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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo cuantificar el ADN pulpar en dientes molares expuestos
a factores fisicos (altas temperaturas), quimicos (&cido clorhidrico) y bioldgicos (caries
dentales), con fines de interés criminalistico. Se trabajé con 20 dientes distribuidos en cuatro
grupos experimentales (control, fisico, quimico y biolégico), a los que se les aplicaron
tratamientos especificos segin cada condicion. Posteriormente, se realizd la extraccion del
tejido pulpar utilizando un kit comercial de purificacién por columnas de silica y la
cuantificacion se efectu6 mediante espectrofotometria UV/Vis. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante estadistica descriptiva (media * desviacion estandar) y comparaciones
entre grupos experimentales. Los resultados mostraron que el grupo control presentd las
concentraciones mas altas de ADN (31.704 - 86.445 ng/uL), mientras que los dientes sometidos
a altas temperaturas (100 — 500 °C) y HCI (10 % — 37 %) evidenciaron una disminucion
progresiva, alcanzando valores minimos de 0.996 y 1.787 ng/uL, respectivamente. En el grupo
bioldgico, las muestras con caries superficiales conservaron niveles mesurados (hasta 53.847
ng/ul), mientras que las caries moderadas mostraron una reduccion significativa de hasta 1.414
ng/uL. Se concluye que, aunque los factores de degradacion alteran la cantidad y calidad del
ADN recuperado, la pulpa dental sigue siendo una fuente viable de material genético Gtil en

escenarios de identificacion forense.

Palabras clave: ADN pulpar, dientes molares, columnas de silice, identificacion forense,

degradacion dental.
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ABSTRACT

The aim of this study was to quantify pulp DNA in molar teeth exposed to physical (high
temperatures), chemical (hydrochloric acid) and biological (dental caries) factors, for
criminalistic purposes. We worked with 20 teeth distributed in four experimental groups
(control, physical, chemical and biological), to which specific treatments were applied
according to each condition. Subsequently, pulp tissue was extracted using a commercial kit
for purification by silica columns and quantification was carried out by UV/Vis
spectrophotometry. The data obtained were analyzed using descriptive statistics (mean +
standard deviation) and comparisons between experimental groups. The results showed that
the control group presented the highest DNA concentrations (31.704 - 86.445 ng/uL), while
the teeth subjected to high temperatures (100 - 500 °C) and HCI (10 % - 37 %) evidenced a
progressive decrease, reaching minimum values of 0.996 and 1.787 ng/uL, respectively. In the
biological group, samples with superficial caries retained measured levels (up to 53,847
ng/uL), while moderate caries showed a significant reduction of up to 1,414 ng/uL. It is
concluded that, although degradation factors alter the quantity and quality of recovered DNA,
dental pulp remains a viable source of genetic material useful in forensic identification

scenarios.

Key words: pulp DNA, molar teeth, silica columns, forensic identification,

dental degradation.



INTRODUCCION

En una escena del crimen, es frecuente encontrar cadaveres en distintos grados de
deterioro como: mutilacion, putrefaccion o calcinacion, lo que representa un gran desafio para
la identificacion forense (Ferreira et al., 2005). En tales circunstancias, la recoleccion de
material genético se ve limitada, por lo que se recurre a tejidos mas resistentes como los huesos
y, especialmente, los dientes (Clavo & Miranda, 2021). En el contexto de cadaveres calcinados,
el grado avanzado de descomposicion dificulta la recuperacion de ADN, lo que resalta la
importancia de utilizar estructuras capaces de proteger dicho material, como la pulpa dentaria
(Lopez-Palafox, 2002). Al estar rodeada por dentina y esmalte, la pulpa dental acta como una
barrera natural que preserva células con ADN incluso en condiciones extremas. Dentro de las
piezas dentales, los molares son especialmente valiosos para la extraccion genética debido a su

anatomia y volumen pulpar (Briem et al., 2017).

La pulpa dentaria es un tipo de tejido conectivo laxo con abundante irrigacién e
inervacion, lo que, sumado a su alta concentracién y su mayor volumen en comparacion a las
otras estructuras dentales, la convierte en una fuente ideal de obtencién de ADN (Pinchi et al.,
2013). Histol6gicamente, presenta cuatro zonas bien definidas y esta conformada por distintos
tipos celulares como odontoblastos, fibroblastos, células ectomesenquimatosas, macréfagos y
células sanguineas nucleadas, todas ellas con un elevado contenido de material genético
(Velasco, 2013). Entre estas ultimas se encuentran los linfocitos, células plasmaticas,
eosinofilos y mastocitos, cuya presencia se asocia principalmente a procesos inflamatorios
(Malaver, 2002). La mayoria de estas celulas poseen nucleos bien definidos, lo que las
convierte en una fuente rica de ADN genomico, fundamental para su uso en estudios y

aplicaciones forenses (Salcedo & Cobos, 2016).



La cantidad de ADN obtenida a partir de la pulpa dentaria varia considerablemente
segun el tipo de pieza dental, ya sea incisivos, caninos, premolares o molares, debido a factores
como el volumen pulpar, la anatomia interna y la proteccion estructural proporcionada por el
esmalte y la dentina (Sanchez et al., 2019). Entre todos, los molares destacan por ofrecer las
concentraciones mas altas de ADN, superando los 60 ng/uL, gracias a su camara pulpar mas
amplia y su morfologia multirradicular, especialmente en sus regiones distales (Rubio et al.,
2013). Los premolares, por su parte, presentan niveles intermedios, con cantidades que oscilan
entre 40 y 45 ng/puL (Zapico & Ubelaker, 2013). En cambio, los caninos e incisivos, al contar
con un volumen pulpar méas reducido, y por quedar mas expuestos a agentes externos cuando
los tejidos blandos se deshidratan o se retraen, suelen proporcionar cantidades entre 20 y 25

ng/pL (Hervella et al., 2015).

Cabe resaltar que el ADN contenido en los tejidos dentales puede verse
significativamente comprometido por la accion de diversos factores ambientales. Entre los
factores fisicos como la exposicion a altas temperaturas producido en incendios o cremaciones,
pueden desnaturalizar o fragmentar el ADN, dificultando su cuantificacion, ademas de la alta
contaminacion de la muestra (Karkhanis et al., 2009)). En cuanto a los factores quimicos, la
exposicién a sustancias como el acido clorhidrico pueden alterar la estructura molecular del
ADN, degradarlo o inhibir su extraccion durante el proceso forense (Lovon, 2014). Por altimo,
los factores bioldgicos, como las caries o infecciones microbianas, contribuyen a la disolucion
de los tejidos dentarios (Ubelaker & Parra, 2011), ya que generan un ambiente hostil que
favorece la degradacion del material genético debido a la actividad enzimatica y la pérdida de

tejido pulpar (Speller et al., 2012).

En escenas del crimen, la identificacion de cadaveres calcinados representa un desafio

debido a la destruccion de tejidos blandos por el calor; Sin embargo, la pulpa dental, protegida



por estructuras duras como el esmalte y la dentina, se mantiene como una fuente confiable de
ADN para la identificacion forense, reconocida por organismos internacionales como
INTERPOL y la UNODC (INTERPOL, 2025). En este contexto, los dientes molares son
especialmente valiosos por su mayor volumen pulpar y resistencia, factores que favorecen la
preservacion del ADN frente a condiciones adversas. Por ello, este estudio se enfoca en
cuantificar el ADN pulpar en molares expuestos a factores fisicos (altas temperaturas),
quimicos (acido clorhidrico) y bioldgicos (caries dentales), para evaluar su viabilidad como
fuente genética confiable en comparacion con dientes intactos. Con estos objetivos, se busca
proporcionar datos Utiles para peritos forenses, asi como aportar una base para futuras
investigaciones en odontologia forense y criminalistica, optimizando la precision en la

identificacion de victimas en contextos complejos.



CAPITULO 1. DISENO TEORICO

1.1.  Antecedentes

Della et al. (2024) desarrollaron un ensayo de extraccion “Kit Tbone Ex” (DNA Chip
Research Inc.) para obtener ADN de muestras. Ellos muestran dentro de su kit la innovacion al
omitir el proceso de fragmentacion de la muestra 6sea. En este estudio se analizaron un total
de 27 muestras (hueso y dientes) obtenidas de 15 casos forenses, estas muestras fueron
expuestas a diferentes factores ambientales extremos (exposicion por radiacién solar,
inmersién en agua de mar, enterrados, exposicion a altas temperaturas, variaciones de
humedad). Para este ensayo se utilizo el kit TBone Ex antes del kit de extraccion de ADN EZ2
en el instrumento EZ2 Connect Fx, después de la extraccion se encontrd que el 80% de los
casos (22) si obtuvieron perfiles STR autosémicos y del cromosoma Y de alta calidad en un
plazo relativamente corto, demostrando de manera practica la efectividad del kit en la
manipulacion a la vez de varias muestras Oseas, facilitando enormemente el proceso de
obtencion de ADN vy la alta calidad de este material recuperado para analisis genéticos

posteriores en muestras forenses que estan muy deterioradas.

Madhumitta et al. (2024) realizaron una revision sistemética centrada en el papel de
la pulpa dental como herramienta en la identificacion humana forense, considerando los
diferentes escenarios donde la extraccién de muestras se muestra como una tarea compleja por
lo cual se evalGa el uso de la pulpa dental para la identificacion valorando su aplicacion para la
determinacion de datos importantes en la identificacion (sexo, edad y grupo sanguineo). Este
analisis recopilo informacion de estudios previos disponibles en diversas bases de datos
cientificas. Entre los aspectos revisados se incluyen las caracteristicas histologicas de la pulpa,
los métodos para su extraccion y las técnicas analiticas empleadas, como la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR), la deteccion del Corpusculo de Barr, el analisis de amelogeninas y



métodos seroldgicos para tipificacion sanguinea. Los hallazgos destacaron que la pulpa dental
es una fuente estable y resistente de ADN, capaz de conservarse incluso bajo condiciones
adversas. Por ello, los autores concluyen que la pulpa dental es un recurso valioso para procesos

de identificacion forense en casos de desastres masivos o investigaciones criminales.

Chavez B. M. et al. (2023) lograron identificar un individuo adulto expuesto a procesos
de esqueletizacion e incineracion utilizando como referencia el ADN de la pulpa dental
extraido de tres molares de la denticion decidua del sujeto, se extrajo el ADN mediante el kit
de extraccion de ADN forense PrepFiler Express BTA™ que mediante el uso de particulas
magnéticas obtuvo concentraciones > 0.01 ng/ uL de los tejidos duros restantes del cadaver
con el cual se realiz6 el perfil genético mediante el kit multiplex comercial AmpF{(STR ®
Identifiler Plus; mientras que por la tipificacion de las muestras dentales se realizé con los kits
Identifiler y MiniFiler, anteriormente a este paso se realizd todo el procedimiento como las
muestras extraidas del cuerpo. Se calcul6 la probabilidad de coincidencia aleatoria de 1 en 2,70
x 1021 con una probabilidad de paternidad del 99,9999% entre las muestras extraidas del
cadaver y la denticion decidua como muestras de referencia para el reconocimiento,
confirmando la identificacion concluyendo la importancia de priorizar el uso de muestras de
referencia de la presunta victima como fuente de material genético para la identificacion en
este caso particular el uso de dientes deciduos constituyen una fuente altamente estable y

confiable de ADN, especialmente til en situaciones forenses complejas .

Reshma et al. (2022) demostraron que el HCI concentrado disuelve dientes completos
en 24 horas, mientras que el diluido causa erosion gradual, con reducciones significativas en
longitud bucal (p < 0.05), palatal y anchuras mesial/distal, medidas en dias sucesivos. En esta
investigacion se confirman perfiles STR completos solo en exposiciones cortas (8 horas) a HCI,

con perdida progresiva, ya que se observo gue el diente que se expuso a HCI concentrado tuvo



una disolucion rapida mostrando grietas dentales en los 30 minutos, y con ello una disolucién
completa en las 24 h, mientras que el diente expuesto a HCI diluido, su disolucién fue gradual
por lo que su demora fue menor a la del HCI concentrado. Dando consigo una erosion y
disolucién en ambos casos, siendo el esmalte el encargado de persistir ante los acidos. Estas
alteraciones estructurales exponen y degradan la dentina y pulpa, donde reside el ADN,
reduciendo su cuantificacion viable limitando perfiles STR completos tras exposiciones

prolongadas.

Molano (2021) realiz6 una revision narrativa y sistematica sobre los efectos corrosivos
de los diferentes tipos de acidos en la denticion permanente considerando el impacto que
presenta las actividades delictivas donde resalta el uso de &cidos corrosivos para la
desintegracion de evidencias, utilizadas en casos con fines criminalisticos. La revision incluyé
15 articulos sacados de la base de datos PubMed, Embase y Scopus, de los cuales 9 cumplieron
criterios de calidad metodoldgica. Se evaluaron variables como tipo de acido, tipo de diente,
cambios de coloracion, reduccion de tamafio, tiempo de exposicion e instrumentos de
medicién. Los resultados indicaron que el &cido clorhidrico produjo los mayores cambios
destructivos en la estructura dental, generando reduccién significativa del tamarfio alrededor de
las dos horas y disolucién total entre 25 y 48 horas en varios estudios, cabe mencionar que van
a existir diferentes factores que participan en el tiempo y velocidad de desintegracion dental.
Y entre los acidos HCI (37%), HNO3 (65%), H2SO4 (96%), es el &cido clorhidrico el de mayor
potencial que afecta al esmalte dental y con ello la afectacion posterior de la corona y la raiz.
Asimismo, se reportaron cambios macroscopicos mas evidentes en dientes anteriores, aunque
todos los tipos dentales mostraron susceptibilidad variable segtn el agente quimico y el tiempo

de exposicion.



Kadashett V. et al. (2021) analizaron experimentalmente el efecto de A&cidos
concentrados sobre dientes permanentes con fines de identificacion forense. La investigacion,
de disefio in vitro, evalud 30 piezas dentales sumergidas en &cido clorhidrico (37%), acido
nitrico (65%) y acido sulfdrico (96%), registrando cambios morfolégicos y tiempos de
disolucioén. Los resultados mostraron que el HCI produjo disolucién completa entre 18 y 20
horas, el HNO; alrededor de las 16 horas y el H2SOa4 entre 120 y 130 horas, evidenciando
diferencias en la capacidad destructiva y en los patrones de degradacion. Los autores
concluyeron que, pese a la accion corrosiva, los dientes pueden conservar estructuras
reconocibles durante periodos significativos, especialmente en el caso del acido sulfurico, lo
que mantiene su valor en la identificacion humana. Asimismo, destacaron que las piezas
dentales constituyen reservorios importantes de ADN nuclear y mitocondrial, aunque su
calidad y cantidad dependen del ambiente quimico al que hayan sido expuestas. Como aporte
relevante, el estudio sugiere la necesidad de investigar la viabilidad de extraccion y analisis de
ADN en dientes sometidos a acidos concentrados, lo cual sustenta investigaciones orientadas
a la cuantificacion de ADN en molares expuestos a diferentes factores degradativos en el

ambito forense.

Cadenas & Garrido (2020) realizaron una investigacion con el objetivo de evaluar la
influencia de diversos factores en la cantidad y calidad del ADN pulpar utilizado para la
identificacion en Odontologia Forense. El estudio se basé en la recopilacion y analisis de 28
articulos cientificos obtenidos de las bases de datos PubMed y Scopus, evidenciando la escasez
de investigaciones especificas en el area. Se identificaron factores externos, como entierro,
inmersion e incineracion, y factores propios del diente, como el tipo dental, la edad del
individuo, el estado de la pieza y la presencia de dientes temporales. Los resultados mostraron

que las condiciones post mortem ejercen la mayor influencia sobre la integridad y cantidad del



ADN pulpar. Sin embargo, se concluy6 que el material genético extraido de la pulpa dental

constituye una fuente confiable para la identificacion forense.

Lozano P. D. (2020) realizé un estudio en la Universidad de Malaga, Espafia, con el
objetivo de evaluar la cantidad y calidad del ADN en piezas dentales sometidas a diferentes
condiciones de estrés térmico. Se trabajo con 48 dientes obtenidos del Servicio de Odontologia
y Cirugia Maxilofacial de Cadiz. El andlisis incluyd cuantificacion, evaluacion de integridad,
tipificacion y caracterizacion de la degradacion mediante amplificacion de marcadores STR,
ademas de un estudio termogravimétrico acoplado a espectrometria de masas. Las muestras
fueron sometidas a incrementos progresivos de temperatura de hasta 1000 °C y a ensayos
isotérmicos entre 50 °C y 300 °C durante 60 minutos. Los resultados indicaron que el umbral
de cambio detectable en la calidad y cantidad del ADN se presenta a 100 °C en una hora,

mientras que la descomposicion masiva de la estructura dental ocurre entre 350 °C y 400 °C.

Carrasco et al. (2019) evaluaron el rendimiento del método de extraccion de ADN con
el Kit Forense Dental (DFK) y la cuantificacion con InnoQuant HY en muestras dentales
sometidas a condiciones de degradacion. La recuperacion de tejidos dentales, incluyendo pulpa
y cemento radicular, permitié obtener concentraciones de ADN variables, con valores que en
algunos casos alcanzaron hasta 5.7 ng de ADN de cadena larga por muestra, indicando una
calidad suficiente para analisis genéticos. La mayoria de las muestras (77%) presentaron
indices de degradacion moderada a baja, lo que facilitd la amplificacion y secuenciacion masiva
de marcadores SNP y STR. La cuantificacion precisa permitio seleccionar muestras aptas para
los procedimientos posteriores, demostrando la utilidad del método para analizar muestras de
dificil recuperacion y conservacion. Estos resultados evidencian que, mediante técnicas
especializadas, es posible recuperar ADN de alta calidad desde dientes en condiciones

adversas, ampliando las posibilidades en analisis forenses y genéticos.



Spirov et al. (2017) realizaron un estudio experimental con el objetivo de analizar la
obtencion de ADN a partir de diferentes tipos de dientes. Se trabajo con 45 dientes extraidos
en la clinica de cirugia oral de Skopje, empleando la técnica de PCR en tiempo real en tejido
pulpar y en dientes triturados sin pulpa. En una primera etapa se efectué un andlisis
comparativo entre grupos dentales, observandose diferencias morfoldgicas. Los resultados
mostraron que la mayor concentracién de ADN se obtuvo en molares, con 0,230011 ng/ul/g de
diente, mientras que la menor se hall6 en incisivos. Asimismo, el ADN extraido de la pulpa fue
85 veces superior al obtenido de los tejidos dentales duros. El estudio concluy6 que la pulpa

dental es la principal fuente de ADN y que los molares ofrecen los mayores rendimientos.

Alia - Garcia et al. (2015) realizaron un estudio en la Facultad de Odontologia de la
Universidad Alfonso X El Sabio, Espafia, con el objetivo de validar el uso de dientes cariados
como fuente de material genético, comparandolos con dientes sanos. La investigacion incluyé
120 piezas dentales: 60 sanas extraidas por motivos periodontales y 60 con caries que afectaban
la camara pulpar y la raiz. Se analiz6 la concentracion y pureza del ADN mediante la prueba
estadistica de Wilcoxon. Los resultados mostraron que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a la cantidad y pureza del ADN.
Estos hallazgos confirmaron que los dientes con lesiones cariosas contindan siendo una fuente

viable y confiable de material genético para la identificacion forense.



1.2. Bases teoricas

El diente como reservorio de ADN

Los dientes humanos se definen como el conjunto de dientes presentes en un cuerpo
humano en particular, esta personalizacion se basa en las caracteristicas morfoldgicas y de
posicionamiento de cada diente. Franco et al. (2014) presentan dos tipos: el primero, conocido
como deciduo, temporal o caduco, cuenta con 20 piezas; y el segundo, la denticion permanente,
que reemplaza gradualmente a la anterior, con 32 dientes. Ambos tipos contienen 8 incisivos
(cuatro en cada hemiarcada), 4 caninos, uno en cada cuadrante, 8 premolares (4 en cada

hemiarcada) y 8 0 12 molares (dependiendo de la denticidn).

Los dientes son las estructuras corporales mas resistentes, pudiendo permanecer incluso
después de la muerte por los cuales se consideran importantes al momento de almacenar en su
estructura informacion sobre los procesos fisiologicos y patoldgicos que han afectado al
individuo. (Reesu et al., 2014) Los dientes al igual que los huesos como una fuente de ADN de
gran importancia en especial en casos cuando las victimas han sufrido alteracion o destruccién
de otros tejidos, ya que de estas estructuras se puede extraer una valiosa cantidad de material
genético de las células nucleadas que se encuentran dentro de la zona pulpar y conductos
radiculares que estan protegidos de agentes quimicos, fisicos o bioldgicos por la dureza que
aporta la matriz inorganica del esmalte; sin embargo, al momento de seleccionar los dientes
para la extraccién de ADN se tienen en consideracion factores como: mayor tamafio, mayor
namero de raices, menor nimero de restauraciones o dafios los cuales se encuentran en el fondo
de la cavidad oral siendo estos los molares como mejores candidatos para la extraccion (Garcia

& Palafox, 2019).

10



El diente como material de identificacion

Dentro del campo forense se presentan innumerables ocasiones donde los peritos deben
identificar a un individuo ya sea este desaparecido o desconocido, ante ello se utilizan
diferentes herramientas y técnicas que tienen como objetivo mostrar informacién sobre el
sujeto (De La Garza et al, 2019). Se emplean técnicas cualitativas como las entrevistas y
recoleccion de testimonios, analisis de imagenes de vigilancia hasta técnicas mas cuantitativas
como los anélisis antropolégicos y de restos biolégicos desde huellas dactilares, pelos, piezas

dentales, entre otros. (Postillone et al., 2015).

Los dientes se destacan como fuente de informacidn debido a su dureza que actlia como
escudo ante los diversos factores corrosivos, los andlisis comparativos odontoldgicos son
ideales para la identificacion de cadaveres con importante deterioro (Fonseca et al, 2013). Para
Ilegar a una identificacion inequivoca, se necesitan dos sets de informacion: la antemortem
(AM) que proviene de los registros previos del supuesto fallecido, y la postmortem (PM) que
se obtiene de los restos; estas dos fuentes de informacion deben coincidir para asegurar una
identificacion con validez cientifica ademas de su fiabilidad y aplicabilidad dentro de un plazo
razonable de tiempo (Mai et al., 2020). Si hay discrepancias, estas deberian ser explicables por
cambios bioldgicos o la causa de la muerte; si no se pueden explicar, la identificacion se
excluira porque se asumird que la informacion antemortem y postmortem pertenecen a

personas diferentes.

Las piezas dentales pueden utilizarse para obtener muestras de ADN vy, a traves del
analisis de su estructura, se pueden determinar caracteristicas individuales como la edad, el
sexo, laaltura, la dieta, la ocupacion, las lesiones y las enfermedades antemortem (Mendoza et

al.,2019). La comparacion de ciertas caracteristicas dentales con muestras sospechosas puede
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proporcionar informacion importante que puede ayudar a identificar a las personas en las

investigaciones criminales. (Lizcano & Omaiia, 2019).

La proporcion de ADN en los tipos de dientes

De forma general, los tipos de dientes van a presentar caracteristicas que los hara
diferenciarse los unos de otros, en cuanto a la variacion de la forma, el tamafio y los
interespacios. Inclusive histoldgicamente no van a ser iguales, destacando tanto la desigualdad
del volumen pulpar, siendo la pulpa, el tejido dental que presenta una mayor cantidad de células
vascularizadas (Sweet y Sweet, 1995) como también la mayor superficie de raiz
(multiradiculares o de una sola raiz) (Briem et al., 2017), estos dos factores se encuentran en
relacion con la proporcion de ADN que puede extraerse en cantidades distintas en los dientes

incisivos, caninos, premolares y molares.

Se han realizado diversos estudios teniendo en consideracion cada tipo de diente y las
proporciones de ADN que se obtienen de cada muestra. De Leo et al. (2020) demostraron que
aquellos dientes que presentan mayor volumen pulpar, por relacion presentan mayor numero
de células vascularizadas ricas en material genético. También Rubio et al. (2013) llegaron a un
resultado semejante a los anteriores, debido a que encontraron mas ADN en dientes
multirradiculares, siendo usualmente los dientes molares y premolares, en comparacién de los
dientes de una sola raiz como son los incisivos y caninos (Speller et al., 2012). Aunque cabe
mencionar que para Zapico & Ubelaker (2013) la dentina al igual que la pulpa presentan la

misma cantidad de material genético.

Frente a esta validacion de informacion presentada por varios autores que realizaron

sus investigaciones con los diferentes tipos de dientes, los molares destacan tanto a nivel
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estructural por su mayor resguardo dentro de la cavidad bucal como el reservorio odontoldgico

que contiene la mayor cantidad de ADN.

El ADN en dientes molares expuestos a factores fisicos

El diente cuando se expone a factores fisicos como las altas temperaturas, presenta
caracteristicas propias macroscopicas que los difiere de un grado de temperatura a otro, sea el
caso quemado; el diente se encuentra superficialmente manchado y con un cambio de color;
cuando el diente es carbonizado, se reduce a carbon por combustion incompleta y si es

incinerado, el diente suele presentarse reducido a cenizas (Salcedo & Cobos, 2016).

Cabe destacar la propiedad del esmalte y dentina como protector ante el ADN, estos
tejidos brindan proteccién adicional a las sustancias genéticas en la pulpa dental frente a las
condiciones de estrés térmico. (Rees & Cox, 2010), esto debido a que cuando se aumenta los
grados de temperatura, el esmalte comienza a perder agua y esto provoca un aclaramiento al
igual que una mayor opacidad, factores que se incrementan si es que se aumenta la temperatura,
ademas provoca que el tercio cervical se fracture y consigo se separe la dentina (Espina et al.,
2004). Posterior a ello, la dentina se comienza a carbonizar y esto hace que se reduzca su
volumen radicular desde los 8002C, inclusive el cambio de color se vera afectado llegando a un
marron claro, el cual va oscureciendo a medida que se elevan los grados (Moreno et al., 2009).
En efecto, la resistencia que proporcionan los tejidos duros de los dientes como es el esmalte y
la dentina contra las elevadas temperaturas hacen que el tejido pulpar sea una excelente fuente

de ADN.

Esto ha permitido que los investigadores estudien cuanto ADN se puede obtener de los
dientes molares sometidos a diversos niveles de temperatura. En relacién a la temperatura,

Hughes et al. (2016) encontraron que la concentracion ideal de ADN se alcanzé a un maximo
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de 700°C durante 6 minutos. Por otro lado, en cuanto a la duracién de la exposicion al calor,
Dobberstein et al. (2008) también reportaron resultados favorables desde un minuto a 300°C e

incluso hasta 40 horas a 90°C

El ADN en dientes molares expuestos a factores quimicos

El &cido clorhidrico (HCI) también conocido como muridtico, es considerado como una
disolucién inorgénica altamente corrosiva al ser un liquido bastante &cido (pH<1)
(Huchthausen et al., 2020). Para comprender su efecto sobre la estructura dental, es necesario
abordar el concepto de erosion dental, entendida como la pérdida progresiva de tejido dentario
sin intervencién microbiana, provocada por &cidos de origen intrinseco o extrinseco. Este
fendmeno se observa en pacientes con gastritis cronica, bulimia, consumo excesivo de alcohol

y otras patologias asociadas al reflujo gastroesofagico (Kanzow et al., 2016).

En el ambito forense, el HCI se ha empleado de forma ilicita para la desintegracién de
restos humanos, dada su eficacia y facil acceso comercial (Molano Gabalan, 2021). Estudios
como el de Mazza et al. (2005) destacan que, frente a otras estructuras corporales, los dientes
son los elementos que persisten por mayor tiempo tras la exposicion a condiciones extremas,
lo que refuerza su valor en la identificacion post mortem. En cuanto a la accion de agentes
quimicos, Jadhav et al. (2009) reportaron que el acido clorhidrico (HCI) es capaz de provocar
la disolucion completa de piezas dentales en aproximadamente 15 horas, un tiempo menor al

registrado con otros acidos fuertes, como el &cido nitrico (HNO:s) y el &cido sulfurico (H2SO4).

El HCI, ya sea como componente del jugo gastrico o en su forma comercial, posee la
capacidad de degradar de manera significativa el esmalte y la dentina, tejidos que protegen la
pulpa dental. Esta accion se explica porque el esmalte comienza a desmineralizarse a un pH de

5,5y la dentina a un pH de 6,5 (Li et al., 2017). La alteracion de estas barreras estructurales
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favorece la pronta exposicion y eventual degradacion del tejido pulpar, con la consiguiente

disminucion en la calidad y cantidad del ADN que contiene.

El ADN en dientes molares expuestos a factores biologicos

El ADN extraido de dientes con caries puede estar sujeto a degradacion debido a la
presencia de bacterias y &cidos que pueden dafar la estructura del ADN. Ademas, la presencia
de contaminantes microbioldgicos puede afectar la calidad del ADN extraido. Para validar el
ADN extraido de dientes con caries, es importante realizar controles de calidad en cada paso
del proceso de extraccion de ADN para detectar la posible contaminacién y degradacion del
ADN. Ademas, es necesario utilizar técnicas de extraccion de ADN que sean adecuadas para
manejar muestras de baja calidad, como la amplificacion de multiples fragmentos de ADN.

(Cadenas & Garrido, 2020).

En el &mbito forense, las piezas dentales con caries suelen ser descartadas debido a que
la exposicion de la pulpa a microorganismos incrementa el riesgo de contaminacion y la lesion
cariosa puede deteriorar o destruir el tejido pulpar. No obstante, Garcia et al. (2014) demuestran
que, mediante la técnica de fragmentacion radicular que consiste en raspar y recuperar el tejido
pulpar remanente, es posible obtener ADN de concentracion y pureza comparables a las
registradas en dientes sanos. Estos hallazgos evidencian que, aun cuando los dientes cariados
no sean la primera opcién en analisis genéticos, pueden representar una fuente valida de

material identificativo siempre que se apliquen protocolos de recuperacion adecuados.

En todo proceso de extraccién, resulta fundamental incorporar controles positivos y
negativos. Los primeros corresponden a muestras de ADN de alta calidad, mientras que los
segundos consisten en reactivos y equipos empleados durante el procedimiento, permitiendo

asi verificar la integridad del analisis y descartar la presencia de contaminantes externos.
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1.3.

Bases Conceptuales

Variables Definicion Definicion operacional Dimensiones | Indicadores
Variable Factor fisico se refiere a las | Las altas temperaturas
independiente: condiciones externas que degradan el diente Temperatura °C
Factor fisico nos rodean, siendo algunos complicando la
de ellos de origen extraccion del material
atmosférico y otros de genético.
distinta procedencia (Acosta
etal., 2016)
Factor quimico Factor quimico se refiere a El HCI presenta la
los elementos, sustancias o capacidad de afectar
compuestos quimicos considerablemente a los
toXicos que se pueden tejidos del esmalte y la | Concentracion %
encontrar presentes en dentina, tejidos que
nuestro entorno (Robledo, cubren a la pulpa
2015). dental.
Lesion
superficial
Factor bioldgico se refierea | Las caries ocasionan
Factor bioldgico los elementos biol6gicos dafios que pueden
que influyen en todas las | destruir el tejido pulpar, | Tipo de Lesion
caracteristicas y rasgos debido a la presencia de B
hereditarios Arenas & bacterias y &cidos. Lesion
Pinzon, 2011). moderada
Variable Esto se refiere al ADN que Los niveles de ADN
dependiente: se encuentra en los pulpar expuestos a los
Cuantificacionde | componentes celulares del diferentes factores se | Espectrofotomet
ADN pulpar tejido pulpar que forman la obtendran mediante ria UV-Vis ng/uL.

mayor parte del diente (Wei
et al., 2023)

espectrofotometria
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

2.1.Tipo y disefio de contrastacion de hipotesis

El presente estudio corresponde a una investigacion de tipo experimental-
comparativa, ya que se manipularon variables independientes (factores fisicos, quimicos y
bioldgicos) para evaluar su efecto sobre la variable dependiente (cuantificacion de ADN
pulpar). Asimismo, se establecieron comparaciones entre los distintos grupos experimentales
y el grupo control con el fin de identificar diferencias en la concentracion y calidad del ADN

obtenido.

2.2.  Poblacion y muestra de estudio

2.2.1. Poblacion

Estuvo constituida por todos los dientes molares humanos con pulpa dental preservada,
susceptibles de exposicion a factores fisicos, quimicos y bioldgicos relacionados con procesos

criminalisticos.

2.2.2. Muestras

El tamafio de la muestra fue determinado de manera intencional considerando la
disponibilidad de piezas dentales con caracteristicas adecuadas para el estudio y la naturaleza
experimental del disefio. Se emplearon 20 dientes molares distribuidos en cuatro grupos
experimentales con cinco muestras cada uno (control, fisico, quimico y bioldgico), lo cual
permitio realizar comparaciones directas entre los diferentes factores de exposicion y evaluar

su efecto sobre la concentracion de ADN pulpar. (Vasquez et al. 2012).
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2.3. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

2.3.1. Métodos y procedimientos de recoleccion:

Proceso de descontaminacion y molienda del diente molar

Las muestras fueron sometidas a un bafio de hipoclorito de sodio al 8 % durante 24
minutos. Posteriormente, se dejaron secar a temperatura ambiente en una camara aséptica. A
continuacion, se removio aproximadamente 1 mm de la superficie dentaria utilizando un
pulidor dental. Después, las muestras se sumergieron nuevamente en una solucién de
hipoclorito de sodio al 4 % durante 48 minutos. Finalmente, se secaron en condiciones estériles
y se irradiaron con luz ultravioleta durante 30 minutos. (Shinoda et al, 2006 modificado por

Cachay Wester, 2013) (Anexo 7 y Anexo 8)

Exposicion de las muestras dentales ante los factores establecidos

Exposicion a altas temperaturas

Se tomaron cinco dientes previamente descontaminados y se procedio a colocar en un
crisol de alimina una muestra independientemente, se rotuld y coloco directamente al horno
tipo mufla. Cada diente se sometio a los siguientes pardmetros de temperatura: 100, 200, 300,
400 y 500 °C en un intervalo de 60 minutos cada muestra. EI aumento de temperatura dentro
del horno comenzé aumentando gradualmente 10°C por minuto partiendo desde una
temperatura ambiente (25 — 30°C), al llegar a las temperaturas establecidas por los parametros
se mantuvieron constantes hasta completar los 60 minutos, después de ellos las muestras eran
extraidas del equipo al haberse reducido a una temperatura apta para su manipulacion. (Anexo

8)
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Exposicion a concentraciones de HCI

Se midieron 25 ml de cinco soluciones de acido clorhidrico a diferentes concentraciones
(10%, 12%, 15%, 25% y 37%) en las cuales se sumergieron los dientes por separado en
diferentes recipientes por 240 minutos, después del tiempo transcurrido se extrajeron las
muestras del recipiente y se examinaron para comprobar si se habian producido cambios
morfoldgicos; a continuacion, se procedié con el proceso de pulverizacion de la muestra.

(Jadhav et al. 2009 modificada por Torres y Yanagui, 2025) (Anexo 7 y Anexo 8)

Clasificacion de los dientes contaminados por caries

Se seleccionaron dientes con caries visuales o aquellas diagnosticadas mediante
radiografias con anterioridad por la especialista Cir. Od. Amalia Ana Arauco Nava (Anexo 5),
ademas de que se identificaron y clasificaron segun el nivel de afeccion al diente: a nivel de
esmalte y a nivel de dentina; para poder formar subgrupos segun el nivel de afeccion de la
caries (Anexo 8). Después de la seleccion de las muestras se procedié a eliminar todo el

material dental infectado con caries mediante fresas odontoldgicas y pieza de mano.

Proceso de pulverizacién de la muestra

Después de la exposicion a los factores anteriormente presentados dentro de esta
investigacion, pasaron por refrigeracion (-18°C) durante 10 minutos, inmediatamente los
dientes fueron sumergidos en nitrogeno liquido por 20 minutos y luego se trituraron con un
mortero, repitiendo el procedimiento hasta convertirlos en polvo fino. Al concluir la molienda,
se realiz6 un pesaje para la adicion de EDTA al 0.5M en proporcion 1:2 con respecto a la
muestra pulverizada para descalcificarla e incubando a 4°C por 5 dias (Shinoda et al, 2006
modificado por Cachay Wester, 2013). Se realiz6 una limpieza exhaustiva con hipoclorito de

sodio, alcohol absoluto y agua destilada tanto del mortero como del lugar de trabajo antes y
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después de la manipulacion de cada muestra. La indumentaria y el ambiente de trabajo fueron

sometidos a luz ultravioleta durante 15 minutos (Aruquipa, 2019) (Anexo 8).

Extraccion de ADN a partir del material obtenido

Se tomaron en consideracion el protocolo de extraccion del Kit de preparacion de ADN
de sangre animal y vegetal (Cellco. 2022) para la extraccion de ADN (Anexo 7 y Anexo 8). La
modificacion se realizo teniendo en cuenta el protocolo comercial y las instrucciones de los
fabricantes (Barrio-Caballero, 2013). Para la confirmacion de obtencion de extraccion de
material genético se utiliz6 el reactivo de Diamond Nucleic Acid Dye, se colocd en un tubo de
reaccion, 1 uL de reactivo mas 1 uL de la muestra para llevarlo al transiluminador para verificar
la reaccion del colorante y asi verificar la presencia de material genético en la muestra (Anexo

12).

Cuantificacién de ADN por el método espectrofotométrico UV/ Vis Nabi

En un espectrofotometro, en este caso el UV/ Vis Nabi colocandose 1pL de muestra en
el equipo, seguidamente aparecen los datos obtenidos de la muestra (Anexo 13-16). En el
programa del equipo protocolarmente se tiene en consideracion tres valores: 1) Concentracion

ng/uL, 2) Relacion Azeso/Azeo Y 3) Relacion AzesolAzzo

2.3.2. Técnicas

Se emplearon técnicas de laboratorio propias de la genética forense y la biologia

molecular, tales como:

Extraccion de ADN mediante kit comercial con columnas de silica (Cellco®)

Siguiendo el protocolo establecido por el fabricante.
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2.3.3.

Cuantificacion de ADN por espectrofotometria UV-Vis

Midiendo absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm para determinar cantidad y pureza.

Anadlisis estadistico de los resultados

Para comparar los valores de cuantificacion entre grupos experimentales.

Instrumentos

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron los siguientes instrumentos y equipos:

Espectrofotometro UV-Vis NanoDrop™.

e Centrifuga de mesa.

e Micropipetas automaticas (20-200 pL y 100-1000 pL).
e Puntas estériles con filtro.

e Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL.

o Kit de extraccion de ADN (Cellco®).

e Guantes y material de bioseguridad.
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CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1. Cambios a nivel superficial

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis visual y
fotogréfico de los dientes molares que fueron expuestos a distintos tipos de agresion externa:
fisica (exposicién al calor), quimica (inmersion en &cido clorhidrico) y bioldgica (lesiones
cariosas de distinta profundidad). En cuanto a los cambios superficiales en dientes molares
expuestos a diferentes temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C) (Anexo 9)
durante un periodo constante de una hora, se pudo observar las alteraciones progresivas en la
consistencia y la integridad estructural de los dientes molares expuestos a diferentes
temperaturas, cuya consistencia pasé de lisa a rugosa a partir de los 300 °C (Tabla 1), y la
integridad mostré destruccion leve desde esa temperatura, con dafio moderado en coronay raiz

a 400 °C y 500 °C (Tabla 2).

Tabla 1.
Caracteristicas morfoldgicas estructurales a nivel de consistencia en los dientes molares

expuestos a diferentes temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C)

Dientes expuestos a diferentes temperaturas

100°C 200°C 300°C 400°C 500°C
Consistencia
Corona L SR SR R R
Raiz L SR SR R R

Leyenda: Esta tabla muestra las caracteristicas morfologicas estructurales teniendo en
cuenta la consistencia e integridad de los dientes molares sometidos a estrés térmico. En donde:
L (liso), R (rugoso), SR (semi-rugoso), SA (sin alteraciones), DL (destruccion leve) y DM
(destruccion moderada).
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Tabla 2.
Caracteristicas morfologicas estructurales a nivel de integridad en los dientes molares

expuestos a diferentes temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C)

Dientes expuestos a diferentes temperaturas

100°C 200°C 300°C 400°C 500°C
Integridad
Corona SA SA DL DL/DM DL/DM
Raiz SA SA DL DL/DM DL/DM

Leyenda: Esta tabla muestra las caracteristicas morfoldgicas estructurales teniendo en
cuenta la consistencia e integridad de los dientes molares sometidos a estrés térmico. En donde:
R (rugoso), SR (semi-rugoso), SA (sin alteraciones), DL (destruccion leve) y DM (destruccion
moderada).

De forma paralela, también se observaron cambios progresivos en la coloracion de los
dientes molares expuestos a diferentes temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C)
tanto de la corona como de la raiz a medida que aumenta la temperatura, desde 100 °C hasta
500 °C. En la corona, las tonalidades pasaron de blanco y blanco-amarillo en las temperaturas
mas bajas, hacia colores mas oscuros como marrén, gris y gris oscuro en las mas altas (Tabla
3). Mientras que, en la raiz, el cambio fue méas evidente, con aparicion de tonalidades
anaranjadas y grises conforme se incremento la temperatura (Tabla 4). Estos cambios visuales

también se reflejan claramente en el Anexo 9.

Los cambios estructurales observados en la superficie dental, tales como alteraciones
en la consistencia, integridad y coloracién, pueden considerarse indicadores indirectos del
estado de conservacién del ADN pulpar, ya que reflejan el grado de deterioro de los tejidos
dentales que protegen la pulpa. En este sentido, un mayor dafio estructural se asocié con

menores concentraciones de ADN recuperado.
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Tabla 3.

Cambio en la coloracion de los dientes molares a nivel de corona expuestos a diferentes

temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C)

Dientes expuestos a diferentes temperaturas

100°C 200°C 300°C 400°C 500°C
Color
Corona
Blanco X X
Blanco-amarillo X X X
Amarillo-naranja X
Marrén X
Gris X X
Gris oscuro X
Tabla 4. Cambio en la coloracién de los dientes molares a nivel de corona expuestos a

diferentes temperaturas (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C y 500 °C)

Dientes expuestos a diferentes temperaturas

100°C 200°C 300°C 400°C 500°C
Color
Raiz
Blanco X
Blanco-amarillo X X
Amarillo-naranja X X X
Anaranjado X X
Gris X X X
Gris oscuro X

En cuanto a los cambios superficiales en dientes molares expuestos a soluciones de
acido clorhidrico (HCI) de diferentes concentraciones (10%, 12%, 15%, 25% y 37%) durante
un periodo de 4 horas (Anexo 10) muestra un deterioro progresivo en la superficie dentaria en

funcidén del aumento en la concentracion del acido. Desde las concentraciones mas bajas ya se
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evidencid una efervescencia en la superficie. Lo que indica una interaccion inmediata del acido
con los tejidos dentales y a medida que la concentracion del acido aumento, los dientes
mostraron mayor pérdida de transparencia y signos de desintegracion, afectando desde el tercio

apical hasta el tercio medio de la raiz (Tabla 5).

Tabla 5.
Caracteristicas morfologicas de los dientes molares expuestos a diferentes concentraciones

(10%, 12%, 15%, 25% y 37%) de HCI

Dientes molares expuestos a HCI

10% 12% 15% 25% 37%
Efervescencia X X X X X
Transparencia X X X X
Desintegracion del X X X

tercio apical

Desintegracion
hasta el tercio X X
medio de la raiz

Por Gltimo, se observaron los cambios superficiales en dientes molares con
distintos grados de afectacion cariosa, desde una lesion superficial hasta una lesion
moderada (Anexo 11), en donde muestra un deterioro progresivo en la superficie dentaria
en funcién del aumento de la carie. En los casos de lesion superficial, el dafio se limita al
esmalte, con una coloracion amarillo cremoso y sin alteraciones evidentes en la textura.
En cambio, los dientes con lesion moderada presentan una coloracion mas intensa y signos

visibles de desgaste en su textura, afectando tanto el esmalte como la dentina (Tabla 6).

25



Tabla 6.
Caracteristicas morfolégicas de los dientes molares con lesiones cariosas desde nivel

superficial hasta moderado

Dientes cariados

Lesion superficial Lesion moderada

Esmalte Esmalte — Dentina

Coloracion Amarillo cremoso Amarillo — Naranja
Textura SA DL

Leyenda: Esta tabla muestra las caracteristicas morfologicas estructurales teniendo en
cuenta la consistencia e integridad de los dientes molares con presencia de lesiones cariosas.
En donde: R (rugoso), SR (semi-rugoso), SA (sin alteraciones), DL (destruccion leve) y DM
(destruccion moderada).

3.2.  Extraccion y cuantificacion de muestras

Se realiz6 la extraccion de ADN pulpar en 20 dientes molares, distribuidos en 4 cuatro
grupos experimentales: control, factor fisico (exposicion al calor), factor quimico (inmersion
en acido clorhidrico) y factor bioldgico (lesiones cariosas de distinta profundidad), con 5
dientes por grupo. Cada muestra fue procesada y extraida en triplicado para mejorar la

veracidad y confiabilidad de los resultados (Anexo 13-16).

La cuantificacidn se expreso en ng/ul como media + desviacién estandar, y se resume
en la (Tabla 7). El grupo control presentd los valores mas altos de ADN, con concentraciones
entre 38.78 £ 6.65 y 83.06 £ 4.25 ng/pL (Anexo 13), lo cual confirma la integridad de la pulpa
dental en ausencia de factores de deterioro. En el caso del factor fisico, se evidencid una
disminucion progresiva en la cantidad de ADN conforme aument6 el dafio térmico, alcanzando
valores tan bajos como 1.19 + 0.22 ng/pL (Anexo 14), esta reduccion sugiere gque la exposicion

a altas temperaturas afecta directamente la integridad del material genético.
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Para el factor quimico, las muestras tratadas con acido clorhidrico mostraron valores
bajos y consistentes, desde 7.54 + 2.97 hasta 1.92 + 0.23 ng/uL (Anexo 15), esto indica que la
exposicion a soluciones 4cidas, incluso por tiempos controlados, compromete
significativamente la preservacion del ADN. En cuanto al factor bioldgico, los resultados
fueron més variables. Algunas muestras conservaron concentraciones moderadas (36.14 +
15.39 ng/uL), mientras que otras presentaron niveles muy bajos (1.79 + 0.36 ng/uL) (Anexo
16), esta variabilidad puede deberse al grado de progresion de la lesién cariosa, que influye en

la proteccion o deterioro de la pulpa dental.

Tabla 7.
Cuantificacion de ADN pulpar (ng/uL) en muestras de dientes molares control y dientes

molares segun el tipo de exposicion

Concentraciones del ADN pulpar (ng/ul)

Control Factor Fisico Factor Quimico Factor Biol6gico
53.325 10.601 10.792 28.498
31.779 10.844 6.882 26.062
46.889 9.468 4,954 53.847
60.988 9.157 8.209 13.303

63.87 8.932 6.06 13.447
62.861 8.312 3.809 22.515
31.704 6.374 4.948 2.128
44.895 5.782 4.703 1.842
39.749 6.099 3.752 1.414
46.107 5.335 3.106 3.096
67.275 4,554 3.038 2.672
77.027 4,987 2.98 2.931
86.445 0.996 1.79 3.447
78.293 1.435 2.179 2.876

84.45 1.149 1.787 2.076
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3.3.  Absorbanciay relaciones de pureza

La cuantificacion de concentraciones se obtuvo mediante los principios de la
espectrofotometria del NanoDrop™, se tomaron en consideracion los valores de absorbancia
en relacion A260/A280 (R1) y A260/A230 (R2) como indicadores de la pureza de la calidad e
integridad del ADN respectivamente. Los resultados de cuantificacion obtenidos mediante

espectrofotometria se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.
Calidad del ADN segun el R1 (A260/A280) y EL R2 (A260/A230) en muestras control y dientes

molares segun el tipo de exposicion

Pureza del ADN pulpar

Control Factor Fisico Factor Quimico Factor Bioldgico
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
1.98 2.01 1.63 0.54 1.79 0.33 1.96 0.75
1.99 1.87 151 0.52 1.79 0.31 1.88 0.58
2 1.89 1.54 0.54 1.86 0.29 191 1.17
1.9 2.03 1.55 0.36 1.72 0.38 2.04 0.5
1.77 1.83 1.61 0.34 1.7 0.4 2.02 0.49
191 2 1.68 0.32 1.69 0.35 2.05 0.88
1.95 1.7 1.55 0.56 1.67 0.36 1.93 0.53
2.04 1.87 1.61 0.54 1.71 0.32 1.73 0.39
2.06 1.52 1.61 0.52 1.78 0.34 241 0.43
1.97 1.73 1.58 0.57 1.75 0.26 1.73 0.17
2.08 147 1.56 0.51 177 0.25 1.56 0.31
2.05 1.6 1.63 0.58 1.75 0.23 1.78 0.18
2.07 2.06 1.41 0.33 2.23 0.24 2.35 0.13
2.09 2.27 1.64 0.23 2.19 0.2 2.37 0.1
1.98 2.36 1.52 0.38 2.18 0.21 2.53 0.05

En el grupo control que no fue sometido a ninguno de los factores estudiados en este
proyecto, se hall6 absorbancias en el R1 desde los 1.77 — 2.09 mientras que en el R2 se obtuvo

valores desde 1.47 — 2.36. En el grupo de muestras sometidas a estrés térmico, la cantidad de
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ADN detectada bajo, al menos, no en un orden de magnitud ya que se consiguio obtener
concentraciones desde los 1.41 resultante de las muestra expuesta a la mas alta temperatura
estudiada (500°C) mientras que el valor més alto se obtuvo por la muestra que se expuso a
300°C, el resto de muestras estuvieron incinerados estuvieron dentro de estos valores mientras
que en el R2 se obtuvo valores desde los 0.23 — 0.58 viendo una gran diferencia en este rango

en comparacion a las muestras control.

En las muestras expuestas al sumergimiento de HCI dentro del R1 se logrd obtener
valores desde los 2.18 — 1.67 teniendo el maximo valores de aquella muestra expuesta a la mas
alta concentracion de HCI mientras que el minimo valor pertenece a la muestra expuesta a una
concentracion del 15% y en el R2 los valores oscilan entre 0.20 — 0.36. Y finalizando en las
muestras con presencia de lesiones cariosas se obtuvieron valores en el R1 desde 1.56 - 2.53,
ambos valores en muestras con lesiones cariosas a nivel de dentina mientras que en el R2 se

logré obtener valores desde 0.05 — 1.17.

3.4. Correlaciones

3.4.1. Cuantificacion de ADN - Factor de exposicion

Tal y como se puede observar en la Figura 1 se detectd que las concentraciones de
ADN en los dientes control presentd mayores concentraciones de ADN 58.38 + 18.13 ng/pL
en comparacion a las muestras expuestas a los factores en estudio teniendo un orden decreciente
desde: bioldgico (presencia de lesiones cariosas) con 12.01 + 15.0 ng/pL — fisico (exposicién

a estrés térmico) con 6.27 £ 3.3 ng/L - quimico (exposiciéon a HCI) con 4.6 + 2.53.
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Figura 1.
Concentracion media de ADN muestras a los diferentes factores de exposicion en estudio y

control
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3.4.2. Pureza del ADN — Factor de exposicién

En relacién con la pureza como se grafica en la Figura 2 se mostr6 que los dientes
control se obtuvo una pureza e integridad promedio de 1.99 + 0.08 y 1.88 + 0.25
respectivamente indicando que estos valores entran en la clasificacion de calidad éptima del
ADN, mientras que las muestras expuestas a los factores en estudio varian en estos filtros:
bioldgico (presencia de lesiones cariosas) con 2.02 + 0.28 y 0.44 + 0.31 — fisico (exposicién a
estrés térmico) con 1.58 + 0.07 y 0.46 + 0.11 - quimico (exposicion a HCI) con 1.84 + 0.19 y

0.30 £ 0.19.
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Figura 2.
Concentracion media de ADN muestras a los diferentes factores de exposicion en estudio y

control en relacién a la pureza del ADN
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Figura 3.

Concentracion media de ADN muestras a los diferentes factores de exposicion en estudio y

control en relacién a la integridad del ADN

25

15

Integridad del ADN (A260/A230)

05 * *

COMTROL BIOLOGICO FISICO QUIMICO
FACTORES DE EXPOSICION

31



3.4.3. Grado de afeccion segun el factor de exposicion

Al realizar las comparaciones mediante las pruebas de post hoc como se expone en la
Tabla 9 indico que la concentracion de ADN en el grupo quimico fue significativamente mayor
que en los grupos control y fisico, con valores de p menores a 0.01 (p=0.008 y p=0.010,
respectivamente). Esto sugiere que la exposicion a agentes quimicos tuvo un impacto notorio
en la integridad del ADN, probablemente provocando una alteracion en su concentracion que

difiere estadisticamente de la condicion basal.

Tabla 9

Comparaciones Post Hoc entre los grupos experimentales segun el tipo de factor de exposicidn

en la cuantificacion del ADN pulpar

Comparacion

Tipo Tipo Diferencia de Medias EE gl t Ptukey Pbonferroni
Control Bioldgico 46.37 2.19 40 21.208 <.001 <.001
Fisico 52.11 2.19 40 23.834 <.001 <.001
Quimico 53.78 2.19 40 24597 <.001 <.001
Biol6gico Fisico 5.74 219 40 2.626 0.057 0.073
Quimico 741 219 40 339 0.008 0.01
Fisico Quimico 1.67 219 40 0.763 0.87 1

Por otro lado, la comparacion entre los grupos biologico (CB) y fisico (CF) no arrojo
diferencias estadisticamente significativas, como lo evidencian los valores de p superiores a
0.05 (p=0.057 y p=0.073), lo que indica que la exposicién a los factores bioldgicos no generd
cambios significativos en la concentracion de ADN en relacién con la exposicion fisica o el
control. Ademas, aunque la diferencia de medias entre los grupos biol6gico y quimico fue de
7.41, esta no alcanzo la significancia estadistica (p=0.008 y p=0.010 tras ajustes), sugiriendo

que la variacién observada podria atribuirse al azar o a variaciones inherentes a la muestra.
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CAPITULO IV: DISCUSION

Las caracteristicas particulares que presentan los dientes los convierten en
excelentes reservorios de material genético, entre las principales particularidades que presenta
es su estructura; debido a esta presenta una alta resistencia ante diversos agentes externos.
Como evidencia Briem et al. (2017), Spirov et al. (2017) y Cadenas & Garrido (2020) donde
resalta la mayor superficie de la raiz y volumen de tejido pulpar como principales criterios de
seleccion entre las muestras, sin embargo, también cabe afiadir que los molares al presentar
mayor resguardo en la cavidad oral presentan menores posibilidades de contaminacion ante
agentes de degradacién ambiental, térmica, eléctrica 0 mecénica que afecten la cantidad y/o
calidad del ADN. El trabajo de Spirov et al. (2017) nos muestras cuantitativamente las
concentraciones de ADN que se pueden obtener en dientes molares en comparacion a los otros
tipos de dientes ya que obtuvo una concentracion promedio de 0.17678 ng/uL en comparacion
de las cantidades de ADN obtenidas de dientes premolares (0.04116 ng/pL) e incisivos (0.0297
ng/uL) poniendo en evidencia lo revisado por Briem et al. (2017) y quienes destacan que la
mayor concentracion de ADN esta directamente relacionado a el tiempo de diente los cuales
recomienda el uso de premolares y molares por las caracteristicas anteriormente mencionadas
sin embargo Cadenas & Garrido (2020) menciona que es importante destacar que no en todos
los casos estudiados se identifica una influencia del tipo de diente con el ADN dental ya que
en estos casos se utiliza ademas de los tejidos mineralizados los tejidos blandos como en el
caso de esta investigacion donde se utiliz6 la muestra dental en su totalidad evidenciada en las

altas concentraciones obtenidas en los dientes que no fueron expuestos a ningun factor.

Podemos observar a n las muestras expuestas a diferentes temperaturas se puede
observar cambios a nivel macroscopico resultantes del efecto de la temperatura en el tejido

dental desde variaciones colorimétricas hasta la presencia de fisuras y grietas como lo
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mencionado por Sanchez et al. (2019) que confirma nuestros resultados con los cambios
morfoldgicos que se obtuvo en exposiciones de 100 a 300 °C con las cambios de color desde
amarillo palido hasta un grisdceo ademas de la presencia de fisuras y fracturas. Mientras que,
a nivel cuantitativo las concentraciones de ADN son variables. Se presentan valores desde los
10.844 ng/uL (100°C) hasta 0.996 ng/uL (500°) (Tabla 7) indicando una relacion inversamente
proporcional entre el aumento de la temperatura ademas de la concentracion de ADN, relacion
que también encontrd Lozano (2020) ya que las muestras expuestas a el estrés térmico sufren
una disminucién de forma significativa a los 100 °C; sufriendo una gran caida a partir de los
200 — 400 °C, lo que complementa lo dicho por Della et al. (2024) utilizando este tipo de
muestras degradadas para la tipificacién genética infiriendo que aunque las concentraciones
disminuyen de forma “exponencial” estas aun pueden utilizarse para estudios de tipificacion

con herramientas mas sensibles para el estudio de perfiles genéticos.

En las muestras expuestas al acido clorhidrico presentd cambios a nivel estructural
como a nivel de cuantificacion (Tabla 7), estos dos criterios de cambio se desarrollaron de
forma progresiva en relacion al aumento de la concentracion del &cido, por lo cual se puede
confirmar la actividad degradativa del acido clorhidrico en un corto intervalo de exposicion.
Este resultado se contrarresta por los obtenidos por Lovon (2014), Kadashett et al. (2021) y
Reshma et al. (2022) donde solamente demostraron la degradacion a nivel estructural, donde
este criterio indico que a una exposicion de 24 horas con una concentracion de 34% de HCI,
la muestra llega a degradarse casi en su totalidad mientras que en la fase experimental de este
proyecto se demuestra que aln expuesto a una concentracion mayor (37%) se pueden obtener
concentraciones de ADN (1.92 + 0.23), concentraciones que indicarian una excelente cantidad

para su utilidad con herramientas moleculares adecuadas en él.
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Mientras que las concentraciones obtenidas de aquellas muestras dentarias con
lesiones cariosas presentaron una correlacion negativa entre que a mayor sea la lesion en el
molar, menor era la cuantificacion del ADN. A pesar de ello, las concentraciones obtenidas
siguen siendo cantidades de utilidad para estudios a nivel genético, como lo demuestran Alia-
Garcia et al. (2015) donde validaron el uso del ADN extraido de dientes con caries, donde se
demostré que los dientes con lesiones cariosas como en los sanos se obtuvo el mismo
porcentaje de éxito en la identificacion del individuo (41/60, 68,3%), demostrando que los
dientes cariados son, al menos, igual de validos que los dientes sanos para los procesos de
necroidentificacion, posiblemente esta correlacion anteriormente mencionada se demuestra en
la diferencia a nivel de concentraciones de aquellas cuantificaciones en muestras con presencia
de lesiones superficiales (esmalte) a aquellas mas profundas (dentina), ya que la infeccion

degrada material histologico rico en ADN.

Las cantidades de ADN en esta investigacion revelan diferencias significativas en
los mecanismos de dafio de este material genético segun el tipo de exposicion estudiado. En
primer lugar, se encontr6 la inmersion en &cido clorhidrico (Factor Quimico) con
concentraciones promedio de 4.60 + 2.53 ng/uL, seguido de la exposicion a altas temperaturas
(Factor Fisico) con 6.27 + 3.3 ng/uL y finalmente la presencia de lesiones cariosas (Factor
Bioldgico) obteniendo 12.1 + 15 ng/uL. Esta jerarquia deja en escena los diferentes procesos a
nivel molecular que llegan a producirse para la degradacion del ADN. Como en el caso de la
exposicion térmica, el aumento de la temperatura genera una fragmentacion progresiva del
material genético (Barraza y Rebolledo, 2016). En contraste, la exposicion al HCI provoca
desmineralizacion agresiva del esmalte y dentina, seguida de degradacion del ADN debido a
los niveles anormales de pH. Mientras que las muestras expuestas a caries, la degradacion del
ADN se explica fundamentalmente por la accion de microorganismos que afectan la integridad

de los tejidos dentales. Los hallazgos obtenidos, tanto en las concentraciones como en los
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indices de pureza, confirman que el dafio quimico ocasiona alteraciones mas notorias en el

ADN, en comparacion con los efectos derivados de agentes térmicos y biologicos.

Las concentraciones de ADN registradas en este estudio ofrecen tanto aportes
valiosos como ciertas limitaciones para el &mbito forense. Segin Garcia et al. (2014), incluso
cantidades inferiores a 0.025 ng/pL pueden resultar en perfiles genéticos Utiles para la
identificacion, lo que respalda la relevancia de los datos obtenidos en este trabajo, aun en
situaciones de degradacion significativa de las muestras. Uno de los aspectos mas destacados
es que, a pesar de que las concentraciones halladas son bajas, éstas resultan funcionales para
los andlisis genéticos forenses. Por otra parte, los hallazgos de Spirov et al. (2017) ponen en
perspectiva que el ADN extraido de la pulpa dental es cuantitativamente superior—hasta 85
veces mas—aque el obtenido de tejidos duros, lo que sugiere que las concentraciones observadas
en este estudio pueden implicar una pérdida considerable del potencial genético inicial. No
obstante, este desafio puede ser mitigado mediante la implementacion de técnicas moleculares
de mayor sensibilidad, permitiendo optimizar la deteccion y analisis del material genético,
incluso en condiciones de menor cantidad o mayor degradacion. Asi, la integracion de nuevas
herramientas metodoldgicas representa una oportunidad para mejorar la aplicabilidad forense
de los resultados y fortalecer la confianza en la identificacion genética a partir de tejidos

dentales.
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CONCLUSIONES

Se logro cuantificar el ADN pulpar en dientes molares expuestos a factores fisicos,
quimicos y biologicos. Los resultados mostraron una disminucién significativa en las
concentraciones de ADN respecto al grupo control, confirmando que estos factores alteran

directamente la recuperacion del material genético.

El grupo control presentd las concentraciones mas altas de ADN, con valores que

oscilaron entre 31.704 - 86.445 ng/pL.

En el grupo expuesto a altas temperaturas (100 — 500 °C), las concentraciones de ADN

disminuyeron progresivamente desde 10.844 hasta 0.996 ng/pL.

En los dientes expuestos a HCI (10 — 37 %), las concentraciones de ADN variaron entre

10.792 hasta 1.787ng/pL.

En el grupo con caries, se observo una mayor variabilidad: las muestras con lesion
superficial de 53.847 ng/uL, mientras que las de lesion moderada mostraron concentraciones

mas bajas, llegando a 1.414 ng/pL.

El andlisis estadistico mostrd diferencias altamente significativas (p < .001) entre el
grupo control y los tres factores de exposicion. Especificamente se destaca a las muestras
expuestas al HCI (factor quimico) como aquel factor que presenta mayor poder de degradacion

de las concentraciones a comparacion de los otros dos factores en estudio.

Solo el grupo control y algunas muestras del grupo biolégico (especialmente con
lesiones superficiales) alcanzaron valores superiores a 50 ng/ul, siendo potencialmente

confiables en contextos criminalisticos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar los estudios de cuantificacion de ADN pulpar a los otros tipos de
dientes: incisivos, caninos y premolares, ya que también pueden ofrecer informacion
valiosa sobre la viabilidad y cantidad de ADN recuperable.

Es fundamental considerar en futuros estudios la exposicion de dientes a otros factores
ambientales (humedad, radiacién, cambios extremos de temperatura, inmersion en agua o
tierra). Asimismo, se recomienda evaluar la accion de otros agentes quimicos (solventes
organicos y otros tipos de acidos) y biologicos (putrefaccion avanzada), para simular
escenarios forenses mas realistas y complejos.

Se aconseja incorporar tecnologias moleculares de ultima generacion, como la PCR en
tiempo real (gPCR), la PCR digital y la secuenciacion de nueva generacion (NGS), para
mejorar la sensibilidad y precision en la cuantificacion del ADN extraido permitiendo
detectar y analizar fragmentos de ADN incluso en muestras altamente degradadas.

Es recomendable a futuro implementar diferentes protocolos teniendo en consideraciéon el
tipo de muestra ademas de incluir recomendaciones sobre métodos de descontaminacion,

técnicas de extraccion
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investigacion.

- / Q ”_,.;-’..'-:J MO J%g_: _i r{;r_

TORRES MAYANGA, Jefferson Emanuel YANAGUI DE LA CRUZ, Chie Milagros

Cir. Od. ARAUCO NAVA, Amalia Ana

55



ANEXO 6: FLUIOGRAMA DE LA METODOLOGIA EMPLEADA EN EL PRESENTE
TRABAJO

1. Recoleccion de las piezas
dentales

¥

2. Seleccion de la muesira segun
criterios de exclusion
establecidos

;Los dientes cumplen con los
parametros establecidos para la
investigacion?

NO

s8I
3. Descontaminacion de los 4 Descarte v eliminacion
dientes segin protocolo correcta de las muestras
4. Sometimiento de las muestras Shinoda et al (2006) modificado
a los factores establecidos .| por Cachay (2013) modificado por
Torres v Yanagui (2025)
Y
5. QObtencion del polvo dental
Y
6. Extraccion del ADN del polvo
dental obtenido
h
7. Cuantificacion de la Protocolo Celleo (2022)

concentracion de ADN
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ANEXO 7: PROTOCOLOS DE LOS PROCEDIMIENTOS

Protocolo de desinfeccion de muestras dentarias

(Shinoda et al, 2006 modificado por Cachay Wester, 2013 modificado por Torres y Yanagui,

oo

h

ol S

2025)

. Bafar las muestras dentarias rotuladas con anterioridad en hipoclorito de sodio al 8%

durante 24 minutos

Lavar los restos de hipoclorito con ayuda de una piseta con agua destilada

Se dejan secar en camara aséptica

Se realiza una remocion de la superficie dental de alrededor de 1 mm con ayuda de una
fresa odontologica

Se da un segundo baiio en hipoclorito de sodio, pero esta vez al 4% durante 30 minutos
Lavar los restos de hipoclorito con ayuda de una piseta con agua destilada

Se dejan secar en camara aséptica

Se procede a colocarlos bajo 1rradiacion UV durante media hora

Dejar secar en camara aséptica
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[ B ]

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN EN DIENTES MOLARES
(Modificado por Torres & Yanagui)
Dejar macerar ] diente pulverizado en EDTA 0.5M durante 5 dias a 4°C.

Decantar la muestra v homogenizar las particulas dentarias casi disueltas.

Trasladar 2 ml de la alicuota obtemida previamente homogenizada a wn twbo de
microcentrifiga estéril de 2 ml.

Centrifugar a 4000 BPM por 10 minutos.

Diescartar el sobrenadante v homogenizar el precipitado durante 10 segundos en el vortex.
Verter el contenido en tubos de microcentrifoga de 1.3 ml agregando 500 ul por tubo.
Agregar 300 ul de Lysis Buffer por tubo v homogenizar en el vortex.

Adicicnar ENasa A por tubo v homogenizar durante 30 segundo en el vortex.

Agregar Proteinasa K reconstituida y agite la solucion en el vortex

. Poner en Bafio maria a 56° C durante toda la noche, Ilnego dejar enfriar.

« Adicicnar 300 ul de Binding Buffer por fubo v homogemzar en el vortex.

. Colocar el tubo en hielo.

. Llevar a Bafio maria a §0° C durante 45 minutos.

. Centrifugar a 13 000 BPM por 5 nunutos v wiilizar 1 ml del sobrenadante cerca del

precipitado.

. Werter el sobrenadante a un ubo de microcentrifuga nuevo de 2 ml

. Colocar una columna de centrifugacion en un tubo de recogida de 2 ml.

7. Agregar 100 ul de Activacion Buffer en la columna de centrifugado.

« Centrifugar a 13 000 EPM por 30 segundos v eliminar el flujo.

. Mezclar la muestra con 230 ul de alcohol isopropilico v mezclar vigorosamente en el

vortex.

. Trasvasar a la celumna ultra pura, marcando con el codigo de la muestra v previamente

colocado en vn tubo colector de 2ml.

« Centrifugar a 13 000 BEPM durante 1 minuto.
. Betirar el ligmido cambiando el tubo colector v, adicionar a la colvmna 500 vl de Washing

Buffer v centrifogar a 13 000 EPM duorante 1 minuto.

« Musvamente agregar 500 ul de Washing Buffer v centrifingar 13 000 BPM durante 1 minto.
. Centrifugar 13 000 BPM durante 2 minutos (secado de la membrana).

. Agregar 45 ul de Elution Buffer v dejar incubar.

. Centrifugar a 16 000 EPM durante 1 minuto.

7. Almacenar el ADN elnido a 4°C o -20°C.
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ANEXO 8: FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Imagen 1: Identificacion de las muestras dentarias

Imagen 2: Bafio en hipoclorito de sodio al 8%
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Imagen 3: Remocion de la superficie dental

Imagen 4: Criogenizacion y pulverizacion de las muestras dentarias
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Imagen 5: Pesaje del polvo dental
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Imagen 7: Extraccion de ADN mediante el kit Cellco

Imagen 8: Calentamiento de las muestras por Bafio Maria
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Imagen 9: Activacion de la columna
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ANEXO 9: CAMBIOS SUPERFICIALES EN DIENTES MOLARES EXPUESTOS
A DIFERENTES TEMPERATURAS (100 °C, 200 °C, 300 °C, 400 °C Y 500 °C).

ANEXO 10: CAMBIOS SUPERFICIALES EN DIENTES MOLARES
EXPUESTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES (10%, 12%, 15%, 25% Y 37%)
DE HCL

ANEXO 11: CAMBIOS SUPERFICIALES EN DIENTES MOLARES CON
LESIONES CARIOSAS DESDE NIVEL SUPERFICIAL HASTA MODERADO.
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ANEXO 12: MUESTRAS DE DIENTES MOLARES EN EL TRANSILUMINADOR
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ANEXO 13: CUANTIFICACION DE DIENTES CONTROL

\
1

i

!
i

\\_ 12 MicroDigital —
}

Leyenda: Concentraciones de ADN pulpar en dientes molares intactos (grupo control), con valores de
concentracién en ng/uL que van desde valores de E) mayor concentracién con 86. 445 ng/ uL hasta B)
la menor concentracion con 31.938 ng/uL. ademas de valores intermedios A) 53.101 ng/ uL — C) 47.300
ng/ uL — D) 44.895 ng/ puL confirmando la calidad del ADN extraido.
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ANEXO 14: CUANTIFICACIONES DE DIENTES EXPUESTOS A FACTORES FiSICOS

Leyenda: Concentraciones de ADN pulpar en dientes molares expuestos a altas temperaturas (grupo
factor fisico), con valores de concentracion en ng/uL que van desde valores de A) mayor concentracion
con 11.322 ng/ pL, muestra que fue expuesta a 100°C mientras que E) la menor concentracion con
0.948 ng/uL, fue expuesta a 500°C ademas de presentar valores intermedios B) 9.148 ng/ uL — C) 6.218
ng/ uL — D) 1.490 ng/ uL correspondiendo a la exposicion de 200° — 300°C — 400 °C respectivamente
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ANEXO 15: CUANTIFICACIONES DE DIENTES EXPUESTOS A FACTORES
QUIMICOS

[
]
g
2

-
-
-
-
o
-
-
e
Bl
-
-
]
am

Leyenda: Concentraciones de ADN pulpar en dientes molares sumergidos en HCI (grupo factor
quimico), con valores de concentracion en ng/uL que van desde valores de A) mayor concentracion con
9.173 ng/ uL que fue expuesta a HCI al 10% mientras que E) la menor concentracion con 0.615 ng/uL,
expuesta al 37% ademas de presentar valores intermedios B) 4.229 ng/ uL — C) 2.853 ng/ uL — D) 1.193
ng/ uL correspondiendo al porcentaje de concentracion del HCI: 12% — 15% — 25% respectivamente
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ANEXO 16: CUANTIFICACIONES DE DIENTES EXPUESTOS A FACTORES

BIOLOGICOS

——————— |2 MicroDigital

Leyenda: Concentraciones de ADN pulpar en dientes molares con presencia de lesiones cariosas (grupo
factor bioldgico), con valores de concentracion en ng/uL que van desde valores de A) 48.944 ng/ uL y
B) 24.342 ng/ pL quienes representan las concentraciones de dientes con lesiones superficiales
mientras que muestra que fue expuesta a 100°C mientras que C) 3.257 ng/ uL. — D) 2.184 ng/ uL. — E)
1.588 ng/ pL corresponden a molares con lesiones moderadas comprometiendo parte de la estructura.
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