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RESUMEN

En ocasiones resulta de vital importancia para la aplicacion de técnicas forenses el andlisis
del ADN a partir de muestras 6seas. Con frecuencia la aplicacion de estas técnicas se ve
fuertemente afectada por factores tales como la inhibicién enzimatica, bajos rendimientos,
degradacién de los acidos nucleicos. Existen varios procedimientos para la purificacion de
ADN a partir de muestras dseas, sin embargo, los resultados son muy variables en términos

de rendimiento y utilidad del material extraido.

Aqui se describe dos procedimientos utiles para el aislamiento de ADN humano de restos
0seos, donde se analizaron 20 muestras por un método convencional y 10 muestras de las
anteriores con columnas provistas de resinas, posterior a la extraccion se hizo un analisis

cualitativo y cuantitativo por espectrofotometria y electroforesis.

Se obtuvieron resultados positivos en espectrofotometria para todos los casos, es decir,
todas las muestras presentaron ADN cuantificable, por electroforesis se evidencio ADN por
el brillo que este emite al intercalarse con Bromuro de Etidio, el mismo que se evidencia
alrededor o en el pozo. La pureza obtenida después del aislamiento fue mayor usando

resinas a comparacion del método convencional.

El método que mejor resultado ofrecié para el aislamiento de ADN humano fue el empleo del
Kit con resinas. Sin embargo cuando se requiera procesar un gran numero de muestras el
método a elegir es el convencional, afiadiendo una fase de purificacién posterior a la
extraccién que consiste en usar unos filtros especiales que nos permiten concentrar ADN

extraido, obteniéndose una solucién mas pura, ademas, por el bajo coste y rapido,
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INTRODUCCION

En estos dUltimos tiempos, la revolucion genética nos ha traido
innumerables sorpresas habiéndonos dado nuevos descubrimientos

cientificos.

Es muy probable que, en la actualidad, todo mundo haya escuchado
hablar de los acidos nucleicos, en particular del ADN, simplemente por
los descubrimientos recientes y por las grandes innovaciones
tecnologicas en la investigacion del ADN, los cuales no dejan de

aparecer casi a diario en los grandes periodicos.

Cuando la muerte es debida a una catastrofe o un homicidio, la
identificacion de las victimas puede ser de vital importancia para
entregar los cadaveres a sus familiares, para esclarecer como

transcurrieron los hechos o para establecer el posible culpable.

La identificacion de restos humanos ha sido siempre una de las mayores
preocupaciones de las Ciencias Forenses. La huella grafica vy la
Odontologia forense han sido hasta hace poco ciencias que se han
ocupado para este proposito. Sin embargo, la aplicacion de la Biologia
Molecular y la Genética en los laboratorios forenses abrié nuevas
perspectivas para la identificacion directa; en un principio la técnica mas
utilizada fue la “huella genética”, pero tenia el gran inconveniente de que
se necesitaban grandes cantidades de muestra y reciente en buen

estado para poder aplicarla. Hoy en dia es posible resolver casos donde
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la cantidad de muestra disponible es minima y puede estar datada hace

cientos de afios.!

La Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha convertido en un
método indispensable en los Laboratorios forenses, ya que gracias a
esta técnica es posible el estudio de muestras que contienen minimas

cantidades de ADN o que lo presentan parcialmente degradado.

De esta manera se pueden analizar muestras en las que antes era
imposible pensar que se obtuviera un resultado positivo. Asi, hoy en dia,
incluso esta descrita la identificacion de sospechosos de estrangulacion
a través del estudio del ADN de las células epiteliales que ha dejado en

el cuello de su victima, con un éxito de mas del 70%. 2

Siempre que es posible, la identificacion de victimas se realiza mediante
comparacion con datos ante-mortem, como fichas dentales o

radiografias.

Cuando no existe este tipo de informacion ante-mortem o los restos se
encuentran demasiado fragmentados, la identificacion positiva es

imposible a través de estos métodos.

Hoy en dia estd ampliamente extendida la identificacion genética de las
victimas a través de la comparacion con posibles familiares de las

mismas, asi como a través de la comparacion con muestras procedentes
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de objetos personales (peine, cepillos de dientes, maquinillas de

afeitar...) pertenecientes a las propias victimas.?

Sin embargo, la identificacion genética puede complicarse cuando
existen largos periodos de tiempo entre la muerte y la aparicion del
cadaver o cuando la muerte ocurri6 en unas condiciones criticas
(explosiones por ejemplo). La destruccion o descomposicion de los

tejidos blandos deja s6lo huesos y dientes disponibles para el anélisis.

Por todo ello hemos de recurrir a analisis alternativos, como el estudio
de ADN mitocondrial del cual posiblemente se conserve un namero de
copias mas elevado por encontrarse presente en mayor cantidad en las
células que el ADN nuclear; en algunos casos puede resultarnos
imprescindible la identificacion individual y todos sabemos que el ADN
mitocondrial no identifica individuos sino lineas familiares, porque todos
los miembros del grupo familiar emparentados por via materna

mostraran idéntico haplotipo.

En los ultimos afios se han publicado un gran nimero de trabajos que
muestran la posibilidad de aislar ADN a partir de restos organicos

arqueolégicos.*

Estas muestras tan antiguas pueden aportarnos valiosa informacion
respecto a diversos aspectos como la filogenia de especies extinguidas,

o el grado de evolucién de especies no extinguidas.
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Las estructuras celulares y subcelulares generalmente no se encuentran
bien conservadas en los restos arqueologicos, aunque algunas veces es
posible recuperar ADN gendmico. La aptitud que una muestra antigua
tiene para ser susceptible de analisis genético depende del tiempo
transcurrido y en mayor medida de las condiciones ambientales a las
gue ha estado sometida. Casos excepcionales como las bajas
temperaturas, la desecacion rapida o las altas concentraciones salinas
hacen que muestras mas antiguas puedan ser estudiadas con éxito

relativo.

Este trabajo pretende analizar alternativas para el estudio de ADN
nuclear en muestras de restos 0seos, optimizando el protocolo de
extraccion de esta molécula. Recurriendo al uso de métodos como la
electroforesis y espectrofotometria para comprobar la efectividad del

protocolo seguido.

.  ANTECEDENTES

A. CASOS DE EXUMACION

En la investigacion pericial de un indicio biolégico destacan tres grandes
etapas:

1) la busqueda de evidencias en la escena del crimen,
accidente, etc.

2) la recogida de muestras o evidencias y envio al

laboratorio.
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3) la investigacion analitica.

Las normas para la basqueda, recogida y envio de muestras al
laboratorio deben cumplirse con rigor ya que, en muchos casos, de ello

dependera el éxito de la posterior analitica.

Dicha busqueda en el escenario del crimen ha de ser meticulosa y
cuidadosa como la de cualquier indicio, biolégico o no. Si bien cada caso
es Unico y es la experiencia la que regula el mecanismo de actuacion, se
ha de procurar dafar lo menos posible las pruebas y por ello
manipularlas sélo lo estrictamente necesario, para lo cual se precintara
la zona y se tomaran fotografias y esquemas de la colocacion de los
diferentes indicios que puedan ayudarnos a la reconstruccion de los

hechos.

Se mirara especialmente en lugares donde puedan quedar restos,
incluso aunque se hubieran intentado eliminar limpiando la escena. Este
es el caso de las zonas de union de los baldosines de suelo y paredes,
la unién entre la hoja y el mango en un machete, el interior de las ufias
de la victima o agresor, la ropa intima si se sospecha delito contra la

libertad sexual, etc.

El uso de sobres de papel en lugar de bolsas de plastico es importante
en el caso de indicios biolégicos pues el plastico o los recipientes

herméticamente cerrados crean condiciones de anaerobiosis que
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favorecen la putrefaccion de las muestras y el crecimiento de hongos en

condiciones de humedad.

De todas las muestras recogidas en la Inspeccion Ocular debera
realizarse el correspondiente Acta, en el que consten perfectamente
descritos los efectos remitidos, en qué lugar estaban, en qué

condiciones y a qué Laboratorio se mandan para su estudio.

Asimismo se expondra de forma clara y concisa el tipo de analisis que
se desea sobre cada efecto enviado. Debe existir un documento anejo
(cadena de custodia) al envio de muestras, que acredite la observacion
de las mismas en todo momento (durante la toma de muestras, su
transporte, la analitica en el Laboratorio, y su devolucién al

correspondiente Organismo que solicitd el estudio).

Hoy en dia es de gran importancia la buena praxis en la recogida y envio
de muestras bioldgicas pues si esta etapa no cumple los requerimientos

legales y cientificos, la prueba no serd admitida en el Juicio Oral.

Si la evidencia no esta perfectamente documentada su origen sera
cuestionado, si no esta bien recogida puede perder las propiedades
biologicas a estudiar, si no esta perfectamente empaquetada puede ser
susceptible de contaminacion y si no se toman precauciones para evitar
putrefaccion y descomposicién es posible que la muestra no se pueda

analizar.

ELABORADO POR: ELIZABETH JIMENA ALCALA ESPINOZA 6
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Una vez en el Laboratorio, el perito debe realizar también una
descripcion y numeracion de los efectos recibidos, indicando de qué tipo
de efecto se trata (cuchillo, navaja, machete, prendas, zapatos, llavero,
filtro de cigarrillo, etc.), su color, su forma, su marca, etiqueta y talla si

procede, tipo de envoltorio que lo contenia y su estado de conservacion.

Es conveniente realizar un reportaje fotografico de los efectos recibidos

antes de proceder a su analisis.

Posteriormente se deben acotar, numerar y describir las zonas de los
efectos recibidos que se van a analizar. Por ejemplo, si el efecto recibido
es una nhavaja que presenta una mancha de posible sangre en la hoja'y
otra en el mango, es interesante analizarlas por separado y ello debe
guedar reflejado en nuestro informe pericial, pues pudieran tratarse de

dos sangres diferentes si el hecho delictivo es una reyerta.

Podemos realizar una clasificacion de las muestras en cuanto a su

Identidad en dos grandes grupos:

% Muestras dubitadas: son los restos biolégicos que queremos
identificar,

Pues desconocemos a quién pueden pertenecer.

% Muestras indubitadas: son las muestras biolégicas de referencia
gue conocemos a quién pertenecen y sirven para realizar el cotejo

con las muestras dubitadas y asi poder establecer una identidad.

ELABORADO POR: ELIZABETH JIMENA ALCALA ESPINOZA 7
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En general, cualquier tipo de muestra biologica es analizable en el
laboratorio. La mayor parte del material genético de los organismos
superiores se halla dentro de las células que lo forman, concretamente
en un compartimiento llamado nucleo, aislado del resto de la célula y

protegido por la membrana nuclear.

En organismos mas simples como las bacterias, el ADN carece de esta

proteccion y esta expuesto libremente en el citoplasma de las mismas.

Cada parte de nuestro cuerpo, cada tejido, cada érgano, esta formado
por diferentes tipos de células especializadas en funciones concretas;
asi las células musculares tienen totalmente ocupado su citoplasma por
miofibrillas musculares de proteinas contractiles (actina y miosina) que

permiten al tejido muscular realizar su funcion.

Veremos brevemente cuales son los tipos celulares que nos
encontramos en las muestras que llegan al Laboratorio de Biologia
Forense con el fin de entender por qué se logra extraer ADN de dichas

muestras.

Los vestigios biolégicos que mas comunmente reciben los laboratorios
forenses con fines identificativos son:. sangre, esperma, saliva, restos

organicos, pelos, tejidos, ufias, restos 0seos y dientes.

ELABORADO POR: ELIZABETH JIMENA ALCALA ESPINOZA 8
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B. RECOLECCION DE MUESTRAS

Estos tipos de muestras suelen estar relacionadas con la identificacion
de cadaveres. En la toma de muestras se procuraran manipularlas lo
menos posible, llevar siempre guantes y empaquetarlas lo mas préximo

a la esterilidad.
Hay que tener presente que, ya que la contaminacion del medio esta en
la superficie del hueso, en el Laboratorio manejaremos probablemente la
parte interior. Por eso es importante no cortar el hueso para su
transporte y asi mantener protegida la zona interior.

C. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

a. COMPOSICION

Cuando un cadaver se encuentra en avanzado estado de putrefaccion o
Ya en su fase de esqueletizacion, no se ha perdido por completo la
materia organica.
El tejido 6seo esta compuesto por:
1.- Sustancia intercelular, con dos componentes fundamentalmente

distintos, uno es inorganico (sales de calcio precipitadas,

fundamentalmente bajo la forma de cristales de hidroxiapatita) y el otro
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organico (fundamentalmente colageno, mucopolisacaridos sulfatados y

algunas glucoproteinas).

Los estudios del hueso calcificado han demostrado que, por peso seco,

el 76-77% de la sustancia 6sea es inorganica y el resto organica.

2.- Celulas Oseas: osteocitos y osteoblastos, rodeadas por la substancia
intercelular. Asi, la parte celular del tejido 6seo queda encerrada en
lagunas pero con capacidad para nutrirse a través de pequeiios

conductos denominados canaliculos.

Tanto osteocitos como osteoblastos son células nucleadas y su niumero
oscila entre 20.000 y 26.000 por mm?® en el hueso compacto. Al tratarse

de células nucleadas contienen ADN que perdura dentro de la célula.

Esta conservacion se explica por la menor concentracion de agua y
enzimas que hay en este tipo de tejidos y por la proteccion de la que
gozan, en razén de su situacion rodeada por una dura barrera mineral,

frente a la agresion fisica y bioquimica de microorganismos.

De entre todos los huesos hay unos que interesan mas que otros:
aquellos en los que durante la vida del individuo ha habido una mayor
actividad celular, son mas ricos en ADN. Este es el caso de los huesos
en los que se desarrolla la hematopoyesis o0 generacion de células

sanguineas, ricos en meédula 6sea.

ELABORADO POR: ELIZABETH JIMENA ALCALA ESPINOZA 10
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En el adulto existen dos tipos de médula 0sea: la roja y la amarilla:

La médula roja debe su color al gran nimero de glébulos rojos que
contiene, en diversas etapas de su desarrollo. Asi pues, la médula roja

es la que produce activamente glébulos sanguineos.

La médula amarilla debe su color a la gran cantidad de grasa que
contiene. Aunque la médula amarilla conserva en potencia la capacidad
de producir glébulos rojos, el hecho de no tener color rojo indica que no
trabaja activamente en ello; el hecho de tener color amarillo sefala que

esta dedicada a la tarea menos laboriosa de almacenar grasa.

En el feto, la médula de la mayor parte de los huesos es roja; pero
durante el periodo de crecimiento, en la vida extrauterina, la médula de
la mayor parte de huesos se torna amarilla, de manera que en el adulto

so6lo se halla médula roja, entre otros, en el esterndn y las costillas.

A diferencia de los glébulos rojos maduros (eritrocitos), los inmaduros
(eritroblastos) son células nucleadas y por ello fuentes de ADN. En todos

los demas lugares, la médula es amarilla.

En conclusion, huesos con abundante médula como un fémur, una tibia,
un hdmero, un esternon o una costilla son preferibles a una falange. Sin
embargo no hemos de olvidar que la degradacion del ADN en la médula

O0sea es mucho mas rapida que en la matriz 6sea
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Por este motivo es recomendable realizar el aislamiento de ADN de
cadaveres antiguos o muy estropeados a partir del tejido 6seo compacto

por encontrarse en este lugar mas protegido el ADN.

En los cadaveres que adn conservan partes blandas pero éstas se
encuentran en avanzado estado de putrefaccion se pueden utilizar
huesos como esternon o costilla y en los cadaveres ya practica o
totalmente esqueletizados es recomendable el uso de huesos para la

identificacion genética.

D. FUNDAMENTO DEL AISLAMIENTO DE ADN

Para estudiar la molécula de ADN con fines identificativos, es necesario
previamente aislar dicha molécula en su forma nativa, libre de proteinas

y otros componentes celulares.

Consideramos que la extraccion de ADN es un paso fundamental en el
analisis genético de muestras forenses, pues el éxito del estudio puede
verse afectado en gran medida si no se realiza un buen aislamiento de

los acidos nucleicos.

Durante este proceso existen gran cantidad de sustancias que interfieren

provenientes tanto de los propios reactivos de la extraccion como de los
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soportes en los que se encuentran situados las manchas biolégicas de

interés criminalistico.

Es conveniente obtener una buena cantidad de ADN cuando la muestra
lo permite y que éste se encuentre lo mas limpio y puro posible, libre de
contaminantes como proteinas basicas, ARN, carbohidratos, etc., que
pueden bloquear la accion del tratamiento al que someteremos a dicho
ADN. Por ejemplo, las proteinas basicas pueden inhibir la entrada de

ADN en el gel de electroforesis.

Existen numerosos procedimientos de extraccion publicados en estudios
gue manejan muestras del origen mas vario: restos 0seos antiguos,

manchas de sangre, vellosidades coriales, pelo, etc

Si merece la pena hacer un breve comentario. Los tipos de extraccion
para muestras forenses en buen estado mas habitualmente utilizadas
por los laboratorios son la extraccion organica (Fenol/Cloroformo y sus

variantes) y la no organica (con resinas quelantes).

El criterio de eleccion de uno u otro método de extraccion no depende
solo del rendimiento en cuanto a cantidad de ADN, sino de su éxito en la

reaccion de PCR.
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a. EXTRACCION ORGANICA.

La extraccion de acidos nucleicos sobre muestras biologicas recientes o
en condiciones 6ptimas (como por ejemplo la sangre liquida) sigue un
protocolo Estandar, que resulta bastante alterado cuando la muestra

estd muy deteriorada.

El procedimiento mas usual se conoce como "fenol-cloroformo™ y tiene

fundamentalmente tres etapas:

a) la digestion de las proteinas de la muestra con una enzima
proteolitica acompafada de un detergente i6nico (como SDS) para

solubilizar componentes celulares y cloruro sédico.

La enzima que habitualmente se usa es la proteinasa K, pues se inactiva
facilmente por calor para evitar que interfiera en la reaccion de

amplificacion.

La digestion es un paso fundamental del proceso, pues es necesaria la
lisis de las proteinas para la extraccion de ADN. En este punto pueden
interferir ciertas sustancias que inhiben esta lisis y no permiten el acceso
a la molécula genética. Otro problema de este paso es que el SDS es un
fuerte inhibidor de la enzima Taq polimerasa que se utiliza durante la
PCR, por lo que sera necesario realizar un paso de purificacion para

retirarlo.
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El lisado resultante, ademas de ADN contiene muchas otras moléculas

gue deben ser eliminadas en los tratamientos siguientes.

b) la fenolizacion que no es mas que el ulterior lavado con una dilucién
habitualmente de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1). Dicha
dilucién en su fase fendlica, retiene las proteinas, mientras que en su

fase acuosa retiene acidos nucleicos.

Con cada lavado, se retiran proteinas provenientes de la lisis con

proteinasa K, ya que estas disminuyen la pureza del ADN.

c) la precipitacion del ADN con etanol en presencia de sales (por
ejemplo Acetato Sdodico) y a bajas temperaturas. Mediante
centrifugacion, el ADN precipitado formara un sedimento en el fondo del
tubo; retiraremos todo el sobrenadante y dejaremos secar el sedimento
para que se evapore el etanol y finalmente lo resuspenderemos en el
volumen que deseemos de agua o del tampon que nos sea mas util con

la finalidad de tenerlo en disolucion listo para su estudio.

Con este método se logra retirar las proteinas y otros componentes
celulares separandolos de los acidos nucleicos. El ADN asi obtenido es
de doble hebra.
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b. EXTRACCION INORGANICA

La extraccidbn no orgéanica se realiza con agentes quelantes como la
resina Chelex. Dicha resina esta formada por copolimeros de
estirenodivinilbenceno que contienen iones iminodiacetato que actian

CoOmo grupos quelantes.

El procedimiento basico consiste en la maceracion y posterior hervido de
la muestra en una solucién de Chelex al 5% para finalmente afadir el

sobrenadante directamente a la reaccion de PCR.

Los agentes quelantes son capaces de capturar iones libres en una
dilucion, lo cual es una ventaja pues dichos iones inhiben la actividad de
las enzimas que interviene en la sintesis artificial de nuevo ADN

mediante la técnica de PCR.

Ademas impiden la rotura o degradacion del ADN pues quelan los iones
metalicos que catalizan la rotura de la hebra de ADN sometida a
elevadas temperaturas en condiciones de baja fuerza ionica, de manera

gue después podamos estudiar la molécula en condiciones 6ptimas.

Este tipo de extraccion produce ADN de hebra sencilla, por lo que se
puede usar para analisis del tipo PCR pero no para otros analisis como
RFLPs.
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Las ventajas que presenta el ultimo método descrito con respecto a los
meétodos organicos son: la rapidez de la técnica, su simplicidad, no
conlleva el uso de reactivos téxicos y, cuando se trata de un gran
namero de muestras, su bajo precio también puede ser un factor a tener
en cuenta. Ademas, este tipo de resinas se puede usar como hemos
visto durante la extraccion de ADN, o como un paso de purificacion

después de la extraccion organica.

c. PURIFICACION

El tratamiento de muestras forenses como pequeiias manchas de
sangre, saliva o esperma, resulta algo mas complicado en cuanto a la
extraccion de ADN porque, en ultima instancia, se obtienen cantidades

de dicha molécula muy reducidas.

Uno de los principales problemas que nos encontramos en las muestras
forenses criticas es la presencia de sustancias distintas a los acidos

nucleicos que se co-extraen durante el procesamiento de las muestras.

A menudo es dificil separar la muestra de su soporte sin que algunos
componentes de éste Ultimo pasen al extracto. Estas sustancias pueden
interferir en los analisis posteriores por ejemplo inhibiendo la reaccion en
cadena de la enzima polimerasa (PCR). Por ello es conveniente realizar

una purificacion de los extractos de ADN una vez obtenidos.
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Con los filtros especiales del tipo Centricon y Microcon (Amicon, USA) se

logra esta purificacion obteniéndose una dilucion final mas pura.

Ademas se logra concentrar el ADN extraido, hecho muy interesante en
muestras tan criticas como las nuestras. Estos filtros poseen una
membrana hidrofilica con muy baja capacidad de adsorcion, lo cual
permite el paso a través de ella de gran parte del solvente de nuestro
extracto y de todos los solutos de bajo peso molecular, reteniendo los
solutos mas pesados (ADN). Con ello se consigue concentrar la solucion

de ADN hasta 80 veces, con una pérdida minima de éste.

E. CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La determinacion adecuada de la concentracion de ADN en una muestra
es muy importante a la hora de desarrollar muchos procedimientos en el
campo de la Biologia Molecular. Centrandonos en el proceso de
amplificacion del ADN, tanto el exceso como el defecto de la cantidad de
ADN en la mezcla de reaccion pueden influir hasta el punto de no

obtener ningan resultado en el andlisis.

Por ello, es una cuestion primordial el conocimiento de la cantidad de
ADN obtenida durante la extraccion con el fin de realizar la diluciéon

apropiada para asegurar el éxito de la amplificacion.

Ademas del conocimiento de la cantidad de ADN es también muy

importante saber el estado en el cual se encuentra (degradado o no) y si
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todo el ADN extraido es de origen humano o nho, pues ambos
parametros influyen en las reacciones de PCR. Para ello, existen una
serie de técnicas que combinadas nos pueden ayudar a la resolucion de

estas preguntas y que a continuacion describimos brevemente.

a. ESPECTROFOTOMETRIA

Este método se basa en la medida de la cantidad de luz ultravioleta que
absorben las bases nitrogenadas. Por ello, esta sujeto a interferencias
debidas a materiales que habitualmente estan presentes en las muestras

biologicas.

Niveles significantes de ARN, nucleotidos sueltos o proteinas en
solucion son algunas de estas sustancias que contribuyen a la
absorbancia a 260 nm, resultando asi una sobre-estimacion de la

concentracion de ADN en la lectura.

En esta cuantificacion se utiliza un espectrofotometro y se han de
realizar lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm. La lectura a 260 ym
permite el calculo de la concentracion de acido nucleico en la muestra de
tal manera que resultados de 1 OD (unidad de densidad Optica)
corresponderian aproximadamente a 50 ugr/mL de ADN de doble hebra,
40 pgr/mL de ADN de hebra simple y ARN, y aproximadamente 20

ugr/mL de oligonucledtidos de hebra sencilla. El radio entre las lecturas a
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260 y 280 nm (OD260 / OD280) dan una estimacion de la pureza del

acido nucleico.

Las preparaciones puras de ADN y ARN tienen valores de 1.8 y 2
respectivamente para este radio. Si existe contaminacion con proteinas
o fenol, el radio OD260 / OD280 dar& valores significativamente mas
bajos que los anteriores y no se podra realizar una cuantificacion

adecuada de la muestra.

Ademas el método tiene la desventaja de ser muy poco sensible pues no
detecta concentraciones de ADN inferiores a los 250 ng/mL por lo que no

suele ser un protocolo elegido en el analisis forense.

b. ELECTROFORESIS

Cuando las muestras pueden estar contaminadas con otras sustancias
gue absorben la radiacion ultravioleta impidiendo una cuantificacion con
el método anterior, se puede estimar la cantidad de ADN midiendo la
fluorescencia inducida por ultravioleta que se produce cuando se

intercalan moléculas de Bromuro de Etidio entre el ADN.

Como la cantidad de fluorescencia es proporcional a la masa total de
ADN, la cantidad de ADN en la muestra puede estimarse comparandola
con la fluorescencia emitida por patrones estandar de cantidad de ADN

conocida.
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El método se suele llevar a cabo sometiendo a las muestras de ADN
extraido a un campo eléctrico para que las moléculas se muevan, a
través de una matriz de agarosa que contiene bromuro de etidio, en
funcion de su tamafio (la técnica de electroforesis la veremos con
detenimiento en el apartado 6 de este trabajo). A la vez que las muestras
problema, se procesan muestras de ADN de cantidad conocida
(patrones) y por simple comparaciéon de unas con las otras podremos

estimar a grosso modo la cantidad de ADN de cada muestra problema.

Se trata de un sistema de cuantificacion poco sensible pues es
realmente dificil observar en el minigel cantidades de ADN menores que

5 ngr totales.

Pero tiene la gran ventaja de que con este metodo se puede visualizar el
grado de degradacion de nuestras muestras problema; si el ADN esta en
buen estado aparecera en el gel como una banda nitida que no ha
recorrido mucha distancia desde el punto de aplicacion de la muestra por
tratarse de ADN de alto peso molecular, es decir, de gran tamafno. Si,
por el contrario, muestro ADN esta fragmentado, aparecera en el gel una
especie de “cola de degradacion” (smear) a lo largo de la calle en la
cual hemos aplicado la muestra debido a que existen fragmentos de
diferentes tamafios que recorren diferentes distancias desde el punto de

aplicacion.
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En este tipo de muestras degradadas, la cuantificacion se hace aun mas
dificil por no poder realizarse una comparacion adecuada con los
patrones que son de alto peso molecular y aparecen como bandas

nitidas.

Otro problema del método es que no es especifico de ADN humano, es
decir, detecta cualquier ADN independientemente de su procedencia. Si
el ADN extraido es de origen animal, por ejemplo de un perro, lo
visualizaremos igual que una muestra de origen humano, si bien existen
otros métodos que se pueden realizar antes de la extraccion de ADN
para saber el origen las muestras problema (por ejemplo, el test de

Ouchterlony).

En bastantes ocasiones, las muestras forenses, aunque sean de origen
humano, vienen acompafadas de hongos, moho o bacterias si ya han

comenzado los procesos de putrefaccion.

El ADN de las bacterias es de menor tamaio que el ADN humano, por lo
gue en teoria serian distinguibles ambos ADNs con una electroforesis en
agarosa. Sin embargo, en la practica esto no es asi, ya que
normalmente el ADN humano de estas muestras contaminadas esta
degradado y por tanto pueden existir fragmentos de igual tamafio que el

ADN contaminante bacteriano, lo cual hace que sean indistinguibles.
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.  OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Implementar métodos de aislamiento de ADN en restos 0seos para la

identificacion humana

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar la extraccion de ADN de los restos 6seos utilizando un

protocolo convencional y un kit comercial (Sigma).

2. Cuantificar el ADN obtenido por ambos métodos, por

espectrofotometro y electroforesis en agarosa.

3. Determinar la calidad de DNA obtenido por ambos métodos haciendo

uso del método electroforético.
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IV. MATERIAL Y METODOS

A. DISENO METODOLOGICO

Recolecciéon de las muestras
“Restos 6seos”

|

Identificacién de las
Muestras

\1’ Correlacion y analisis de los
Resultados

Extraccién de ADN de los

Restos 6seos

Método Método del
Convencional Kit SIGMA

h 4

Obtencién de ADN de
restos 6seos

!

Anélisis Cuantitativo
y Cualitativo

Y

RESULTADOS
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B. POBLACION

La poblacion esta constituida por muestras 6seas que comprende los
huesos largos, planos y cortos, provenientes de enterramientos en
cementerios de la ciudad de La Paz, con edades no fechadas, el estado
de conservacién vario en dependencia del tipo de muestra, pero
mostraban buena consistencia variado en cuanto a color, a partir de los

cuales se obtuvo ADN para el analisis. (Anexo 1)

C. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

a. RECOLECCION

Con la prudencia debida se realizo la recoleccion de los restos 6seos,
utilizando toda la proteccion tanto para el recolector (guantes, barbijo,
recojo de cabello, ropa protectora) como para las muestras (envases
plasticos para cada uno), para evitar cualquier contaminacion, luego
fueron trasladadas al laboratorio de Biologia Molecular —SELADIS para

su analisis.

Esta recoleccion o levantamiento de muestras se realizo en los lugares
donde se pudo lograr el consentimiento adecuado, con la clara

descripcion del tipo de estudio a realizarse.
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b. ELABORACION

Una vez recolectadas las muestras estas fueron identificadas
correctamente indicando el tipo de hueso y numero de muestra que

corresponde de la siguiente manera:

1. Lavado

Se sacé toda la tierra que se encontraba en la parte externa de los
huesos por estar expuesta al ambiente. Luego se lavd con hipoclorito
de sodio a una concentracion de 0,8 — 1 % hasta que el hueso este
completamente limpio, esto se consiguido en aproximadamente unos 15

minutos.

Se enjuago con abundante agua y varias veces (20 -30 veces) para
eliminar completamente el hipoclorito de sodio, una vez escurrida toda el
agua de las muestras se extendié en un recipiente donde los rayos de

sol lleguen para que sequen y cuando estas secaron se pulverizo.

Se identific6 las muestras con numeros y se almacend en bolsas
plasticas, a la vez se identifico los envases donde se realizd la

recoleccion de las muestras pulverizadas.
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2. Pulverizacion

Con ayuda de un taladro se perfor6 uno de los extremos del hueso,
ingresando de esta manera al interior del mismo, asi se pudo sacar el
contenido (células Oseas “osteoblastos”) en muchos y pequefios
pedacitos. Se recolectd los pedacitos en los envases anteriormente

identificados.

Se vacioé en un mortero de porcelana los pedacitos de hueso obtenido, a
estos pedacitos se afadi®6 N, liquido (dura 30 segundos
aproximadamente) y se procedio a moler con la ayuda de un pilon hasta
conseguir que este polvo, luego este polvillo fue vaciado a su envase
hasta su procesamiento. Se repitio este paso hasta completar mas o

menos 2,5 gramos de polvo de hueso bien fino. (Anexo 2)

(Dependiendo del tamafio del hueso se consumié entre 400 y 500 mL de

nitrogeno liquido).

Nota. Se debe manipular con cuidado las muestras, cambiandose los
guantes para cada muestra asi no se contamina.

Tener el cuidado de limpiar el taladro para usar entre una y otra muestra.
(Sin descuidar el cuidado que debe tener al manipular dicho equipo)

Contar con proteccion adecuada para el manipuleo del N, liquido.
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3. Aislamiento de ADN

Protocolo para la extraccién de ADN a partir de restos Oseos.

(Método convencional)

En tubos de 15 mL se colocé el polvo del hueso, este sedimento
agregado marcaba entre 2 y 3 mL por tanto se aplicé 4 mL de buffer de
lisis y 10 uL de Proteinasa K. Se tapd con parafilm, se dio vortex (de
30 a 60 ) y luego se incubé a 56°C en bafio Maria agitando de vez en

cuando.

Se dej6 de 16 a 18 horas incubando, pero es importante mezclar de vez
en cuando. Al otro dia, luego de las 18 horas, se centrifugé la muestra
por 10’ a 2500 rpm (No debe ser muy fuerte, es decir mayor de 3000
rom), se tomé el sobrenadante y se pasG a otro tubo, este
sobrenadante se llevd a ebullicibn a 100°C por 10’ para inactivar la

proteinasa K.

Se obtuvo 3 mL de sobrenadante se le agrego de 0,5 a 1 mL de NacCl
3M, hasta obtener la precipitacion de las proteinas, luego se centrifugo
de 5 a 8 minutos y el sobrenadante se precipitdé con 2 volimenes de

etanol absoluto (o se purifica con etanol absoluto). (Anexo 3)
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Protocolo para la extraccién de ADN a partir de restos Oseos.
(Método del Kit SIGMA)

Preparacion del Tejido:

La preparacion del tejido (hueso) se describié anteriormente. Se peso 25

miligramos de tejido (pulverizado de hueso).

Digestion del Tejido:

Se adiciond 180 uL de solucion de lisis T (B6678) seguido de 20 uL de
proteinasa K al tejido, se mezcld en vortex. Se incub6 a 55°C hasta
gue el tejido este completamente digerido y no haya remanentes, Se

mezcla en vortex suavemente.

Lisis de Células:

Se adiciond 200 uL de solucion de lisis C (B880) a la muestra, se
mezcld con vortex por 15 segundos. La mezcla homogenizada fue

esencial para una eficiente lisis. Se realizé la incubacion a 70°C por 10

minutos.
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Aislamiento del ADN a partir del tejido lisado

Preparacion de la columna

Se afladid 500 uL de la solucion preparada a la columna Gen ELUTE
Miniprep y se procedié a centrifugar a 12000 g por 1 minuto. Luego se

desechd el liquido sobre nadante.

Preparacion por vinculo

Se afadi6 200 uL de etanol (95 -100%) al lisado; se mezclo
minuciosamente de 5 — 10 segundos en vortex. La homogenizacion de

la soluciéon fue esencial.

Carga Lisada

Se transfirio el contenido entero en un tubo que contiene la columna.
(Emplear una pipeta con tip amplio para reducir cortes de ADN al
transferir el contenido a la columna) se centrifugd a > o igual de 6500 g
por 1 minuto. Posteriormente se desecho el liquido que queda al fondo y

se transfirid la columna a un nuevo tubo de coleccion.
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Primer Lavado

Antes de usar la solucion de lavado (concentrado) se diluyé con 10 mL
de etanol al 95 -100%. (Ajustar bien la tapa, para evitar la evaporacion

del etanol)

Se afiadi6 500 uL de solucion de lavado a la columna y se centrifugo
por 1 minuto a > o igual a 6500 g. Se desech¢ el liquido del fondo del
tubo y se colocé minuciosamente la columna a otro tubo de coleccion

nuevo.

Segundo Lavado

Se afiadi6 otros 500 uL de solucion de lavado a la columna, se
centrifugd por 3 minutos no mas de 12000 — 16000 g. La columna debe
estar libre de etanol para eluir el ADN, para secar el contenido de la
columna se centrifugé por 1 minuto adicional. Se desechd el liquido del
fondo del tubo y se colocé minuciosamente la columna a otro tubo de

coleccidén nuevo.
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Elusion de ADN

Se afadid 200 uL de la solucion de elusiéon directamente al centro de la
columna. Se centrifugd por 1 minuto a > o igual a 6500 g para eluir el
ADN.

Para incrementar la eficiencia de la elusion, se incub6é por 5 minutos a
temperatura ambiente después adicionar la solucion de elusién, luego se

centrifd. (Anexo 4).

4. Cuantificacion

Espectrofotometria

La espectrofotometria se basa en la medicion de la densidad Optica a
dos longitudes de onda a 260 y 280 nm. La lectura a 260 nm
corresponde a la maxima absorbancia de luz del ADN y RNA, nos
ayuda a realizar el calculo para determinar la concentracion de ADN
obtenido, sabiendo que 1 Abs equivale a 50 ug/mL, es un método no
destructivo, rapido y se puede determinar concentraciones menores a
2,5 ug/mL.
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Para determinar la pureza del acido nucleico se efectua la lectura a 280
nm, haciendo uso de la razén Abs 260nm/Abs 280nm, puesto que las
proteinas tienen una absorbancia maxima a 280 nm debido
principalmente a residuos de triptofano. Tomando como aceptable el
intervalo de valores de 1,6 — 1,8 como pureza de ADN extraido. Un valor
mas bajo supone una alta contaminacion proteica, un valor alto supone
contaminacion con fenol, lo que caeria en una sobreestimacion de la

concentracion

En la practica se encendid el espectrofotometro, y se selecciono la
longitud de onda de trabajo. Se realizaron diluciones de las muestras
modulo 100X con H,O destilada estéril para un volumen final de 3
mililitros. (Volumen requerido para las cubetas de lectura del equipo

utilizado). (Anexo 5)

Usando H,O como blanco reactivo se realizaron las lecturas de las
absorbancias de las muestra a 260nm y 280 nm. Con las lecturas
obtenidas a 260 nm. Se realiz6 el célculo de la concentraciéon tomando

como referencia:

ICl = Abs x 50 x Fd
Abs 1 =50 pg/mL
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Con las lecturas obtenidas a 260 nm y 280 nm se realiz6 el calculo de

pureza usando:

% Pureza = Abs 260nm/Abs 280nm

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es usado para la identificacion y
caracterizacion de los &cidos nucleicos, este procedimiento permite
separar moléculas de ADN y RNA de acuerdo a su peso molecular,
influidos por la concentracion de agarosa, intensidad de corriente

eléctrica y la presencia de sales.

El poder de resolucion de los geles de agarosa depende de su
concentracion que tiene una relacion inversa al tamafio de los poros del
gel. La visualizacion se consigue por incidencia de luz ultra violeta de
300 nm de longitud de onda, que permite la fluorescencia del bromuro de
etidio que se ha incorporado en la molécula de acido nucleico durante la

preparacion del gel.

ELABORADO POR: ELIZABETH JIMENA ALCALA ESPINOZA 34



INNOVACION TECNOLOGICA PARA EL AISLAMIENTO DE ADN EN RESTOS OSEQOS U.MSA.-F.CFB.

En la préactica se prepar6 los geles al 0,8%, con 2,5 uL de Bromuro de
Etidio para el revelado. (0,8 gramos de agarosa en 100 mL de tampon
TE X). Se colocé el tampon de corrida TE X a la camara electroforética

y se introdujo el gel ya preparado y gelificado.

La siembra de las muestras se realizo con el colorante de corrida (azul
de metileno), usando de este 10 uL con 10 uL de muestra. Después de
la siembra se tap6 la camara y se hizé correr las muestras a 100 voltios

por 10 minutos.

Posteriomente se sacO el gel que contiene las bandas de ADN humano,
se llevd a un trans iluminador para la visualizacion de la bandas.

Finalmente se tomo una foto con camara polaroy. (Anexo 6)
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V. RESULTADOS

Se logro aislar ADN humano de restos 0seos, haciendo uso de los dos

métodos, uno convencional y empleando un kit (SIGMA).

La determinacion de la cantidad de ADN extraida de una muestra por
cualquier técnica, tiene su importancia segun el uso que se le va a dar a
la molécula. La cuantificacion de los acidos nucleicos se realizo por

espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.

Por el método convencional se realizo el aislamiento de ADN humano de
20 muestras de restos 0seos, de estas, 10 muestras fueron tomadas
para realizar el aislamiento de ADN humano usando un kit (SIGMA).,
gue corresponden segun enumeracion de muestras a la 11y 20 de la

tabla.

Estas muestras fueron recolectados en diferentes cementerios de la
cuidad de La Paz, con caracteristicas propias, descritas a continuacion.
(TABLA 1)
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U.MSA.-F.CFB.

Tabla 1 Caracteristicas de las muestras, recolectadas de diferentes

cementerios de la ciudad. Usadas para el analisis por los dos métodos.

MUESTRA TF;E?T%E ESTADO | ANTIGUEDAD (CEI\IZLEJIEI;¢§RIO)
1 Fémur Esqueletizado No definido Valle de las Flores
2 Esternon Esqueletizado No definido General
3 Fémur Esqueletizado No definido Localidad de Laja
4 Omoplato Esqueletizado No definido Valle de las Flores
5 Humero Esqueletizado No definido Localidad de Laja
6 Omoplato Esqueletizado No definido Santiago |
7 Fémur Esqueletizado No definido Localidad de Laja
8 Tibia Esqueletizado No definido Santiago |
9 Cubito Esqueletizado No definido Valle de las Flores
10 Vértebras Esqueletizado No definido Santiago 1
11 Fémur Esqueletizado No definido Localidad de Laja
12 Tibia Esqueletizado No definido Localidad de Laja
13 Fémur Esqueletizado No definido Localidad de Laja
14 Tibia Esqueletizado No definido Valle de las Flores
15 Fémur Esqueletizado No definido Localidad de Laja
16 Iliaco Esqueletizado No definido Localidad de Laja
17 Cubito Esqueletizado No definido Localidad de Laja
18 Clavicula Esqueletizado No definido Santiago |
19 Radio Esqueletizado No definido Localidad de Laja
20 Vértebra Esqueletizado No definido Localidad de Laja
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Grafica 1. Porcentaje de localizacion de las muestras de restos 0seos.
1. Cementerio de Laja, 2. Cementerio general, 3. Cementerio Santiago |,

4. Cementerio Valle de las Flores.
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Del total de muestras analizadas, en cada caso se logré obtener ADN
humano (100%). Se partio de 2g de hueso pulverizado como cantidad
inicial y la cantidad obtenida de ADN humano fue variable desde 16,5

ug/mL como minimo hasta 180 ug/mL como maximo.

El porcentaje de pureza por este método no cae sobre el rango definido,
por la complejidad en el manipuleo de este método, se logré obtener
extracciones no del todo puras presentando un grado de contaminacion

con proteinas.

Este hecho se revela con los valores obtenidos, hallados como
anteriormente se explicd, los mismos que corresponde entre 0,9% a

1,6% de pureza del total de muestras analizadas.

De las 20 muestras analizadas 19 muestras presentaron un porcentaje
de pureza por debajo de lo aceptable siendo 0,9% el valor mas bajo;
evidenciando contaminacion con proteinas por ser valores inferiores a
1,6%. Una de las 20 muestras analizadas ingreso al intervalo aceptable
presentando un grado de pureza de 1,6%, es decir, libre de proteinas.
(Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados obtenidos por el método convencional.

M TFLE(;T'DC)E INICEOI\LES Abs 260 | Abs 280 ugg”[‘)%\lde PUREZA | AGAROSA
1 | Fémur 2 9. 0,0192 | 0,0155 | 96ug/mL | 12% +
2 | Esternén| 2g. 0,0266 | 0.0199 133 1,3 +
3 | Fémur 2 g. 0,0182 | 0,0134 91 1,3 +
4 |Omoplato| 2 g. 0,0114 | 0,0088 57 1,3 +
5 | Humero 2 4. 0,0313 | 0,0261 156,5 1,2 +
6 |Omoplato| 2g. 0,0069 | 0,0054 | 34,5 1,3 +
7 | Fémur 2 g. 0,0154 | 0,0118 77 1,3 +
8 | Tibia 2 g. 0,0177 | 0,0148 | 88,5 1,2 +
9 | Cubito 2 g. 0,0168 | 0,0117 84 1,4 +
10 | Vértebras 2 4. 0,0077 | 0,0055 38,5 1,4 +/-
11 | Fémur 2 g. 0,036 | 0,0274 180 1,3 +
12 | Tibia 2 g. 0,0039 | 0,0025 | 19,5 1,6 +/-
13 | Fémur 2 g. 0,0152 | 0,0115 76 1,3 +
14 | Tibia 2 g. 0,0076 | 0,0055 38 1,4 +/-
15 | Fémur 2 g. 0,0139 | 0,0106 | 69,5 1,3 +
16 | lliaco 2 g. 0,0038 | 0,0044 19 0,9 +
17 | Cubito 2 g. 0,0033 | 0,0023 | 16,5 1,4 +
18 | Clavicula| 2g. 0,0231 | 0,0163 | 1155 1,4 +
19 | Radio 2 g. 0,0035 | 0,0024 | 17,5 1,4 +/-
20 | Vértebra| 2g. 0,0086 | 0,0061 43 1,4 +
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Grafica 2. Cantidad de Acidos Nucleicos obtenidos en ug/mL, utilizando

20 muestras por el método convencional.

1 Fémur, 2 Esternén, 3 Fémur, 4 Omoplato, 5 Humero, 6 Omoplato, 7 Fémur, 8 Tibia,

9 Cubito, 10 Vértebras, 11 Fémur, 12 Tibia, 13 Fémur, 14 Tibia, 15 Fémur, 16 lliaco,
17 Cubito, 18 Clavicula, 19 Radio, 20 Vértebra.
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La evidencia de ADN por electroforesis en gel de agarosa did
resultados favorables, no se logré observar bandas de ADN alejadas del
pozo, solo se pudo observar la presencia de ADN en el pozo o alrededor

del mismo pues el interés de este estudio solo es evidenciarlo.

En casi todos los pozos puede verse el brillo que emite el bromuro de
etidio intercalado en el ADN, excepto en el pozo 10 del primer gel que
corresponde a la pieza de vértebra segun enumeracion de muestra a la
diez. (Foto 1)

En el segundo gel también se observa la presencia de ADN, en algunos
pozos la intensidad es menor a comparacion del resto como en el caso
de los pozos 2, 4 y 9, los demas tienen un brillo mayor que esta

relacionado con la cantidad de ADN extraido de cada muestra.

Estos pozos que presentan menor intensidad de brillo corresponden a
las piezas de tibias y radio, segun enumeracion las muestras doce,
catorce y diecinueve respectivamente.

(Foto 2)

Como ya se menciond, la cantidad de ADN evidenciado por
electroforesis en gel de agarosa esta en relacion a la cantidad extraida

anteriormente a la corrida electroforetica.
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En la tabla 2 se hace mencion de los gramos obtenidos de ADN, los
mismos que fueron utilizados para la electroforesis, se puede notar que
cuanto mayor ADN aislado se obtuvo mayor fue la intensidad de brillo en
los pozos, pues la cantidad de brillo es directamente proporcional a la

cantidad de ADN existente en el mismo.

Los pozos que presentan menor intensidad es porque en la extraccion
de ADN se obtuvo menor cantidad de muestra, por lo tanto se contaba

con menor Acidos Nucleicos.

Se us6 un marcador de peso molecular para poder tener un aproximado
del peso de cada fragmento que posiblemente se hubiera obtenido de

las muestras en la corridas electroforetica.

Las muestras obtenidas no presentaron fragmentos y tampoco el
marcador de peso molecular, esto por la resolucion del gel, a demas con
el marcador que se contaba era de fragmentos muy pequefios, y como
este se quedo en el pozo de siembra al igual que el resto de las
muestras no se pudo inferir sobre el peso molecular de cada fragmento

obtenido de cada muestra procesada.

Y como ya se menciono antes, el proposito de la electroforesis fue
evidenciar la presencia o ausencia de ADN en cada muestra y
correlacionar las mismas con la cantidad de gramos obtenidos

cuantificados por espectrofotometria.
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Foto 1. Corrida electroforética en agarosa, método convencional.

1 Fémur, 2 Esternon, 3 Fémur, 4 Omoplato, 5 Humero, 6 Omoplato, 7 Fémur, 8 Tibia,

9 Cubito, 10 Vértebras.
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Alrededor del pozo se observa un brillo que corresponde a ADN intercalado con
Bromuro de Etidio. El ADN no ha recorrido mucha distancia desde el punto de
aplicacion de la muestra por tratarse de ADN de alto Peso Molecular, es decir, de
gran tamafio.
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Foto 2. Corrida electroforética en agarosa, método convencional.

11 Fémur, 12 Tibia, 13 Fémur, 14 Tibia, 15 Fémur, 16 lliaco, 17 Cubito, 18 Clavicula,

19 Radio, 20 Vértebra.
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Alrededor del pozo se observa un brillo que corresponde a ADN intercalado con
Bromuro de Etidio. EI ADN no ha recorrido mucha distancia desde el punto de
aplicacién de la muestra por tratarse de ADN de alto Peso Molecular, es decir, de

gran tamafo.
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Se realizé el aislamiento de ADN humano de 10 muestras de restos
0seos, asiendo uso del kit (SIGMA), las mismas muestras que se

usaron para el método convencional.

Del total de muestras analizadas, en cada caso se logré obtener ADN
humano (100%). La cantidad de hueso pulverizado que se utilizo fue de
0,025 g. La cantidad obtenida de ADN humano fue variable desde 4,5
ug/mL hasta 235 ug/mL.

El porcentaje de pureza usando el kit fue muy aceptable, método que
permiti6 que las muestras puedan abarcar un grado de pureza
establecido, debido a la gran facilidad del método y manipuleo del

mismo.

Este hecho se revela con los valores obtenidos de la razon
anteriormente explicada, los mismos que corresponde entre 1,5% a

1,8% de pureza del total de muestras analizadas.

De las 10 muestras analizadas 2 muestras presentan un porcentaje de
pureza por debajo de lo aceptable siendo 1,2% el valor mas bajo;
evidenciando contaminacion con proteinas por ser valores inferiores a
1,6%. Una de las 10 muestras analizadas esta en el limite inferior al
intervalo aceptable presentando un grado de pureza de 1,5%, el resto
de las muestras estan en el rango de lo aceptable, es decir, libres de

proteinas. (Tabla 3)
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Tabla 3. Resultados obtenidos por el método del kit

U.MSA.-F.CFB.

M| RESTO INICIALES 260 | 280 | ADN - PUREZA AGAROSA
11 | Femur 0,025g | 0,0470 | 0,0300 235 1,6 +
12 Tibia 0,025g | 0,0070 | 0,0043 35 1,6 +
13 | Fémur 0,025g | 0,0110 | 0,0062 55 1,8 +
14 Tibia 0,025g | 0,0028 | 0,0024 14 1,2 +/-
15 | Femur 0,025g | 0,0240 | 0,0198 120 1,2 +
16 lliaco 0,025g | 0,0020 | 0,0011 10 1,8 +
17 | Cubito 0,025g | 0,0038 | 0,0024 19 1,6 +
18 | Clavicula| 0,025g | 0,0104 | 0,0060 52 1,7 +
19 | Radio 0,025g | 0,0009 | 0,0006 4,5 1,5 +/-
20 | Vertebra | 0,025g | 0,0073 | 0,0045 36,5 1,6 +
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Grafica 3. Cantidad de Acidos Nucleicos obtenidos en ug/mL, utilizando
10 muestras por el método del Kit. 11 Fémur, 12 Tibia, 13 Fémur, 14
Tibia, 15 Fémur, 16 lliaco, 17 Cubito, 18 Clavicula, 19 Radio, 20
Vértebra.
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La evidencia del ADN por agarosa fue Optima, en todos los pozos se
logro ver el brillo caracteristico. Teniendo en cuenta que algunos pozos

son mas brillantes que otros. (Foto 3)

En algunos pozos se observa menor intensidad en el brillo, esto
proporcional a la cantidad de ADN extraido como en el caso del pozo 14
y 19 donde se cuenta con muy pocas cantidades de material genético,
ademas estas muestras estan con grados de pureza inferiores al
aceptable, por lo que podria deberse el poco brillo a las proteinas en la

muestra intercaladas con el poco acido nucleico obtenido.

En todos los pozos se observa material genético en mayor o menor
cantidad segun los gramos obtenidos y cuantificados por
espectrofotometria. Estos resultados son tan favorables pues se obtuvo

a partir de pequefias cantidades de hueso pulverizado.

Se uso6 también un marcador de peso molecular (el mismo marcador de
peso molecular que se uso para la corrida de las muestras aisladas por
el método convencional), pero no pudo ser separado de manera
satisfactoria, debido a la resolucion del gel y el tamafio de cada

fragmento del marcador.

En el pozo que corresponde a su siembra solo se observa el brillo
alrededor del mismo al igual que en el resto de los pozos,

confirmandonos la existencia de acidos nucleicos extraidos, los mismos
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gue pueden ser utilizados para diferentes analisis y propésitos en el
campo forense.

Foto 3. Corrida electroforética en agarosa, método del Kit.

11 Fémur, 12 Tibia, 13 Fémur, 14 Tibia, 15 Fémur, 16 lliaco, 17 Cubito, 18 Clavicula,
19 Radio, 20 Vértebra.
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Alrededor del pozo se observa un brillo que corresponde a ADN intercalado con
Bromuro de Etidio. El ADN no ha recorrido mucha distancia desde el punto de
aplicacion de la muestra por tratarse de ADN de alto Peso Molecular, es decir, de
gran tamafio.
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VI. DISCUSION

Para este trabajo se emplearon huesos con diferente tiempo de
enterramiento en condiciones ambientales tipicas de la ciudad, con
edades no fechadas, el estado de conservacion vario en dependencia
del tipo de muestra, pero mostraban buena consistencia variado en

cuanto a color, a partir de los cuales se obtuvo ADN para el andlisis.

Varios métodos han sido descritos por la literatura para la extraccion de
ADN de restos 6seos, aunque con frecuencia se reportan resultados
variables con algunas muestras en lo que respecta a rendimiento y
calidad del ADN extraido. Es notoria también la influencia del tipo de
terreno y las condiciones ambientales de la zona sobre el estado de
conservacion de los restos y a su vez sobre el rendimiento y calidad del
ADN obtenido.

Es importante notar que tanto el rendimiento como la calidad del ADN
extraido fueron parametros muy variables, incluso para restos

provenientes de un mismo enterramiento.

Esta falta aparente de regularidad entre las caracteristicas del material
0seo y la cantidad y calidad del ADN extraido se debe muy
probablemente a la existencia de contaminantes y otras variables
desconocidas hasta el momento y no controladas en el momento de

realizar el aislamiento.
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En este estudio se presenta dos procedimientos que cuando se aplico a

diferentes muestras 6seas permitio la obtenciéon de ADN humano.

Por el método convencional se obtuvo hasta 180 ug/mL y como cantidad
minima 16,5 ug/mL a partir de 2 g. de muestra a diferencia de estos
valores, usando el Kit se obtuvo hasta 235 ug/mL y 4,5 ug/mL de ADN
como cantidad minima, estos valores se lograron partiendo de 0,025 g.

de muestra.

El hecho de usar minimas cantidades de las muestras nos facilita la
realizacion de la extraccion de ADN cuando no se cuenta con suficiente
muestra, ademas por la complejidad del método en el proceso de

pulverizacién del material 6seo es conveniente el uso del Kit.

La pureza alcanzada por las muestras usando el Kit es Optima, esto
debido a la facilidad de contar con una combinacién de silica y un
formato microscoépico que elimina la necesidad de usar costosas resinas,
precipitacion con alcohol y compuestos peligrosos como fenol —

cloroformo.

La solucion de partida (solucion de lisis) para la extraccidon, nos permitié
desnaturalizar a las macromoléculas y liberar el ADN del interior de la
célula, luego del lisado los Acidos Nucleicos son unidos a la membrana
de silica con etanol, asegurando de esta manera el paso de todos los
dentritos celulares excepto el ADN, para luego ser eluido con tampoén

Tris-EDTA obteniendo asi un buen ADN en cuanto a pureza.
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Por el método convencional la pureza alcanzadaza no fue mas optima
gue el anterior caso, esto pudo deberse a la complejidad del método en
donde el preparado de las soluciones pudo ser un factor determinante
para obtener un mejor resultado del obtenido en pureza, puede existir
un grado de variacion en la concentracion, pH, etc. Cuando se realiza la
preparacion de soluciones en forma manual. Ademas el aislamiento por
este método se basa principalmente en la accidon de cada reactivo

usado.

El hacer uso solo de centrifugacion para separar la fase que contiene el
ADN de aquella en la que se encuentran los restos celulares es gran
desventaja en comparacion del otro método, pues la contaminacion con

proteinas €S mayor en este caso.

La cantidad de muestra para el analisis es también importante,
especialmente se debe considerar la conservacion y el tipo de clima en
donde se encuentra, en los cadaveres embalsamados o conservados, el
ADN sufre procesos de degradacién que hacen, en la mayor parte de los
casos, muy dificil el analisis, por lo tanto necesitar pequefias cantidades

de muestras es también ventaja del Kit.

En cuantos a las corridas de electroforesis en gel de agarosa, se
observo en todos los casos ADN, evidenciandose con el brillo que se
produce cuando se intercala el bromuro de etidio con las bases

nucleicas.
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En todos los pozos en los que se realizo la siembra se logro observar el
ADN alrededor del pozo, No se logro observar bandas pues no se realizo
amplificados del mismo para obtener diferentes bandas de pesos
moleculares diferentes, podria haber en casos de fragmentacion, que no

corresponden a fragmentos especificos , si no a barridos en el gel.

La resolucion del gel no permite observar a bandas separadas o
alejadas del lugar de siembra (pozo), por tanto la evidencia de acidos
nucleicos se realizo con el brillo alrededor del pozo. Pues el fin de la
corrida en electroforesis se limito a determinar la presencia o ausencia

de material genético.

El gel que corresponde a las muestras extraidas por el método con kit
(Foto 3) muestra mejores resultados, pues a pesar de usar menores
cantidades de muestras en la extraccion se obtuvo buena cantidad de

ADN y con mejor pureza.

El gel que corresponde a las muestras extraidas por el método
convencional (Fotos 1 y 2) muestra buenos resultados, con algunas
excepciones de algunos pozos en los que casi nho se observa ADN en el

pozo.
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VIl. CONCLUSION

Se ha logrado implementar métodos de aislamiento de ADN humano en
restos 6seos para la identificacion humana. Este éxito en el aislamiento
de ADN humano correctamente asignado a una muestra bioldgica,
dependié en gran medida de aspectos relacionados con el adecuado

manejo y manipulaciéon de la muestra colectada.

Una buena pulverizacion de los restos 0seos es importante para obtener
un buen rendimiento en el aislamiento del ADN, asi también el buen
lavado, secado y empaquetamiento de la muestra desde su recoleccion

hasta su proceso.

Se ha optimizado la extraccion de ADN de los restos 6seos humanos
utilizando un protocolo convencional y un kit comercial (Sigma). En todos
los casos el ADN extraido fue susceptible de ser usado para cualificar,
cuantificar, el uso del Kit fue mejor por proporcionar grandes ventajas en
cuanto a cantidad de Acidos nucleicos obtenidos, cantidad de muestra
pulverizada requerida, pureza y facilidad en el proceso de aislamiento,

careciendo de estas ventajas el método convencional.

En todos los casos se siguid rigurosamente el disefio organizativo
(protocolo) descrito para evitar o minimizar posibles eventos de

resultados erroneos.
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Se ha cuantificado el ADN obtenido por ambos métodos, por
espectrofotometria y electroforesis.  El andlisis por electroforesis es
importante para evidenciar la presencia de ADN de manera muy
efectiva, sin embargo para otro fin que no sea cualitativo si no
cuantitativo se recurrira a otra técnica como la espectrofotometria,

procedimiento que se realizo en este trabajo.

Se ha determinado la calidad de ADN obtenido por ambos métodos de
las muestra en un gel de agarosa, expresadas en una sola banda junto

al pozo.

Sin embargo, creo que en los casos en los que se requiera procesar
gran numero de muestras, el método a elegir primeramente es el
convencional afadiendo una fase de purificacion posterior a la

extraccion.

Este método se realiza a partir de una cantidad de muestra

relativamente pequefia, es sencillo, de bajo coste y en dos dias.
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VIll. RECOMENDACIONES

- Se debe tener cuidado en la recoleccion de las muestras, debido a que
estas estdn con muchos contaminantes bioldgicos especialmente

bacterias.

- Tener cuidado de no contaminar las muestras cuando estas estan
siendo pulverizadas, ademas que el operador debe contar con un equipo

completo de protecciéon de bioseguridad.

- En el proceso de aislamiento de las muestras se debe manipular con

cuidado para no contaminar y degradar al ADN humano.

- Se debe realizar una agitacion periodica de las muestras cuando estas
estan siendo incubadas en bafio Marfa a 56°C. con la solucion de lisis

para que exista una buena extraccion.

- Cuando se esta inhibiendo la actividad de la proteinasa K tener el
cuidado respectivo con el aceite y su punto de ebullicion, ademas tener
la seguridad que el material empleado para este proceso sea adecuado

(los tubos falcom deben ser resistentes).

- Cuando ya se tiene ADN humano extraido no dejarlo a temperatura
ambiente, se debe congelar a -20°C. hasta su cuantificacién, para

asegurarse que no haya degradacion del material genético obtenido.
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- Para realizar la cuantificacion de los Acidos nucleicos por
espectrofotometria se debe tener en cuenta el volumen final de la
dilucion, esto dependera del equipo con que se trabaja, ademas todo el

material debe ser nuevo y no reutilizable.

- Cuando se trabaja con geles de agarosa se debe tener mucho cuidado
en el momento de adicionar el Bromuro de etidio por sus propiedades

cancerigenas para la piel.

- Ser cuidadoso con el voltaje usado para la corrida electroforética y en
el momento de revelado usar gafas protectoras para ver por el

transiluminador.

- Un trabajo realizado con el mayor esfuerzo posible siempre tendra

buenos resultados.
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Anexo 1
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Muestra N° 1. Fémur, recogido del cementerio Valle de las flores.
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Muestra N° 3. Fémur, recogido del cementerio de Laja.
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Muestra N° 4. Omoplato, recogido del cementerio Valle de las flores.
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Muestra N° 5. Humero, recogido del cementerio de Laja.
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Muestra N° 6. Omoplato, recogido del cementerio Santiago |I.
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Muestra N° 9. Cubito, recogido del cementerio Valle de las Flores.



Muestra N° 10. Vértebra, recogido del cementerio Santiago |.

Muestra N° 11. Fémur, recogido del cementerio de Laja.
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Muestra N° 12. Tibia, recogido del cementerio de Laja.



Muestra N° 13. Fémur, recogido del cementerio de Laja.

Muestra N° 14. Tibia, recogido del cementerio Valle de las Flores.

Muestra N° 15. Fémur, recogido del cementerio de Laja.
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Muestra N° 16.

lliaco, recogido del cementerio de Laja.

Muestra N° 17.
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Cubito, recogido del cementerio de Laja.
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Muestra N° 18. Clavicula, recogido del cementerio Santiago |.



Muestra N° 19. Radio, recogido del cementerio de Laja.

Muestra N° 20. Vértebra, recogido del cementerio de Laja.



ANEXO 2

Muestras pulverizadas y recolectadas en tubos falcom, identificadas segin

numeracion correspondientes del 1 al 20.



ANEXO 3

Muestras pulverizadas, tratadas con solucion de lisis (Método convencional) en

tubos falcom.



Proceso de desactivacion de la proteinasa K, por el método convencional.



Fase final del aislamiento, ADN listo para su conservacion en tubos falcom, en

solucion de etanol absoluto.



ANEXO 4

Muestras pulverizadas, tratadas con solucion de lisis (Método usando el kit) en

tubos Eppendorf que contienen resinas.

Proceso de separacion de ADN por elusion, en tubos eppendorf.

(Imagen derecha).



ANEXO 5

Cuantificacion de ADN por espectrofotometria de las muestras Oseas, asi como

del método convencional y el empleo del kit SIGMA.

2704972007 10:49

Espectrofotometro UV-ALDRICH, propiedad del laboratorio de Andlisis por

Instrumental.



ANEXO 6

Proceso de siembra de las muestras dseas aisladas al gel, que esta en la camara

electroforética.



Céamara electroforética, con los geles que contienen las muestras para el

revelado.

Revelado de las muestras, en el trans iluminador.



