecer gran cantidad de
ADNmt,

l.os ensayos que se van haciendo con ADN mt. ofrencen
buenos resultados. Asi, vemos en la bibliografia consultada las
experiencias que tienen en el Departamento de Biologia molecular y
celular de la Universidad de California, donde han realizado
investigaciones sobre ADN mitocondrial, procedente de dientes
mantenidos entre 3 meses y 20 ~afios, incluyendo dientes
semiesqueletizados y restos de una victima de un incendio con una
antigliedad de 10 meses. Los resultados comparados entre las muestras
de dientes y ADN fresco, demuestra la posible aplicacién de estos
procedimientos para la identificacién genética (Ginther ,1992),

Polimorfismo del ADN.
El ADN ha de cumplir unos requisitos concretos para ser
utilizado en investigaciones forenses { Villanueva, 1991) :

1. EI ADN se transmite de padres a hijos, de acuerdo con los
postulados mendelianos, Por tanto, en cualquier nicleo celular
de cualquier persona, la mitad del ADN presente procede del
padre y la otra mitad de la madre.

2. El ADN tiene una gran estabilidad en el medio ambiente, siendo
posible aislarlo e identificarlo en células con dias, semanas,
meses @ Incluso afios de antigliedad. Se ha descrito |la
identificacién de ADN en momias con varios miles de afios.

3. Por su presencia en todos los ndcleos celulares es posible
obtener en el lugar del sucesc muestras de valor

* identificativos, sobre todo cuande hubo algln tipo de viclencia.

4, Las largas cadenas de ADN, compuestas por decenas de miles

de pares de bases, presentan zonas en las que los pares de
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bases se repiten de una forma secuencial y determinada,
especifica en longitud y localizacién para cada persona. Por
ollo el ADN es como una huella dactilar genética, especifica
para cada persona.

La Glima de las condiciones expuestas fue enunciada por
Jeffreys en 1985, afirmandc que 'las regiones minisatélites
hipervariables que estan dispersas en el genoma humano muestran
fragmentos de restriccidn de longitud polimérfica (RFLP), debido a
diferencias alélicas en el nimero de repeticiones en series contenidas
en el nicleo de una determinada regién o fragmento de ADN.

Hay un ADN codificante, que se expresa a protefnas, y un
ADN no codificante, que no se expresa a protelnas, y que supone la
mayor parte del genoma humano. El ADN expresivo o codificante es,
generalmente, poco polimérfico, suele ser mas conservador.

Es mucho mas interesante para ias investigaciones medico-
forenses el ADN no expresivo que cuantitativamente supone la mayor
parte del genoma humano. Dentro de este ADN repetido en tandem, el
ADN minisatélite y microsatélite son fundamentales para nuestras
investigaciones. Estos fragmentos de rectriccidon (RFLPs) presentan,
como su nombre indica, una longitud variable. Pueden ser causados por
mutaciones puntuales, delecciones o inserclones de uno o mas
nuclestidos o adiciones o delecciones de secuencias de ADN repetidas
en tdndem. Este Ultimo tipe de variaciones es el conocido como VNTR
(Variable Number of tandem repeats). Los VNTRs se encuentran en las
regiones denominadas Minisatélite, que describe secuencias cortas de
oligonucledtidos repetidas en tandem y repartidas en todo el genoma.

Con el empleo de sondas especificas, que ne¢ sen sino
fragmentos catenarios de ADN, cuya secuencia nucleotidica conocemos
y s complementaria para un minisatélite determinado, se puede lograr,
tras la hibridacidn la identificacion, mediante un revelador
adecuado.(Vilianueva, 1991).

Esta unidn puede ser detectada marcando la sonda con
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métodos isotdpicos (32p), 0 métodos no isotdpicos ( enzimaticos).

Desde que Wyman y White (1980) descubrieron el primer
locus hipervariable en el ADN humano con una sonda especifica, se
tuvo el convencimiento de que se revolucicnaria por completo la
hemogenética forense. Los Gltimos avances junto con la facllidad para
adquirir sondas ADN que detecten loci altamente polimérficos, han
puesto al alcance de numerosos laboratorios la posibilidad de aplicar la
metodologia en casos de identificacién personal.

La utilidad de las sondas ADN estd en que detectan
variaciones de secuencia de distintos individuos, lo que se traduce en
las diferencias en longitud de fragmentos y consecuentemente en la
migracion de bandas. Polimorfismo ya definido anteriormente como
RFLP (Polimorfismos basados en la longitud de los fragmentos de
restriccion).

Con el descubrimiento del ADN minisatélite se revolucicnd
totalmente la investigacién personal en medicina forense
(Jeffreys,1985).

La importancia de estos polimorfismos es tal, que se habla
habitualmente del término “Husella genética” al citar sus propiedades
individualizadoras (Jeffreys, 1985).

Hasta ahora hemos visto qué regiones del ADN nuclear son
mas interesantes a la hora de hacer estudios sobre muestras muy
antiguas, pero tambien existe la posibilidad de estudiar otro tipo de ADN
no nuclear como es el mitocondrial, citado anteriormente. Las
mitocondrias son organulos celulares con su propio materiai hereditario
que, ademas, presenta las siguientes particularidades (Prieto, 1995):

~1.— Se trata de un ADN del que hay numerosas copias por
célula, en contraste con el ADN nuclear del que tan solo hay

una copia materna y otra paterna,
2.— Es un ADN haploide; es decir, no hay una dotacién por cada
progenitor, sino que el descendiente sdlo hereda el de la
madre. Su herencia es, por tanto, matrilineal. Esto hace que
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un individuo comparta la misma secuencia con su
descendencia, madre, tios y tfas maternos, abuela materna,
otc. De esta manera, a la hora de identificar un cadaver, si sus
padres y cuatro abuelos han desaparacido, se podra comparar
con otros parientes maternos para su identificacion.

3.— Al ser haploide no hay fenémenos de recombinacién, por
lo que es (til en estudios de genética de poblaciones.

4.— Contiene secuencias altamente polimérticas.

Estas caracterfsticas han llevado a popularizar e! ADN
mitocondrial como fuente de informacién frente al ADN nuclear, mucho
mas dificil de amplificar. Su uso, sin embargo, equivale a una pérdida de
informacion pues sdlo puede establecer relaciones matrilineales entre
individuos.

TIPOS DE MUESTRAS

En general, inmediatamente después de la muerte se pone
en marcha la autolisis del cadaver; es decir, las propias enzimas del
organismo comienzan a destruir la sustancia orgénica del cuerpo. La
autolisis necesita la presencia de agua, por lo que gi el entorno es lo

. ,
OO 0 0 Elvdid el []] [

[1] 1901 lid : dY L
estado. Esto explica porqué a veces resulta tan problematico estudiar
restos recientes como otros mas antiguos; [as condiciones
medicambientales son més determinantes que la edad. A la autolisis se
suma ia accién de hongos y de microorganismos e incluso insectos e
invertebrados, Todos ellos, en conjunto, contribuyen a destruir las partes
blandas y, finalmente, solo queda la parte inorganica del endoesqueleto
junto a los apéndices queratinizados como las ufias. Estos restos no
pierden por completo su materia orgénica: al revés que las partes
blandas, en condicionss de enterramiento normales se conserva la
estructura organica de huesos y dientes, Esta conservacion se explica
par la menor concentracién de agua y enzimas que hay en este tipo de

~, fd
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tejidos. Cada osteocito o cementoblasto parece sufrir un proceso de
momificacién individual, a lo que sin duda ayuda Ia proteccidn de la que
gozan, en razén de su situacion rodeada por una dura barrera mineral,
frente a la agresién fisica y bioquimica de microorganismos. Otra forma
de momificacion celular individual es la que se da en fluidos corporales
secos y un fenémeno parecido, pero a escala mucho mayor, sucede en
la momificacion de caddveres debida a una répida pérdida de humedad.

En estas condiciones es posible que un ADN se conserve
durante cientos o quizds miles de afios. Golenberg y colaboradores
(Golenberg,1990) llegaron incluso a describir secuencias de ADN de
una planta fosil de magnolia de hace 20 millones de afios. En
organismos superiores como el hombre no se dan situaciones tan
extremas pero sl puede preservarse el ADN por espacio de algunos
miles de afios (Hagelberg y Sykes, 1989).

Pueden presentarse los mismos problemas en la
amplificacién de un ADN de hace cuatro afios, como los de hace trece
mil. Esto se debe a que la fragmentacién ocurre, en su mayor parte,
inmediatamente después de la muerte, antes de que el tejido llegue a
secarse. Otros tipos de dafio se deben a los radicales de oxigeno que
reaccionan con las bases o con el esqueleto de azucar del ADN. Estas
reacciones causan modificaciones y pérdidas de bases, provocan
roturas de cadenas e instan a enlaces andmalos entre diferentes
moleculas de ADN. Son cambios que degradan ADN y destruyen
informacién genética. Sin embargo, la técnica de PCR, a pesar de sus
errores, alcanza una notable precision, ampliﬁcando docenas o cientos
de fragmentos de ADN, lo que le convierte en un método eficaz en la
investigacion de restos antiglios.(Lassen, 1994)

En los laboratorios de analitica forense se investigan

rutinariamente muestras procedentes de

-SANGRE: El ADN se encuentra en el nicleo de todas las
células del cuerpo humano ( no existen por tanto en los glébulos rojos
maduros, al ser anucleadas).
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En la sangre, donde Ia mayoria de sus componentes son
hematies, el nicleo con el ADN as expulsado en la Ultima fase de
maduracion. Por tanto el andlisis se efectlia desde globulos blancos.

La sangre fresca o liquida, debe ser conservada con EDTA
(nunca con heparina), y almacenada a 42C. No obstante, si transcurren
mas de dos semanas, debe ser congelada a -202C. Se debe disponer al
menos de 5 ¢.c.

La manchas de sangre, se debe dejar secar al aire y
temperatura amblente. Sin exposicién directa al sol y almacenada en un
recipiente resistente a la humedad.

= HUESQS; Pueden estar mejor o peor conservados. Cuando
hablamos de "conservacién" no nos referimos a su estado
macroscopico, sino a su estado de cara al anélisis del ADN contenido
en ellos, Quiza porque el ADN se adhiere a los minerales que
componen los huesos, los restos de esqueletos son un excelente
deposito de ADN. Es muy importante recalcar que el estado de! ADN de
un hueso no depende del tiempo trascurrido desde la muerte sino més
bien de factores como el grado de acidez del suelo, la humedad, etc. De
entre todos [os huesos hay unos que interesan més que otros: aquellos
en los que durante la vida del individuo ha habido una mayor actividad
celular, son més ricos en ADN, Este es el caso de los huesos largos, en
los que se da la hematopoyesis o generacion de células sanguineas.
Por eso, un fémur, una tibia o un esterndn son preferibles a una falange
0 a una costilla, En la toma de musestras se procurard manipulario lo
menos posible, llevar siempre guantes y empaquetarlo lo méas préximo a
la esterilidad. Hay que tener presente que, ya gque la contaminacién del
medio estd en la superficie del hueso, para la obtencion de ADN
manejaremos probablemente la parte interior.

Los estudios realizados por distintos autores, demuestran que
el material esquelético o dental es preferible a tejidos blandos para el
analisis por t-écnicas de PCR, si las muestras estan severamente
degradadas. Los tejidos blandos antiguos, incluso en estado de
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momificacion, contienen mas sustancias inhibitorias por la degradacién
durante el procesc de momificacién que sufren. La inhibicién se puede
producir por la reduccidén de azlcares o por exceso de ADN
microbacteriano. Esa posibie contaminacién se evita en los tejidos
duros, mediante la exposicién a la luz U.V. {longitud de 254 nm.} durante
5 minutos, para inactivar la posible contaminacién con ADN extrafio,
reciente. { Lassen,1994).

Otras técnicas que evitan la contaminacién, reducen y
mejoran los procesos son los sitemas de extraccién automatizades, que
evitan riesgos de contaminacién con ADN contemporéneo por
manipulacién ( Lassen, 1994).

— - TEJDOS MOMIFICADQS: frente a huesos y dientes, el

tejido momificado tiene el inconveniente de conservar, junto al ADN
celular, la estructura proteica de la célula en mejor o peor estado. Las
muestras de ADN asl obtenidas deben depurarse lo mas posible de
proteinas, por Interferir éstas en los anélisis ulteriores. La calidad del
ADN extraido de tejidos momificados es menor que la del ADN extraldo
de hueso y diente pues contiene mas contaminantes o impurezas
inhibitorias y requiere una mayor purificacién (Lassen , 1994).

El estudio de las muestras en general, puede complicarse
debido a los largos intervalos de tiempo entre el momento de la muerte y
el examen del material disponible. La descomposicién acelerada suele
conllevar a que tan sélo queden huesos y dientes para el andlisis que,
gracias a su estructura inorganica, actian a modo de barrera frente a la
agresién qué sobre el ADN ejercen diversos tipos de factores
medio—ambientales.

Importancia de los dientes en el estudio de ADN,

Ademas de las caracteristicas morfoldgicas de los dientes,
que los convierten en el mejor reservorio para andlisis identificativos
habituales, las condiciones estructurales y su resistencia conocida ante
las agresiones externas f{lsicas o quimicas lo hacen idéneo para
realizar estudios de ADN (Gaillard, 1994).
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La matriz inorgdnica del diente presenta una buena
proteccién de la pulpa dentaria, rica en células y, por tanto, en ADN. Uno
de los componentes mayoritarios de! diente, la hidroxiapatita se une al
ADN y lo estabiliza quimicamente. Si bien puede haber contaminantes
en la superficie del diente, una vez limpia, la trituracién a baja
temperatura (-173 C) puede aportar ADN suficiente como para realizar
un analisis en condiciones. De nuevo, como en el caso del hueso, el
estado de conservacién del ADN contenido en el diente no depende de
su datacion sino del entorno en el que se encuentre.

Andres Gotherstrom (1995) de la Universidad de Goteboryg,
detalla en su trabajo que el ADN va siendo absorbide por la
hidroxiapatita, de donde se puede obtener, en dientes con mucha
antigledad. En sus trabajos describen la extraccién de ADN de
hidroxiapatita pura, que luego se compara en sus resultados con el ADN
obtenido de dientes modernos. (Gotherstrom, 1995), |

Aunque la sangre, pelos y el esperma son los tejidos
actualmente usados en la clencia forense, todos los autores coinciden
en que la obtencion de perfil genético utilizando pulpa dental puede ser
un procedimiento habitual en la practica forense por su eficacia.
(Gaillard, 1994).

El Departamento de Antropologia de la Universidad de
Tokyo, realizé extraccién de ADN procedente de huesos y raices de
molares, procedentes de restos arqueolbgicos. Obtuvieron resultados
positivos, tratando estas raices con 10 ml. de EDTA 0,5M, para proceder
a su descalcificacién y después continuar con el procedimiento similar al
empleado an manchas de sangre, aplicacién de 5 mgrs. de proteinasa K
y 5 mgrs. de colagenasa. Después incubacién a 37¢ durante 10 horas y
posterior extraccién con fenol-cloroformo. (Kurosaki, 1993)
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TECNICAS DE ANALISIS DE ADN

El descubrimiento de los marcadores genéticos polimériicos
constituye el inicio de una nueva etapa en Ia biologia forense.

La evolucién de las técnicas de ADN han proporcionado
nuevas metas en la investigacién forense. Podemos realizar
identificaciones, mediante el estudio de paternidades. Desde el estudio
de la huella genética, mediante e! andlisis de SLPs, hasta el andlisis por
PCR, usando STRs, y el estudio de ADN mitocondrial, es de aplicacién
para la investigacién de manchas de sangre, esqueletos y dientes.
Tambieén podemos determinar el sexo, mediante la hibridacién con
sondas especificas para los cromosomas “Y”. Podremos llegar a
concretar incluso las caracter(sticas de la raza humana.(Misawa , 1994)

Existen numerosas técnicas de andlisis de ADN, cada una de
las cuales es aplicable en virtud del estado de conservacién del mismo.
Basicamente hay cuatro técnicas de anélisis de ADN:

1.— Técnicas basadas en el polimorfismo de fragmentos de
restriccidn o RFLP's ("Restriction Fragment Length
Polymorphism").

2.~ Tecnlcas basadas en la amplificacién de fragmentos
polimérficos especificos. Se conocen como PCR ("Polymerase
Chain Reaction").

3.— Técnicas basadas en la combinacién de las dos anteriores. Es
lo que se llama PCR-RFLP ("Polymerase Chain Reaction -

Fragment Length Polymorphism").

4.— Secuenclacién. Consiste en conocer la secuencia de bases de
un determinado ADN. Se utiliza para cotejar las diferencias en
sustituciones de nucleétidos entre las secuencias estudiadas y
aporta el maximo polimorfismo a la investigacion (Ginther ,
1992). La téenica de secuenciacién se emplea de manera
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usual en el andlisis de fragmentos de ADN mitocondrial que
son comparados con una secuencia consenso empleada como
patrén y publicada por Anderson y colaboradores en 1981.

ANALISIS DEL ADN POR PCR.

Un marcador debe ser altamente polimérfico para ser
analizado en PCR. Quiere decir esto, que 8l gen a estudiar debe contar
con varias formas alternativas, o lo que es lo mismo, varios alelos. Esta
variacién alélica debe ser facilmente detectable en los analisis para
definir las frecuencias genotipicas de la poblacién. A partir de estos
datos se puede hallar el poder de Discriminacién dei marcador.

Es por tanto necesario incluir mas de un sistema de
marcadores genéticos en andlisis de ADN, mediante |a técnica de PCR
para tener mayor poder de discriminacidn, puesto que la no exclusién
apoyada en el tipado de un solo marcador no es suficiente para decir
que una persona es la donante de una muestra biolégica.

Un obstaculo que frecuentemente aparece en las
investigaclones es lo insuficiente de la muestra obtenida. Otro problema
afiadido es la degradacién.

Estos problemas iniciales han sido resueltos, mediante la
aplicacion de técnicas de PCR (Polimerasa Chain Reaction), que
permiten obtener los loci que se describen:

ADN codificante: HLA-DQA1, "Polymarker o PM" (Perkin
Eimer-Cetus. USA).

' ADN repetitivo (MLPs): 3HVR, 33.15, 33.18, etc.

Minisatelites: D1S80, D17S5, 3'ApoB, Col2A1

Microsatélites ("Short Tandem Repsats" o STR): HUMTHO1,
F13A01, vWF,FES/FPS, etc.

Bucle D mitocondrial ("D-loop") (Vigilant et al., 1989), regién V,
citocromo b (Hagelberg, 1991).

Secuencias especfficas de diagnostico de sexo (cromosomas X e

Y): DYZ1, DSX424 (Pfitzinger et al., 1993).
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La PCR es un procedimiento ‘in vitro® para la sintesis
enzimatica de secuencias especificas de ADN, usando dos
oligonucléotidos iniciadores o “primers”, que hibridan en hebras
opuestas y flanquean la regién de interés en el ADN diana.

La estrategia a seguir en el estudio de ADN procedente de

restos cadavéricos consiste en extraer el material genético y
posteriormente someterlo a una amplificacién mediante la técnica de
PCR. (Mullis , 1986; Mullis , 1987).

La serie repetitiva de ciclos que incluyen desnaturalizacidn,
hibridacion de los primers y extensién de los mismos unidos mediante
una DNA-polimerasa, dan como resultado una acumulacion
exponencial de un fragmento especifico cuyos términos estan definidos
por el extremo &' de los primers. Cada ciclo produce dos moiéculas de

cada una de ADN de partida ( 2N}, siendo n ei n? de ciclos.

Cada ciclo comienza con la separacién de las dos cadenas
de ADN molde, gracias al cual los dos cebadores se sitdan en sus
respectivas secuencias diana complementarias, una de cada cadena.
L.a DNA-polimerasa termoestable (Taq polimerasa) que no se altera a
elevadas temperaturas, agrega entonces bases en los extremos de los
cebadores, alargando las dobles hélices que el cebador habia iniciado
(Saiki , 1986). Como cada cadena produce una nueva hélice doble, se
duplica en cada ciclo la secuencia de ADN deseada.

La técnica de PCR se realiza en un termociclador. Se trata de
un aparato compacto, con una cdmara en su interior que es donde se
depositan las muestras. El aparato esta provisto de un termostato que
produce oscilaciones constantes y ciclicas de la temperatura. Cada ciclo
transcurre con los siguientes camblos:

1.- La doble hélice de ADN, muestra el fragmento que nos interesa
amplificar.
2.~ Al forzar la “desnaturalizacién’, elevando la temperatura a
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949C, se produce la separacién de Ias hebras de nuestro ADN
molde.

3.— Aprovechando ia separacién de las hebras se introducen los
“Primers" {oligonucléotidos infciadores especiticos), que
reconocen su secuencia complementaria en la cadena de ADN
y se unen a élla, manteniéndose en esta fase una temperatura
de 40-60°C. Es lo que llamamos “Hibridacién o Anillamiento”
("annealing"). Sin este apareamiento inicial de los cebadores
no puede comenzar a trabajar la polimerasa. La temperatura a
la que transcurre el "annealing" ( 40 a 60°C) , es especifica de
la secuencia del cebador y se determina experimentalmente.

4.~ Fase de "elongacién o extensién" a 72°C: con los cebadores
apareados, la polimerasa comienza a sintetizar la hebra
complementaria mediante la adicién al extremo 3'OH de
desoxinucleétidos libres disponibles en la mezcla de reaccién.

El tiempo durante el que transcurre cada una de estas fases,
lo mismo que el nimero de ciclos de PCR, se determina de manera
empirica y oscilan entre 30 segundos y varios minutos en el primer caso
y entre 20 y 40 ciclos para el segundo parametro.

Por tanto, para realizar este tipc de reacciones se necesita:

.- Un ADN de partida que es el que vamos a copiar,

.- Los cebadores para sefialar la zona concreta a multiplicar.

.~ Nucledtidos sueltos que formarén las nuevas cadenas de
ADN

.- Una enzima ADN polimerasa en este caso termoestable que
lieve a cabo todo el proceso.

El resultado es la amplificacién de un producto génico un
ndmero determinado de veces. Asi pues, después de 20 ciclos, la PCR

rinde 220 el nimero de copias. (Ver esquema en pag. 73)
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Una vez obtenido este nimero de copias, los productos PCR
se pueden identificar por varios métodos:

-Mediante electroforesis convencional en geles de agarosa o
acrilamida—bisacrilamida combinada con técnicas de tincién como la
tincién con bromuro de etidio (una sustancia que se introduce entre las
bases de la doble hélice de ADN y que es fosforescente a la luz
ultravioleta) o con nitrato de plata.

~ Mediante hibridacién con sondas especificas.

Resumiendo, la técnica descrita es extraordinariamente
sensible, tanto que a veces existen auténticos problemas de
contaminacion como ya veremos; es posible teéricamente generar miles
de millones de copias a partir de una molécula de ADN. Una ¢ muy
pocas moleculas intactas que sobrevivan en un tejido prehistérico son
posibles de amplificarse por PCR.

En Espafia lo mismo que en los demés palses de Europa, se
ha construido progresivamente una base de datos de frecuencias
poblacionales para cada sistema de marcadores, lo cual facilita obtener
resultados fiables (Alonso , 1993; Lareu , 1993; Lorente ., 1993; Lorente ,
1994, Valverde , 1993).

INVESTIGACION DE MUESTRAS CRITICAS.

La importancia de los tejidos dentarios en las técnicas mas
avanzadas de necroidentificacién, evidencian la necesidad de conocer
las condiciones minimas de los tejidos dentarios, en las cuales podemos
obtener marcadores genéticos procedentes de proteinas
plasmaticas,(Whittaker, 1994), y ADN suficiente para su extraccién e
identificacién.

La técnica de PCR para determinacién de fragmentos
minimos de ADN con fines identificativos permite resultados positivos en
casos en los que los restos hallados estan degradados o son muy
antiguos, segtin explica Sajantila (Sajantila, 1991), sin embargo, en
cadaveres con algun grado de destruccion y degradacidn per la accién
del fuego y el tiempo, Incluso esta técnica puede ser insuficiente.
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Llegados a esta situacién limite, la investigacién del ADN mitocondrial
puede ser definitiva, puesto que como dicen Lorente y col.(1994), este
material presenta una elevada resistencia a la degradacién. El ejempio
que citan estos autores sefiala que en una muestra minima en que
encontramos uno o dos loci para estudio de ADN gendmico podemos
encontrar decenas de mitocondrias, cada una de las cuales puede tener
decenas idénticas de ADNmt.

La extraccién de dcidos nucleicos sobre muestras biolégicas
recientes o en condiciones éptimas {(como por ejemplo la sangre lfquida)
sigue un protocolo estandar (Sambrook , 1989), que resulta bastante
alterado cuando la muestra estd muy deteriorada. E| procedimiento mas
usual se conoce como "fencl~cloroformo”, y se basa en la digestién de
las protelnas de la muestra con una proteinasa (proteinasa K) y el
ulterior lavado con una dilucién de fenal-cloroformo que, en su fase
fendlica, retiene las proteinas, mientras que en su fase acuosa retiene
&cidos nucleicos. Con cada lavado, se retiran protelnas provenientes de
la lisis con proteinasa K, ya que estas disminuyen la pureza dsl ADN.

El tratamiento de muestras forenses resulta algo mas
complicado porque, en Ultima instancia, se obtienen cantidades de ADN
muy reducidas, y hay que evitar llevarse parte de la fase fendlica al
retirarla. Existen numerosos procedimientos de extraccién publicados en
estudios que manejan muestras del origen mas variado: restos éseos
antiguos, manchas de sangre, vellosidades coriales, pelo, stc (Arroyo
1893; Golenberg , 1990; Higuchi , 1988; Hagelberg , 1991; Pfitzinger,
1893). Algunos de ellos emplean resinas, pero recientemente aparecen
cada vez mas preparados comerciales que reducen los tiempos y el
trabajo, con lo que el manejo de muestras forenses se ha vuelto més
facil y lo serd aiin més en el futuro.

La importancia que tlene el tejldo dental en estas
investigaciones y la sencillez de su extraccién, queda ampliamente
demostrada por los resultados presentados por numerosos
investigadores:

En general, ia extraccion de ADN en restos éseos o dentarios
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en condiciones de diffcil identificacién, presenta dos variantes bésicas
respecto a la rutina det ADN fresco: se trata con agentes quelantes
(agentes capaces de capturar iones libres en una dilucién) que inhiben
la actividad de las enzimas y se concentra y purifica con tubos de
centrifuga especiales ("Centricones"), a fin de obtener una dilucién final
mas pura.

La cantidad de ADN pusde ser muy baja en casos extremos,
como maximo, un par de cientos de nanogramos (a veces se trabaja con
1-2 nanogramos por estudio). En esta situacién, se busca multiplicar el
ndmero de copias de una regién polimérfica conocida.

El acceso hasta el tejido pulpar puede realizarse de diversas
formas. Un procedimiento eficaz es realizar un corte horizontal en la
zona cervical. Asl se evitan las posibles restauraciones y provee una
visién directa de las zonas radicular y cdmara pulpar. Este sistema es
mejor que el acceso convencional que se realiza en las endodoncias
(Smith, 1993). Con este procedimiento se preserva la morfologia.

Un procedimiento similar es el que describe Duffy en su
trabajo sobre determinacion de sexo en pulpa dental (Duffy , 1991)
| El diente humano tiene un papel importante en los analisis de
ADN. La dentina y el esmalte ofrecen un sistema protector para el ADN
genémico y mitocondrial. En los trabajos realizados por Smith (1993),
demuestra la estabilidad de los elementos dentarios para el estudio de
ADN. Emplea diez pares de maxilares , donde centra el analisis sobre
molares que fueron almacenados durante 18 semanas con humedad y
temperatura ambiental. Los molares derechos se aplastaron, mientras
que los izquierdos fueron seccionados y se conservé el ADN con
anterioridad al ensayo. La calidad y cantidad de ADN obtenido fue
comparado entre los dientes derecho e Izquierdo de cada maxilar,
demostrando la fiabilidad de cualquiera de los procedimientos.
Gaillard (1994), realizé estudios de muestras sanguineas y
tejido pulpar , sin ningun tratamiento especial. Describe la investigacién
de 8 personas, experimentalments, mediante sondas MS43A, utilizando

Pag. 76




Fundamentos

tejido pulpar del tercer molar y muestras de sangre obtenida durante las
extracciones de estos dientes. El perfil genético se obtuvo perfectamente
en las distintas muestras manejadas.

El tejido de pulpa dental se puede obtener en condiciones
experimentales que pueden ser similares a las muestras obtenidas en
casos forenses(los accidentes de aire, quemados y cuerpos en
putrefaccion). En la Universidad de Mainz- Alemania, realizaron
investigaciones sobre estas situaciones. Experimentalmente, se trataron
dientes extraidos durante tratamientos clinicos (30) que se
almacenaron entre 6 semanas y 4 afios a la temperatura ambiente.
También se investigaron otros dientes (10) extraidos de fragmentos de
mandibula que habian permanecido almacenados durante 15 afios a
temperatura ambiente. Un tercer grupo fue constituido por dientes (8)
de los casos reales de necroidentificacidn.

El ADN extraido de tejido dental, se midi6 mediante
fluorometria para determinar su concentracion.

La cantidad de ADN obtenido de tejido pulpar de un diente
Unico variaba desde 6 microgramos a 50 microgramos de ADN. En la
mayoria de los casos el ADN de alto peso molecular estaba todavia
presente aunque la porcién importante consistié de ADN degradado.
(Pdsth, 1992).

lLas tecnicas de PCR aplicadas sobre las muestras
investigadas, aportaron resultados tan fiables como los proporcicnados
por manchas de sangre.

En el Instituto de medicina Legal de Santiago de Compostela,
se estudiaron diversas muestras procedentes de dientes, sometidos a
diferentes condiciones medio-amblentales y de antigliedad para
comprobar la eficacia de los diversos métodos de extraccién de ADN.
Se analizaron dientes con una antigliedad desde la extraccién, de 15
dias, 1, 3, 6, 12, 24 y 36 meses. Se analizaron series sometidas a
diversas temperaturas ambientales: 4, 20 , 40° C,

También se analizaron series de dientes enterrados vy
sumergidos en agua {mar y rio). Como complemento se analizaron dos
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series de altas temperaturas (75, 100, 200, 300, 400 y 500 @ C) y algunos
dientes viejos (12-15 afios).

Se analizaron los loci: DQA1, D1S80, dos STRs (HUMTHO1 y
Humfes/tps/ y X-Y; todos ellos mediante secuencias especificas de PCR.
(Se extrajo la muestra pulpar, mediante distintos procedimientos:
fragmentacién, seccién horizontal y acceso endodontico.)

En general los mejores resultados se obtuvieron utilizando
STRs y los mé&s pobres para el marcador D1S80. Se obtuvo el 100 % de
resultados positivos por STRs en las series de dientes viejos. Se
obtuvieron resultados totalmenta negativos a 5002C.

Los dientes sumergidos en agua dieron resultados muy
pobres, con un promedio de solo el 25% de resultados positivos en los
dientes de 6 meses de antigliedad. (Alvarez-Garcia, 1995)

En los casos extremos de cadéveres antiguos, o restos
calcinados, el estudio de ADN ofrece posibilidades de éxito que en otros
procedimientos tradicionales serfa Imposible alcanzar.

El Departamento de Medicina Legal, de Tokyo, coincide en
sus resultados con otros autores, cuando investiga restos esqueleticos
antiguos. En sus trabajos, sefialan la identificacién de restos, muy
descompuestos, en los que lograron extraer ADN muy contaminado y
degradado, amplificando la regidn hipervariable COL2A1 3°, mediante
técnicas de PCR ( Honda, 1994)

Otros estudios forenses, como son las paternidades,
también son posibles de realizar con muestras dentales.

El Institute Nacional de Toxicologia de Sevilla, describe los
resultados obtenidos en dos casos. Los restos cadavéricos antiguos ,
procedentes de un incendio fueron exhumados, y después de obtener
las piezas dentales, fueron tratadas, mediante limpieza, aplicacidn de
nitrégeno liquido, pulverizados y descalcificados totalmente mediante
EDTA 0,5 M. Luego fueron incubados en presencia de proteinasa K.
El ADN fue extraido mediante fenol-cloroformo y tratado con
Centricén. Se obtuvieronresultados para los loci DQA1, D1S80, PM y
diferentes STRs, con resultado totalmente satisfactorio, logrando su
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identificacién (Sanz, 1995).

El laboratorio de Biologia de la Comisarfa General de
Policia Cientifica, de Espafia, analizé entre otros muchos casos
forenses, unos maxilares, procedentes de la Comisaria de Policia de
Almeria (Espafia) relacionados con presunto suicidio mediante
incendio provocado tras el cual aparecié carbonizado el cuerpo de
una persona. De igual manera que en otros casos similares, se
solicitaron 5 c.c. de sangre liquida de cada uno de los presuntos
progenitores. Tras los estudios morfolégicos se procedié a la
extraccion de ADN de los restos 6seos y a su comparacién con el
ADN de los familiares. En el trabajo presentado en el Congreso
Internacional de Hemogenética de Santiago de Compostela,
exponen ios resultados positivos obtenidos en esta investigacién,
mediante aplicacién de técnica de PCR, para los loci HLADQAT,
D1S80, Polimarker y cuatro diferentes STRs (THO1, FESFPS, F13A01
y vWF) (Andradas, 1995).

La identificacién del sexo es importante en la préactica forense.

En el trabajo realizado por Chen , se reflejan la afectacién del
medio ambiente y los factores fisico-quimicos para la determinacién de
ADN desde pulpa dental, mediante técnicas de PCR. Se extrajeron
dientes y se sometieron a diferentes niveles de pH. Se sometieron a una
solucion de formalina al 10%, etanol al 75%. A diferentes temperaturas
(-20grados céntigrados, 4, 25, 37, ebulliciéon y cremacidn.}, distintos
grados de humedad (20%, 65%, sumersién en agua), temperatura
ambiente, durante 1.5; 3.5 y 8 afios. E| ADN fue extraido, con el
propdsito de determinar la determinacién de la cantidad. Se emplearon
los primers Y1.1y el Y1.2 .para determinacién de sexo (Chen, 1994).

Los resultados fueron los siguientes: Se obtuvieron
fragmentos de 154 pares de bases en todos los dientes recientes de
hombres, como era de esperar. No se encontraron en dientes recientes
de mujeres. No se observaron en los dientes a la intemperie durante
mas de 10 semanas, sumergidos en agua, en solucién de pH 2 durante
este tiempo y combustidn 10 minutos. Solo se vieron unos fragmentos
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de ADN en dientes con humedad del 66% y solucién de pH 10 durante
10 semanas y combustion 5 minutos. En los restantes casos no se
apreciaron bien las bandas. La calidad de ADN analizado mediante
procedimientos de PCR, resulté afectada.

Entre las investigaciones mas actuales para la
determinacion del sexo, mediante técnicas de PCR debemos citar las
realizadas por Gremo (1995), que resume los estudios realizados
sobre 532 piezas dentales. En su muestra utilizéd dientes con 20 afios
de antigliedad, formando grupos de 0 a2;2a5;5a10;10a 15y 15 a
20 afos.

También estudié muestras sobre otros parametros:
diferentes medios de conservacién; temperatura, inmersién en suero
salino, intermedia y alta incineracién.

Estudié diferentes tipos de dientes, uni o multirradiculares.
Realizdé la extraccién por el método de fenol-cloroformo con
modificaciones. Para la amplificacién observé el protocolo de
Pfitzinger (1993).

Los fragmentos amplificados fueron visualizados por
electroforesis en minigel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
Los resultados fueron satisfactorios en los casos estudiados.

El departamento de patologia oral de la Universidad de
Sheffield, realizé investigaciones sobre dientes muy antiglios. En sus
trabajos determinativos del sexo, utilizaron 56 dientes modernos, 14 de
casos forenses y 46 restos arqueolégicos. Mediante e! método de fenol-
cloroformo realizaron la extraccion de ADN que se midid por técnicas de
U.V.-espectroscopia y electroforesis. Todos los dientes recientes, los
casos forenses y los casos arqueoidgicos fueron medibles por U.V.
espectroscopia. Los dientes recientes proporcionaron rangos de 25,5 a
70 microgramos, en dientes permanentes hasta 69-118 microgramos,
En los casos forenses extremos se obtuvieron cantidades de 35,3 a
65,6 microgramos (Gibbs, 1995).

Cattaneo (1995) destaca la importancia que tiene la
extraccién de ADN en restos esqueléticos, que sin embargo encierra
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grandes dificultades. Este autor sefiala que el método frecuentemente
utilizado de fenol/cloroformo no es siempre satisfactorio.Compara en
su investigacion los resultados de este método con otro procedimiento
que describe, utilizando un precipitado de acetato sédico saturado.

Dice en sus conclusiones que mientras que el método del
fenol/cloroformo, fue positivo en 7 de los 11 ensayos que realizé, el
otro procedimiento proporciond buenos resultados en todas las
muestras.

Las teécnicas de PCR son los procedimientos mas simples
para el estudio de restos esqueléticos y dentales. Honda et al (1990 y
1995) explican los buenos resultados obtenidos en la investigacién del
polimorfismo para el locus D1S80 (pMCT118), utilizando el
procedimiento “semi-anidacién” PCR en restos esqueléticos. Las
extraccién la realiza secando previamente las musstras de dientes y
huesos y posterior tratamiento con nitrogeno liquido. Luego procede a
pulverizar las muestras para continuar con la extraccién siguiendo las
pautas del método de fenol-cloroformo.isoamilico.(Honda, 1990 y 1995)

Utilizando muestras dentales, las técnicas habitualmente
empleadas aportan buenos resultados. Autores como Grenhalgh
{1995), defienden la técnica de Chelex para extraccién de ADN por
PCR, por la simplicidad y economia del procedimiento.

Las técnicas de PCR pueden ser de utilidad también para
determinar los genotipos ABO, El estudio de los grupos sanguineos ha
evolucionado de una forma vertiginosa desde que Landsteiner
descubrié dichos grupos sanguineos en 1902 (Schacker, 1995)

En los siniestros, los cuerpos aparecen en dificiles
situaciones para su estudio, como hemos explicado en apartados
anteriores. Sin embargo, la extraccién y amplificacién de ADN, puede
mejorar los resultados, como reflejan los trabajos recientes que se
realizan en estos casos.

Asl encontramos, que en accidente ocurrido al avién de la
compalfifa Air Inter, en Enero de 1992, en las proximidades de
Estrasburgo, fueron identificadas 17 personas mediante amplificacién
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de los loci HLA DQ A1 y D1S80 (Ludes, 1992).

El 28 de Septiembre de 1992 ocurrié un accidente aéreo en
las proximidades de Khatmandu. El avién Airbus PK268 de las lineas
pakistanies PIA se estrellé con 164 pasajeros que resultaron muertos, a
consecuencia def impacto y subsiguiente incendio del aparato.

La identificacidn de los cadaveres se realizé en principio
mediante estudio de documentos, objetos y ropas, otros efectos
personales y métodos odontolégicos. Después de tres meses de
investigacion, se decidié aplicar técnicas de ADN para el andlisis de 85
restos no identificados.

Se analizd ADN en 57 muestras obtenidas de los restos. Se
lograron identificar un total de 13 cuerpos, mediante el estudio
comparativo con otras obtenidas de familiares de las victimas.

Entre los cuerpos identificados por este procedimiento
estaban los cuatro miembros de una misma familia de espaficles ( en
este siniestro fallecieron 30 espafioles, de los cuales se identificaran
plenamente 8) (Maguire, 1994)

En la investigacién del accidente ocurrido al airbus A310 de
las lineas aéreas rumanas, el 31 de Marzo de 1995 en Bucarest, se
analizaron 53 dientes, que después de ser radiografiados fueron
analizados por técnicas de ADN. Se lograron extraer aproximadamente
5 microgramos de ADN algo degradado, util para su amplificacion en 17
dientes y cantidades entre 2 y 500 nanogramos en los restantes
(Marcotte, 1995)

En otras investigaciones sobre grupos de personas
desaparecidas en otros tipos de masacres, también es de utilidad la
técnica de ADN gendémico o mitocondrial. En la aldea de San Jose
Pachoa Lemoa, en Guatemala, fueron masacradas 12 personas en
1982. Diez afios después de su muenre y enterramiento, fueron
exhumados.

El estudio realizado por un grupe de expertos, formado por
antropélogos forenses y arquedlogos de Chile y Estados Unidos,
auxiiiados por expertos de Guatemala, permitié la identificacién de los
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cuerpos.

Como complemento a estudios antropométricos, se
investigaron algunas piezas dentarias (molares, premolares e incisivos),
con resultados altamente positivos.

Se emplearon dientes que habfan permanecido enterrados
durante esos 10 afios, que presentaban condiciones adecuadas para
analisis de ADN mitocondrial.

El tratamiento de los dientes para la obtencién de la muestra,
se efectud, mediante lavados previos con agua desionizada, aplicacién
de fosfato sddico 1M. (pH 7,2) y soluciones de lavado en agitacién
continua, con centrifugado en tubo “Falcon” y posteriormente, eran
abiertos mediante la presién de una prensa, hasta dejar expuesta la
camara pulpar.

Citan los autores que consideran aceptable el método
descrito por Smith et al, separando la cdmara pulpar y dentina
seccionando la corona. Siguiendo el mismo procedimiento, citan los
resultados positivos sobre 25 restos que habian permanecido
enterrados durante 80 afios, de los cuales, unicamente uno les dié
resultado negativo, atribuible a la humedad del lugar del enterramiento.
(Scwartz, 1991; Smith, 1993; Ginther, 1992; Boles, 1995),

También atentados terroristas, en los que las destrucciones
corporales son grandes, se demuestra la Imporancia de los métodos
descritos, En la mafiana del 19 de Abril 1995, sucedié un atentado en un
edificio de Oklahoma. Entre esa fecha y el 5 de Mayo fueron
identificadas 163 cuerpos. Cuatro restantes fueron analizados mediante
técnicas de ADN, en espera de comparaciéon con muestras de famillares.
El equipo de odontélogos trabajé en la identificacidn positiva de 127, de

los 163 cadaveres (Warnick,1995)
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. MUESTRAS:
5.1.1. GRUPOS EXPERIMENTALES.
GRUPO NUMERO 1.

Un primer grupo esta constituido por 62 dientes, procedentes
de cadéveres parcialmente quemados en un siniestro, ocurrido hace 12
afios, que fueron limplados en los primeros momentos de la
identificacién, mediante la accién de la sosa al 6%, en ebullicién
durante 20 minutos, cuyo efecto queremos comprobar, respecto a la
cantidad de ADN que se puede extraer.

Estos dientes han permanecido durante este tiempo,
perfectamente resguardados en laboratorio, sin ninguna afectacién por
el aire o humedad.

En este siniestro del que hemos guardado en depdsito restos
dentarios, se identificd en 1983, a 160 cadéveres, de los 184 fallecidos.
De los identificados, 44 lo fueron exclusivamente por métodos odonto-
estomatolégicos. y otros 30 por la conjuncidn de procedimientos
dentarios con otros distintos, La suma de ambas clfras representa el
46.25% del total de los identificados, segin Ia distribucién de métodos.

GRUPO NUMERO 2.

El segundo grupo se constituye por otros 66 dientes,
procedentes de exodoncias, de los cuales, 20 presentaban caries y los
restantes son piezas sanas, extraidas por motivos pericdontales.

En este grupo hemos querido comprobar la afectacién del
ADN pulpar, al mantener los dientes a temperaturas elevadas, durante
15 minutos.

GRUPO DE CASOS FORENSES AISLADOS.

El tercer grupo se constituye con 14 casos forenses aislados,
de diferente etiologla, considerados criticos, algunos de éllos
calcinados y otros, con destrucciones, que consideramos identificativos
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de las situaciones que se recogen en los cadaveres después de
siniestros o casos aislados de dificil resolucién y en los cuales se
investigé su identidad mediante procedimientos Odonto-
estomatoldgicos habituales complementados con el estudio de ADN.

Caso namero 1.
Se trata del cuerpo de un hombre semidestruido por la accién de
las aguas, aparecido en Santander en Noviembre de 1989,
presumiblemente identificado como un joven desaparecido en
aquella zona tres dias antes.

Caso numero 2.

Corresponde a un cadaver carbonizado, Incluyendo la
destruccion parcial de los maxilares, por el fuego cuyo cuerpo es
encontrado en Barcelona, en Septiembre de 1991. La muerte, de
etiologfa homicida, se habla producido mediante el incendio con
gasolina.

Caso numero 3.
Abril 1991. Aparece una rulotte totalmente destruida, en la
ciudad de Almerfa, tras haber sido incendiada con gasolina. En su
interior se encuentra el cuerpo carbonizado de un hombre.

Caso numero 4,
Julio 1992. Este caso corresponde a los restos totalmente
esqueletizados de un hombre, que aparecen en un pozo
abandonado, en el término municipal de Marbella.

Caso numero 5.
Diciembre de 1992, Se investiga la identidad de una mujer,
cuyo cuerpo carbonizado aparece en las proximidades de
Estepona.
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Caso numero 6.

Septiembre 1993. Aparece en Valencia un cadéver,
totalmente carbonizado, tras ser quemado con gasolina,
presumiblemente identificado como un hombre joven. Unicamente
se recuperan con valor identificativo los maxilares.

Caso numero 7.

Septiembre 1994. Tras la explosién de gas y posterior
incendio de una vivienda en Almerfa, aparece el cuerpo de un
hombre totalmente carbonizado, al que se le extraen los maxilares,
que a pesar de sufrir alguna alteracién, conserva las piezas
dentales en condiciones adecuadas para su estudio. No presenta
tratamientos dentales, que permitan una individualizacién.

Caso numero 8.

Octubre 1994. Se analizan restos esqueléticos que habian
permanecido guardados en el deposito de cadaveres de Estepona
desde hace cinco afios, y que fueron encontrados semienterrados,
sin lograrse su identificacién desde entonces,

Caso nidmero 9.

Noviembre1994. Se analiza un craneo, encontrado en las
aguas del puerto de Valencia, sin ningln otro elemento de
identificacién que estos restos oseos, sin mandibula. El maxilar
superior presenta las piezas dentales laterales (13-18 y 23-28).

Caso numero 10.

En la localidad catalana de Cerdanyola, aparece un cadéver,
en Septiembre de 1994, totalmente carbonizado en el interior de
un coche, que habfa sido rociado con gasolina, quedando
reducido casl a cenizas todo el cuerpo, incluidas las piezas
dentales.
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Caso numero 11.

Se investiga un craneo, procedente de la ciudad catalana de
Badalona, encontrado en un monte, a la intemperie en 1994, que
presenta orificios de entrada y salida, aparentemente de bala,
pracedente de una ciudad catalana. Se supone que ha soportado
durante méas de tres afios los efectos de los agentes atmosféricos.

Caso numero 12,

Julio de 1995. Desde una ciudad alicantina son remitidos
para su estudio ambos maxilares extraidos durante la autopsia, de
un cadaver, totalmente desfigurado, que aparecié sujeto al casco
de un barco. (Aparece casi esqueletizado).

Caso numero 13.
Octubre 1995. Desde una poblacién de la provincia de
Malaga se remiten restos dentarics y esqueléticos del caddver de
una mujer joven, en avanzado estado de descomposicién y con
grandes destrozos corporales, suponiéndose la causa de la
muerte, de etiologla homicida.

Caso nuimero 14.
Noviembre 1995. Se investigan los restos dentarios de un
caddver de mujer encontrados en estado de semiesqueletizacién
en una localidad de la provincia de Santa Cruz de Tenerife.

5.2. INSTRUMENTAL:

En el apartado correspondiente al método se indica, en los
paréntisis, el equipo utilizado, pero aungque sea una repeticién hemos
querido agrupar todos los instrumentos en el siguiente esquema:

A. Investigacién de ADN en dientes:
Mufla de calor seco, hasta 350 grados centigrados.
Cubetas para minigeles (Pharmacia, LKB).
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Agitador de tubos (VF.2)
Centricon (Amicon, USA) '
Tubos Eppendorf

Microcentrifugas(ORTO y HERMLE, Z-230 MR)

Bafios (SELECTA-P)

Campana de Seguridad Bioldgica (Telstar)

Estufas de secado (Heraeus)

Neveras

Autoclave

Equipo de Espectrofotometria de luz U.V. (Camag-Reprostar |1)
Equipo de electroforesis vertical (Hoeffer).

Termociclador (Perkin Elmer. Mod. 480)

Fuente de alimentacién (Pharmacia LKB-GPS$,200/400).

Placa vitroceramica con aplicador magnético (IKAMAG)
Micropipetas

Instrumental fungible y reactivos diversos.

B. Para los analisis odontolégicos generales:
Compas de Broca

Pie de Rey

Compés de espesor para medicién de dientes

Camara fotografica Nikon FM2, objetivo AF.Micro Nikkor. 80 mm.
Camara fotografica 9x12 Sinar obj. Nikkor 135 mm. 1:586,
Papel de acetato

Papel fotografico

Equipo de radiologia intraoral

Placas de radiografia intraoral (Kodak)

Reveladores y fljador fotografico
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5.3. METODO
5.3.1. GRUPOS EXPERIMENTALES:

Grupo numero 1.-

E! primer grupo de dientes, como se indica anteriorments, es
una muestra obtenida de un siniestro ocurridoe hace doce afos. Los
dientes habian sido sometidos a la accién de la sosa céustica al 6%,
mediante ebullicién durante 20 minutos.

La aplicacion de la sosa cdustica es una practica rutinaria en
nuestros laboratorios para la limpieza de las partes blandas que estén
adheridas a los maxilares.

Los maxilares fueron extraidos de los restos cadavéricos
destruidos y semicalcinados, de acuerdo con las normas descritas por
Luntz (1973), haciendo una incisidn lineal desde la comisura labial
hasta la ATM, para después desprender las partes blandas. El maxilar
se corta, siguiendo una linea paralela a la oclusién, por encima de los
apices dentarios, utllizando una sierra elécirica de autopsias, o
simplemente con un ascoplo y martillo.

Una vez lograda la extraccién, debemos limpiar los tejidos
blandos, mediante un bisturl para después terminar realizando una
ebullicion en Hidréxido sédico 1,5 M., para facilitar la posible
manipulacién durante largo tiempo.

Grupo ndmero 2.-

l.os dientes pertenecientes al segundo grupo experimental
son procedentes de exodoncias recientes, en los cuales de trataba de
comprobar la accién del calor sobre el ADN existente en los conductos
radiculares.

Se utilizé una mufla de calor seco (Heraeus), en la que se
elevé la temperatura interior hasta 200°C. Cuando se alcanzé dicha
temperatura, se Introdujeron los dientes, debidamente limpios, y se
mantuvieron a esta temperatura durante 15 minutos.

Seguidamente fueron enfriados, mediante la aplicacién de
agua corriente.
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En 22 casos, en los que por motivos periodontales, se habia
obtenido del mismo paciente mds de un diente, uno de éllos fue
analizado, sin someter a la accién del calor, para comprobar ia
extraccion de ADN en situaciones idéneas. Este conjunto de dientes
sirvié como grupo control.

Paralelamente, se Investigé una muestra de 10 dientes
molares, que se mantuvieron en mufla de calor seco a 2502 C., durante
15 minutos.

Obtencion del tejido radicular.
Todos los dientes de los dos grupos experimentales fueron
manipulados en la forma que se describe:

1.- Eliminacion de posible ADN exdégeno.
Se colocan en el interior de un equipo de luz U.V. (Herasus),
a una longitud de onda de 254 nm, durante 10 minutos.

2.-Separaciéon de tejido radicular,

Se realiza la extracién del contenido radicular, mediante
apertura longitudinal de la zona de [a raiz.

Para la extraccion, se golpeaba de forma seca con un mazo
metalico, suficientemente limpio, en la zona radicular, protegiendo las
muestras de posibles contaminaciones externas.

Obtencién de la 'muestra.

Después de fracturar [as raices, mediante pinzas de puntas
finas, se extrae el tejido pulpar, raspando las paredes internas del
conducto radicular con una hoja de bisturl para extraer posible tejido
adherido.

Extraccién del ADN.
Las extracciones se realizaron en grupos de cinco muestras

con otra mas de agua, como control negativo, por siguiente
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procedimiento.

1.- Maceracién con sustancia tampdn:
A las pulpas extraidas y depositadas en tubos Eppendorf, se

les afiadieron 400 pl. de una sustancia tampén de lisis (Tris
10mM., EDTA disédica 10 mM., CINa 0,1 M., SDS al 20%, pH
8,0).

2.- Rotura de las paredes celulares:

Aplicacién de una solucién de 20 pl. de DTT (ditiotreitol) 1M
(agente reductor) y otra parte igual de proteinasa K.(10 mgr/ml).

3.- Incubacién de la mezcia.
Se mantienen en incubacién durante 10 horas a 37 ¢ C. en
estufa (Selecta-P).

4.-Extraccion.

Se realiza extracién con fenol/cloroformo del ADN genémico y
purificacién mediante centrifugacién:

A.- Se traspasa el contenido de los tubos Eppendorf a otros,
mediante centrifugado.

B.- Se afiaden 200 ul de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1)
a cada tubo, se agita y se centrifuga durante 3 minutos a 13.000
r.p.m. en una microcentrifuga. (Hermie, Z-230 MR).

C.- Se retira la fase acuosa (superior) que es donde se
encuentra dicho ADN y se pasa a otro tubo repitiéndose la
operacidén anterior con el F/C/.

D.- Después se procede a la purificacién del ADN mediante
tubos Centricén-100 (Amicén, USA) por centrifugado, segdn el
sigulente protocolo:

A un tubo de Centricén 100, se afiaden:

-~ 1,5ml. de TE (Tris 0,01 mM. y EDTA disddica 1 mM.- pH
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8.0).

- Lafase acuosa del punto anterior,

.-Se Centrifuga  durante 20 minutos a 1500 r.p.m.
(Microcentrifuca ORTO).

- Se afladen 2ml. de TEy se centrifuga 20 minutos a 1500
r.p.m.

-Se repite la operaci6n anterior.

-Se tapa, se invierte el tubo Centricén y se centrifuga 2
minutos a 500 r.p.m.

Se obtienen 40-50 pl que se pueden cuantificar.

Cuantificacion del producto obtenido.
El' ADN extraido y purificado se cuantificé mediante
electroforesis .submarina (Pharmacfa LKB) en ge! de agarosa
tipo 1 al 0.1 % , en cubeta y tincién con Bromuro de Etidio.
Se compararon las muestras con patrones de concentracién
de ADN conocida y se visualizé, con un equipo de
espectrofotometria de luz ultravicleta (Camag-Reprostar II).

Amplificacién de algunas de las muestras.

La amplificacién de las muestras se aparta de nuestro
objetivo principal, que era simplemente comprobar la posible extraccion
de ADN determinando la concentracién.

Sin embargo, aleatoriamente fueron amplificadas algunas
muestras, (fundamentalmente aquellas que presentaban una
degradaci6n elevada), mediante el uso de kits comerciales de la marca
“Perkin Elmer-Cetus” para los marcadores DQA1 y D1S80, siguiendo
las pautas marcadas por el fabricante, obteniendo resultados totalmente
positivos.
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5.3.2. GRUPO DE CASOS FORENSES.

En todos estos casos forenses, se procedié de Ia forma que
se describe.

1.Inspeccion de los restos y extraccion de maxilares,

Después de realizar la inspeccién general a los restos
cadavéricos, se realiza una serie completa de fotograffas, generales y
de detalle de aquelias zonas de interés para la investigacién.

Ante la destruccién que presentan los cuerpos investigados y
por ser los elementos dentarios los dnicos que pueden servir para la
identificacion, con excepcién de los casos ntimeros 8, 9 y 11, que se
trataba de craneos limpios, y el nimero 10, que la muestra era un
fragmento de maxilar y fragmentos sueltos de dientes maxilares; en los
restantes casos se realizd extraccion de los maxilares, segin se
describe:

Se efectud un corte longitudinal, mediante el empleo de un
bisturi desde la comisura labial hasta |la zona de la ATM. Con una hoja
de bisturl se separan las partes blandas y se cortan los ligamentos de la
articulacion. |

El maxilar superior se corta mediante una sierra electrica de
diseccién, siguiendo una linea paralela a la oclusién, sobre los apices
dentarios.

Los maxilares, después de ser retirados de los restos
cadavéricos, fueron limpiados, manualmente en principio y después
con la aplicacién de Hidréxido sédico 1,5 M. en ebullicidn.

2.Radiografia oral.
La limpieza de los maxilares, facilita su manipulacién y

obtencidn de radiografias seriadas.

Se realizaron radiograffas en todas las muestras con
excepcién de los casos nimeros 9 y 11, que son créneos con ausencia
del maxilar Inferlor y sin patologias visibles. Tampoco s@ obtuvo
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radiografia en el caso nim. 5, el créneo carbonizado de una mujer, que
se investigo la posible existencia de una prétesis total.

Estas radiografias, se obtuvieron con equipos de radiograffa
oral, con un tiempo de exposicién de 0,20 segundos y 60 Kv.

Se presto especial atencién a la existencia de patologias,
obturaciones y prétesis removibles, facilmente identificables.

3. Estudio de prétesis

El caso numero 3, corresponde a los restos carbonizados de
un hombre. En las proximidades del cuerpo se encontraron los restos
metélicos de una prétesis parcial removible construido en metal-resina,
de la que se habia destruido este Ultimo material,

Eil cadaver nimero 5, se identificd como de una mujer joven,
del que después de separar los tejidos carbonizados que cerraban la
boca casi herméticamente, se logré extraer una prétesis total superior
fabricada con resina, que a pesar del fuego estaba perfectamente
conservada para su identificacién,

4. Superposicion de Imdgenes.

En los cuerpos nimeros 6 y 8 se realizd un estudio de
superposicién de Imagenes, comparando los resultados obtenidos del
cadaver con fotograffas familiares.

Nuestro procedimiento fue totalmente manual: Primeramente
se obtuvo una reproduccién de la fotografia familiar, hasta alcanzar una
medida aproximadamente natural, empleando los dientes delanteros
como referencia comparativa.

El negativo obtenido se colocé sobre el visor de la camara
profesional 9x12 (Sinar). A través del visor y el negativo de la fotograffa
ante-mortem se iluminaba la imagen del craneo colocado ante el
objetivo de la cdmara. De esta forma se acomodaron las dimensiones
de la fotograffa del caddver, con la anterior, para lograr la perfecta
superposicion. . )
En el primero de los dos casos citados, aparecian

pag. 96




Material y método

malposiciones y ausencia de un incisivo central, que facllitaba la
superposicion. En el segundo, se vefan unas estriaciones verticales en
la cara vestibular de los incisivos que también mejoraba los resultados.

Ambos casos fueron complementados con otros métodos. En
el primero de ellos, se realizé un estudio dactilar un mes después y el
citado con el numero 8, se completé con el andlisis de ADN.

5. Estudio de ADN,

En todos los casos investigados a partir de 1994, se realizé
andlisis de ADN.

En el caso nimero 7, perteneciente a un cadéver totalmente
calcinado, se fragmentaron las raices de los dientes 33 a 36, de donde
se extrajo muestra suficiente para estudio de ADN, segun el método
descrito en los casos experimentales.

En los casos numeros 8 y 14, ademds de obtenerse muestra
pulpar, ante la posible insuficiencia de la misma, se extrajo ADN
procedente de un hueso largo. Para éllo, se redujo el contorno exterior
de la zona central de un femur, con una anchura de un cent/metro. Esto
se hizo, utilizando una fresa de diamante de tallado, acoplado a turbina
de alta velocidad y refrigeracién por agua. (Kavo). Después de cortar
este anillo 6seo, se aplicé la fresa de tallado, en la zona medular del
hueso. Esto se hizo para retirar las capas con posible contaminacion
externa.

La masa obtenida, se pulverizé hasta reducirlo a polvo, con
un molinillo de laboratorio. Después se traté con EDTA disédica 0,5M,,
durante un mes, hasta quedar totalmente descalcificado y proceder a la
extraccién de ADN con fenol/cloroformof/isoamilico, segin el metodo
descrito anteriormente.

En los restos fragmentados del caso nimero 10 que habian
sido radiografiados anteriormente, no se pudo obtener muestras de ADN
debido a la destruccién que presentaban por el fuego.

En los casos con los nimeros @ y 11, previamente a la
extraccién de piezas dentales para estudio de ADN, se realiz6 un
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andlisis craneométrico completo, con determinacién de indices
cefélicos, que permitieran determinar datos referidos a raza, edad
aproximada y sexo.

5.3.3. METODO ESTADISTICO

Estudiamos los resultados estadisticos de las muestras
experimentales.

Con los procedimientos estadisticos empleados pretendemos
analizar el efecto de tres factores diferentes sobre la concentracién de

ADN extralda, medida en ngr/ul.

El andlisis estadistico del presente trabajo se llevé a cabo con
el paguete estadistico SPSS/PC+ versién 4.0. El planteamiento
comprende un grupo control de 22 muestras no sometidas a tratamiento
alguno, y dos grupos tratados de dos maneras distintas: exposicion de la
muestra a 2002C y tratamiento con hidréxido sédico. Dentro de cada uno
de los tratamientos, asfi como en las muestras control, tenemos otra
fnformacién relativa al tipo de diente (molar, premolar, incisivo y canino)
y a su ubicacién maxilar ( superior o inferior). Tanto el tratamiento (tres
clases diferentes si tenemos en cuenta el control) como el tipo de diente
{cuatro clases) como la pertenecencia a uno u otro maxilar, determinan
K grupos distintos segun las combinaciones de factores.

Pretendemos conocer si hay o no diferencias entre:

- Las muestras del control con respecto a cada uno de los
tratamientos (200°C y NaOH).

—~ Dentro de los tratamientos, sl influye por un lado el maxilar
donde se encuentra el diente y por otro lado el tipo de diente sobre el
que se realiza la extraccién.

~ Las posibies interacciones que, dentro de los tratamientos,
hay entre la pertenencia a uno u ctro maxilar y el tipo de diente.

Este estudio, méas general, se ve restringido por la ausencia de
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Informacion relativa al maxilar en el caso de las muestras tratadas con
NaOH.

Una vez determinada la amplitud de nuestro estudio, queda
por determinar cual es el procedimiento estadfstico Idéneo. En principio,
vamos a emplear el analisis de la varianza de clasificacién doble o
simple segun corresponda. Este andlisls es una técnica gue nos
permite, entre otras cosas, comparar las medias de dos 0 mas grupos de
manera simultanea (para un estudio detallado de los fundamentos del
andlisis de la varianza véase Sokal y Rohlf, 1986) y por ello, es una
herramienta adecuada para nuestros fines. Previamente serdn
estudiados los supuestos tedricos de dicho tipo de analisis, a saber:

~ Que las K muestras de n individuos, que forman los K
grupos que constituyen el analisis sean representativas de la poblacién
de referencia. |

~ Que la media muestral de cada grupo, correspodiente a la
variable dependiente, se distribuya normalmente. Esto suele ocurrir
cuando el nimero de Individuos por grupo es mayor de 30 (n>30) o
cuando es menor de 30 pero la variahle dependiente se distribuye
conforme a una normal en la poblacién de referencia. Como nuestros
grupos no son todos mayores de 30 habrd que hacer antes las
comprobaciones de normalidad oportunas.

— Que las varianzas de todos los grupos sean homogéneas.
Esto es lo que se conoce como homocedasticidad.

En vista de que la muestra ha sido elegida al azar, vamos a
suponer la representatividad de la muestra, por lo que s6lo tendremos
en cuenta los criterios de normalidad y de homocedasticidad.

Para estudiar la normalidad, vamos a estudiar los parametros
correspondientes a asimettia y kurtosis propios de la distribucion
normal. Ya que la asimetria y la kurtosis (grado de "aplastamiento” de la
curva con respecto al eje de las X) de una distribucién normal perfecta
son 0, en otra distribucién cualquiera, dichos pardmetros fluctuaran en
tomno a 0 debido tnicamente a errores de muestreo. Consideraremos
que la curva es normal si se cumple esta condicién. Asf mismo, el criterio
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de homocedasticidad lo evaluaremos mediante una F de Bartleti—Box
que contrasta la hipotesis nula de que no existen diferencias
significativas entre las varianzas {Norusis, 1988; Alvarez, 1994).

En caso de fallar alguno de los dos criterios, desecharemos el
analisis de la varianza y las comparaciones las estudiaremos mediante
pruebas no paramétricas, en concreto comparando simultdneamente las
distribuciones de K variables continuas mediante una prueba de
Kruskal-Wallis (Alvarez, 1994),

En los casos en que se cumplan los supuestos tedricos se
procedera a un analisis de la varianza.
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6. RESULTADOS

6.1. Primer grupo experimental:

Para el primer grupo, correspondiente a los 62 dientes
antiguos, procedentes de un accidente aéreo, que habian sido
sometidos a la accién de la sosa, para limpiarlos de tejidos blandos, se
obtuvieron los siguientes resultados, que se detectaron con lampara de
luz ultravioleta (Ver ilustracion nim, 6 con algunos ejemplos):

-~ En 6 casos no se pudo extraer tejido pulpar para realizar los
estudios, porque aparecieron los conductos radiculares totaimente
vacios y resulté infructuoso el intento de raspar las paredes Internas.

.- En otros 4 casos se obtuvo una cantidad miima de tejido
blando de las paredes internas del conducto radicular, mediante
raspadura, pero no se logrd extraer cantidad alguna de ADN,

.- En 4 muestras se extrajo ADN muy degradado, en cantidad

menor a los 5 ngr,/ul. de concentracién.
.- En los restantes 48 dientes, se alcanzaron cifras de ADN

mayores a los 5 ngr./ul, encontrando 10 de las muestras muy
degradadas, 30 poco degradadas y 8 sin degradar nada. (Ver tabla)

cantldad sin degradar | algo degrad.  Imuy degrad. | TOTAL

nada 0 0 o 10
menor de 5 0 0 4 4
mayords 5 8 30 10 48
TOTALES 82

Esquema nuam. 1. Ndmero de muestras del 12 grupo experimental, con detalle de!
ADN exiraido , expresado en ngr/ul. de concentracién.
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6. 3. Casos forenses.

La comparacién de imagenes radiolégicas obtenidas de los
cadaveres con otras procedentes de tratamientos conservadores,
permitié la identificacién positiva de los casos nimeros 1,2, 4,10, 12,13
y 14.

Los descritos con los nimeros 2 y 10, lo fueron
principalmente por la persistencia del material de endodoncla en los
conductos, a pesar de la casi total calcinacién de los restos.

En el caso nimero 2, que correspondia a un cadéver
carbonizado, se descubrieron conductos endodonciados en la pieza 46,
pero no se recupero la radiografia Ante-mortem, realizada durante el
tratamiento, por no conservarla el facultativo que lo habfa hecho. Sin
embargo se logré obtener una radiografia lateral de craneo, procedente
de un hospital, que sirvié para comparar con las imagenes post-mortem,
con resultado positivo.

En el caso nimero 14 se presentaron divergencias entre la
historia clinica aportada por el facuitativo que habfa realizado
tratamientos y nuestras observaciones. En la historia clinica figuraba
endodonciado el 46. En los restos cadavéricos aparecia una protesis
fija de metal porcelana entre el 45 y 47, con ausencia de 46.

La recuperacién de las radiografias realizadas durante el
tratamiento, permitieron la plena identificacién, al coincidir las imagenes
de las restantes plezas existentes, suponiendo que se habia omitido en
ta historia clinica la extraccién de ese molar endodonciade y su posterior
restauracion con el puente fijo.

Los casos numeros 3 y 5 fueron identificados mediante el
estudio de proétesis removibles. Ninguna de éllas presentaba ninguna
marca especial que individualizara al portador o su fabricante.

El caso numero 6 se investigé positivamente mediante
superposicién de imagenes. Después de dos meses se lograron
regenerar los dibujos papilares de los dedos y fue ratificada la

identificacién por dactiloscopia. | )
Los casos 7 y 8 fueron resueltos mediante estudios de ADN
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en tejido dentario el primero de éllos y dentario y 6seo el segundo de los
citados.

En los casos nimeros 13 y 14 se extrajo ADN (en el 13
dentario y en el 14 dentario y 6seo), con resultado positive, pero sirvié
para confirmar el método radiolégico que resolvid la investigacién de
forma rapida y precisa.

Por dltimo, los casos 9 y 11 no fueron identificados. La
extraccion de ADN en estos dos cadaveres resultd infructuosa por
degradacidén de la muestra.(ver tabla).

ADN. _{RX SUPER. |PROT. | DACT, 1IDENT_ i NQIDEN
num.1 X ), S SO
num.2 SN NS RSSO SN NP . SO SN
num.3 1, S S .. SN N
NUMA b, SN SRS NN WO SR
10T 7= TSN SO SO I b, S , S R, _
T A D SN W 20 meti X....
num.7 ), ST VN O O W ), S )
num.8. i Xt 2t mebl il ) SR R
L[V = DO S S
num.10 X ) SR N
10T N RN SO AT SO SO X
num,12 b, ST IS NUTUN S, S S
num. 13 522 met ! X e b, ST
num. 140228 met.t X ke b e ) S
TOTALES {2 (2) 7 1(1) 2 1 12 2

Esquema ndm. 3. Cuadrorepresentativo de los procedimientos empleados en los
casos forenses analizados. Las letras “X” representan ef procedimiento empleado.
Cuando se han identificado mediante dos sistemas diferentes, aparece encerrado en
paréniesis ef segundo métoclo, que slempre sirvié para ratificar el anterior.
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llustracién num. 8. La cantidad de ADN extraido lo hemos cuantificado con lampara
de luz Ultravioleta, observando la concentracion y en algunos casos las las colas de
degradaciéon que aparecen.
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Resultados estadisticos.

En primer lugar se ha llevado a cabo la
comprobacién de los supuestos tedricos del andlisis de la varianza, En
la tabla 1.1 pueden verse los resultados del "test" de Bartleti~Box (valor
del estadistico F y su probabilidad) para estimar la homocedasticidad
entre los grupos determinados en cada comparacion:

Tabla 1.1
ESTUDIO F P Rechazo Ho i

Muestras control
frente a muestras

expuestas a 200%c. 134.099 0.000 ]
Muestras control

frente a muestras

tratadas con NaCH 57.723 0.000 Sl

Muestras expuestas
a 200 2C, frente a muestras
tratadas con NaCQH 26,282 0.000 Sl

Dentro del grupo expuesto
a 200%C., variacién entre
maxilar sup. e inf. 1.689 0.000 NO

Dentro del grupo
expuesto a 200°C,,
variacion respecto
del tipo de diente 2.114 0.009 sl

Dentro del grupo tratado
con NaOH, variacién
respecio del tipo de
diente. 0.848 0.469 NO

Sélo dos de los seis andlisis propuestos cumplen el supuesto
de homocedasticidad. A continuacién, en la tabla 1.2, vamos a ver los
parametros de simetria y kurtosis de la distribucién de la variable
dependiente para las poblaciones determinadas para cada factor y para
la poblacién completa.
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Tabla 1.2
Factor Niveles Asimetria Kurtosis
del factor
Tratamiento; Control 1.767 2.397
200°C, 1.286 2.439
NaCH 1,585 2.469
Ilpo de_ Molar 3.269 11.089
dlente: Premolar 1.900 3.340
Incisivo 1.455 1.439
Canino 1,589 3.413
Maxllar: Superior 3.450 12.116
Inferior 3.625 17.176
Muestra total: 4044 20,395

La mayor parte de los valores de |a tabla estén proximos al 0
(valores entre 1 y 3.5). Sin embargo hay valores elevados de Kurtosis
en cuatro casos. Esto quiere decir que la curva se aleja de |a forma ideal
de la distribucién normal para hacerse "picuda”. Ademds, los valores
obtenidos para la muestra global son mas elevados de lo que cabria
esperar. En estas condiciones, y teniendo en cuenta los valores de F de
la tabla 1.1, debe desecharse la estadistica parametrica, optando mejor
por una prueba de Kruskal-Wallis. En la tabla 1.3 se observan los

valores del estadfstico X2 y de P para dicha prueba en los mismos tipos

de analisis de la tabla 1.1:
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Tabla 1.3

__Estudlo x2

Rechazo Hoy

Muestras control
frente a muestras
expuestas a 200°C. 40,082

Musstras control
frente a muestras
tratadas con NaOH 27.905

Muestras expuesias a
2000C. frente a muestras
tratadas con NaQOH 2,723

Dentro del grupo
expuesto a 200°C.,
variacién entre maxilares 0,000

Dentro del grupo

expuesto a 200°C.,

varlacion respecto del

tipo de diente 1.780

Dentro del grupo tratado

con NaOH, varlacién

respecto del tipo

de diente 4,213

0.000

0.000

0.098

0.9896

0.619

0.237

Sl

S

NO

NO

NO

NO

Después de estos seis andlisis, restarfa comparar, dentro del
conjunto de muestras expuestas a 200°C (carecemos de datos al
respecto en el caso del NaOH), la posible interaccion del tipo de diente
con la pertenencia a uno u otro maxilar, Esto es un analisis de la
varianza de doble via (hay dos factores que interaccionan) que hemos
realizado a sabiendas de que, aunque los supuestos del analisis de la
varianza se han de cumplir también para cualquier estudio multitactorial,
no es recomendable hacerlo a la vista de los resultados de las tablas 1.1
y 1.2. En este caso, el estadfstico F que evallia la interacclén entre los
dos tipos de efecto (maxilar y tipo de diente) vale 1.173 que implica una
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probabilidad P de 0.328 (ver tabla 1.4). El resultado indica que no hay
interaccién y que, en consecuencia, los dos factores no infiuyen
conjuntamente sobre la concentracién de ADN.

Tabla 1.4

** % ANALY SIS OF VARIANCE #* % *

GRAMOS
BY DIENTE
MANDIE (PARA CADA TIPO DE DIENTE - MAXILAR SUP. O INF.)

Sum of Mean gignit

Source of Variation Squares DF Sguare F of F

Main Effects 198.135 4 49.534 .780 .542

DIENTE 187.992 3 62.664 .987 .405

MANDIB .131 1 .131 .002 .964
2-way Interactions 223.427 3 74.476 1.173 .328 §
DIENTE MAXILAR 223.427 3 74.476 1,173 .328

Explained 421.563 7 60.223 .949 .477
Residual 3681.058 58 63,467
Total 4102.621 65 63.117 .

B ]
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los dientes procedentes del
accidente aéreo, nos han permitido comprobar que los procedimientos
habitualmente empleados en la limpieza de los restos cadavéricos, para
liberar los maxilares de partes blandas adheridas, como es la aplicacién
de sosa al 6% en ebullicidn, no dificulta la extraccién de ADN con fines
identificativos, lo cual facilitard la reduccidn de esas cifras de cadédveres
no identificados que recogemos en la bibligrafia consultada y en nuestra
propia experiencia en los siniestros investigados.

' Los resultados negativos obtenidos en 10 muestras del
siniestro, no invalidan nuestros objetivos, puesto que desconocemos
con exactitud la procedencia de cada diente y el grado de carbonizacién
del cuerpo al que pertenecid, suponiendo ésta la causa de los malos
resultados en esos 10 casos.

En los dientes sometidos a la accién del calor, disminuye la
cantidad de ADN considerablemente, respecto a lo obtenido de
muestras recientes, pero solamente el 8,25% de las muestras presentd
cantidad insuficiente ¢ nula de ADN para el estudio.

Los resultados negativos obtenidos en 8 dientes,
corresponden con piezas cariadas, donde supuestamente el calor ha
afectado directamente al tejido pulpar, que ya se encentraba degradado
por la patologia existente.

Los autores consuiltados, sefialan que a partir de los 175
grados, comienzan a aparecer algunas leslones en dientes
unirradiculares (Basauri, 1977). En los dientes aislados que tuvimos a
250 C., durante 15 minutos, hemos comprobado la afectacién de su
tejido pulpar, Por este motivo hemos centrado la investigacion en los
200 °C., durante 15 minutos.

A esos 250°C. pudimas observar algunas variaciones de
color. |

Respecto a los casos forenses analizados, debemas sefialar,
que los hemos escogido, por considerar que tienen todas las
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caracteristicas generales que resultan en siniestros con grandes
traumatismos y cadaveres calcinados.

En estos cadaveres, la investigaciéon de ADN fue positiva en
los carbonizados, siempre que los dientes se rescataron en buenas
condiciones de analisis. En el caso numero 10, ya descrito, fue
infructuoso. Esto demuestra que la temperatura muy slevada imposibilita
el estudio de ADN.

Hemos observado claramente la evolucion de los métodos
forenses, investigando et ADN en los casos mas recientes,
paralelamente a su aplicacién en otros campos de la analltica forense.

Hemos tratado de comparar nuestros resultados con los
obtenidos por autores descritos en la bibliografia, y con alguna similitud
en las muestras y métodos, pero las condiciones no son exactas, por lo
cual no podemos utilizar sus resultados como patrones comparativos,

Asi, por ejemplo vemos que Gill y Jefreys, citados
anteriormente, realizaron un ensayo con dientes supuestamente
quemados, pero en su trabajo, hablan de incineracion, manteniendo las
piezas dentarias a 2,5 ¢cm. de la llama de un mechero bunsen y
solamente duerante 2 minutos. Nosotros tuvimos la muestra durante 15
minutos.

Los investigadores citados en nuestra bibliografla, ccinciden
casi plenamente con nosotros en la utilidad del procedimiento de
extraccion de ADN con fenol/cloroformo/isoamilico.

En los casos forenses aislados, hemos podido comprobar la
afectacién de los agentes atmosféricos sobre el ADN. En los restos
sumergidos en agua de mar, se pierde totaimente y en restos afectados
por el aire, lluvia y calor, también se encuentra totalmente degradado.

En estos resultados colncidimos con los autores que han
manejado muestras similares. Asi, per sjemplo, en los grupos
investigados por Alvarez (1995), también sefala que los sumergidos en
agua dieron resultados muy pobres, con solamente un 25 % positivo tras

6 meses de antigliedad.
Tampoco Chen (1994) obtiene buenos resultados en
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condiciones de sumersién durante 10 semanas

En el caso forense descrito con el nimero 11, se logré
fenotipar la muestra, pero los resultados, no fusron aceptados como
positivos, ante la sospecha de una contaminacién con ADN externo.

Los investigadores consultados, insisten en Ia necesaria
proteccion de las muestras y citan que en técnicas tan sensibles como la
PCR, pueden presentarse falsos positivos por esta causa (Kwok y
Higuchi, 1989).

La contaminacidn externa puede suceder en el primer
momento de la manipulacién, al obtener la muestra pulpar. El
procedimiento gue hemos seguido , lo consideramos bastante efectivo,
sin peligro de contaminacion externa, puesto que al golpear la zona
radicular, producimos un estallido, sin contactar nuestro mazo con el
interior de la raiz, que luego es abierto, mediante instrumentos
punzantes, debidamente esterilizados.

Consideramos que nuestro procedimiento es més fiable que
el sefalado por algunos autores descritos en el apartado de
Fundamentos, que sefialan adecuado el cortar horizontalmente el diente
en la zona cervical. Creemos que en ese procedimiento, el instrumento
de corte, una vez que se ha contaminado con las paredes externas de la
pieza dental si no estd debidamente limpia, puede arrastrar la
contaminacién externa al interior, con la misma cuchilla de corte.

Igualmente consideramos nuestro procedimiento mas seguro
que el descrito por Cerén, Garcia y Martin, {1991) en sus trabajos sobre
grupo sangulneo, mediante molturacion de la pleza dental.

La craneometria y dentometria como procedimiento
orientativo, permite el primer pasc en las investigaciones sobre
personas desaparecidas, haciendo grupos de estudio en los casos no
resusltos.

En situaciones diffciles, donde el ADN genémico ha quedado

destruido totalments, el material de endodoncia y otros tipos de

restauracién, persisten y permiten completar la identificacién. N
La radiograffa oral debe mantenerse como procedimiento
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habitual en |a identificacién de cadaveres, puesto que es sencilio, rapido
y efectivo, sustituyendo incluso al analisis de ADN, siempre que se
tengan elementos comparables Ante-Mortem.

Los conductos tratados endoddnticamente encierran un gran
interés para la identificacién de cadéaveres, como lo evidencia el caso
forense descrito con el nimero 10, en el que la musestra dental quedd
reducida a cenizas, manteniendo perfectamente cerrados y visibles
radiolégicamente la gutapercha utilizada en 1a restauracion.

Esto evidencia la necesidad de mantener los archivos
radioldgicos en la historia ciinica del profesional, cuya ausencia, pudo
haber dificultado la identificacién de los restos cadavéricos descritos en
ol caso forense niimero 2, que se compararon positivamente con una
radiograffa lateral de cranec existente en un hospital, al faltar las
realizadas durante un tratamiento de endodoncia.

La superposicién de iméagenes fotograficas puede ser una
técnica de utilidad, siempre que se visualicen los dientes del sector
anterior , pero consideramos que tiene algunas limitaciones respecto a
su efectividad.

En los dos casos aislados, en los que hemos empleado la
técnica de superposicién, hemos apoyado las conclusiones positivas
por la existencia de algunas patologlas o alteraciones morfolégicas de
los dientes que se veian directamente.

Consideramos que de no existir estas particularidades
habrfamos tenido dificultades para la identificacién, que en nuestros
casos, ha sido complementada ademds por otros métodos mucho mas
individualizadores.

Discusién de resultados estadisticos:

La conclusién que se desprende de todo esto es que existen
diferencias entre el ADN obtenido en las muestras control con respecto
a los dos tratamientos considerados (200°C y NaOH), no difiriendo
dichos tratamientos cuando se comparan entre si.

Segun el andlisis de la varianza de doble via, y vistas las
salvedades que hemos apuntado, ni el estar en uno u otro maxilar ni el
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trabajar con uno u otro tipo de diente tiene que ver con la concentracion e
de ADN. Falta, dentro de los dientes expuestos al tratamiento con sosa, |
la informacion relativa a si pertenecen a uno u otro maxilar. Si se tuviera

esta informacidn podrian estudiarse los tratamientos frente a la situacién

en la mandibula, aunque el resultado que cabria esperar es que no

hubiera interaccion entre los dos factores (maxilar y tratamiento),

influyendo sélo el tratamiento.
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8. CONCLUSIONES

1. En los restos dentarios, procedentes de un siniestro
ocurrido hace 12 afos, se ha lograde extraer ADN en suficiente
numero de casos y cantidades, para concluir que el estudio resulto
positivo.

2.- En los dientes sometidos a la accidn del calor, a 200 ¢C.,
durante 15 minutos, se obtuvieron cantidades de ADN suficientes para
el andlisis. (Fue positivo en el 87,87% de los casos).

3.- La conclusién que se desprende de los resultados
estadisticos es que existen diferencias entre el ADN obtenido en las
muestras control con respecto a los dos tratamientos considerados
(2002C y NaOH), no difiriendo dichos tratamientos cuando se comparan
entre sf.

4.-De los resultados estadisticos se deduce lo siguiente:

- Por un lado, es importante seleccionar una muestra
adecuada, apta para el andlisis de la varianza, a fin de poder hacer
interaccionar variables simultdneamente. Esto solo puede lograrse
aumentando la muestra hasta que se cumplan los supuestos tedricos.

— Finalmente, hasta los 200%C, la cantidad de ADN obtenida
es la misma, estadisticamente hablando,‘ que la obtenida en el caso del
NaOH, no influyendo ningun otro factor (ni el tipo de diente ni su
situacién en el maxilar).

5. La obtencién de la muestra pulpar a partir de la
fragmentacién de la raiz, constituye un procedimiento simple y fiable,

6.- Estos resultados evidencian la importancia del andlisis de
ADN en cadéaveres calcinados y con grandes traumatismos, y su
evolucién actual, pero debe mantenerse como alternativa para los
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casos que no pudieran ser resueltos por procedimientos odonto-
estomatolégicos mas simples y rapidos, como son la radiografia oral y el
estudio de prétesis .

7.- Los equipos de investigacién de Grandes Catdstrofes, deben contar
con la figura del Odonto-estomatélogo experimentado en estas técnicas
anallticas.

8.- Las historias clinicas deben contener la totalidad de los datos
referentes a sus pacientes, conservando las radiografias el mayor
tiempo posible.
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9. RESUMEN

La investigacion de victimas de siniestros, presenta aspectos
particulares, por las grandes destrucciones o calcinacion de los
caddveres, que dificultan su identificacién por métodos habituales.

Igualmente en los cadaveres que aisladamente aparecen en
la préctica forense, aparece destruccidén o carbonizacién, que hacen
muy dificil la investigacién.

En los numerosos casos de etioclogfa criminal que
habitualmente se investigan, los autores del hecho, tratan de
imposibilitar la identificacién de su victima, al ser el eslabdn que les une
a éllos. Es frecuente la aplicacién de sustancias combustibles, como la
gasolina, y posterior incendio del cuerpo, para hacer desaparecer todo
vestigio de identidad positiva.

La boca es una camara cerrada y bafiada por el medio liquido
que proporciona la saliva y permite rescatar los dientes en condiciones
adecuadas para su estudio, a pesar de estar el resto del craneo
totalmente destruido por 8l fuego.

£sa humedad de la cavidad oral, permite rescatar prétesis
fabricadas en resina acrflica, que en otras condiciones resultarfan
totalmente destruidas.

Incluso en situaciones mas extremas, el armazén metalico de
prétesis removibles, soporta temperaturas tan elevadas gue permite su
andlisis correcto.

La persistencia en estas situaciones extremas, de
restauraciones cavitarias y tratamientos endoddnticos, hace necesaria
la realizacién de radiografias intraorales de forma sistematica en todos
los cadéveres.

La Incorporacién de nuevas técnicas, como es |a
investigacién del ADN gendmico o mitocondrial, serd un complemento
de los restantes métodos de identificacién odontolégica, imprescindible
para situaciones extremas, en los siniestros y en cadaveres calcinados o
muy destruidos de casos aislados. -

Las muestras que hemos analizado, pueden ser modelo claro
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de las situaciones extremas que generalmente encontrames en la
practica forense.

El primer grupo de dientes analizados, pertenece a
cadéveres ya identificados, en un accidente aéreo, donde los cuerpos
sufrieron grandes traumatismos y quemaduras. En esta muestra,
conservada durante 12 afios, en condiciones adecuadas de proteccion,
hemos comprobado la eficacia de la extraccién de ADN, a pesar de que
los dientes estuvieron sometidos a la accidn de la sosa caustica en
ebullicion.

El segundo grupo, trata de simular las condiciones reales que
presentan los dientes después de sufrir el cadaver una carbonizacién,
También hemos demostrado la posible extraccion de ADN en esta
situacién extrema,

En el tercer grupo, constituido por 14 casos forenses,
diferentes, en los que predomina la calcinacién, demostramos la utilidad
de los procedimientos odontolégicos en general, destacando la
radiografia oral, con la evolucién progresiva de las técnicas de ADN
obtenido de muestras dentales.

Nuestros resultados, demuestran claramente la necesaria
presencia del odonto-estomatélogo forense en los grupos de trabajo de
necroidentificacién.
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Anexos: Tablas y gréficas

tablas descriptivas.

N |TIPO DIENTE [CANTIDAD ADN DEGRADADO
1| Canino 16 ngr./microl. |poce degra.
2|Prem. No aparece ADN
3|Prem. 3 ngr/mlcrol. muy degrad.
4| Canino 20 ngr./microl. |poco degrad.
5[1 Molar 10 ngr./micrel. |muy degrad.
6]1 Molar 10 _ngr./mierol. |muy degrad,
712 Molar 20 nar./migrol. |poco degrad,
8| Canino 10 _ngt./milcrol, {sin degrad,
9| Canino 30 ngr./microl | poco degrad.

10j2 Molar 4 ngt./microl. muy degrad.
11|1 Molar 30 ngr./microl |muy degrad,
12]Ine.lat. No aparece ADN

13|Inc. Centr 10 ngr./microl |poco degrad,
14| Canino 15 par./micrel. |muy degrad,
15/|2 premol, sin_muestra

16[1 Molar 40 ngr./microl. |poco degrad,
17!Inc. Centr 20 ngr./microl. [poco degrad,
1 8(Canino 60 _ngr./microl. |poco degrad,
19(Inc, lat, 10 ngr./microl. _[poco degrad,
20{Inc. lat. 5 ngra./microl. |sln degrad,
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NI__\TIPO DIENTE | CANTIDAD ADN_DEGRADADO
21(inc. lat, sin_muestra
22|inc. central 16 ngr./micrel, |poco dsgrad.
23|1 premclar 25 ngr./mierol, |pogo degrad,
24| canino 2_ngr./micral.  Imuy degrad.
25/1nc. lat. 10 _ngr./miecrol. |muy degrad.
26|inc. lat, 10 nar./microl, |poco degrad,
27[1 maol. No aparace ADN
282 molar 20 _ngt./microl. ipoco deqgrad.
29|inc._central 130 ngr./microl. |poco degrad.
30|inc. central 10_ngr./mlcrol. |poco degrad.
31iInc, ceantral sin_muestra
32)1_premoiar 30 ngr./microl. | poco degrad,
332 premolar 10 ngr/mierol. |sin degrad.
34(3 molar 10 ngr./microl. {poco degrad,
35/Inc, lat. sin_muestra ]
38| canino 15 ngr./mlerol. |poco degrad.
37|2 molar 5 ngr./microl, |sin degrad,
38(2 premol. § ngr./mierol, |pogo degrad,
39| canino 10 ngr/mlcrol. |poco degrad.
40|inc. central 25 ngr./microl. |poco degrad.
41|Inc., central 10 _ngr./microl, [poco degrad.
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N TIFO DIENTE |CANTIDAD ADN_DEGRADADO

\_ 42]inc. central 40 _ngr./microl. | peco degrad.
43|Inc. lat, ]sin_musestra
44:In¢. lat, 5 _ngr./microl.  [muy degrad.
451 premol, 10 ngr./microl. |poco degrad.
48[Inc. lat, 5 ngr./mlcrol.  |sin degrad.
47]1 molar. 10 _ngr./microl. |muy degrad.
48|2 molar 50 ngr./microl. |poco degrad,
49|2 molar 15_ngr./mlcrol.  [sin degrad.
50(Inc. central 70 ngr./microl. |poco degrad.
51|inc. lat. No aparece ADN
52[inc. lat, 10 _ngr./mierol. |sin degrad.
53|2 premol. sin _muestra
54|13 molar 5 ngr./microl, muy degrad,
55| 1 molar 35 ngr./microl, |poco degrad,
56(inc. lat. 10 _ngr./microl. |muy degrad.
57| _inc. central 2 _ngr./mlerol. | muy degrad.
58]inc. central 45 ngr./microl. |poco degrad,
59|lne. central 35 ngr./microl. | poco degrad.
60/1 pramol. 10 _ngr./microl. |sin degrad.
612 molar 5 ngr./microl.  |sin degrad.
62|inc. central 10_ngr./microl. | poco degrad.
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Ne__|TIPO DIENTE _ |CANTIDAD ADN_DEGRADADQ AQN_w_m.zn.zn.e[
112_molar.ini. 10 _ngr./microl. |sin degrad. 40 ngr./miarol,
22 molar sup. 8 ngr./microl, muy degrad, 1558 ngr./mlcroi.
3[1 mol.sup.(caries) |no aparece ADN 20 ngr./microl.
4| 3 molar Inf, 115 ngr./micrel, |poco degrad, 30 ngr./microl.
5| 1 premolar sup. 5 ngr./microl, muy degrad, 15 ngr./microl.

. Blinc, lat, inf. 5 _ngr./mlecrol. poco degrad, 70 ngr./micrel,
712 molar inf. 10 ngr./microl, jsin degrad. 20 ngr./microl.
8|2 mol.sup.(carles) |no aparece ADN 40 ngr./microl.
9/1 molar sup. 15 ngr./microl. |poce degrad, 30 ngr/misrol.
10[{2 premolar Inf, 20 ngr./microl, !muy degrad, 20 ngr./microl.

t1line, lat. inf, 5 ngr./microl.  |poco degrad. 50 ngr./microl.
12|38 mol.inf.{caries} |2 nar/microl, muy degrad, 170 _ngr./microl.
13|2 premolar sup. 15 _ngr./microl. |sin degrad. 70 ngr./mlerol.

1418 molar inf, 10 ngr./microl. |poco degrad. 80 ngr./micrel.

15|3 molar inf, 5_ngr./micrel. muy degrad, 70 _ngr./microl,

16[1 molar sup. 15 ngr./microl. |poco degrad. 40 ngr./mlicrel.

171 1 molar Ini, 30 _ngr./microl. |sin degrad. 70 _ngr./microl.

18]inc. central inf. 20 ngr./microl, [poco degrad. 100 _ngr./mlecrol.
19|inc. lat. inf.{caries) | no aparece ADN 80 ngr./microl,
20|12 mol. inf.(carles.) {8 ngr./mlcrol, | muy degrad. 20 ngr./micrel,
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N°_TIPO DIENTE  |CANTIDAD ADN. DEGRADADO [ADN en mancha
21)1_mol.int.{carles) (4 ngr./microl. muy degrad. 80 ngr./mlcrol.
22|2% premolar Inf. 10 _ngr./micrel, {sin degrad, 50 ngr./microl.
23|Inc. lal. int. 5 ngr./mierol, poco degrad. 40 _ngr./micrel.
2413 mol. Inf, 10 _ngr./mlcrol. lpoco degrad, {60 _ngr./microl.
25/1 mol. Inf.(carles) |2 ngr/microl, muy degrad. 70 nar./microl,
28[2 mol.sup.{ caries} |no aparece ADN 80 ngr./microl.
27|3 molar sup. 15 ngr./mlcrol. |muy degrad. 50 ngr./mlcrel.
28| canino sup. 10 ngr./microl. |muy degrad. €0 ngr./microl.
29]/In¢. lat, sup, 2 ngr/microl, muy dagrad. 200ngr./microl.
30|2 ptem.sup.{caries)|no apareca ADN 40 ngr./microl.
31|1 mol. sup.(caries) [2 ngr/microl. muy degrad. 90 ngr./microl.
32| 2 molar sup 15 ngr./microl. |[poco degrad. 70 ngr./microl.
33[1 prem.inf.(caries) | no aparece ADN
34|2 premol. ini. 10 ngr./microl. |muy degrad, gongr./mlerol,
35| canin.inf, 25 ngr./microl, |[poco degrad. 60 ngr./microl.
36|inc.lat, inf. 5 _ngr./miorol. muy degrad. 150 ngr./milerol,
37!ingc.lat. ind, 15 ngr./microl. jpeco degrad. 80 ngr./microl.
38|Inc. central inf. 10 ngr./microl. | muy degrad. |80 _ngr./microl.
39|2 premol.sup 4 ngrimlcrol. muy degrad, 200 ngr./miorol,
40[1 _mol. sup.(carles) [3 ngr/microl, muy degrad. 125 ngr./microl.
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N°__TIPQ DIENTE . [CANTIDAD ADN, DEGRADADO |ADN en manche
411 molar sup. 1§ _ngr./microl, |poco degrad, 85 ngr./micral,
42|1 mol. Inf{carles) [1-2 ngr/misrol. |muy degrad. 225 ngr./microl, |
43| 2 molar sup. 20 ngr./microl. |poco degrad, 70 ngr./microl,
44|3 molar inf. 15 ngr./mlicrol. | muy degrad, 50 ngr./mlcrol.
4512 mol. Inf.(caries} |no aparece ADN 140 ngr./microl,
46|canin. sup.(caries} |2 ngr/microl, muy degrad. 70 ngr./mlorol,
471 premol. Inf. 5 ngr./microl. poco degrad. 80 ngr./microl,
48|2 molar sup, 40 ngr./micrel. | sin degrad, 85 ngr./microl,
49)|2 premol, Ini. 3 _ngr/microl. | muy degrad. 55 ngar./microl.
5018 molar. inf. 10 ngr./microl, |[poco degrad, 85 ngr./microl.
511 mol. sup.{caries) |4 ngr/microl, muy degrad. 135 ngr./microl,
52{3 molar sup, 15 ngr./migciol. |poce degrad. 150 ngr./microl,
53|1 premol. Inf. 10 _ngr./micrel, |muy degrad. 60 ngr./microl.
54|1 premol. Inf. 8 ngr./microl, poco degrad. 80 ngr./mlcrol.
55(Inc. lal. sup. 3 _ngr/microl, muy degrad. 130 ngr./microl.
56|canin. inf.(caries) |4 ngr/microl, muy degrad, 1580 ngr./mlcrol.
57{1 mol. Inf.(caries) |no aparece ADN 140 ngr./microl.
58|3 molar_Inf, 10_ ngr./microl. |muy degrad. 70 ngr./microl,
59|12 prem.inf.{caries) |5 ngr./mlcrol, poco degrad. 90 ngr./microl.
80| 1 pramol. sup, angr/micrel. muy degrad, 90 ngr./microl,
61|2 mol. inl.(caries) |15 ngr./mlicrol. |muy degrad. 135 ngr./microl,
62|1 molar sup. 20 ngr./microl. |sin degrad. 70 nar./microl,
63|1 molar |nf, 20 ngr./microl. | muy degrad. 260 ngr./mlicrol,
64|3 molar sup, 10 nar./microl. |poco degrad, 250 ngr./microl.
65| Inc. [at, inf. 6 ngr./microl, muy degrad., 100 ngr./microl,
66|2 molar sup. 20 ngr./microl. |sin degrad, 70 ngr./microl.
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[ 1 3 . - a -
nEathNIALVY P LAsS CANHDADES

BTENI!ID E

MUE A
aum. _\TIPQ DIENTE |CANTIDAD ADN!
1jean, Inf, 30 _ngr./microl,
2|inc.lat.in. 20__ngr./microl.
3|1 premol.ind, 80 ngr./microl
4|2 mol. sup. 40 ngr./microi,
§|inc. cantral, inf. |7 ngr./microl.
6|1 mol. inf, 200 _ngr./microl,
7|2 premol. Int. 45 ngr./microl
_ 8/inc. lat. Inf. 60 ngr./microl,
9|1ne.lat,in. 30 ngr./mlcrol. 1
10|11 mol. Inf. 80 ngr./mlorol,
11|2 mol, sup. 150 ngr./microl.
12|inc.lat.In, 40 ngr./microl.
13}1 mol. inf. 20 ngr./microl.
14|2 mol. sup. 180 ngr./microl.
15|1 premol.ini. 40 ngr./mlcrol.
1811 mol, int. 15 ngr./micrel.
1 7|Inc.lat.in, 25 ngr./microl.
18] nc.iat.in, 60 ngr./microl,
19]inc.tat.In. 45 ngr./microl.
20]1 mol. Inf. 40 ngr./microl,
21|2 mol. sup. 200 ngr./mlcrol,
22{1 mol. Inl. 100 ngr./microl.
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GRAFICOS Y PORCENTAJES.
GRUPOS EXPERIMENTALES.

sinnada de ADN. 10 muestras
Menos de 5 ngr/ul. 4 muestras 2.75 ngr./ul
Mas de 5 ngr/ul. 48 muestras 18.75 ngr./ul.

sin nada de ADN, 8 muestras,

Menos de 5 ngr./ul. 14 muestras 2.8 ngr./ul.
Més de 5 ngr./ul. 44 muestras 12.95 ngr./ul,

Proporcion de ADN extraido en muestras tratadas con Sosa,
respecto a las sometidas al calor: 1.44

Se obtlene ADN en 65 muestras con un promedio de 102.78

ngr./ul. (Estos resultados no son comparativos, ya que la muestra no
procede del interior radicular)ce

El promedio obtenido en 22 muestras es de 58,22 ngr./ul.

Relacion entre |a muestra patrén y los grupos
experimentales:

La Proporeién de promedios en el primer grupo es del 33,35

%, raspecto a la muestra patron.
La Proporcién de promedios en el segundo grupo es del
23.03 %, respecto a la muastra patrén,
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SIN MUESTRA | < DE 5 NGR. |> DE 5 NGR.

10 4 48
Rl B R B <o s neR.
40 -

1> oe s NGr.

Grafica nim. 1.- Cantidad de ADN. extraide en el 1° case

eaperimental, expresade en ngrs.[ml
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.sin muestra 16,1%
. menos de 5 ngr. 6,5%
D més de 5 ngr. 77,4%

Grdfica nim. 2.- Poxcentajes abtenidos en la extvaccién de AUDN. del

Pag. 151



sin muestra . menos de 5 ngr.  mas de 5 ngr.
8| 14 a4

.sinmuestra
.menosdeSngr.
DrnésdeSngr.

Grdfice ndm. 3.- Eatvaccidn de ADN. en el segunde case expeximentaf.
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. sin muestra 12,1%
. menos de S ngr. 21,2%
D més de 5 ngr. 66,7%

Grdfice ndm. 4.- Foncentajes obtenidas en la eatvaccidn de ADN. del
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M_JM_MMESE_@EM&%M
2 5 2 2 1 2

M ~on

M rx.0RAL

] rx/ADN

i PROTESIS
B surer./ADN
B NO iDENTE.

Grdfice nim. 5.- Resultades obtenides en los casos forenses.
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B Aon 14,3%

B RX.ORAL 35,7%
CIrx/ADN 14,3%
B proTESIS 14,3%
B suPER./ADN 7,1%
B NO IDENTF. 14,3%

Figura nim. 6.- Poxcentaje de vesultades en las cases aislades.
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