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Resumen: 
La determinación de la edad al momento de la muerte sobre la base de la racemización del ácido 
aspártico (AAR) en la dentina humana se ha aplicado con éxito en odontología forense desde hace 
varios años. El uso de este procedimiento en la dentina proporciona una solución sencilla y rentable, 
cuyo método puede lograr una precisión de más menos 3 años. Actualmente esta determinación  no 
se encuentra estandarizada, inconsistencia que se debe resolver si se pretende aplicar con éxito la 
técnica para la determinación de la edad en casos de interés forense.se pretende aplicar con éxito la 
técnica para la determinación de la edad en casos de interés forense.
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Abstract:
Determining the age at death based on aspartic acid racemization (AAR) in human dentin has been applied 
successfully in forensic dentistry for many years. The use of this procedure in the dentine provides a simple 
and cost effective method which can achieve an accuracy of plus or minus 3 years. Today this determination 
is not standardized, inconsistencies must be resolved to successfully implement the technique for age 
determination in cases of forensic interest.

Key words: 
Aspartic acid racemization, dentin, identification, age estimation

Filiación Autores (institución a la que se debe atribuir el trabajo): Departamento de Ciencias 
Básicas Biomédicas, Universidad de Talca, Chile.

Título corto: Racemización del ácido aspártico en dentina humana.

Correspondencia: Dr. César Rivera Martínez, Cirujano Dentista, Departamento de Ciencias Básicas 
Biomédicas, Universidad de Talca, Avenida Lircay s/n Oficina N° 104, Talca, Chile, E-mail: contacto@
cesarrivera.cl



36

Medicina Legal de Costa Rica. Vol. 29 (1), Marzo 2012. ISSN 1409-0015

© 2012. ASOCOMEFO - Departamento de Medicina Legal, Poder Judicial, Costa Rica.

INTRODUCCIÓN

La determinación de la edad de cuerpos humanos 
no identificados  es importante en el marco de 
una investigación penal o un desastre masivo 
para aportar antecedentes como la edad de 
fallecimiento, fecha de nacimiento y año de la 
muerte y género, los que pueden servir de guía 
a los investigadores para dar con la identidad 
correcta entre un gran número posibilidades . Los 
métodos tradicionales morfológicos utilizados 
por los antropólogos para determinar la edad 
son a menudo imprecisos, mientras que los  
análisis químicos han demostrado resultados 
reproducibles y precisos (1).

El envejecimiento del cuerpo humano involucra 
proteínas intracelulares y extracelulares que 
son sometidas a una serie de reacciones 
no enzimáticas, reacciones de degradación 
espontánea bajo condiciones fisiológicas. 

La racemización es un proceso natural que con el 
paso del tiempo convierte compuestos ópticamente 
activos en una mezcla racémica (equilibrada) 
(2). Por ejemplo, en un aminoácido que tiene 
dos isómeros, L (levógiro) y D (dextrógiro), la 
racemización es la reacción química que buscar 
tener en igual cantidad las formas L y D, y para 
ello ocurre la conversión de un compuesto L en D 
o D en L. 

En los sistemas vivos, se encuentra 
mayoritariamente la forma levógira de los 
aminoácidos o L-aminoácidos, debido a la 
especificidad estereoquímica de las enzimas 
que utilizan sólo la L-enantiómeros para formar 
proteínas. La racemización de los aminoácidos 
en las proteínas producidas por organismos vivos 
se lleva a cabo sólo después de que el recambio 
proteico ha cesado. 

Durante el curso del envejecimiento, las formas 
isoméricas L de los aminoácidos (L-aminoácido) 
se transforman, mediante racemización, a formas 
D (dextrógira) de un aminoácido (D-aminoácido). 
A una temperatura de 25 °C, se necesitaría 
alrededor de 100.000 años para que todos los 
L-aminoácidos presentes en los tejidos vivos se 
sometieran a una racemización completa para 

convertirlos en un D-aminoácido(2). Por lo tanto, 
el grado de racemización de aminoácidos puede 
utilizarse para estimar la edad de los distintos 
tejidos. De todos los aminoácidos estables, el 
ácido aspártico tiene una de las más altas tasas 
de racemización y es por lo tanto, es el aminoácido 
más utilizado para la estimación de la edad.

Estas reacciones incluyen la racemización de 
los residuos aspartil y asparaginil(3). El resultado, 
muy poco común, de forma D de ácido aspártico 
(ácido D-aspártico) se ha detectado en los 
hidrolizados de diferentes proteínas en diversos 
tejidos humanos(4).

Racemización del ácido aspártico

El organismo humano utiliza principalmente 
L-aminoácidos en la síntesis de proteínas. En 
proteínas que son sintetizadas a temprana 
edad y que no son posteriormente alteradas, el 
ácido D-aspártico  se puede acumular durante 
el envejecimiento(5-7). Un aumento de ácido 
D-aspártico ( que es directamente proporcional 
a la edad) se ha demostrado en varios tejidos, 
incluyendo la dentina y el esmalte dentales, 
discos intervertebrales, lente, cerebro, pulmones 
y huesos(8). Entonces la utilización forense 
de la AAR está basada en la estimación de la 
proporción de D/L ácido aspártico en los tejidos 
con un lento metabolismo, como por ejemplo los 
tejidos dentarios(9).

La AAR para la estimación molecular de la edad 
ha sido usada por un largo tiempo, los primeros 
estudios en tejidos dentarios, como el esmalte 
y la dentina fueron realizados hace más de 30 
años(2).

La dentina como sustrato para 
datación

El tejido óptimo para la estimación de la edad 
sobre la base de AAR es la dentina dental, tejido 
que ha sido usado en múltiples estudios forenses, 
demostrando un resultado técnico que puede ser 
excelente(10-22). La dentina en su totalidad, así 
como extractos de proteínas dentinarias pueden 
ser analizadas(23).
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En la fracción proteica no colágena y en la dentina 
completa, existe una relación muy estrecha entre 
la edad y el grado de AAR(15,24).

La composición de la matriz orgánica de la dentina 
es suficientemente homogénea para permitir una 
determinación reproducible de la edad al momento 
de la muerte mediante el análisis del total o 
extractos crudos acídicos de dentina, sin más que 
la purificación de las proteínas permanentes que 
muestran una acumulación edad-dependiente de 
ácido D-aspartico.

Estas condiciones óptimas son atribuibles a la 
baja rotación de proteínas en la dentina, que es 
extremadamente braditrófica (de ritmo metabólico 
lento, debido a una ausencia de red vascular 
adecuadamente desarrollada). Las proteínas 
de la dentina son metabólicamente aisladas y 
mantenidas a una temperatura constante durante 
la vida. Cualquier forma degradada de las proteínas 
originales por lo tanto puede acumularse con el 
tiempo y el grado de degradación, (en este caso 
racemización), puede proporcionar un medio de 
determinación de la edad.

Datación por racemización del ácido 
aspártico en dentina

El método, a diferencia de análisis morfológicos, 
no implica el mismo grado de error interobservador, 
ya que se basa en estimaciones objetivas, por lo 
tanto no se requiere formación especializada para 
aplicar la técnica(25).

La precisión de esta técnica puede ser excelente, 
estudios han demostrado que posee una exactitud 
de +/- 3 años(13,20).

Las tasa de variación de los aminoácidos  forma L 
a la forma D, al ser una reacción química de primer 
orden es influenciada por numerosos factores, 
tales como la conformación de las proteínas, la 
temperatura, el pH y la concentración de agua en 
el medio ambiente. La temperatura es un factor 
medioambiental importantísimo, se calcula que 
una temperatura  media de 15°C por más de 
10 años puede inducir un error de 0,2 años en 
la estimación de la edad dentinaria. En caso de 
cuerpos quemados, los errores pueden ser muchos 

más altos, por una aceleración en la AAR(11). 
Además, largos intervalos postmortem pueden 
también alterar el proceso de AAR, a causa de la 
diagénesis de las proteínas y contaminación(26). 
Por lo tanto, la historia y condiciones postmortem  
de la muestra, intervalo post mortem, así como 
los protocolos de análisis de laboratorio deben ser 
aclarados antes de la suposición de la edad real al 
momento de la muerte(27-29). Además, variaciones 
en los valores de racemización de ácido aspártico 
han sido informados de acuerdo al tipo de diente 
y su posición de éste en la boca(10,27). Debido 
a la complejidad de la AAR, para mejorar la 
ejecución de la técnica y su aplicación forense, 
investigaciones recientes sugieren la introducción 
de mezclas estándar de D y L aminoácidos o 
nuevas estrategias de muestreo(22, 30-31).

Factores involucrados en el 
análisis de la racemización en 
dentina

Una vez elegida la dentina para el análisis 
forense, se deben considerar los siguientes 
factores involucrados, que pueden ser agrupados 
en dos grupos: estrategia para la obtención de la 
muestra y preparación de la muestra.

Estrategia para la obtención de la 
muestra

El tipo de diente elegido para el análisis puede 
influir sobre los resultados de estimación de la 
edad al fallecer, ya que la edad de la dentina 
no es equivalente con la edad cronológica(32). 
El diente idealmente debe estar libre de caries 
para factibilidad técnica(29), porque las bacterias 
y procesos infecciosos pueden alterar los valores 
de AAR. Otro aspecto a considerar, es si la pieza 
dentaria ha estado presente en la cavidad oral 
durante un largo periodo, como es el caso de 
personas mayores que mantienen sus dientes, 
en estos casos la influencia del ambiente es 
más fuerte, además los dientes se hacen más 
débiles. El nivel promedio del ácido D-aspártico 
en cada diente disminuye de acuerdo al siguiente 
orden: primer molar > segundo molar > segundo 
premolar > primer premolar > canino > incisivo 
central > incisivo lateral(27). Como la formación de 
dentina se dirige desde la corona hacia el ápice, 
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la relación D / L de ácido aspártico es mayor en 
la corona y desciende hacia el ápice radicular(10). 
Las muestras no deben tocarse con las manos.

Preparación de la muestra

El principal objetivo de la preparación de una 
muestra es eliminar la contaminación que pudiese 
haber adquirido con anterioridad a su llegada 
al laboratorio. Esta es una de las etapas más 
críticas en todo el proceso de análisis químico de 
restos antiguos. El manejo de la muestra es de 
cuidado desde su fijación(33). Se recomienda el 
uso de etanol y formalina como medios de fijación  
estándar para la determinación de la edad a través 
del análisis de piezas dentarias(34). Se sabe que 
la formalina se une en los grupos amino, amida 
y guanidina(35). Otros autores no recomiendan el 
uso de fijadores de formol, ya que intervienen 
en la racemización obtenida durante la hidrólisis 
ácida de la dentina, lo que ocasiona la obtención 
de resultados poco reproducibles(32).

Blanqueamiento: El tejido blando adherido a los 
dientes es eliminado utilizando hipoclorito de 
sodio(36,37). Esta medicación penetra en la dentina, 
causando oxidación selectiva, cuya exposición 
prolongada puede alterar la relación D/L de ácido 
aspártico(32).

Lavado: La manera en que las muestras son 
tratadas antes del análisis puede afectar  la 
tasa de racemización obtenida. Las tasas de 
racemización del esmalte, reportadas por algunos 
autores  fueron más altas que las tasas obtenidas 
por otros(24,38). El primer lavado de la muestra 
es con acetona y el segundo con 0,2 M de HCl. 
Los aminoácidos de bajo peso molecular han 
sido eliminados por el lavado con ácido, pero no 
por la acetona. Las formas en que las muestras 
serán lavadas deben ser consistentes entre los 
estudios.

Pulverización de la dentina: La pulverización de 
los tejidos calcificados es a menudo utilizada 
en la preparación de muestras antes de la 
desmineralización y extracción de proteínas, 
donde particularmente se usa un agente quelante 
(EDTA) en lugar de un ácido mineral (39).

Fracción proteica analizada: La fracción soluble 
e insoluble son definiciones operacionales y la 
composición de ellas variará dependiendo del 
modo de extracción. La fracción insoluble se 
compone en su mayoría de colágeno helicoidal 
y por ende presenta una menor tasa de 
racemización. La fracción soluble de las proteínas 
es el componente de racemización rápida por 
lo tanto el más exacto para la estimación de la 
edad(40).

Desmineralización: Con el objeto de aislar 
una fracción de la proteína total dentinaria, la 
desmineralización es necesaria. Esto usualmente 
se consigue por un ácido mineral (HCl), o menos 
común por un agente quelante (EDTA). El método 
con EDTA requiere extraer en polvo la dentina 
para que sea conveniente (se requiere de dos 
semanas mínimo para que se observen cambios 
en la solución). La desmineralización con HCl es 
mucho más rápida y simple. Algunos autores han 
comparado las estrategias de desmineralización 
para tejido óseo, concluyendo que las piezas 
idealmente deben ser extraídas con 0,6 N HCl 
con continua agitación  a 4 ºC. Es esencial usar 
temperatura baja en la preparación, de otro modo 
ocurrirá la hidrólisis del enlace peptídico y con ello 
la racemización. Con esto los autores concluyen 
que el método con  EDTA utiliza demasiado 
tiempo y no presenta ninguna ventaja en relación 
sobre el HCl(41).

Hidrólisis: Típicamente la muestra de dentina es 
hidrolizada durante 6 horas  usando 6 M HCl, sin 
embargo existen variaciones. Al aumentar los 
tiempos de hidrólisis se induce racemización y esto 
se debe tener en cuenta al comparar diferentes 
estudios. La energía de activación de hidrólisis es 
más alta que la de racemización(32,42).

Separación cromatográfica: Tanto los métodos 
de cromatografía por gases de alta presión 
(HPLC)(43,44), como cromatografía por gas (GC) 
son usados para separar y cuantificar D y L 
enantiómeros de ácido aspártico en dentina (45). 
Los investigadores usan la técnica a la que tienen  
acceso o en la que tienen  mayor experiencia. El 
método original de intercambio iónico con HPLC 
tiene el inconveniente que requiere tiempos de 
elución de más de 1 hora y sólo el ácido aspártico 
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puede ser analizado(46). La GC es el método usado 
típicamente por estudios de ciencia forense. 
Las técnicas cromatográficas deberían dar los 
mismos resultados, sin embargo cada método 
tiene inconvenientes específicos.

Interpretación de los resultados (estimación 
de la edad mediante proporciones de D y 
L): La interpretación de los resultados debe 
basarse en los datos de calibración básica 
para cada laboratorio. Para la estandarización 
de procedimientos se recomienda: curvas 
individuales calibradas para cada tipo de diente, 
utilizar muestras descontaminadas, sumergir 
las muestras en hipoclorito de sodio, los dientes 
deben ser almacenados en aire seco a bajas 
temperaturas, evitar el lavado con soluciones 
ácidas, para desmineralizar se deben utilizar 
bajas temperaturas, y la pirólisis debe ser a 100 
ºC por 6 horas, utilizando 6 M HCl(47), el manejo 
de la temperatura debe ser cuidadoso, ya que la 
AAR es un proceso temperatura-dependiente(29). 
Los datos obtenidos de la literatura sólo se 
pueden utilizar para interpretación de los 
resultados si la calibración básica ha demostrado 
su aplicabilidad(32,48). La estimación de la edad y 
el cálculo de los intervalos de confianza se puede 
realizar por medio de la predicción inversa(49).

DISCUSIÓN

El mecanismo de determinación de edad mediante 
AAR se ha presentado intencionalmente de 
manera muy general. Los laboratorios de análisis 
forense han desarrollado con el tiempo diferentes 
métodos para datación, sin lograr una unificación  
de criterios y técnicas, que procuren este método 
como una herramienta objetiva y cuatificable, y falta 
estandarizar los procedimientos. La realización 
de la técnica no estandarizada para el análisis 
forense de dientes, mediante los procedimientos 
descritos depende de la organización individual 
de cada laboratorio, lo que limita la comparación 
científica,  reproducibilidad de resultados y la 
evaluación por pares.

Con el fin de perfeccionar el método se 
recomienda enfocarse en la química de base de 
estos procesos y realizar un protocolo estándar, 
teniendo en cuenta cualquier condición que 

pudiese alterar la muestra, para así enfrentar de 
una manera más clara la resolución de problemas 
en datación.
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