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Resumen: La estimacion de la edad de una persona contribuye a su identificacion. Dentro de los diversos métodos tenemos los
bioquimicos como la racemizacion de los amino-acido o el radiocarbono 14. La racemizacion del acido aspartico permite establecer
una relacion entre los enantiomeros de acido aspartico L/D llegando a estimar la edad de un individuo con un margen de + 3 afios,
permitiendo una estimacion de la edad mucho mas certera que procedimientos que emplean el estudio morfoldgico. El acido
aspartico es ideal para el establecimiento del ratio de racemizacion ya que es el primero que racemiza y en mayor cantidad. En esta
revision de la literatura se estimara la utilidad de la racemizacion del acido aspartico en el establecimiento de la edad de restos
humanos, asi como los diferentes métodos y procedimientos para la obtencion de este aminoacido.
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Abstract: Age estimation contributes to human identification. Exist differents biochemicals methods like amino acid racemization or
radiocarbon 14. Aspartic acid racemization allows to establish a relationship between the enantiomers of L / D acid that could be
used to estimate death age with a margin of + 3 years. This method is more certain than morphological study in age estimation.
Aspartic acid is the best choice to the establish racemization ratio because is the first to racemize and in greater quantity. In this
review of the literature, it is estimated the usefulness of aspartic acid racemization in age estimation in human remains, as well as the
various methods and procedures for obtaining this aminoacid.
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INTRODUCCION

La estimacion de la edad de una persona contribuye en gran medida a la identificacion de la misma, por eso es
un procedimiento de gran importancia. Ademés facilita el estudio y la comparacion de restos humanos esqueletizados'.

Existen diversos métodos para el establecimiento de la edad cronoldgica de los cadaveres. Durante la infancia y
el desarrollo humano se recomienda la utilizaciéon de métodos morfologicos y basados en el desarrollo para el establecer
la edad. En cambio, cuando se trata de restos de adultos los diferentes métodos empleados puede diferir bastante entre
si.

El estudio de los aminoacidos que conforman las proteinas puede ser empleado para la estimacion de la edad y
para ello nos podemos basar en la oxidacion, la isomerizacion o en la recemizacion de los mismos®.

La utilizacién de la racemizacion del acido aspartico (AAR) para estimar la edad consiste en determinar la
relacion de sus enantiomeros L y D. La correlacion entre la relacion de ambas formas y la edad del diente puede
permitir estimar la edad de un individuo con tan solo un error de = 3 afios” .

También hay que tener en cuenta que la racemizacion de los aminodcidos junto con la comparacion de
radiocarbono y la resonancia de spin electronico (ESR) también permite la datacion de los restos, aunque es poco fiable

debido a la posible contaminacion de las muestras con el ambiente, ademas de los procesos degradativos que sufren los
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aminoacidos con el tiempo®. La técnica del carbono-14 permite estimar la edad en un rango de 1.6 afios, siendo util en
la estimacion de la edad de personas nacidas después de 1943, ya que el esmalte tarda 12 afios en formarse y el pico del
isotopo fue en 1955. Pero debido a su complejidad técnica y necesidad de medios no se aplican de manera rutinaria en
la estimacion de la edad, necesitando ademas estudios a largo plazo, y la comprobacion de las diferencias geograficas
presentes en diferentes poblaciones’.

El objetivo de este articulo es revisar los aspectos basicos de la estimacion de la edad mediante la racemizacion
de los aminoacidos en tejidos dentales y la puesta al dia de protocolos y métodos.

EL DIENTE Y LA RACEMIZACION DE LOS AMINOACIDOS

Los 20 aminoacidos que forman parte de las proteinas de nuestro organismo tienen una estructura levogira (L).
La racemizacion es un proceso espontaneo y gradual en el cual una soluciéon enantiomérica pura se mezcla con su
enantiomero, ya sea L o (D). La presencia de aminoacidos D en el organismo suele darse el procesos patologicos a
excepcion de algunos tejidos como el diente, el cristalino o los discos vertebrales®.

La dentina del diente, al estar protegida, no esta casi influida por agentes externos que alteren este proceso. Al
tratarse de una estructura con un metabolismo muy lento la forma D del acido aspartico (Asp), se acumula de manera
progresiva con el proceso de envejecimiento de manera espontanea a partir de los residuos de asparagina, mediante la
via de la succinamida’. Ademas la dentina esta recubierta por el esmalte, que la protege de los factores externos, asi
como de la contaminacion®.

Al aplicar la racemizacion de los aminoacidos para la estimacion de la edad hay que tener en cuenta la
posibilidad de degradacion de los mismos con el paso del tiempo, lo que es importante en amplios periodos post-
morten, ya que la fiabilidad para la estimacion de la edad se reduce.

Ademas, en la degradacion de los aminoacidos influye el medio en el cual se encuentran los restos, ya que en
climas templados, a una temperatura media de 10.5°C en enterramiento, la alteracion de los aminoacidos es
practicamente inexistente durante 50 afios. En cambio, en climas calidos aumenta provocando errores en la correlacion
con la edad.

La alteracion de los aminoacidos del colageno de la dentina, a diferencia del ADN de otras estructuras o tejidos
corporales, depende menos de condiciones climaticas tales como la humedad, el pH o la temperatura’.

ELECCION DEL ACIDO ASPARTICO PARA LA ESTIMACION DE LA EDAD

La racemizacion de los aminoacidos se ha utilizado principalmente en la datacion arqueolégica.

La utilizacion del Asp para la estimacion de la edad se debe a que es el aminoacido que mas rapido racemiza.
Ademas, como demostré Arany y cols. en 2010, comparando las correlaciones entre los enantiomeros D y L del acido
aspartico (Asp), del glutamato (Glu) y la alanina (Ala), el Asp presentd la mejor correlacion con la edad (r=0.98)
mientras que el Glu r = 0.84) y Ala (r = 0.85)".

MUESTRAS Y ELECCION DEL TEJIDO DENTAL

Inicialmente los aminoacidos se obtenian del esmalte y posteriormente se fueron obteniendo de la dentina y del
cemento. Se ha estudiado la correlacion entre los ratios de L/D respecto a la edad y el mejor resultado se obtuvo con la
dentina, seguido del cemento y por Gltimo con el esmalte. En la actualidad, los aminoacidos se obtienen principalmente
de la dentina, ya que la racemizacion es mayor y mas rapida.

En cuanto a las zonas de la dentina, tanto la dentina lingual como vestibular presenta diferentes grados de

. .y . . f1ias . 10
racemizacion por lo que se recomiendan cortes transversales, para realizar un analisis mas completo .
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En 1995, Ohtani y cols. en un estudio utilizando muestras del cemento dental, obtuvieron unos ratios de las
formas L/D para el acido aspartico semejantes a los de la dentina; ademas observaron que tanto si se obtenia cemento de
la zona cervical del diente (cemento acelular) como de la central de la raiz (cemento celular), los resultados eran
semejantes, mostrandose asi que la racemizacion es entre cemento celular o acelular''.

Mas recientemente, Sakuma y cols. en 2012, realizaron un estudio comparativo entre la utilizacion del Asp
obtenido de una muestra de dentina y otra del diente, observando que la correlacion fue mayor en la muestra de dentina
que en la del diente completo. Esto se debe a que en la muestra del diente se incorpord Asp del cemento dental, ya que
la cantidad en esmalte es muy pequefia. El cemento dental esta en desarrollo durante toda la vida del individuo, en
mayor medida que la dentina, lo cual influyé en una menor correlacion respecto a la edad. Aunque la correlacion era
menor en la muestra de diente entero, ambas correlaciones eran aceptables, pero el autor afirma que es necesario
realizar mas estudios al respecto debido a la pequefia muestra del estudio'.

Sakuma y cols. en 2015 realizaron un estudio en el cual valoraban la utilidad de los dientes rosas como muestra
y observaron que tienen el mismo grado de correlacion que en dientes normales. Los dientes rosas se cree que se
producen por la infiltraciéon de hemoglobina de la pulpa dental en los tubulos dentinarios, siendo frecuente en casos de
muerte por sumersion o asfixia' .

En casos de cuerpos quemados no hay mucha informacion sobre la validez de este método para estimar la edad.
En 1998 Ohtani observé en dos casos de cuerpos quemados que, siempre que el calor no modifique el color del diente,
es decir que no altere excesivamente la composicion de los aminoacidos del colageno, se podria estimar correctamente
la edad. Las altas temperaturas durante largas exposiciones alteraria la correlacion correcta con la edad, mientras que,
por otro lado, con temperaturas bajas durante mucho tiempo la hidrolisis de las proteinas seria menor permitiendo una
estimacion mas acertada'?,

En cuanto a la eleccion del diente para la obtencion de las muestras Othani realizé un estudio en el cual valoraba
qué tipo de diente presenta mejor correlacion con la estimacion de la edad. Los dientes que se encuentran mas
profundamente en la cavidad oral tienen una mayor racemizacion debido a una mayor temperatura. A pesar de que el
segundo molar era el que mas enantiomeros D tenia, el que mejor correlacion presento fue el primer molar, siguiendo el
primer premolar, incisivo lateral, canino, incisivo central, segundo molar y segundo premolar. Ademas, la racemizacion
aumenta de corona a raiz siguiendo el proceso formativo dental'.

En 1994 otro estudio realizado por Ohtani, utilizando como muestras dientes deciduos, comprobd que podrian
ser utilizados para la estimacion de la edad al igual que los dientes de un adulto, aunque la correlacion es menor que en
dientes permanentes'®. Habitualmente para el establecimiento de la edad durante el periodo de desarrollo dental activo
se utilizan métodos morfologicos como el de Nolla o Demirjian, pero ambos estdn sujetos a variaciones segin la
poblacion étnica sobre la que se aplique'”.

PROTOCOLOS Y METODOS

Se han estudiado y desarrollado diferentes métodos para la obtencion del acido aspartico, asi como protocolos
para la optimizacion de los mismos.

En 2010 Othani y cols establecieron un protocolo para obtener el ratio L/D de AAR, preparando las muestras
mediante la seccion de la dentina vestibulolingualmente para obtener secciones de 1 mm. Estas secciones se lavan
secuencialmente en bafio de ultrasonidos con acido clorhidrico 0,2 M, agua destilada (3 veces), etanol y éter, durante 5

min cada lavado. Posteriormente la dentina se tritura en un mortero y se recogen entre 5 y 10 mg de dentina para la
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prueba. Una vez preparada la muestra se obtienen los ratios L/D mediante cromatografia de gases. Es fundamental
establecer unas condiciones adecuadas para obtener los ratios mediante esta técnica analitica’.

Es necesario tener en cuenta que no siempre la AAR va a servir para la estimacion de la edad. La dentina, que es
el tejido de eleccion para este procedimiento, suele sufrir pocas alteraciones, pero solo suele ser fiable en la obtencion
de los L/D aminoacidos en intervalos post-mortem de mas de 20 afios. Existen residuos de acido aspartico en el
entramado de colageno, que racemiza completamente en un siglo a una temperatura de 37.8°C , por lo que puede alterar
la fiabilidad en la estimacion de la edad de la persona al fallecer. A pesar de que la composicion del esmalte es
practicamente inorganica, durante la formacion de los prismas del esmalte quedan entre ellos proteinas atrapadas.
Aunque el material presente en esmalte fuese organico la utilizacion de la cromatografia liquida de alta resolucion
permitiria realizar un analisis correcto de las formas L/D de AAR'®.

En 2008 Griffin y cols. propusieron un método no destructivo que permite el estudio del diente en pruebas
posteriores como podria ser una analisis morfologico, aunque los resultados no fueron completamente satisfactorios. En
este proceso se obtienen los amino-acidos del esmalte aplicado un grabado acido sobre la superficie, previamente
limpiada con &acido clorhidrico. Aun asi, el estudio realizado muestra valores de aminoacido mas elevados de lo
esperado, posiblemente por la posible contaminacion de la superficie del diente. Los investigadores sostienen que al
tratarse de muestras obtenidas del siglo XII esta contaminacién pudo realizarse durante el proceso de enterramiento, por
lo que la técnica podria tener mejores resultados en dientes actuales. Ademas las muestras obtenidas de esmalte mas
profundo, tras varios grabados acidos muestran mejores resultados. Macroscopicamente la superficie del esmalte no
sufre alteraciones, pero microscopicamente se crean en la superficie pequefias rugosidades, abrasiones incluso cracks, lo
que podria provocar la contaminacion de la dentinas para estudios posteriores. Aun asi, se necesitan mas estudios para
determinar su total utilidad'”.

Griffin, en su estudio para determinar los picos L/D de los enantiomeros, utilizé la técnica de cromatografia
liquida, mientras que Ohtani utilizé cromatografia de gases Para Benedova la cromatografia de liquidos presenta ciertas
ventajas, como menor tiempo para la obtencion de los resultados, pero también algunas desventajas como la necesidad
de mayor cantidad de muestras'®. Ademas, la preparacion de las muestras variard notablemente dependiendo del
procedimiento para el analisis de las mismas y del tipo de tejido para su obtencion'®"”.
ESTIMACION DE LA EDAD

Para realizar la estimacion de la edad se emplean la siguiente ecuacion:

KR =axedad + b

en la que KR es el coeficiente de racemizacion, que se obtiene de:

1+L/D
1-L/p

siendo D y L los picos integrados de los respectivos enantidomeros del acido aspartico.

KR =

En la primera ecuacion los parametros a y b son obtenidos mediante regresion lineal a partir de muestras previas
tomadas de dientes de los cuales se conoce la edad, y obteniendo la KR que sera utilizada como variable dependiente.
La a representa la tasa constante de racemizacion del aminoécido, y la b el punto de corte en el eje y™.

Para calcular la tasa de racemizacion es importante la eleccion de un lugar de consenso para la toma de las
muestras, ya que si hay una variacion entre los lugares de obtencion entre las muestras conocidas y de las que se quieren

analizar, habrd un mayor error en la estimacion de la edad. Asi ocurre, por ejemplo, entre corona y raiz, ya que el inicio
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de la racemizacion es posterior en la raiz que en la corona, ya que su formacion es posterior”'.

En 2002, Ritz-Timme determind que no habia influencia genética o de poblaciones étnicas a la hora de aplicar la
racemizacion del Asp para la estimacion de la edad™.

Ademas, la velocidad de racemizacion practicamente es invariable con respecto a los diferentes grupos étnicos
como explicé Ohtani en 2011, que utilizé la ecuacion de Arrhenius para comparar muestras de poblacioén japonesa y
escandinava®'.

CONCLUSIONES

La estimacion de la edad a partir de la AAR ofrece mejores resultados que los métodos morfoldgicos
tradicionales en los casos en los que se ha completado la erupcion dental.

El uso de AAR del Asp permite obtener una estimacion de la edad de manera fiable aunque el procedimiento
alin esta sujeto a debate.

Esta fiabilidad depende de muchos factores como las muestras indubitadas, el diente de la muestra, las
condiciones ambientales a las que ha estado expuesto, asi como los procedimientos analiticos para obtener el ratio L/D
de los enantidmeros.

No existen protocolos normalizados internacionalmente para este procedimiento, aunque hay algunos que se
usan mayoritariamente.

La muestras principalmente se toman de la dentina de dientes unirradiculares como incisivos, caninos y
premolares inferiores, por presentar la mayor tasa de correlacion entre la AAR y la edad del sujeto.

No existen estudios in vitro con elevado tamafio muestral, ni tampoco revisiones sistematicas de la literatura por
lo que se necesitaria profundizar en ello.

Se trata de un procedimiento complejo, que necesita una gran cantidad de medios técnicos por lo que no esta
muy difundida su aplicacion.

La combinacion de la técnica del radiocarbono 14 en combinacion con la racemizacion de aminoacidos ofrecen
valiosa informacion. Por un lado el radiocarbono 14 permitiria estimar la edad de nacimiento de un individuo, y por
otro, la racemizacion de los aminoacidos establecer la edad del fallecimiento.
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