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RESUMEN

Entre 1883 y 1889 Weisman, uno de los citolégos precursores de la teoria cromosomica de la herencia emitid la continuidad del plasma.
en el cual el material hereditario pasarfa intacto a través de la linea germinal de una generacidn a la siguiente. Durante algiin tiempo
aceptando que el niicleo era la sede de la herencia se supo que las moléculas hereditarias no eran las proteinas sino los dcidos nucleicos
con sede en el niicleo. Parece probable que la vida en si empezara su evolucion con los dcidos nucleicos que actiian como depositarios y
transmisores de la informacidn genética de cada célula, tejido v organismo. Existen dos tipos de dcidos nucleicos: el dcido ribonucleico
(ARN) y el dcido desoxirribonucleico (ADN).  EI ADN, esta molécula base de la vida, con capacidad de autoreplicarse esid configurado
por dos cadenas de nucleotidos que se enrollan sobre si mismos, formando una especie de escalera en caracol. Este como portador de la
informacion genética se transmite de padres a hijos, tiene una gran estabilidad en el medio ambiente y se encuentra en todos los niicleos
celulares, es como una huella dactilar genética especifica para cada persona. La posibilidad de conseguir la identificacién de una
persona mediante el ADN se basa en el estudio de los fragmentos de restriccion de longitud polimérfica. Estos fragmentos presentan, un
longitud variable que se debe a una mutacion en la secuencia de bases o bien a una alteracion de la longitud de la secuencia de ADN
por un numero determinado de pares de bases. La técnica de la huella genética consiste en extraer el ADN de la muestra.
Cotidianamente el ADN se puede identificar en muestras de sangre, semen, tejido, hueso, pelos, saliva, orina y pulpa dentarta. Esta
técnica adquiere mayor valor en casos en que la integridad fisica de los cuerpos se encuentre muy afectada.

INTRODUCCION técnica de ADN en pulpa para la

identificacion de cadaveres es frecuente

Desde hace mucho tiempo se ha trabajado
en la identificacion de cadaveres
mediante diferentes técnicas y una de
ellas es la identificaciéon dental, mas
especificamente la que se realiza por
medio de la extraccién del ADN  del
paquete vascular nervioso presente en los
conductos radiculares dentales.  Esta
técnica es un procedimiento que requiere
de personal especializado, en Colombia
hasta hace pocos afnos se realiza vy
solamente para casos muy especiales por
el alto costo. El desconocimiento de la

en estudiantes de pregrado y en
Odontdlogos generales, por lo cual se
encuentra en esta area un amplio vacio
teorico-practico sobre esta técnica. Este
estudio es importante porque le servird a
los estudiantes de pregrado y a los
odontologos recién egresados como por
ejemplo en adelantar procesos de
peritazgo para la prestacion del servicio
social obligatorio o en el transcurso del
ejercicio de la profesion. La investigacion
pretende dar a conocer a docentes y
estudiantes del Colegio Odontolégico
Colombiano la  técnica empleada



actualmente en Colombia para
identificacion del ADN en pulpa dentaria
humana.

Las formas de identificacion pueden ser
comparativas y reconstructivas, las clases
de identificacion son fehacientes 'y
complementarias entre otras clases de
identificacion se encuentran examen del
individuo vivo, examen del individuo
muerto, marca de dientes y mordeduras,
identificacion  dactilar, identificacién
seroldgica, necroidentificacion
radiologica. En el informe de
criminalistica de la Fiscalia General de la
Nacién en Junio de 1997 y Junio de 1999
se concluy6 que la mayor causa de muerte
era por homicidios. El cuerpo técnico
de investigacion (CTI) utiliza
identificacion por ADN nuclear vy
mitocondrial, también se utiliza fotografia
judicial, tecnologia para el andlisis
balistico forense. La medicina forense
trabaja con Dactiloscopia, Odontologia,
Patologia,  Antropologia,  Fotografia,
ADN.

Entre 1883 y 1889 Weismann, uno de los
citélogos precursores de la teoria
cromosOmica de la herencia emitio la
continuidad del plasma general, en la cual
el material hereditario pasaria intacto a
través de la linea germinal de wuna
generacion a la siguiente. Durante algin
tiempo, aceptando que el nudcleo era la
sede de la herencia, se supo que las
moléculas hereditarias eran las proteinas
y no los dcidos nucleicos con sede en el
nicleo. El ADN es la molécula base de la
vida, con capacidad de autoreplicarse,
éste estd configurado por dos cadenas de
nucleétidos que se enrollan sobre si
mismo formando una especie de escalera
en caracol, parece probable que la vida en
si empezard su evolucion con los dcidos

nucleicos que actian como depositarios y
transmisores de la informacién genética
de cada célula. tejido y organismo.
Existen dos tipos de acidos nucleicos, el
dcido ribonucleico (ARN) y el éacido
desoxirribonucleico (ADN). El ADN
como portador de la informacion
genética, se transmite de padres a hijos,
tiene una gran estabilidad en el medio
ambiente, se encuentra en todos los
nicleos celulares y es como una huella
dactilar genética especifica para cada
persona.

El objetivo general es describir la técnica
para la identificaciéon de caddveres por
medio del ADN en pulpa dentaria
humana realizado en el laboratorio de
genética del Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses de
Santafé de Bogotd, Colombia.

MATERIALES Y METODO

El tipo de estudio es descriptivo, el objeto
de estudio es la técnica de identificacion
de caddveres por medio del ADN de
pulpa dental humana. Una vez aprobado
el protocolo en el Instituto de Medicina
Legal se programé el dia para hacer el
procedimiento de obtencion del DNA. Se
realizé en el laboratorio de genética del
Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses. La demostracion la
hizo el asesor cientifico con la
participacion directa de los
investigadores, la filmacion la realizaron
los investigadores y la fotografia la
realizé un fotégrafo profesional.

RESULTADOS

e Limpieza y pulverizacion. La
muestra se obtuvo de un molar
inferior al que se le realizo limpieza



con un detergente no abrasivo,
utilizando un cepillo de dientes y una
lija. Se desinfectd con alcohol y con
ayuda de un micromotor se hizo un
corte dividiendo la corona de la raiz,
colocada en un soporte metdlico, se
trabajé en una cabina de flujo laminar,
posteriormente, la raiz se coloco
dentro de un tubo impactador, luego
se llevo la muestra dentro del
pulverizador de nitrégeno liquido por
unos minutos hasta que se pulverizo
completamente, a una temperatura de
130°C a 140°C.

Extraccion organica del ADN. Se
utilizan solventes organicos como el
TRIS EDTA. Se lava el polvo en un
tubo de ensayo agregiandole el EDTA
y se agita para hacer la exposicion del
calcio, cristales y minerales, se
centrifuga y el sobrenadante se
descarta. Se realizan cuatro a cinco
lavados hasta que las células queden
libres de sales. Con el nuevo
material, se realiza la digestion
enzimatica con el detergente TWIN
20 que desestabiliza las membranas
celulares, se le agrega proteinaza K
para inhibir las ADNazas. Con este
proceso se garantiza que las células se
han roto quedando libres otros
componentes como las proteinas. El
ADN se va purificando a medida que
las proteinas desaparecen de la matriz
digerida, esto se logra a partir de
solventes orgdnicos, como el fenol,
cloroformo, alcohol isuamilico. Se le
agrega un volumen de 300uL de
fenol, se agita durante 30 seg., se
centrifuga por 10 min. a 12.000 rpm.
Da como resultado una fase fenodlica
inferior amarilla y arriba una fase
acuosa transparente. El ADN que
queda como fase acuosa se agita

nuevamente y se centrifuga y por
diferencia de densidades se decanta.
Este proceso se repite descartando el
fenol y diluyendo cada vez mas para
obtener una muestra mds pura, luego
la muestra se pasa a tubos con forma
de bala, los cuales tienen una
membrana, se centrifugan, quedando
una gota sobre la membrana. Se
coloca agua estéril para limpiar, se
invierte el tubo y se lleva a
centrifugar. La gota cae y es recogida
en el resto del tubo, quedando
alrededor 30, 50 a 100uL de la
muestra.

Amplificacion por PCR. Nuevamente
se trabaja con flujo laminar donde se
le agrega a la muestra polimerasa,
nucleotidos. Alli ocurre la replicacién
de la muestra y se lleva al laboratorio
de amplificados donde se pasa al
procesador automatico del ADN que
realiza la electroforesis. Una vez
cortado el ADN en miltiples
fragmentos, se separan en un gel de
agarosa. Los fragmentos de menos
longitud (menos nimero de bases)
migran a mayor distancia que los mas
largos mediante un proceso eléctrico,
apareciendo los resultados como
bandas en gel de agarosa.

Electroforesis. Se sumerge el gel en
una solucion de bromuro de etilo,
sustancia que se une a los puentes de
hidrégeno que enlazan los nucleotidos
de la doble cadena, lo que permite la
visualizacién de las bandas a la luz
ultravioleta. Esta interpretacion se
logra en la base de datos del
computador.



Cada gen que se estudia, cada marcador,
cada microsatélite da un grupo de alelos
posibles a manera de una escalera de
bandas, las muestras quedan dentro de
unos marcadores de referencia que
indican el tamano de cada alelo, un
individuo puede ser homocigoto (un
alelo) y heterocigoto (dos alelos); si es
heterocigoto se observan dos bandas,
cuando hay una filiacion se comparte un
mismo alelo a la misma distancia, cuando
no lo comparten en el mismo nivel o a la
misma distancia, existe la exclusion (se
identica que no son familiares).

e Interpretacion y control de
resultados. Los resultados se pueden
obtener en forma de grédficas en
bandas o en picos, asi un homocigoto
representa  un solo pico y un
heterocigoto dos picos.

CONCLUSIONES

e El proceso de limpieza y
pulverizacién es imprescindible para
evitar contaminacién de la muestra.

e [a extraccion organica del ADN
garantiza la separacion de las cadenas
de nucleotidos del ADN del resto de
las proteinas.

e [a amplificacion establece la
diferenciacion de cada gen facilitando
que se pueda realizar el andlisis de
mds genes en una sola reaccion.

e La electroforesis  permite la
visualizacion de las bandas a la luz
ultravioleta, detectando moléculas
agrupadas.

e Los resultados se pueden obtener en
formas de graficas, bandas o picos.

RECOMENDACION

Los investigadores recomiendan que se
continte realizando estudios tendientes a
desarrollar el conocimiento de la genética
a nivel odontologico.
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