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RESUMEN

La prediccion de edad es una parte
fundamental para la ciencia forense; con
la determinacion de esta se puede
establecer un perfil mas estrecho para la
busqueda de sospechosos o para la
identificacion de un cadaver. En diversos
articulos basados en el estudio del genoma
se ha informado que la metilacién del
ADN promete ser un marcador de alta
precision para la estimacion de edad
cronolégica. En el presente estudio se
analizaron articulos que disefiaron
modelos experimentales de prediccion de
edad por medio de los patrones de
metilacion de genes caracteristicos
relacionados por la literatura al
envejecimiento. A pesar de ser pocos los
andlisis que se han enfocado en la
metilacion del ADN para determinar la
edad, en la gran mayoria de ellos se
obtuvieron resultados favorables con una
estadistica de regresion multivariante; se
estudiaron algunos de los cientos de sitios
CpG; aungue un mayor numero de sitios
CpG pueden proporcionar una mayor
precision que un menor ndmero de ellos,
no se puede aplicar dicho enfoque dado
que las muestras comunmente
encontradas en la escena del crimen
suelen ser limitadas.

INTRODUCCION

La edad se considera como el
mayor factor para una amplia gama de
condiciones clinicas frecuentes en la
actualidad; es innegable que Ila
supervivencia de la vejez ha aumentado
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SUMMARY

Chronologicasl age estimation is a
fundamental part for forensic science; it is
used to establish a narrower profile for the
search of suspects or for the identification
of a corpse. In several articles based on
the study of the genome it has been
reported that ADN methylation promises
to be a high precision marker for
chronological age estimation. In the
present study, articles that designed
experimental models of age prediction
were analyzed, including methylation
patterns of characteristic genes related to
the aging. In spite of the few analyzes that
have focused on ADN methylation to
determine age, in the great majority of
them favorable results were obtained with
a multivariate regression statistic; some of
the hundreds of CpG sites were studied;
although a greater number of CpG sites
can provide greater accuracy than fewer
CpG sites, such an approach can not be
applied since the samples commonly found
at the crime scene are usually limited.
Keywords: ADN, Forensics, Methilation,
Age, Saliva, HumanMethylation450.

considerablemente durante el dltimo siglo.
(Murgatroyd, 2010; Marioni, 2018; Bell,
2012).

El envejecimiento humano es un
proceso complejo caracterizado por la
disminucién global en las funciones
fisiologicas (Garagnani, 2012; Bjornsson,
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2008) y no puede ser comprendido por
completo en términos de configuracion
genética; la epigenética se deriva como un
medio alternativo para explicar las
alteraciones asociadas a la edad. (Heyn,
2012; Teschendorff, 2018).

Diversos estudios realizados en
insectos, particularmente en abejas de
miel de abeja, han revelado que el mismo
genoma se puede programar para producir
trabajadores de vida corta o reinas de vida
larga. Poco a poco la evolucion nos ha
hecho darnos cuenta de que los rasgos
caracteristicos de los organismos estan
formados fundamentalmente por Ila
interaccion de factores intrinsecos Yy
extrinsecos (Murgatroyd, 2010; Meissner,
2010).

EPIGENETICA Y
METILACION

La epigenética ha llegado a
imponerse como una disciplina que
desempefia un papel importante en la
prediccion de edad en areas de importancia
médico forense (Hamano, 2017). En la
actualidad las caracteristicas externas que
se manifiestan fenotipicamente y que se
observan a simple vista son aquellas
relacionadas al pigmento como la
coloracién de ojos y pelo; sin embargo, la
edad suele ser una caracteristica digna de
mencionar puesto que puede relacionarse a
la etnicidad y predecir la apariencia. (Sae,
2017; Steegenga, 2014).

Para determinar la edad de una
persona partiendo del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) se han
mencionado métodos moleculares que
estdn basados en el andlisis del
acortamiento de telémeros y la delecion
del ADN mitocondrial; recientemente se

incluyeron los circulos de sefializacién
conjunta de escision del receptor de celular
T (SJTRECs) y la metilacion del ADN
como biomarcadores que prometen una
alta precision de prediccion (Sae, 2017;
Ward, 2018; Jung, 2017).

A nivel global, diversos estudios
han demostrado que la metilacién del
ADN disminuye con el envejecimiento en
los tejidos humanos como consecuencia de
una pérdida progresiva de la ADN
metiltransferasa tipo la (DNMT1a). Sin
embargo, también se han reportado loci de
genes especificos que sufren
hipermetilacion durante el envejecimiento.
(McEwen, 2018).

Por otra parte, la metilacion
asociada a la edad, no solo esta basada en
el deterioro al azar durante el desarrollo
odontoldgico; investigadores han podido
relacionar la edad cronologica con
cambios en la metilacion del ADN y se han
registrado  algunos  marcadores  de
metilacion que prometen ser buenos
predictores epigenéticos de
envejecimiento (Shao, 2014; Bocklandt,
2011). En general, se cree que la presencia
del ADN metilado provoca el
silenciamiento de genes que afectan la
estructura cromatica, por lo que los sitios
donde se observa metilacion son criticos
para las funciones celulares; por otro lado,
también existen loci que son menos
estables 0 que ya no es necesaria su
expresion; estos loci suelen ser mas
propensos a cambios en su estado de
metilacion con el tiempo y debido a
factores ambientales y modificaciones
epigenéticas espontaneas. (Alghanim,
2017; Rakyan, 2018).

Hasta ahora la metilacion es el
mecanismo epigenético mejor
caracterizado; la metilacién se lleva a cabo
mediante la unién de un grupo metilo (-
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CH3) al nucleétido citosina de la cadena
de ADN convirtiéndose en  5-
metilcitosina;  este  proceso  suele
presentarse en sitios ricos en citosina y
guanina unidos por un grupo fosfato
(CpG); dicha unidn se establece durante la
ontogenia del mamifero y puede ser
replicado durante la division celular por
mantenimiento de ADN metiltransferasas
tipo 1 (Bork, 2010; Hernandez, 2011).

IMPLICACIONES FORENSES

En el area forense, poder
determinar la edad es una de las claves mas
importantes para los investigadores
cuando se trata del seguimiento y
resolucion de un crimen; para la medicina
forense, la estimacion de edad exacta tiene
un valor similar a las caracteristicas
visibles externamente o de ascendencia
biogeografica. (Zbiec, 2015; Vidaki,
2017).

La edad cambia la apariencia de un
individuo notablemente, lo que influye y
aporta informacion para la recreacion de
bocetos de sospechosos desconocidos;
cambios como calvicie masculina o un
ligero cambio de coloracion en el pelo
suelen de ser de importancia para estrechar
el rango de busqueda en casos criminales
(Zbiec, 2015; Kayser, 2015).

La estimacion de la edad humana
ha sido motivo de investigacion durante
muchos afios y la llegada de métodos
moleculares ha logrado un gran impacto
forense; esto se ha debido a que los
métodos convencionales para estimacion
de edad se basan en técnicas
antropoldgicas que analizan marcadores
6seos como huesos y dientes, con un
margen de error aceptable; sin embargo,
las estimaciones se ven limitadas a la
existencia del esqueleto, descartando

muestras comuinmente encontradas en
escenas del crimen como fluidos
corporales o cabello (Zbiec, 2015; Sae,
2018; Eipel, 2016).

La mayoria de los articulos
analizados se basan en la prediccion de
edad cronolégica mediante fluidos que son
comUnmente encontrados en escenas del
crimen (semen, sangre y saliva). Sae et al
(2017) realizaron un estudio predictivo
basado en muestras de saliva de 54
individuos, de los cuales se identificaron
marcadores de CpG que mostraron una
alta correlacion entre la metilacion y la
edad. Debido a que los marcadores
asociados a la edad de la saliva diferian de
las de la sangre, se investigaron los
patrones de metilacion de ADN de 6
marcadores de CpG (cg00481951,
cg19671120, cgl4361627, cg08928145,
€g12757011, y cg07547549 de los genes
SST, CNGAS3, KLF14, TSSK6, Tbrl, y
SLC12A5 respectivamente) en un
conjunto independiente de muestras de
saliva de 226 individuos de 18 a 65 afios.
La saliva fue recogida con el kit de auto-
colecciobn Orangene, almacenados a
temperatura ambiente; la extraccion de
ADN se realiz6 utilizando el QIAmpl
ADN Mini Kit para posteriormente
realizar la metilacion del ADN de todo el
genoma de saliva usando la matriz
HumanMethylation450 BeadChip (Sae,
2017).

Shao et al (2014) identificaron 8
fragmentos de genes obtenidos de
muestras de sangre, en los que el grado de
metilacion  estaba  significativamente
relacionado con la edad; las muestras
analizadas fueron proporcionadas por 40
donantes voluntarios hombres y 25
donantes voluntarias mujeres con un rango
de edad de entre 11 y 72 afios. Los
fragmentos de ADN aislados se clonaron
en pMD 19-T Vector y posteriormente
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cuantificados por secuenciacion con
bisulfito utilizando el kit EZ metilacién del
ADN y se secuenciaron con un analizador
genético 3730. Para cada donante, 10
segmentos clonados de cada fragmento se
aislaron y se secuenciaron; la fraccion
metilada de cada CpG se promedid entre
los 10 segmentos clonados.

Heyn et al (2012) plantearon una
duda razonable: ¢Los individuos en los
puntos mas extremos de sus vidas tenian
diferencias en la metilacion del ADN?
Debido a ello realizaron la secuenciacion
con bisulfito de los genomas de recién
nacidos y centenarios con un CpG
microarray 450000. Las muestras de
sangre en recién nacidos se obtuvieron del
cordon umbilical utilizando ADN extraido
de células T CD4 procesados a través de
un analizador genémico Ilumina Human-
Omni5 Quad BeadChip. En este sentido,
Hamano et al (2017) reportaron un modelo
predictivo de edad basado en la metilacion
de citosina en sitios CpG obtenidos de
muestras de sangre con 71 marcadores de
metilacion  del  Hlumina  Infinitum
HumanMethylation450 BeadChip.
Garagnani et al (2012) informaron un
modelo predictivo basado en Illumina
Infinitum HumanMethylation450
BeadChip con una pequefia cohorte de 64
individuos de diferentes edades.

En la literatura podemos encontrar
articulos donde se analizaron diversas
muestras que en su mayoria pertenecen a
fluidos corporales; las muestras fueron
obtenidas por donantes voluntarios
recogiendo células bucales usando hisopos
de algoddn, obtencion de sangre por
pinchazo en el dedo recogiendo las células
sanguineas con cotonetes, o muestras de
semen de voluntarios masculinos (Silva,
2016; Jenkins, 2018). En estudios donde se
recolectaron exclusivamente muestras de
sangre, como lo reportado por Park et al

(2016), JL. Y colaboradores, las muestras
se obtuvieron de una cohorte compuestos
de mas de 300 hombres y 300 mujeres con
una distribucién de grupos de edad de 10
afios cada grupo (rango entre 11 y 90
afos). Para demostrar la versatilidad de los
analisis moleculares basados en la
metilacibn del ADN se encontraron
articulos donde se analizaron células
madre mesenquimales y fibroblastos para
lograr determinar cambios asociados a la
edad en tejidos primarios incluyendo
dermis, epidermis o una citologia cervical.
(Koch, 2011).

Para seleccionar un conjunto de
variables para el uso de la construccion de
un modelo predictivo de edad se suelen
utilizar los datos de 62 sitios CpG. El
modelo de regresion explica el 96.9% de la
varianza total en 54 varones con un error
de 3.83 afios. Un analisis posterior del gen
ptpn7 informd que dicho gen muestra muy
bajo valor predictivo en sangre, pero un
valor muy alto en las células epiteliales
bucales (0,05 y 0,82, respectivamente).

En un conjunto independiente de
226 individuos utilizando un ensayo de
metilacion SNaPshot multiplex se reporto
un patron de metilacion altamente
relacionado con la edad, la cual puede
explicar el 63.5% y 54.9% de la varianza
de edad. Los sitios CpG mas
correlacionados se hallaron en el gen
KLF14 y SLC12A5 (Sae, 2017). Heyn et
al (2012) reportaron que las muestras de
los individuos de la tercera edad mostraron
una correlacion menor en términos del
estado de metilacion de CpG en
comparacion con las muestras de recién
nacidos  dado que  eran mas
homogéneamente metilados en CpG.
Desde el punto de vista de los genes
reguladores, una de las principales
caracteristicas de las muestras centenarias
es su baja densidad de metilacion del ADN
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en promotores pobres en CpG; los
hallazgos de Heyn et al fueron validados
con una cohorte mas amplia de individuos
recién nacidos y nonagenarios utilizando
un ADN CpG K microarray 450. Los
resultados fueron una evidencia clara de la
diferencia significativa entre los patrones
de metilacion de los extremos de la vida
humana.

En los estudios de Hamano et al
(2017) se observo que los perfiles de
metilacion de los genes ELOVL2 vy
EDARADD tienen una alta correlacién
con la edad y se utilizaron para predecir la
edad con una regresion de vectores de
soporte. Se informa por primera vez que el
gen ELOVL2 es u marcador predictivo de
edad para las muestras de saliva. El
modelo de prediccion evidencio una alta
precision de prediccion de edad con una
desviacion media absoluta a partir de la
edad cronologica de 5.96 afios entre 197

muestras. EI modelo fue validado con un
estudio adicional de 50 muestras con una
desviacion media absoluta de 6.25 afios. El
modelo de prediccion de edad se probo
nuevamente en muestras de saliva
obtenida de colillas de cigarrillos,
representando una obtencion de muestra
recurrente en una escena del crimen real
con una desviacion media absoluta de 7.65
afios; para estas muestras se reflejo un
resultado ligeramente mayor a de las
muestras de saliva que se recolectaron de
manera intacta.

En la mayor parte de los estudios
analizados se observo una correlacion alta
entre los patrones de metilacion y la
prediccion de edad cronologica con una
desviacion media absoluta que no excede
los 9.0 afios en los modelos de prediccion
(Tabla 1)
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Tabla 1. Correlacion entre la edad y la metilacidn en 6 sitios CpG, uno en cada uno de los genes
SST, CNGA3, KLF14, TSSK6, TBR1y SLC12A5 en 226 muestras de saliva. El nivel de
metilacion del ADN se determind mediante la reaccion SNaPshot de metilacién multiplexada
(tomada de Sae et al, 2017).

CONCLUSION

Con base en los resultados
favorecedores y prometedores en cuanto a
la correlacibn de los patrones de
metilacion y la edad cronolégica podemos
concluir que los avances en la tecnologia y
la biologia molecular pueden convertirse
en herramientas de suma importancia para
los estudios forenses.

En general, las investigaciones
forenses dependen de las herramientas que
puedan proporcionar informacion con
respecto a las evidencias encontradas en la
escena del crimen; en muchos de los casos
donde los cadéveres no son identificados
por el estado en el que se encuentran o
debido a la severidad del crimen, resulta

imposible realizar las técnicas comunes de
prediccion de edad.

Los perfiles de ADN se comparan
con sospechosos; sin embargo, en muchos
paises no se cuenta con una base de datos
y en donde existen suelen ser incompletas.
Es por ello por lo que se recurre a técnicas
moleculares como marcadores
epigenéticos para aportar informacion que
ayude a la resolucion de los casos forenses.

La metilacion del ADN ha
demostrado ser un marcador epigenético
prometedor, con una alta precision en
modelos de prediccion de ADN, el cual
tiene la versatilidad de adaptarse para una
gran gama de muestras recurrentes en
escenas del crimen. Sin embargo, también
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es importante mencionar que el proceso
para la realizacion de modelos de
prediccién de edad por metilacion del
ADN requiere técnicas y equipos con los
que los laboratorios forenses no suelen
contar y/o realizar de manera cotidiana, lo
que implica costos adicionales 'y
capacitacion adecuada del personal.

Otra condicion importante que
debe ser tomada en cuenta es que al ser la
metilacibn un mecanismo epigenético
regulador de la expresién génica, los
analisis de prediccion de edad no pueden
basarse por completo en los resultados
obtenidos de los estudios previos, ya que
los grupos poblacionales se exponen a
diversos  factores ambientales que
pudiesen cambiar la regulacion génica y
por lo tanto los patrones de metilacién.

Cada grupo de poblacion debe ser
secuenciado y analizado para estandarizar
no solo la técnica, sino también los
parametros de referencia a seguir para la
interpretacion de los resultados.
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