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Resumen

Con la introduccion de los métodos basados en biologia molecular, en
especial el andlisis de ADN (&cido desoxirribonucleico) aplicado en la identificacion
humana, las ciencias forenses han tenido un gran reto en la implementacién de
nuevas técnicas, mas rapidas, de bajo costo y con mayor rendimiento de
extraccion de ADN. El sustrato mas complicado y laborioso de analizar ha sido el
de muestras de tejido 6seo, debido a su compleja estructura disefiada a base de
una matriz mineralizada.

Por otro lado, el andlisis de hueso siempre es la Ultima opcién a trabajar
cuando se han agotado fluidos corporales o tejidos blandos o bien, no existe la
posibilidad de recuperarlos, por lo que el tejido 0seo sera la Unica opcion en los
casos de desastres en masa, guerras, restos de personas perdidas, incendios y
exhumaciones; muestra que expuesta a los factores ambientales extremos exhibe
un dafo severo en el ADN, lo que complica su tipificacion para propoésitos de
identificacion humana.

Por lo anterior, en el presente trabajo el objetivo fue evaluar el rendimiento
de ADN extraido a partir de tejido 6seo con los métodos DNA 1Q System®y SV
Total RNA Isolation System™ modificado, verificar si el extracto se encuentra libre
de inhibidores de la PCR y determinar si la desproteinizacion posterior a la
digestion de la muestra, influye en el rendimiento del ADN obtenido al aplicarla a
los métodos de extraccion antes mencionados.

Para esto se analizaron 10 restos 6seos humanos utilizando los métodos de
extraccion DNA 10 System® y SV Total RNA Isolation System® — Modificado, para
extraer el ADN, y para la desproteinizacion se utilizd6 la mezcla
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico. Para la cuantificacion del ADN recuperado se
utilizé el kit Plexor HY System™. Para ampificar los 16 loci (short tandem repeat,
STR) fue utilizado el kit PowerPlex 16 System®. Por (ltimo para obtener el perfil
genético, se utilizaron un estdndar de peso molecular y un marcador alélico para el
panel aplicado en el equipo ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer®.

Los resultados obtenidos de estos diez restos 0seos, permitieron determinar
el perfil genético completo, por el método SV Total RNA Isolation System®™
modificado con desproteinizacion, que fue, de los métodos utilizados, el que mayor
rendimiento tuvo, a pesar de tener un 25% de presencia de inhibidores de las
muestras trabajadas. Con los otros métodos utilizados, DNA 1Q System® con
desproteinizacién o bien sin desproteinizacion, SV Total RNA Isolation System® —
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Modificado sin desproteinizacion, permitieron determinar 2, 3 y 2 perfiles
genéticos, respectivamente.

Los resultados anteriores permiten concluir, que de los métodos utilizados,
SV Total RNA Isolation System® modificado con desproteinizacién, fue el mas
eficaz para llevar a cabo la extraccion de ADN en cantidad suficiente para
propésitos de identificacion molecular humana basada en la obtencion del perfil
genético.
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Introduccion

La identificacion humana por medio del andlisis de ADN a partir de restos
0seos es un proceso dificil y laborioso con muy pocos resultados satisfactorios. Sin
embargo; la aplicacion de este andlisis es de gran ayuda en aquellos casos en los
cuales no se tiene otro tipo de muestra para el estudio e identificacion de la
persona desaparecida.

El hueso es uno de los tejidos mas dificiles de trabajar, debido a que esta
compuesto por una matriz mineral que contiene embebidas células nucleadas,
situacion que complica la extraccion de ADN sin dafarlo. Adicionalmente, el hueso
sufre, en la mayoria de las ocasiones, alteraciones por estar expuesto a diversos
factores ambientales como la luz UV, la humedad, contaminantes quimicos y
biologicos provenientes principalmente del suelo, varios de ellos con efectos
importantes en la integridad del ADN. A pesar de que existen diversos métodos
para extraer el ADN de huesos humanos, muchos de ellos llevan demasiados pasos
para desmineralizarlo; otros son muy costosos y su rendimiento en cuanto a la
cantidad de ADN es muy bajo, y otros mas no eliminan en su totalidad los
inhibidores de la Polimerasa para la PCR, paso esencial que permite la
amplificacion de las regiones de interés en la determinacion del perfil genético de
un individuo.

En México el estudio de ADN a partir de restos 0seos esta poco extendido
debido a la complejidad de la técnica, son pocas las instituciones que hacen este
tipo de analisis. El analisis que nos ocupa, es de gran importancia, en diversas
areas, como la Forense, Antropologia, Paleontologia, Medicina, entre otras mas.

Al hacer esta determinacion se pretende establecer un procedimiento con
un menor numero de pasos ocupados en la extraccion de ADN de esqueletos
humanos, que produzca un buen rendimiento del producto, a fin de amplificar las
regiones del genoma polimérficas que comUnmente son analizadas para la
identificacion humana.

Dada la creciente ola de criminalidad que vive nuestro pais y las cada vez
mas sofisticadas formas de actuar de los delincuentes, es necesario contar con un
meétodo rapido y eficaz de identificar a las victimas a partir de material bioldgico
gue resista todo intento de borrar huella del hecho delictuoso, por ejemplo, el
tejido 6seo. En la medida en que mas rapido se obtengan resultados, mas
oportunidad habra de ligar al probable responsable con el hecho delictuoso que se
investiga.
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Marco teorico

Historia del uso de los examenes de identificacion humana por
medio del ADN

La historia de los estudios de identificacion en el campo forense, iniciaron
con los analisis del sistema de grupo sanguineo ABO. Posteriormente
aparecieron otros métodos, basados en el registro de las variaciones presentes
en las proteinas séricas, enzimas y glébulos rojos, determinaron nuevos
marcadores que permitieron establecer identidad de un sujeto. Mas
recientemente, fueron usados los sistemas de antigenos en leucocitos
humanos. Hace un poco méas de 20 afios que Sir Alec Jeffreys, profesor y
genetista de la Universidad de Leicester en el Reino Unido, comenzé a utilizar
los examenes de identidad basados en el ADN.

Jeffreys estaba interesado en el estudio de las variaciones genéticas
entre los individuos y él hizo algunos de los primeros trabajos para detectar
diferencias genéticas en humanos (1).

Por medio del analisis del ADN, se puede identificar a una persona, y
diferenciarla del resto. Cada ser humano es diferente; dos personas pueden ser
mas 0 menos parecidas, sobre todo entre familiares cercanos, pero nunca son
idénticas, salvo el caso de los gemelos homocigotos (y aun éstos tienen un
factor que los distingue a uno del otro). Esta diferenciacion entre las personas
se debe a que existen millones de posibles combinaciones de ADN que se
producen durante la espermatogénesis y ovogénesis como consecuencia del
fendmeno de recombinacion genética que se produce durante la meiosis (2).

La mayor parte de la secuencia de nucledtidos del ADN, alrededor del
99.5%, es idéntico entre las personas, y el objetivo de la genética forense es
diferenciar a las personas basandose en el 0.5% polimorfico restante del
genoma.

A fin de que sea de utilidad como herramienta, el polimorfismo del ADN
debe tener como caracteristica para poder ser aplicado en el ambito forense lo
siguiente:

e Altamente polimérficos ( que haya una gran variacion entre individuos)
Que su caracterizacion sea facil y barata.
Que sea faciles de interpretar.
Que tenga una baja frecuencia de mutacion.
Que los resultados deben ser faciles de comparar entre laboratorios (3).
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La secuencia de ADN como herramienta en la Investigacion
forense

Las huellas de ADN o tipificacion (perfil) de ADN, como es conocido
ahora, fue descrito en 1985 por el genetista inglés Alec Jeffreys. El encontr6
que ciertas regiones del ADN contenian secuencias repetidas, una y otra vez,
una a lado de otra. También descubrié que el numero de secciones repetidas
presentes en una muestra, puede diferir de individuo a otro. Al desarrollar una
técnica para examinar la variacién de longitud de estas secuencias repetidas en
el ADN, el Dr. Jeffreys cre6 la habilidad para desarrollar los examenes de
identificacion humana.

Estas regiones repetidas en el ADN se conocen como Repeticiones en
Tandem de Numero Variable (VNTR). La técnica usada por el Dr. Jeffreys para
examinar los VNTRs fue Illamada Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP), porque estd involucrado el uso de una
enzima de restriccion que corta a las regiones de ADN circundantes a los
VNTRs. Este método de RFLP fue usado inicialmente para ayudar en el caso de
un inmigrante Inglés y después para resolver el caso de un doble homicidio.
Desde entonces, los examenes de identificacion humana usando métodos de
tipificacion de ADN han ido en aumento. En los ultimos 15 afios, se ha visto un
tremendo crecimiento en el uso del ADN como evidencia en las investigaciones
en el lugar de los hechos de un delito, asi como examenes para verificar la
paternidad de un individuo. Hoy en dia mas de cientos de laboratorios forenses
publicos y varias docenas de laboratorios de estudios de paternidad realizan
miles de exdmenes anualmente en el mundo. (4).

Extraccion de ADN

El ADN puede ser extraido de muchos tipos de material biolégico. Los
mas comunmente utilizados son: huesos, sangre o manchas de ella, semen y
manchas de fluido seminal, tejidos, dérganos, dientes, cabello, ufas, saliva,
orina, entre otros fluidos biolégicos (5).

El éxito de la tipificacibn del ADN depende que la muestra tenga: la
cantidad suficiente, con buena calidad y pureza que se logre, posterior al
ensayo analitico y que éste pueda ser llevado efectivamente. Es de esperarse
gue un protocolo de extraccion sea simple y barato.

Los procedimientos comunes de extraccion de ADN pueden ser: con
disolventes organicos, con métodos de desalinizacibn y con resinas de
intercambio i6nico. Los procedimientos organicos de extraccion originan
productos de ADN altamente purificados. Cuando se usan filtros especificos, es
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posible que también se remuevan a los inhibidores de las enzimas que se
utilizan en el proceso (6).

La extraccion de ADN a partir de material calcificado es més dificil e
involucra la maceracion previa de los materiales para pulverizarlos, antes de
que el material celular pueda ser disuelto en una disoluciéon acuosa, ademés de
realizar la remocion manual de los contaminantes ambientales, y eliminar por
métodos fisicos o quimicos a los contaminantes. Concluido el procedimiento
descrito, los pasos siguientes son similares a la extraccion de ADN de otros
tipos de muestras (3,7).

Los inhibidores de la PCR generalmente ejercen sus efectos a través de
la interaccion directa con el ADN o interferencia con la ADN polimerasa
termoestable. El vinculo directo de los agentes con las hebras de ADN puede
impedir la amplificacion y facilitar la co-purificacion de inhibidores y ADN. Los
inhibidores pueden interactuar con la DNA polimerasa bloqueando la actividad
enzimatica. La DNA polimerasa requiere del cofactor que puede ser objeto de
inhibicién. EI magnesio es un cofactor critico, y los agentes que reducen la
cantidad de Mg*? disponible o interfieren con la unién de éste a la ADN
polimerasa, pueden inhibir la PCR (8).

Aungue existen diferentes procedimientos para realizar la extraccion de
los acidos nucleicos, varios pasos esenciales son comunes. Primero, se necesita
el material inicial que puede ser un cultivo bacteriano, o de células eucaridticas,
gue pueden ser separadas del medio de crecimiento, o de un tejido que debe
ser homogenizada para que las células se lisen.

El segundo requerimiento es que el ADN esté libre de otros compuestos
celulares. Es necesario realizar lisis de la membrana plasmatica para liberar los
componentes, el procedimiento puede variar segun el tipo de célula que se
manipule.

Luego de la lisis celular, es necesario separar el acido nucleico deseado
de los deméas componentes celulares. Dentro de las estrategias técnicas
empleadas para tal fin, se encuentran: el tratamiento enzimatico, la purificacion
con el sistema fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, la precipitaciéon con alcohol,
la separacion mediante un gradiente de concentracion de glucosa por medio de
centrifugacion, la desnaturalizacion alcalina y la purificacion en columna.

El tratamiento enzimatico, emplea ARN-asa para remover el ARN del
ADN. La RNA-asa es termoestable, lo que permite hacer un tratamiento con
calor para eliminar las posibles ADN-asas presentes en la enzima. Para eliminar
la contaminacién por proteinas, se emplea la proteinasa K, que tiene una
amplia actividad proteolitica.

Lipez Dsoris Dana Carolina



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

La remocion de proteinas es importante, para evitar que puedan
interferir con los procedimientos subsecuentes, debido a que algunas de ellas
tienden a adherirse a los &cidos nucleicos y degradarlos.

En la centrifugacion a velocidad moderada, se emplea, para la
purificacién de ADN, una disolucion, que permite remover los restos celulares.
Frecuentemente, se emplean en los procedimientos de purificacion del ADN,
columnas de centrifugacion (sp/in columns).

En la cromatografia de seleccién de tamafio de poro, la muestra se pasa
a través de una matriz de microporos, las moléculas pequefias (como sales y
nucleétidos) pueden insertarse dentro de la matriz, mientras que las moléculas
mas grandes (como cadenas largas de acidos nucleicos) no pueden atravesar el
enmallado de la columna. En la purificacion por afinidad cromatogréfica, las
macromoléculas en la muestra se unen a la resina de la columna. Esta puede
ser una resina anionica, que se une a los grupos fosfato de los acidos nucleicos
(cargados negativamente).

Las cantidades tipicas de ADN que pueden ser recuperadas de diferentes
muestras bioldgicas son las siguientes (4,9,10):

Tipo de muestra Cantidad de ADN*
Sangre liguida 20,000-40,000 ng/mL
Mancha de sangre 250-500 ng/cm?
Semen liquido 150,000-300,000 ng/mL
Hisopo de exudado vaginal post-coital 10-3000 ng/hisopo
Pelo arrancado (con raiz) 1-750 ng/raiz
Pelo desprendido (con raiz) 1-10 ng/raiz
Saliva liquida 1000-10,000 ng/mL
Hisopo de raspado bucal 100-1500 ng/hisopo
Orina 1-20 ng/mL
Hueso 3-10 ng/mg
Tejido 50-500 ng/mg

*Tanto la calidad como la cantidad de ADN recuperado de las muestras pueden ser
significativamente afectadas por los factores ambientales.

Purificaciéon de ADN con DNA IQ System®

El DNA 1Q System® usa una resina paramagnética para aislar el ADN. El
proceso requiere de solo dos pasos aun para las muestras muy pequefias. Para
material bioldgico sobre soporte solido, el primer paso a desarrollar es facil,
rapido, eficiente y casi universal para el método de extraccion y es separar la
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muestra del soporte. Este paso es innecesario para muestras liquidas. El
segundo paso usa la resina paramagnética para purificar el ADN sin requerir
lavados exhaustivos para remover el reactivo de lisis. Este sistema esta
disefiado para purificar cantidades pequefias de ADN y generar productos
consistentes para un tipo de muestra especifica. Uno de los tipos de muestras
de la cual se ha aislado ADN usando este sistema es hueso, pero se requiere
utilizar el Bone Incubation Buffer® y que el hueso esté pulverizado (11,12).

Con respecto a la cantidad de ADN extraido de huesos, los protocolos de
muestreo prefieren las muestras de tejido de hueso compacto sobre los huesos
esponjosos (13,14).

El comportamiento paramagnético se produce cuando el campo
magnético aplicado alinea todos los momentos magnéticos ya existentes en los
atomos o moléculas individuales que componen el material. Esto produce un
momento magneético global que se suma al campo magnético. Los materiales
paramagnéticos suelen contener elementos de transicion o lantanidos con
electrones desapareados. El paramagnetismo en sustancias no metalicas suele
caracterizarse por una dependencia de la temperatura: la intensidad del
momento magnético inducido varia inversamente con la temperatura. Esto se
debe a que al ir aumentando la temperatura, cada vez resulta mas dificil alinear
los momentos magnéticos de los atomos individuales en la direccion del campo
magnético (15,16).

El procedimiento del DNA 1Q System® se desarrolla usando algunos
pasos muy sencillos:
1. Lisis de la muestra.
2. Captura del ADN usando la resina.
3. Lavado de la resina.
4. Elucion del ADN de la resina (17,18).

Purificaciéon de ARN con SV Total RNA Isolation System®

El éxito del aislamiento del ARN intacto requiere de cuatro pasos
esenciales: la ruptura efectiva de las células y tejidos, la desnaturalizacion de
los complejos nucleoproteinicos, la inactivacion de ribonucleasas enddgenas
(ARNasa) y la remocion de la contaminacion de ADN y proteinas. El paso mas
importante es la inactivacion inmediata de las RNasas endd6genas que son
liberadas de las membranas de los organelos al romperse las células.

El SV Total RNA Isolation System® combina las propiedades perjudicial y

protectora del tiocianato de guanidina (GTC) y el beta-Mercaptoetanol para
inactivar las ribonucleasas presentes en los extractos celulares. EI GTC, en
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asociacion con el SDS (Dodecilsulfato sédico), actia rompiendo los complejos
nucleoproteinicos, permitiendo que el ARN se libere dentro de la disolucién y se
libere de las proteinas. La dilucion de los extractos celulares en presencia de
una concentracién alta de GTC causa una precipitacion selectiva de proteinas
celulares, mientras que el ARN queda disuelto. Después de la centrifugacion, el
RNA es selectivamente precipitado de la solucion con etanol y atado a la
superficie de la silica de fibra de vidrio que se encuentra en el Spin Basket.
Cada Spin Column Assembly consiste de un Spin Basket 'y un tubo colector de
2mL. Para que el lisado se aclare efectivamente de las proteinas precipitadas y
de los desechos celulares, estos lisados pueden ser unidos al Spin Basket ya sea
por centrifugacion o por filtracion al vacio. La reaccion de unién ocurre
rapidamente debido a la interaccion de las moléculas de agua con las sales
caotrdpicas, esto favorece la adsorcion de los acidos nucleicos a la silica. La
DNasa | libre de RNasas son aplicadas directamente sobre la membrana de
silica para que digiera la contaminacién de ADN gendmico. El RNA total unido
es purificado adicionalmente de sales contaminantes, proteinas e impurezas
celulares, con un simple paso de lavado. Finalmente, el RNA total es eluido de
la membrana por la adicion de agua libre de nucleasas. Este procedimiento
produce una fraccion esencialmente pura de RNA total después de una sola
ronda de purificacion sin extracciones organicas o0 precipitaciones. El
procedimiento es facil de realizar con pequefias cantidades de tejido, sangre o
cultivos celulares; y este puede ser usado para procesos de multiples muestras
(29).

SV Total RNA Isolation System®-Modificado

El SV Total RNA Isolation System®, se basa principaimente en la
aplicacion de una membrana de silica que puede ser usada con centrifugacion o
sistema de vacio. Con este método los acidos nucleicos aislados se consiguen
sin extracciones organicas, y se emplea un paso de extraccion con DNasa para
eliminar el ADN presente (21).

Al eliminar los pasos donde interviene la adicion de DNasa, se consigue
la extraccidon de ADN por medio de este sistema, debido a que tanto el ADN
junto con el ARN guedan atrapados en la membrana de silica, permitiendo
hacer lavados para purificar estos acidos nucleicos y después de ser purificados
es facil la separacion de la membrana eluyendo con agua libre de nucleasas.

Las membranas SV (Spin Vacuum) son membranas adecuadamente
impregnadas de silica adecuadamente para unir los &cidos nucleicos en
presencia de caotropicos. Las membranas SV estan disponibles en pequefas
canastas para uso en preparaciones individuales, ya sea en centrifugacion o
sistema de vacio con adaptadores correspondientes. El rendimiento con estos
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sistemas individuales esté limitado solamente por la capacidad del rotor de la
microcentrifuga o de la capacidad del colector del sistema de vacio. Para
superar la tasa de produccion, las membranas SV han sido escaladas a un
sistema de 96 pozos. Cada pozo de la charola, tiene las mismas caracteristicas
y la misma capacidad que el sistema individual de las membranas SV.
Promega® (fabricante de este dispositivo), ha combinado estas membranas con
una variedad de reactivos para crear una gran linea de sistemas de aislamiento
especificamente de &cidos nucleicos de varias fuentes.

La purificacibn de ADN gendmico es el resultado de la tecnologia de las
membranas SV permite aislar a los acidos nucleicos totales a partir de la
captura directa del lisado de células o de tejidos. Esta tecnologia se adapt6 para
la purificacion de ADN gendmico obtenido de sangre, raspado bucal, tejidos de
mamiferos y cultivos celulares. Por otra parte, el protocolo puede ser
modificado para ser usado en el aislamiento de ADN o de ARN y al mismo
tiempo separarlos a ambos. (20,21)

Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico

Es un método clasico de extraccion, se realiza con disolucion
amortiguadora neutral o alcalina de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) que es inmiscible en agua, por lo que forma dos capas (fases)
cuando se adicionan al extracto celular. Cuando la mezcla es agitada
vigorosamente, las proteinas son desnaturalizadas y ubicadas en el
sobrenadante de la interfase, mientras que los acidos nucleicos se encuentran
en la fase liquida. Si por el contrario, la extraccion se realiza con fenol acidico
(en el que no se realiza el amortiguamiento con alcohol isoamilico), el ADN se
ubica en la fase organica en tanto que, las proteinas se encuentran en el
sobrenadante de la interfase y el ARN se encuentra en la fase superior que es
la acuosa.

Luego de la extraccidbn con fenol, se obtiene una muestra del (los)
acido(s) nucleico(s) libre(s) de proteinas. El producto obtenido puede contener
algunas trazas de fenol y/o cloroformo que pueden desnaturalizar las enzimas
empleadas en los pasos sucesivos (9,22).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (Polymerase Chain
Reaction), descrita por Kary B. Mullis, en 1985. Es una técnica que imita la
forma en que la naturaleza lleva a cabo la replicacion del ADN. Se sabe que la
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polimerasa de ADN de especies bacterianas que viven en fuentes termales es
estable a temperaturas de 90°C, muy por encima de la temperatura que
destruye la actividad de otras polimerasas de ADN. Mullis y colaboradores
aprovecharon esta enzima para desarrollar la técnica de PCR (23).

El objetivo de esta técnica es la amplificacién directa de un gen o un
fragmento de ADN o indirecta de un ARN (en este caso de su ADN
complementario o cDNA), presentes en mezclas de muy diversas fuentes sin
necesidad de una purificacion previa de la muestra integra original. Sin
embargo, debe resaltarse que es un requisito imprescindible que se conozca la
secuencia de una parte de la regibn de ADN o RNA que se quiere amplificar
(salvo en el caso de algunas variantes del método clasico, como PCR inversa).
Por estas caracteristicas, en especial la capacidad de amplificacion, la PCR es un
método muy adecuado para preparar acidos nucleicos en una cantidad muy
superior a la de la muestra original, tanto como método de clonacion celular
como para la deteccion.

Las aplicaciones de la PCR son muy numerosas y variadas. Como
ejemplos pueden citarse: clonacién celular de fragmentos de ADN, deteccion de
secuencias sin purificacion previa, secuenciacion de acidos nucleicos,
establecimiento de polimorfismos de secuencia, rastreo de mutaciones,
tipificado de ADN para transplantes, diagnostico de enfermedades genéticas,
prenatales o no, determinacion de secuencias especificas de ADN relacionadas
con situaciones patoldgicas definidas, resolucion de problemas forenses o
arqueologicos, estudios evolutivos, deteccion de microorganismos infecciosos,
deteccion de células tumorales, etc.

Principio del Método

La PCR no es una técnica analitica per se, sino mas bien una
metodologia resultante de la aplicacion practica de tres conceptos:

e Desnaturalizacion del ADN para dar hebras sencillas.

e Hibridaciébn especifica de la hebra sencilla con un oligonucleotido.
También se denomina etapa de templado (entendido como disminucién
de temperatura que permite la reasociacion de hebras sencillas tras la
desnaturalizacion térmica; en inglés, annealing). Esta es la etapa que
explica por qué se debe conocer parte de la secuencia.

e Replicacion de la hebra sencilla por una DNA polimerasa a partir del
oligonucleotido anterior, como cebador: también, elongacion o extension
del cebador, o polimerizacion.
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Mediante la aplicacion en forma ciclica de estos tres procesos se
consiguen multiples copias del fragmento de acido nucleico en un corto espacio
de tiempo.

A pesar de esta aparente complejidad, en teoria es un método sencillo, y
relativamente rapido para amplificar secuencias. En la practica, se requiere un
control preciso de las variables que condicionan este triple proceso (secuencia
diana, cebador, enzimas y resto de componentes), ademas de instrumentos
adecuados (termocicladores de ADN) para establecer las condiciones de cada
etapa y repetirlas ciclicamente (tiempo, temperatura, nimero de ciclos, etc). Se
consigue asi amplificar secuencias de tamafos diversos, comprendidos entre
50pb y 2,5kb.

Para la realizacion préactica se requieren en la mezcla de reaccién los
siguientes “reactivos”:

e Los cuatro dNTPs (desoxirribonucleotidos trifosfato), en exceso, como
sustratos para la sintesis de las innumerables copias de ADN. Para ser
reconocidos por la polimerasa, deben ir acompafiados de Mg**.

e Dos oligonucledtidos de cadena sencilla (que coloquialmente se conocen
como, “oligos”), generalmente sintéticos, de 18 a 30 nt. Sus secuencias
han de ser complementarias, respectivamente, a los dos extremos 3’ de
la region diana, uno en cada hebra, de modo que lo oligos puedan
funcionar como cebadores para la replicacion de las dos hebras en la
region diana. Por esta razon no se puede amplificar una regién de ADN si
no se conoce la secuencia de sus dos extremos. De hecho, es la posicion
donde hibridan los cebadores la que define la longitud del fragmento que
se amplifica es decir la secuencia diana (cada hebra de ADN esta
compuesta de una secuencia de nucleotidos los cuales estan unidos
mediante puentes fosfodiéster entre el grupo 5 hidroxilo de un
nucledtido y el grupo 3~ hidroxilo del siguiente, la posicion 5’ y 3’ hacen
referencia a la posicion de los carbonos dentro de la molécula de
pentosa de cada nucleotido).

e Una polimerasa termoestable, es decir, enzimaticamente activa a
temperaturas relativamente altas (al menos 75°C, y estable con
frecuencia hasta 95°C). Esta caracteristica permite su actuacion en ciclos
sucesivos sin inactivarse; ademas, la replicacion a temperaturas elevadas
impide la formacién de hibridos parcialmente desapareados y contribuye
a la especificidad y rendimiento del proceso. La enzima mas empleada se
llama Polimerasa Taq, por proceder de la bacteria Thermus aquaticus
gue vive en manantiales de agua caliente. Esta enzima tiene el
inconveniente de carecer de la actividad correctora de pruebas
(exonucleasa 3"), por lo que la frecuencia de errores es superior a la de
la replicacion (alrededor de un error por cada 5,000 nucleétidos
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incorporados) de ahi que en ocasiones se sustituya por otras DNA
polimerasas termoestables.

Etapas del proceso

Cada ciclo de una PCR consta de tres etapas:

1. Desnaturalizacion: calentamiento para la separacion de las dos hebras
del ADN, mediante una incubacion breve (30-120 s) a una temperatura
entre 88 y 97°C, que debe ser superior a la de fusién (Ty) de la region
de ADN que se quiere amplificar.

2. Templado (o hibridacién): enfriamiento rapido por debajo de T, de
forma que se permite la hibridacion de las hebras sencillas del ADN de
interés con los oligos cebadores. Generalmente se usan temperaturas de
37 a 65°C que se mantienen entre 10 y 120s.

3. Elongacion (o replicacion): etapa de amplificacion propiamente dicha
(72-75°C, 1-3 min), en la que la DNA polimerasa termoestable elonga los
cebadores, empleando como molde ambas hebras originales. La
replicacién transcurre en direccion 5’ — 3’ a partir del extremo 3'-OH de
cada cebador, empleando como sustrato los cuatro dNTPs, hasta
terminar la lectura del molde o hasta que se comience una nueva etapa
de desnaturalizacion (siguiente ciclo).

Ademés de las tres etapas de cada ciclo, comunmente se aflade una
etapa previa y una final al conjunto de todos los ciclos. La previa, a elevada
temperatura (incluso superior a la de las etapas de desnaturalizacion), sirve
basicamente para inactivar proteasas y nucleasas de la muestra, asi como para
asegurar la desnaturalizacion completa del ADN de partida, especialmente si
éste es de gran tamafio o posee regiones muy compactadas (como en el caso
de un ADN gendmico completo). La etapa final, por su parte, consiste en una
prolongacion de la ultima elongacion, para permitir que se completen todos los
fragmentos.

La muestra de partida, esta formada por moléculas de ADN de mayor
tamafio que la regién diana, solo a partir del tercer ciclo aparecen copias
exactas de la diana. Si la muestra de partida hubiese sido el propio fragmento
diana, todas las copias aparecidas desde el primer ciclo, serian iguales a éste.
Ademas de la amplificacion global, por aumento del nimero de moléculas de
ADN, debe notarse como el niamero de copias de la diana aumenta mas
rapidamente que el de otras copias mas largas. Todo ello hace que en la mezcla
final, al terminar la PCR, los fragmentos diana superan abruptamente en
namero a cualquier otro tipo de fragmento, incluyendo obviamente las
moléculas de ADN originales de la muestra (que no han sido amplificadas). El
grado de amplificacion que se consigue es de un millébn de veces en 20 ciclos y
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un billén en 40 ciclos. Esto es lo que permite aplicar la PCR a muestras poco
purificadas y analizar los resultados directamente, en los que so6lo se podra
detectar el fragmento amplificado (24).

PCR en Tiempo Real (qPCR)

Los andlisis de multiples reacciones de las repeticiones cortas en tandem
(STR) han sido la tecnologia dominante en la identificacion humana basada en
el ADN. Si bien es altamente informativo, estos ensayos requieren un intervalo
definido de cantidades de ADN molde para producir resultados éptimos. Por lo
tanto, la habilidad para evaluar con precision la cantidad y calidad del ADN
extraido han ido incrementando de manera importante. La cuantificacién de
ADN especifico de varon también ha sido necesaria con la llegada de los
examenes forenses de Y-STR. Todo esto puede ser dirigido a un sistema de
PCR cuantitativa.

Los métodos de cuantificacion comun basados en la hibridacion producen
niveles incrementados de resultados falsos negativos (debido a la falta de
sensibilidad) o conclusiones subjetivas (debido a la comparacion visual de la
intensidad de las bandas). Los métodos de cuantificacion basados en
amplificacion proporcionan un alto nivel de sensibilidad, y los métodos con PCR
en tiempo real pueden dar un intervalo dinamico que supera a otros métodos.

El producto numérico de PCR cuantitativa también incrementa la
objetividad de la interpretacion de los datos.

Tecnologia Plexor®

Este es un nuevo método de PCR en tiempo real que toma la ventaja de
la interaccion especifica entre dos nucledtidos modificados para lograr el
analisis cuantitativo. Dos bases modificadas, isoguanina (iso-dG) y la 5'-
metilisocitosina (iso-dC), forman un anico par de bases en la doble hebra de
ADN (Figura 1). Para realizar la PCR cuantitativa fluorescente usando esta
nueva tecnologia, uno de los oligos es sintetizado con un residuo iso-dC como
nucledtido 5'-terminal y una etiqueta fluorescente en la posicion 5'-final; el
segundo primer no esta etiquetado. Durante la PCR, el primer etiquetado se
alinea y extiende, volviéndose parte del templete que se usara durante las
siguientes rondas de amplificacion. Durante las subsecuentes rondas de
amplificacion, el complementario iso-dGTP, el cual esta disponible en la mezcla
de nucledtidos como dabcil-iso-dGTP, se aparea especificamente con el iso-dC.
Cuando el dabcil (quencher o apagador) es incorporado a la nueva hebra de
ADN, su proximidad con el marcador fluorescente que se encuentra sobre la
hebra opuesta hace que se apague la sefial.
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Figura 1. Diagrama esquematico que ilustra el proceso del Plexor real-time PCR. (Modificado de
www.promega.com/plexorresources/, consultado: Enero de 2009)

Para el acoplamiento directo de la deteccion de la fluorescencia y los
ciclos térmicos, lo que se mide en PCR en tiempo real, son los cambios en la
sefial de la fluorescencia (en unidad(s) relativa(s), o RFU por sus siglas en
Inglés) en cada ciclo. El nivel de fluorescencia en las reacciones iniciales de los
oligos etiquetados es alto en el Sistema Plexor®. Con los productos acumulados
de la amplificacion, la sefial decrece. Los datos de amplificacion presentan una
curva caracteristica tri-fase.

La parte de la curva con el cambio de sefial mas alto, es la fase
exponencial, que es la fase mas consistente y es usada para estimar la cantidad
de material inicial. Un umbral de amplificacion, es el conjunto dentro de la fase
exponencial, con el nivel de fluorescencia en el que todas las curvas de
amplificacion, exhiben en su mayoria una sefial significativa decreciente. El
punto en el cual una curva de amplificacion cruza este umbral, se le llama
umbral de ciclo de la muestra (C;), cuyos valores de para una serie de
diluciones de una muestra con una cantidad de ADN conocido son usados para
generar una curva estandar, que se utiliza para cuantificar muestras con
cantidades desconocidas de ADN.
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Figura 2. La cantidad de ADN puede ser cuantificada haciendo la comparacion con los
resultados obtenidos de la curva estandar generada con diluciones de ADN de concentracion
conocida. (Modificado de www.promega.com/plexorresources/, consultado: Mayo de 2009)

El apagado del marcador fluorescente por el dabcil es un proceso
reversible. La fluorescencia es apagada cuando el producto esta en doble
hebra, debido a la gran proximidad entre el dabcil y el marcador fluorescente.
La desnaturalizacién del producto separa al marcador y al dabcil, que resulta en
un incremento en la sefial de la fluorescencia. Consecuentemente, las curvas de
temperatura de fusion pueden ser generadas, al permitir que todo el producto
que estd en forma de ADN de doble hebra baje de temperatura
(aproximadamente 60°C) y lentamente se eleve para la desnaturalizacion
(aproximadamente a 95°C).

La curva de fusion se determina trazando los cambios de fluorescencia
con relacion a la variacion de temperatura, calculando el cambio mas grande en
la fluorescencia con la derivada (dRFU/dT) de la temperatura de fusion (Tn,). La
longitud del producto y la secuencia tienen impacto sobre T, asi la curva de
fusion es usada para caracterizar la homogeneidad de los productos de PCR. La
amplificacion no especifica puede ser identificada por la presencia de picos
amplios en la curva de fusidbn o por picos con diferente valor de T.. Para
distinguir productos de amplificacion especificos y no especificos, la curva de
fusion afade un aspecto en el control de calidad durante la rutina del uso de
ensayos de validacién o predisefio.

Un beneficio de la tecnologia del Plexor” sobre la deteccién usando ADN
de una sola hebra unida a un colorante, tal como el SYBR Green®, es la
capacidad de amplificar diferentes regiones al mismo tiempo con la ventaja de
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poder diferenciar cada una gracias al uso de varios colorantes a la vez,
conocido como multiplexing. El oligo etiquetado puede lograrse con alguno de
los marcadores fluorescentes mas comunmente usados en el PCR fluorescente,
esto permite usar de dos a cinco colores (multiplexing), que depende del
instrumento que se utilice. La simplicidad del primer disefiado por la tecnologia
del Plexor™, es una ventaja distinta sobre la propuesta de PCR cuantitativa
basada en sondas que son hidrolizadas durante el proceso de amplificacién
(25,43,44,45).

La Fluoresceina del Sistema Plexor HY®, se usa para detectar el blanco
de ADN humano autosomal. Los oligos amplifican regiones multicopia, del
tamafio de 99pb ubicados sobre el cromosoma 17. Los datos de esta reaccion,
son usados para cuantificar la cantidad de ADN total en una muestra.

El fluoroforo CAL Fluor® Orange 560 del Sistema Plexor HY®, es usado
para detectar el ADN blanco en el cromosoma Y. Los oligos amplifican en
regiones multicopia del tamafo de 133pb sobre el cromosoma Y. Los datos de
esta reaccion son usados para cuantificar la cantidad de ADN total en una
muestra.

El fluoroforo CAL Fluor® Red 610 del Sistema Plexor HY®, es usado para
detectar el Control Interno de PCR (IPC), el cual es adicionado en todas las
reacciones. El producto de amplificacion es de 150 pares de bases. Los datos de
este blanco son usados para monitorear la inhibicion de las muestras
amplificadas.

El fluoroforo IC5 del Sistema Plexor HY®, es usado como una referencia
pasiva. El reactivo marcado con el IC5 esta adicionado a la mezcla de reaccion
de todas las muestras. Los datos de los tres canales de amplificacion
(Fluoresceina, CAL Fluor® Orange 560, CAL Fluor® Red 610) pueden ser
normalizados con esta sefial.

El Sistema Plexor HY® usa una quimica fot-start lo que significa que la
polimerasa, para ser activada, debe ser antes calentada a 95°C durante 2
minutos. Las mezclas de reacciones pueden ser realizadas a temperatura
ambiente y se pueden adaptar para la automatizacion (25,26,27,28,41).

Electroforesis Capilar

Los productos de PCR de las repeticiones cortas en tandem del ADN
pueden ser separados de tal manera que permite que cada alelo se distinga de
otros mas. Los alelos heterocigoticos son determinados de esta manera, con un
método de separacion basada en la carga y en el tamafio conocido como
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electroforesis. En la electroforesis el medio de separacion puede estar, ya sea
dentro de una placa de gel o bien dentro de un capilar. La palabra
electroforesis viene del Griego electron (carga) y del Latin phore (correr). Asi el
proceso de electroforesis se refiere al acarreamiento de las moléculas debido a
sus cargas eléctricas y a su masa. En el caso del ADN, los grupos fosfato sobre
su esqueleto al donar sus iones H', le confieren carga negativa. Bajo la
influencia de un campo eléctrico, las moléculas de ADN que migraran en
direccion del &nodo. Con voltaje alto, cuanto mayor es la carga las moléculas de
ADN mas rapidamente se moveran.

El movimiento de los iones en un campo eléctrico genera calor que
puede ser disipado o absorbido por el sistema. Si el calor es excesivo puede
causar que en el gel se generen bandas en forma de sonrisa o “smile’” 0 en
muchos de los casos el gel puede literalmente fundirse y derramarse. La
electroforesis en capilar es una ventaja porque puede ser mas facilmente
disociado por el capilar, el cual tiene una gran superficie de radio area-volumen.

La electroforesis capilar (CE) es una incorporacion relativamente nueva
de las técnicas basadas en la migracion molecular debida a la relacion
carga/masa. La primera separacion de ADN por CE fue desarrollada justo en la
década de 1980s. Desde la introduccion de una nueva instrumentacion de CE a
los mediados de 1990s, la técnica ha ganado popularidad rapidamente.

El elemento principal del instrumento de CE incluye un arreglo capilar,
dos recipientes de buffer, y dos electrodos conectados a una fuente de poder
de alto voltaje. El sistema de CE cuenta también con una fuente de laser de
excitacion, un detector de fluorescencia, un sistema para tomar las muestras de
los tubos y una computadora para el control de la inyeccion y deteccion de la
muestra (3).

Con estos aspectos analiticos de la tipificacion forense del ADN, con la
ayuda de la CE, se puede aplicar esta tecnologia a los casos forenses y las
bases de datos de ADN.

Esta tecnologia ha sido aplicada en el campo de la investigacion forense,
porque ha sido rigurosamente validada. Para esto se involucra el andlisis de las
Repeticiones Cortas en Tandem (STR, o Short Tandem Repeaf) muchos de los
parametros que deben ser determinados, se basan en el sistema de STR
empleado. Los its comerciales son desarrollados para permitir la amplificacion
de muchos loci STR simultdneamente. El andlisis de estos productos de
amplificacion, puede ser hecho en una o dos corridas electroforéticas
dependiendo del kit usado.
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Hoy en dia, la comunidad forense en la tipificacion de ADN tiene
estandarizado el uso de los marcadores de los STR. En Noviembre de 1997, el
FBI (Federal Bureau of Investigation) selecciond 13 marcadores STR para servir
como centro del CODIS (Combined DNA Index System): CSF1PO, FGA, THO1,
TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51 y D21S11 (29).

Interpretacion del perfil genético

A mediados de los afios 907s, la tecnologia dio un cambio abarcando el
uso de la PCR de loci STR. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa, ha sido
relacionada con una fotocopiadora molecular, posibilita la amplificacion
exponencial de cantidades muy pequeiias de ADN. Cuando se utilizaban los
métodos mas antiguos, se requeria de al menos 500 ng de ADN para obtener
exitosamente un perfil genético. Con PCR, 1 ng o menos del material puede ser
analizado. Los perfiles basados en PCR de STR, son muy sensibles requieren de
cantidad de ADN problema, que oscila en el orden de 0.5 a 1.0 ng.

La introduccion del analisis de los STR basados en la PCR, ha sido la mas
grande innovacion que ha implementado la confiabilidad en el uso del perfil
genético.

La tecnologia de secuenciacion fluorescente automatizada permite
detectar varios y diferentes fragmentos. Para la determinacion de fragmentos
de ADN por tamafio, es necesario el uso de dos tipos de marcadores estandar.
En todas las muestras que se someteran a electroforesis hay una serie de
fragmentos de ADN etiquetados fluorescentemente de tamafio conocido. Este
estandar de tamafo interno, puede estar compuesto por ADN bacteriéfago
restringido etiquetado o, alternativamente, ADN artificial.

La segunda clase de marcador estandar es el “allelic /ladder” o marcador
alélico, estd compuesto de los alelos mas comunes de cada locus, es
comparado con cada una de las bandas de una corrida de electroforesis. El
allelic ladder muestra todo un rango de alelos comunes de un locus. Sin
embargo, no es necesario que todos los alelos estén representados en él. Si la
muestra presenta muchos alelos raros, algunos de estos pueden estar fuera de
los rangos del ladder. Los rangos alélicos de algunos loci pueden sobreponerse.
Estos loci son etiquetados con diferente colorantes, lo que permite que cada
locus sea identificado. Los loci que son etiquetados con el mismo color tienen
gue estar separados lo suficientemente para minimizar la posibilidad de que se
sobrepongan entre ellos.
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El tamafio de los alelos es comparado con referencia al estandar interno.
El tamafio de alelos desconocidos en una muestra en cuestién, se compara con
el de los alelos conocidos del “allelic /adder" o marcador alélico. Las unidades
de los fragmentos son de pares de bases (bp). Si se dispone de un alelo que se
encuentre con una diferencia de 0.5 bp del pico del marcador alélico
correspondiente, es posible realizar el analisis del alelo utilizando el estandar de
tamafio interno. En todos los sistemas electroforéticos, puede haber una
pequefia cantidad de migracién aberrante, debido a que esta puede ocurrir mas
lentamente o méas rapidamente de lo esperado, este evento se denomina
cambio de banda, que tiende a estar en la misma direccion para dos alelos en
el mismo carril, que puede ser medido a fin de asegurar la coherencia en el
resultado, actuando asi como un control de calidad adicional y también como
un medio para designar Off-ladder, o alelos “raros”.

Al interpretar los electroferogramas es posibles que algunas anomalias
genéticas del sujeto analizado y errores de procedimiento o en la aplicacion de
la técnica y los artificios de la PCR produzcan resultados erroneos en el perfil
genético. Por ejemplo en:

% Anomalias genéticas
e Trisomias y duplicacion de genes
e Mutacion somatica
% Artificios de la PCR
e Equilibrio heterocigético
e Perdida de alelos (Allelic Dropout)
e Resbalon de la Polimerasa (Stuttering)
% Artificios no especificos
e Degradacion del ADN
% Traslape de fluorescencias (Pull-Up)
% Técnica pobre de operacion
% Supresion de la eficiencia de la amplificacion, alelos silenciosos o nulos
(30,31,36).

Sistema Oseo

El conjunto estructural integrado por los huesos y -cartilagos se
denomina sistema esquelético. El esqueleto humano es el conjunto total y
organizado de piezas Oseas que proporciona al cuerpo humano una firme
estructura multifuncional. El sistema esquelético tiene varias funciones, las mas
destacadas son:

= Sostén mecanico del cuerpo y de sus parte blandas, que actia como
armazon que mantiene la morfologia corporal.
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» Mantenimiento postural: permite posturas como la bipedestacion.
» Soporte dindmico: colabora para la marcha, locomocién y movimientos

corporales.

= Contencién y proteccion de visceras, ante cualquier presién o golpe del

exterior.

= Almacén metabdlico: funcionando como moderador de la concentracion e

intercambio de sales de calcio y fosfatos.

Estructura de los huesos

Al revisar la estructura de uno de los huesos largos, es posible comprender la
de los restantes. Este se identifica facilmente porque su longitud es mayor que
su anchura. Sus partes caracteristicas son las siguientes (Figura 3):

La diéfisis, es el cuerpo o porcion cilindrica principal del hueso.

Las epifisis, son los extremos proximal y distal del hueso.

Las metafisis, son las regiones de los huesos maduros donde las diafisis
se une con la epifisis. Durante el crecimiento de los huesos, las metafisis
comprenden la placa epifisaria, que es el sitio donde el cartilago es
remplazado por tejido 6seo. Dicha placa se forma por tejido hialino, que
permite que la diafisis aumente en longitud, pero no en anchura.

El cartilago articular, constituye una capa delgada de cartilago hialino,
gue cubre la parte de la epifisis donde un hueso se articula con otro.
Este cartilago, reduce la friccion y absorbe los impactos que sufren las
articulaciones debido a los movimientos libres.

El periostio, es una vaina resistente de tejido conectivo denso e irregular,
gue rodea la superficie 0sea que no esta cubierta por el cartilago
articular. Esta capa contiene las células formadoras de tejido 6seo,
gracias a las cuales el hueso aumenta su diametro a grosor, pero no su
longitud, protege al hueso, participa en la reparacion de fracturas, la
nutricion désea y sirve como punto de insercion para tendones y
ligamentos.

La cavidad medular corresponde al espacio interno de la diafisis que
contiene la médula 6sea amarilla grasa.

El endostio es una membrana que contiene células formadoras de hueso
y recubre la cavidad medular.
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Figura 3. Estructura de un hueso largo, uno corto y uno plano. (Tomado de
www.juntadeandalucia.es, consultado Junio de 2009)

Histologia del hueso

El tejido 6seo contiene una abundante matriz extracelular de materiales
gue rodean células, de manera que estan muy separadas entre si. En el hueso,
la matriz se compone de 25% de agua, 25% de fibras proteinicas y 50% de
sales minerales cristalizadas. Hay cuatro tipos de células en el tejido Oseo:
ostedgenas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Figura 4).

e Las ceélulas ostedgenas son células madre no especializadas que se
derivan del mesénquima, el sitio donde se forman todos los tejidos de
tipo conectivo. Son las uUnicas células 6seas con capacidad de division.
Las células hijas resultantes se transforman en osteoblastos. Las
ostedgenas se localizan en la porcion interna del periostio, en el endostio
y en los conductos internos de los huesos que contienen vasos
sanguineos.

e Los osteoblastos son las células que construyen el hueso. Sintetizan y
secretan fibras de colagena y otros componentes organicos necesarios
para formar la matriz del tejido éseo, ademas de iniciar el proceso de
calcificacion.

e Los osteocitos son células 6seas maduras que constituyen el tipo celular
principal del tejido 6seo. Se derivan de los osteoblastos que quedan
atrapados en las secreciones de la matriz. Sin embargo, ya no secretan
materiales de ésta. En vez de ello, mantienen las actividades celulares
diarias del tejido 6seo, como el intercambio de nutrientes y desechos con
la sangre.

e Los osteoclastos son células muy grandes, derivadas de la fusion de
hasta 50 monocitos (un tipo de glébulo blanco) y se concentran en el
endostio. En el lado de estas células que da hacia la superficie del hueso,
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la membrana plasmética del osteoclasto tiene pliegues profundos, que se
denominan bordes arrugados. En ellos, la célula libera tanto enzimas
lisosbmicas potentes como &cidos que digieren los componentes
proteinicos y los minerales del hueso subyacente. Esta destruccion de la
matriz O0sea es parte del desarrollo, crecimiento, mantenimiento y
reparacion normales del hueso.

Trabécula esponjosa Osteoclastos

Osteoblastos

' 7 Osteocitos

Figura 4. Esquematizacion de las diferentes células que componen el tejido 6seo. (Tomado
de www.fisiologiaviva.blogspot.com, consultado Agosto de 2009)

A diferencia de otros tejidos conectivos, la matriz O0sea contiene
abundantes sales minerales inorganicas, principalmente hidroxiapatita (fosfato
de calcio) pequefias cantidades de carbonato de calcio, de hidroxido de
magnesio, fluoruro de calcio, fosfato de magnesio y cloruro de sodio. Cuando
estas sales son depositadas en la estructura, que forman las fibras de colagena
de la matriz, se cristalizan y el tejido se endurece. Los osteoblastos producen el
proceso de calcificacion o mineralizacion.

La dureza de un hueso depende de las sales minerales inorganicas
cristalizadas que contiene; en tanto que su flexibilidad, depende de las fibras
de colagena, que ademas, junto con otras moléculas, le confieren resistencia a
la tension, que se opone al estiramiento y a la ruptura.

Las sales minerales empiezan a cristalizarse en los espacios
microscopicos que hay entre dichas fibras, y una vez que se llenan, se
acumulan alrededor de las fibras de colagena. La combinacion de ambos le
confiere a los huesos su dureza caracteristica. Los huesos no son
completamente sdlidos, tienen muchos espacios diminutos entre sus
componentes duros, algunos de estos, son conductos para vasos sanguineos
gue aportan nutrientes a las células dseas, en tanto que otros son areas de
almacenamiento para la medula 6sea roja. De conformidad con el tamafio y la
distribucion de los espacios, las regiones de un hueso se clasifican en
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compactas y esponjosas. En general, el hueso compacto constituye 80% del
esqueleto, y el esponjoso, el 20% restante.

Tejido 6seo compacto

Posee contados espacios entre sus componentes duros. Forma la capa
externa de todos los huesos largos. Brinda proteccién y sostén, ademas de
resistir los esfuerzos que producen con el apoyo de peso y los movimientos.

El hueso compacto esta dispuesto en unidades llamadas osteonas o sistema de
Havers (Figura 5). Los vasos sanguineos y linfaticos, asi como los nervios,
provenientes del periostio penetran el hueso compacto por los conductos
perforantes (de Volkmann). Los vasos y nervios de estos conductos se conectan
con los de la cavidad medular, el periostio y los conductos centrales (de
Havers), que tienen un trayecto longitudinal en los huesos y se hayan rodeados
por laminillas concéntricas (de Havers), que son anillos de matriz calcificada
dura. Entre éstas, hay pequeiios espacios llamados lagunas que contienen
osteocitos. Desde las lagunas, se irradian en todas direcciones diminutos
canaliculos llenos de liquido extracelular. En el interior de estos ultimos, se
encuentran las delgadas prolongaciones digitiformes de los osteocitos. Los
canaliculos comunican las lagunas entre si y con los conductos centrales. Este
intrincado sistema de ramificacion permite contar con muchas rutas para que el
oxigeno y los nutrientes de la sangre se difundan a través del liquido
extracelular hacia los osteocitos y para que los desechos sean expulsados por
los vasos sanguineos.

Las osteonas del tejido 6seo compacto, se ubican en la misma direccion
qgue las lineas de esfuerzo, por ejemplo, en la diafisis son paralelas al eje
longitudinal del hueso. El tejido 6seo compacto tiende a ser mas grueso en las
regiones de los huesos donde se aplican los esfuerzos en pocas direcciones. Las
lineas de esfuerzo en los huesos no son estaticas, cambian en el momento de
aprender a caminar y en respuesta a la repeticion d actividades fisicas intensas,
como cuando un sujeto se entrena para el levantamiento de pesas. Ademas,
pueden variar como resultado de fracturas o deformidades fisicas. De este
modo, la organizacion de las osteonas sufre modificaciones con el paso del
tiempo en respuesta a las exigencias fisicas a que se ve sometido el esqueleto.

Las areas que hay entre las osteonas contienen laminillas intersticiales,
gue también incluyen osteocitos y canaliculos. Dichas laminillas son fragmentos
de osteonas antiguas que sufrieron destruccion parcial durante el crecimiento o
remodelacion 6seos. Las que rodean el hueso justo debajo del periostio, se
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denominan laminillas circunferenciales externas, en tanto que las laminillas
circunferenciales internas son las que envuelven la cavidad medular.

SECCION DE UN HUESO LARGO
’ 1
)st £ i >
Osteona 8 Laminilla de Havers X
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Figura 5. Imagen de la estructura interna de un hueso compacto. (Modificado de
www.fiunam4.files.wordpress.com, consultado Junio de 2009)

Tejido 6seo esponjoso

El tejido 0seo esponjoso no contiene osteonas verdaderas, sino que
consta de laminillas dispuestas en una red irregular de columnas delgadas de
hueso, llamadas trabéculas. Los espacios macroscéopicos que existen entre las
pertenecientes a algunos huesos estan llenos de médula 6sea roja, que es la
encargada de producir células sanguineas. Dentro de cada trabecula hay
osteocitos situados en lagunas a partir de las cuales se irradian los canaliculos.
Los osteocitos trabeculares reciben directamente nutrimentos de la sangre que
circula por las cavidades medulares (Figura 4).

El tejido 6seo esponjoso constituye la mayoria de los huesos (tanto los
cortos, como los planos y los deforma irregular), casi todas las epifisis de
huesos largos y una franja angosta alrededor de la cavidad medular de la
diafisis de huesos largos.

A primera vista, la estructura de las osteonas del tejido 6seo compacto
parece muy organizada, mientras que las trabéculas del hueso esponjoso dan la
impresion de tener una organizacion menor. Sin embargo, estas Ultimas se
orientan de manera precisa a lo largo de las lineas de esfuerzo, una
caracteristica que les permite a los huesos, resistir esfuerzos y transferir fuerzas
sin romperse. El tejido esponjoso se localiza principalmente en los sitios donde
los huesos no estan sometidos a esfuerzo muy intenso, o donde éste se aplica
desde muchos puntos situados en distintas direcciones.
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El tejido éseo esponjoso difiere del compacto en dos aspectos: en primer
término, es ligero, reduce el peso global de los huesos, que pueden moverse
més facilmente cuando un musculo ejerce traccion sobre ellos. En segundo
lugar, las trabéculas sirven de receptéaculo y proteccion a la médula ésea roja.
En adultos, el tejido 6éseo esponjoso de los huesos de la cadera, las costillas, el
esternodn, la columna vertebral y los extremos de los huesos largos, es el tnico
lugar donde hay médula 6sea roja y por tanto hematopoyesis.

Hueso esponjoso

Espacios que contienen
médula dsea y vasos
sanguineos

Figufa 6. Imagén de la estructura interna de un hueso esponjoso. (Modificado de
www.anatomiahumana.ucv.cl, consultado Agosto de 2009)

Cartilago

El cartilago esta formado por una red densa de fibras de colagena y
elasticas incrustadas firmemente en sulfato de condroitina, un componente
flexible que es la sustancia fundamental. El cartilago resiste esfuerzo mucho
mayores que los tejidos conectivos denso y laxo que se debe a las fibras de
colagena, y a su elasticidad (capacidad para recuperar su forma original luego
de la deformacion), y al sulfato de condroitina.

Las células del cartilago maduro, los condrocitos, se hallan solos o en
grupos dentro de espacios de la matriz llamados lagunas. En su mayor parte, a
la superficie del cartilago la rodea una membrana de tejido conectivo denso e
irregular, el pericondrio. A diferencia de otros tejidos conectivos, el cartilago no
posee vasos sanguineos ni nervios, excepto en el pericondrio. Hay tres tipos de
cartilago: hialino, fibrocartilago y elastico.

e Cartilago hialino. La sustancia fundamental de este cartilago es un gel
resistente que se halla en el organismo, es brillante de color blanco
azuloso. Las fibras de colagena finas son inapreciables con las técnicas
de coloracién ordinarias, mientras que en las lagunas se observan
condrocitos prominentes. El pericondrio rodea gran parte del cartilago
hialino, a excepcién del cartilago de las articulaciones y cuando el ser
humano esta en la etapa de crecimiento, las placas epifisarias. El
cartilago hialino es el mas abundante del cuerpo. Brinda flexibilidad y
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sostén, ademas de reducir la friccion y absorber impactos en las
articulaciones. Es el méas deébil de los tres tipos de cartilago. Localizacion:
extremos de huesos largos, extremo anterior de las costillas, nariz,
partes de la laringe, traquea, bronquios, y esqueleto embrionario.

e Fibrocartilago. Los condrocitos estan dispersos entre haces claramente
visibles de fibras de coldgena en la matriz de este tipo de cartilago. El
fibrocartilago carece de pericondrio. Este tejido combina la resistencia
con la rigidez y es el més resistente de los tres tipos de cartilago. Se
localiza en: sinfisis del pubis (donde se une el hueso coxal por delante),
discos intervertebrales, meniscos (acojinamiento cartilaginoso) de la
rodilla y porciones de los tendones que se insertan en el cartilago.

e Cartilago elastico. En este tejido, los condrocitos se localizan en una red
de fibras elasticas de la matriz. Posee pericondrio. Esta provisto de
resistencia y elasticidad. Conserva la forma de ciertas estructuras, como
el oido externo. Localizacion: epiglotis, pabellon de la oreja y trompas de
Eustaquio (32).
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Planteamiento del Problema

En el ambito forense se cuenta con diversas técnicas con las que es
relativamente facil y rapido extraer ADN de diversos tipos de muestras como
sangre, pelos, tejidos blandos, saliva y otros fluidos corporales. Sin embargo, el
sustrato mas dificil de trabajar son los restos 0seos debido a la composicion
mineral de su matriz, ya que ésta interfiere en la lisis celular que permite liberar el
ADN. Adicionalmente, el tejido 0seo en la gran mayoria de los casos se encuentra
a merced de factores ambientales extremos, que ocasiona la degradacion del
material genético, que deriva en la obtencibn de bajas cantidades de ADN
amplificable.

Por lo anterior, en este estudio se llevara a cabo la comparacion del
rendimiento de ADN obtenido por dos métodos de extraccion, uno en fase sélida
con el kit DNA 1Q System® y otro en fase liquida con el kit SV Total RNA Isolation
System® (modificado) que incluyen técnicas mas rapidas y que dan como
resultado la obtencion de ADN libre de inhibidores y con la calidad requerida para
la amplificacion con multiples STR’s.
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Objetivos

e Evaluar el rendimiento de ADN extraido a partir de tejido 6seo con los
métodos DNA 1Q System® y SV Total RNA Isolation System® modificado.

e Determinar si el extracto se encuentra libre de inhibidores de la PCR.
e Determinar si la desproteinizacion posterior a la digestion de la muestra,
influye en el rendimiento del ADN obtenido al aplicar los métodos de

extraccion en fase solida (DNA 1Q System®) vy liquida (SV Total RNA
Isolation System®-modificado)
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Hipotesis

e Se obtendra un mayor rendimiento de ADN con el método en fase liquida
(SV Total RNA Isolation System®™ modificado) en comparacién con el
rendimiento de ADN en fase sélida (DNA /1Q System®), basandose en el
principio de que las membranas SV® atrapan todos los &cidos nucleicos que
pasen a través de ellas mientras que las perlas paramagnéticas del DNA /Q
System®™ estan disefiadas para atrapar solo una cantidad determinada de
ADN.

e Entre los mismos métodos, se obtendra un mayor rendimiento, si se aplica
una desproteinizacion posterior a la digestion, basandose en el fundamento
de que la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico desnaturaliza proteinas
y separa los acidos nucleicos de los detritos celulares.
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Diseno de investigacion

Tipo de estudio

= Experimental
= Prospectivo
= Transversal
= Comparativo

Poblacion de estudio
Diez restos 6seos humanos provenientes de diferentes personas.

Criterios

Inclusion:
Todos los restos 0seos humanos recibidos para estudio de identificacion, con
preferencia escogiéndose aquellos que tengan tejido 6seo compacto.

Exclusion:
Se excluyen aquellos restos no humanos.

Eliminacion:
Se eliminan del estudio todos aquellos restos que se observen severamente
dafados por el calor (calcinados).

Variables dependientes
e Cantidad y calidad de ADN extraido por cada método aplicado.

Variables independientes

e Método de extraccion utilizado.
e Cantidad de hueso molido utilizado.
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Material y Métodos

Material

Cepillo

Fibra de metal

Toallas de papel

Gradillas

Tubos Falcon® de 15 mL, estériles
Bandeja de plastico

Espatula

Pinzas

Tubos Eppendorf® de 1.5 mL estériles
Tubos Eppendorf® de 0.5 mL estériles
Placas de 96-Pozos

Spin basket®

Gradilla magnética

Pipetas Pasteur desechables estériles
Tanque para Nitrogeno

Guantes de latex estériles y libres de polvo
Guantes criogénicos

Reactivos

Agua destilada

Agua libre de nucleasas (Promega®)

Nitrogeno liquido

Alcohol etilico absoluto

Proteinasa K 18 mg/mL (Promega®)

DTT (Dithiotreitol) 1M (Promega®)

Bone Incubation Buffer® (Promega®)

Kit DNA 1Q® (Promega®)

Kit SV Total RNA SV Isolation System® (Promega®)
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1)

Kit Plexor HY System® (Promega®)

Go Taq Hot Start Polimerasa 5 u/uL® (Promega®)
Kit Power Plex 16 System® (Promega®)

Kit Power Plex Y System® (Promega®)

DNA-OFF Solucion®

Hipoclorito de sodio al 10% y 3%
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Instrumentos

Termometro

Microcentrifuga para tubos Eppendorf®
Centrifuga para tubos Falcon®
Bafio seco

Thermo-mixer

Vortex

Moto-A Truper®

Micropipeta Eppendorf® 10 uL
Micropipeta Eppendorf® 20 uL
Micropipeta Eppendorf® 200 pL
Micropipeta Eppendorf® 1000 pL

Equipos

Freezer/Mill 6750 SPEX SamplePrep®
7500 Real-Time PCR System®
Termociclador Applied Biosystems 9700®
ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer®
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Método

I. Limpieza de los restos 0seos

e Se le asigné un numero de registro a cada muestra.

e Se anotaron caracteristicas fisicas de la muestra.

e Se retird con un cepillo, todo el material organico no deseado del hueso, si
poseia tejido putrefacto, se procedié a retirar con un bisturi.

e Se colocé en una bandeja grande con agua destilada.

e Se tall6 el hueso con ayuda de una fibra metdlica hasta retirar cualquier
resto de tejido o tierra, y se enjuag6 con agua destilada, tantas veces como
fue necesario, de acuerdo a que tan sucia se encontraba la muestra.

e Se coloc6 en disolucién de hipoclorito de sodio al 3% por 15 minutos y
enjuago con abundante agua destilada (33).

e Se dejo secar toda la noche previa al analisis, sobre papel absorbente
limpio.

I1. Pulverizado de la muestra 6sea

e Se sumergio el resto 0seo previamente lavado, en Nitrogeno liquido (NL)
por dos minutos.

e Se hicieron cortes al hueso utilizando el Moto-A Truper®, procurando enfriar
el hueso en NL cada 40 segundos. Las dimensiones de los fragmentos
fueron de aproximadamente: 0.5 cm x 0.5 cm.

e Se limpio con un hisopo seco estéril (control negativo) el interior del vial del
Freezer Mill 6750 antes de depositar la muestra de hueso.

e Se coloco el impactor (barra metdlica) dentro del vial y se llen6 con no mas
de dos terceras partes, con los fragmentos de hueso, y se tapo.

e Se sacudio el vial para verificar que el impactor se movia con facilidad de un
lado a otro dentro del recipiente (34).

e Se coloco el vial dentro del Freezer Mill 6750 .

e Sellené con NL hasta la marca el Freezer Mill 6750, utilizando para ello los
guantes criogénicos.

e El Freezer Mill 6750 se cerr6 lentamente para evitar que el NL salpicara.

e Se programO de la siguiente manera: T1 (pulverizado) = 3 min, T2.
(enfriamiento) = 2 min, T3 (pre-enfriamiento) = 5 min, Rate = 10, Ciclos =
3.

e Después de que terminaron los ciclos, se sacO el vial y dejo reposar a
temperatura ambiente por 5 min.

e Se colocé el hueso pulverizado en un tubo Falcon® de 15 mL.

e Se limpio el equipo con toallas de papel absorbente.
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I11. Digestion de la muestra

e Se pesaron 4 g de polvo de hueso en un tubo Falcon® de 15 mL.

e Se prepararon 6 mL del buffer de digestién colocando por cada mililitro 800
uL de Bone Incubation Buffer®, 100 uL de Proteinasa K (18 mg/mL) y
100 uL de DTT 1M.

Se adiciono el buffer de digestion a la muestra.

Se agitd perfectamente para homogenizar la mezcla.

Se incubé toda la noche a 56°C y con agitacion.

Se dividié el producto digerido en dos porciones iguales y se colocaron en
tubos Falcon de 15 mL.

IV. Extraccion de ADN con desnaturalizacién de proteinas

e Se adicion6 a una de las porciones del digerido 4 mL de la mezcla
Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1).

Se agito en vortex durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos.

Se separ¢ la fase acuosa y se coloco en dos tubos, en proporciones iguales.
Se desech¢ el tubo que contenia la fase organica y los detritos celulares.

V. Extraccion de ADN sin desnaturalizacién de proteinas

e Uno de los tubos que contenia una porcion del digerido original se
centrifugd a 4000 rpm durante 7 minutos.

e Se separ6 el sobrenadante con cuidado de no perturbar el sedimento.

e Se coloco en dos tubos en proporciones iguales.

e Se desecho el tubo que contenia el sedimento.

VL. Purificacién con DNA 1Q System®™

e Se tomo6 uno de los tubos de muestra con previa desnaturalizacion de
proteinas y uno sin desnaturalizacion, y se procedié como se describio en el
procedimiento anterior.

e Se adicionaron 200 pL de buffer de lisis DNA 1Q® (preparado con 1 plL de
DTT por cada 100 uL de buffer).

e Se adicionaron 15 pulL de resina.

e Se agit6 a alta velocidad por 3 segundos.

e Se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente.
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e Se agitd por 3 segundos y se coloco en la gradilla magnética, la separacion
ocurre de manera instantanea.

Se removio y descartd cuidadosamente la solucion sin perturbar la resina.
Se adicionaron 100 pL de buffer de lisis DNA 1Q® preparado.

Se agitd por 3 segundos y se coloco en la gradilla magnética.

Se removio y descartd cuidadosamente la solucion sin perturbar la resina.
Se adicionaron 100 uL de Buffer de lavado DNA 1Q® y se agit6 por 3
segundos, se coloco en la gradilla magnética y se descarté cuidadosamente
la solucién sin perturbar la resina.

Se repitidé dos veces mas el paso anterior.

Con las tapas abiertas se dejé secar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Se colocaron 100 pL de buffer de elucién DNA 1Q®.

Se agitd por 3 segundos.

Se incub6 a 65°C por 5 minutos.

Se agitd y coloco en la gradilla magnética.

Se removio cuidadosamente la solucion sin perturbar la resina y se colocé
en un tubo eppendorf® previamente etiquetado.

Se desecho el tubo con la resina.

e Se conservo el eluido a -20°C.

VII. Purificacién con SV Total RNA Isolation System® (Modificado)

e Se tomoO uno de los tubos de muestra en las que previamente se realizo la
desnaturalizacion de proteinas y uno sin desnaturalizacion. Y se procedi6 a
la par, como a continuacion se describe.

e Se adicionaron 2 volumenes de etanol frio y se agité por pipeteo.

e Seincubo a -20°C por 15 minutos.

e Se paso el precipitado al ensamblaje de la columna del Kit SV Total RNA
Isolation System®.

e Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto.

e Se desech¢ el contenido del tubo colector.

e Se adicionaron 800 uL de Buffer de lavado RNA® al ensamblaje de la

columna.

Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto.

Se desecho el contenido del tubo colector.

Se colocé el ensamblaje de la columna en el tubo de elucién.

Se adicionaron 100 pL de agua libre de nucleasas verificando que cubriera

toda la membrana.

Se dejo reposar por 30 minutos.

e Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 3 minutos.

e Se conservo el eluido a-20°C.
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VIII. Cuantificacion

e Se utilizé el Kit Plexor HY System®y 7500 Real-Time PCR System®.

e Se realizaron diluciones con el ADN estandar comenzando con 50 ng/ulL
hasta 0.0032 ng/uL, con un factor de dilucion 5.

e Se preparé las mezcla de reaccién de la siguiente manera para obtener un
volumen final de 18 uL por reaccion:

Componente Volumen por reaccién
Plexor HY 2X Master Mix® 10 uL
Agua grado amplificacién 7 uL
Plexor HY 20X Primer/IPC Mix® 1ul

e Se colocaron 18 pL de la mezcla de reaccién en cada uno de los pozos
usados de la placa.

e Se colocaron 2 ulL de la muestra o de las diluciones del ADN estandar o del
control negativo segun era el caso a cada uno de los pozos. Se hizo esto por
duplicado.

e Se sell¢ la placa con la cubierta plastica ayudandose con el aplicador.

e En el equipo 7500 Real-Time PCR System® se seleccionaron los fluoroforos
utilizados en cada uno de los pozos de la placa preparada.

e Se programaron los ciclos térmicos de la siguiente manera (26):

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 2 min 1
95°C 5s
60°C 35s 38
95°C 15s
60°C 1 min 1
95°C 15s

e Se guardaron los datos establecidos.

e Se coloco la placa en el equipo 7500 Real-Time PCR System® y se presiond
inmediatamente el botén “Iniciar”.

e Al terminar se seleccion6 el botén “Analizar” y después “Guardar”.

e Se exportaron los datos de amplificaciébn y los datos pertenecientes a la
curva de fusion.

e Por ultimo se analizaron los datos exportados con el Plexor Analisis
Software®.
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IX. Amplificacion

Se utilizo el kit Power Plex 16 System®.
Se preparé para cada reaccion la siguiente mezcla:

Componente Volumen por reaccién
Gold STAR 10X Buffer® 2.5 uL
PowerPlex 16 10X Primer Pair Mix® 25 uL
Go Taq Hot Start Polymerase a 5 u/,uL® 0.8 uL

Tomando en cuenta los resultados de la cuantificacion se adicion6 el
volumen de muestra necesario, en el que estaban contenidos 5 ng de ADN,
a la mezcla antes mencionada.

Se agreg6 agua libre de nucleasas cuanto bastara para 25 uL por reaccién.
Se amplifico con el siguiente ciclaje térmico utilizando el Termociclador
Applied Biosystems 97007 (35,37):

Temperatura Tiempo INSTETIEID ¢S (& Ciclos
temperatura (Ramp)

95°C 11 min NA 1
96°C 1 min NA 1
94°C 30s 100%
60°C 30s 29% 10
70°C 45 s 23%
90°C 30s 100%
60°C 30s 29% 22
70°C 45 s 23%
60°C 30 min NA 1
4°C Permanente NA

NA = No Aplica

X. Andlisis de los resultados de amplificacion por electroforesis capilar.

Se utilizaron los reactivos para Post-Amplificacion del Kit Power Plex 16
System®.

Se prepararon 24 uL de Formamida desionizada (grado alta pureza) con 0.3
uL del Estandar de Tamafio Interno (ILS) para cada muestra a correr.

Se preparo el Marcador Alélico de la siguiente manera: 24 uL de Formamida
desionizada (grado alta pureza), 0.3 uL del Estandar de Tamafo Interno
(ILS) y 0.3 uL del Marcador Alelico (Ladder). Se preparo un Marcador Alélico
por cada tres muestras a correr.

Se corrieron las muestras y el marcador Alélico en el secuenciador AB/
PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer”, utilizando los siguientes parametros:
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Parametro Especificacion
Temperatura del horno (Oven Temperatura) 60°C
Voltaje del Pre-Corrimiento (PreRun Voltage) 15.0 KVolts
Tiempo del Pre-Corrimiento(Pre-Run Time) 180 segundos
Voltaje de Inyeccion (/njection Voltage) 3.0 KVolts
Tiempo de Inyeccion (/njection Time) 5 segundos
Voltaje del Numero de pasos (Voltage Number of Steps) 10 nK
Intervalo del paso de Voltaje (Voltage Step Interval) 60 segundos
Tiempo de tardanza de los datos(Data Delay Time) 1 segundo
Voltaje de corrimiento (Run Voltage) 15.0 KVolts
Tiempo de corrimiento (Run Time) 1800 segundos

e Se analizaron los resultados con el software GeneMapper ID v3.2° para
obtener el perfil genético de la muestra (38,39,42).

XI. Analisis estadistico.

= En este estudio, se propusieron dos meétodos de extraccion de ADN
utilizando los kits comerciales DNA 1Q System® (fase sélida) y el SV Total
RNA Isolation System® modificado (fase liquida), para lo cual se utilizé
como agente desnaturalizante de proteinas la mezcla de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico para asi determinar, con cual de los dos métodos se
obtenia mayor rendimiento de producto amplificable, y si la
desproteinizacion previa aumentaba el rendimiento de la extraccion.

= Si las medias poblacionales son iguales, las medias muestrales seran
parecidas, y existirdn entre ellas diferencias atribuibles al azar, la
variabilidad existente entre las medias de cada grupo sera similar a las
diferencias entre las puntuaciones individuales, de manera que F tomara un
valor préximo a 1. En cambio, si las medias de las muestras son distintas, F
tomarda un valor mayor que 1. Cuanto mas diferentes sean las medias,
mayor serd el valor de F.

= Se usO Analisis de Varianza (ANOVA) de dos factores, para determinar las
diferencias en cuanto al rendimiento de ADN obtenido en ng/uL entre los 4
métodos y las 10 muestras analizadas.

= Utilizando una hoja de célculo se ordenaron los resultados por método, por
muestras y por repeticion.

= Se utilizé o = 0.05 para el valor critico de F.

= Se determinaron los valores obtenidos de F (valor critico) para rechazar o
aceptar la hipotesis de ANOVA de que las medias de distintas poblaciones
coinciden y para saber si el resultado de la variable dependiente esta
influida por los métodos y el tipo de muestra estudiados.

Lipez Dsoris Dana Carolina 40



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
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Resultados

Se utilizaron 10 restos Oseos de diferentes personas fallecidas. Los
elementos 6seos analizados incluyen muestras de fémur, hamero, radio, costilla,
vértebra y falanges.

Para la extraccion de ADN se utilizaron 4 gramos de hueso pulverizado para
cada una de las muestras por duplicado.

En la siguiente tabla se pueden observar las caracteristicas iniciales de cada
una de las muestras estudiadas.

No. De Muestra

Tipo de Muestra

Lugar de origen de
la muestra

1) 830

Fragmento de
hueso fémur.

Encontrado entre
pastizales. Estado
de Morelos.

2) 997

Fragmento de
hamero derecho.

Proveniente de
persona
severamente
guemada
(avionazo). Estado
de Sonora.

3) 1031

Himero

Estado de Morelos.

4) 1039

Radio

Encontrado en el
drenaje. Estado de
Morelos.
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No. De Tipo de Lugar de origen

Muestra Muestra de la muestra

5) 1066 Costilla Estado de
Morelos.

Exhumacion.

6) 1173 Vértebra Estado de
Sinaloa.

7) 1216 Falanges Exhumagion.

Estado de Colima.

108 \eONTRDA

Exhumacion rysant v

Estado de Colima.

LTS

8) 1217 Falanges

Cadaver
encontrado a -
9) 1232 Costilla orilla de una >

carretera. Estado y =
de Sonora. e 75l

\- 4—-

> '“
——— |
- .
i
_ __

Restos de persona
severamente
guemada. Estado
de Coahuila.

10) 1258 Fémur
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Los resultados obtenidos en cada una de las 10 muestras por los cuatro
métodos empleados muestran un rendimiento de ADN significativamente mas alto
en el método SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desproteinizacion,
después disminuye el rendimiento en el mismo método pero sin desproteinizacion,
luego el método de DNA /Q System®™ con desproteinizacién y por Gltimo el mismo
método pero sin desproteinizacion.

Para conocer la cantidad de ADN y la presencia de inhibidores se utilizo el
kit Plexor HY System® (ver anexo A), con el cual se determiné con que muestras
se podria obtener el perfil genético debido a la cantidad de ADN presente en las
mismas. Asi mismo, para descartar las muestras con las cuales no se obtendria un
perfil genético debido a la presencia de inhibidores.

El perfil genético de cada una de las muestras se establecié utilizando la
informacion obtenida de la cuantificacion, para determinar el volumen requerido en
el cual estuvieran contenidos 0.5 ng de ADN, cantidad necesaria para poder
amplificar las regiones de interés. El kit utilizado para la amplificacion fue el kit
comercial PowerPlex 16 System®. Este kit contiene 16 marcadores de los cuales 13
son los establecidos para determinar el perfil genético y que son utilizados a nivel
mundial por diversas instituciones como el FBI y la INTERPOL. Los marcadores
genéticos que se determinaron son: D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, VWA, D8S1179, TPOX,
FGA y la Amelogenina (ver Anexo B).

Los resultados para el rendimiento de ADN obtenido en cada uno de los
métodos estudiados se presentan, en las siguientes tablas donde se puede
observar el método utilizado, la cantidad de ADN en ng/uL obtenido, la presencia o
ausencia de inhibidores en cada una de las repeticiones realizadas y si fue posible
obtener el perfil genético en cada caso estudiado (ver Tablas 1-10).

También se presentan las graficas en las que se compara la cantidad de
ADN en ng/ uL obtenida por método en cada una de las repeticiones realizadas
para cada una de las muestras, en donde se puede observar la diferencia del
rendimiento obtenido por cada uno de los métodos estudiados (ver Graficas 1-10).
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Tabla 1. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos

repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 1 (Fémur)

Método

Cantidad de
ADN obtenido

(ng/ul)

Presencia de
inhibidor

Se obtuvo
perfil genético

18 22

14 22

Sin

desproteinizacion

Purificacion
con DNA 1Q
System®

0.0249 | 0.0131

No No

Parcial

Purificacion
con SV Total
RNA Isolation

System®

(Modificado)

0.0 0.0

Si Si

No se obtuvo

Con

desproteinizacion

Purificacion
con DNA 1Q
System®

0.0327 | 0.0168

No No

No se obtuvo

Purificacion
con SV Total
RNA Isolation

System®

(Modificado)

2.06 2.11

No Si

Completo

Grafica 1. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos

de extraccion aplicados a la Muestra 1.

7~ ™
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Sin desproteinizacion Con desproteinizacion
Método
"
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Tabla 2. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 2 (Hamero)
Método AN obtenigo | Presenciade | Seobtuvo
(ng/ul) inhibidor perfil genético
18 28 18 28
Purificacién
con DNA I1Q 8.68 2.05 No No Completo
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 38.5 778 Si Si Completo
System®
(Modificado)
Purificacién
con DNA 1Q 10.8 6.85 No Si Completo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 731 1140 Si Si Completo
System®
(Modificado)

Grafica 2. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 2.
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Tabla 3. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 3 (Himero)
Método AON obterdo | PYESENCiade | Se obtuvo
(ng/ul) inhibidor perfil genético
1a 2a 1a 2a
Purificacién
con DNA IQ | 0.0665 | 0.0422 No No Completo
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0.684 | 0.745 No No Completo
System®
(Modificado)
Purificacién
con DNA IQ | 0.0774 | 0.0447 No No Completo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 3.55 2.23 No No Completo
System®
(Modificado)

Grafica 3. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos

de extraccion aplicados a la Muestra 3.
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Tabla 4. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 4 (Radio)
Método AON obterio | PrESENCiade | Se obtuvo
(ng/ul) inhibidor perfil genético
1a 2a 1a 23
Purificacién
con DNA 1Q 0.188 0.0 No Si Parcial
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 12.7 20.5 Si Si No se obtuvo
System®
(Modificado)
Purificacién
conDNAIQ | 0.0581 | 0.813 No No No se obtuvo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 188 55.5 Si No Completo
System®
(Modificado)

Grafica 4. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 4.
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Tabla 5. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 5 (Costilla)
Método Cantidad de ADN Pr_ese_n(_:ia de Se_ obtuyq
obtenido (ng/uL) inhibidor perfil genético
12 28 12 28
Purificacion
con DNAIQ | 0.00641 | 0.133 No No No se obtuvo
System®
Sin Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation 0.0 0.0 Si Si No se obtuvo
System®
(Modificado)
Purificacion
conDNAIQ | 0.0118 | 0.320 No No No se obtuvo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation 2.26 15.1 No Si Completo
System®
(Modificado)

Grafica 5. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 5.
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Tabla 6. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 6 (Vértebra)

Método

Cantidad de ADN
obtenido (ng/uL)

Presencia de
inhibidor

Se obtuvo
perfil
genético

1a

2&

14 28

Sin

desproteinizacion

Purificacion
con DNA 1Q
System®

0.00093

0.00161

No No

No se obtuvo

Purificacion
con SV Total
RNA Isolation

System®

(Modificado)

0.0369

0.0241

Si Si

No se obtuvo

Con

desproteinizacion

Purificacion
con DNA 1Q
System®

0.00135

0.00152

No No

No se obtuvo

Purificacion
con SV Total
RNA Isolation

System®

(Modificado)

1.58

1.94

No No

Completo

Grafica 6. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos

de extraccion aplicados a la Muestra 6.
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Tabla 7. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 7 (Falanges
Método Cantidad de ADN Pr_ese_n(_:ia de Se_ obtuyq
obtenido (ng/uL) inhibidor perfil genético
1a 2a 1a 2a
Purificacién
con DNA IQ | 0.00458 | 0.00555 Si No Completo
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0.0788 | 0.0148 Si Si No se obtuvo
System®
(Modificado)
Purificacién
con DNA 1Q 0.328 | 0.0456 No No No se obtuvo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0505 | 0.826 No No Completo
System®
(Modificado)

Grafica 7. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 7.
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Tabla 8. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacion del perfil genético.

Muestra 8 (Falanges)

Método Cantidad de ADN Pr_ese_n(_:ia de Se_ obtuyq
obtenido (ng/uL) inhibidor perfil genético
12 22 12 22
Purificacion
con DNA IQ | 0.00116 | 0.00508 Si No | No se obtuvo
System®
Sin Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation 0.0 | 0.000834 Si Si No se obtuvo
System®

(Modificado)

Purificacién
con DNA IQ | 0.0575 | 0.00629 No No | No se obtuvo
System®

Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0.243 0.346 Si Si Completo

System®
(Modificado)

Grafica 8. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 8.
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Tabla 9. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccién en las dos
repeticiones realizadas y determinacion del perfil genético.

Muestra 9 (Costilla)
Método AN obtenido | PTESETCiade | Seobtuvo
(ng/ul) inhibidor perfil genético
1a 2a 1a 2a
Purificacién
con DNA IQ | 0.0152 | 0.0199 Si Si No se obtuvo
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0.0952 | 0.286 Si Si No se obtuvo
System®
(Modificado)
Purificacién
con DNA IQ | 0.0111 | 0.0136 No No No se obtuvo
System®
Con Purificacion
desproteinizacion | con SV Total
RNA lIsolation | 0.480 | 0.595 No No Completo
System®
(Modificado)

Grafica 9. Comparacion de la cantidad de ADN obtenida por repeticién en cada uno de los métodos
de extraccion aplicados a la Muestra 9.
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Tabla 10. Comparacion de los resultados obtenidos por los 4 métodos de extraccion en las dos
repeticiones realizadas y determinacién del perfil genético.

Muestra 10 (Fémur)
Mé Cantidad de ADN Presencia de Se obtpvo
étodo : A perfil
obtenido (ng/uL) inhibidor -
genético
18 28 18 22
Purificacién
con DNA IQ | 0.00824 | 0.00739 Si No | No se obtuvo
System®
Sin Purificacién
desproteinizacion | con SV Total
RNA Isolation | 0.121 0.104 Si Si No se obtuvo
System®
(Modificado)
Purificacion
con DNA IQ | 0.000682 | 0.000836 [ No No | No se obtuvo
System®
Con Purificacion
desproteinizacién | con SV Total
RNA Isolation | 0.993 1.42 No No Completo
System®
(Modificado)

Grafica 10. Comparacién de la cantidad de ADN obtenida por repeticion en cada uno de los
métodos de extraccién aplicados a la Muestra 10.
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La relacion de frecuencias en cuanto a presencia de inhibidor y obtencién de perfil
genético se muestra en forma de tablas y gréficas, observando que el método con
mayor presencia de inhibidores fue SV Total RNA Isolation System® — Modificado
sin desproteinizacion, y el método donde se obtuvo el perfil genético completo de
todas las muestras fue SV Total RNA [Isolation System® — Modificado con
desproteinizacion.

Tabla 11. Porcentaje de la frecuencia en cuanto a la presencia de inhibidores y obtencion del perfil
genético en el total de las 10 muestras trabajadas por el método DNA /Q System™ sin
desproteinizacion.

DNA IQ System® sin Desproteinizacion
Inhibidor | % Inhibidor % Perfil genético

No 70% 50% No se

obtuvo

Si 30% 20% Parcial

30% Completo
[ \ [ . . kb

Presencia de inhibidor en las muestras extraidas por el Obtencion del perfil genetico de las muestras
método DNA IQ System sin desproteinizacion trabajadas por el método DNA 1Q System sin

desproteinizacion

mhose obtuvo
BParcial

mCompleto
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Tabla 12. Porcentaje de la frecuencia en cuanto a la presencia de inhibidores y obtencion del perfil
genético en el total de las 10 muestras trabajadas por el método DNA /Q System™ con
desproteinizacion.

DNA 1Q System® con Desproteinizacion

Inhibidor | % Inhibidor % Perfil genético
No se
No 95% 70%
obtuvo
Si 5% 0% Parcial
30% Completo
'S ( )
Presencia de inhibidor en las muestras extraidas por el Obtencidn del perfil genético de las muestras
método DNA 1Q System con desproteinizacion trabajadas por el método DNA IQ System con
desproteinizacion
Presenmaadgzmhlbldw ENo se obtuvo
BParcial
ECompleto
\ \

Tabla 13. Porcentaje de la frecuencia en cuanto a la presencia de inhibidores y obtencién del perfil
genético en el total de las 10 muestras trabajadas por el método SV Total RNA Isolation System® -
Modificado sin desproteinizacion.

SV Total RNA Isolation System® modificado sin
Desproteinizacion

Inhibidor | % Inhibidor % Perfil genético
No se
No 10% 80%
obtuvo
Si 90% 0% Parcial
20% Completo
' ) )
Presencia de inhibidor en las muestras extraidos por el Obtencion del perfil genético de las muestras
método SV Total RNA Isolation System modificado sin trabajadas por el método SV Total RNA Isolation
desproteinizacion System modificado sin desproteinizacion
BNo se obtuve
presencia de :
ibidor, 10% WFarcal
BCompleto
\
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Tabla 14. Porcentaje de la frecuencia en cuanto a la presencia de inhibidores y obtencion del perfil
genético en el total de las 10 muestras trabajadas por el método SV Total RNA Isolation System® -
Modificado con desproteinizacion.

SV Total RNA Isolation System® modificado
con Desproteinizacion

Inhibidor | % Inhibidor % Perfil genético

No se

) )
No 65% 0% ObtUVo
Si 35% 0% Parcial

100% Completo

\( &
Presencia de inhibidor en las muestras extraidos por el Obtencion del perfil genetico de las muestras
método SV Total RNA Isolation System modificado con trabajadas por el metodo SV Total RNA Isolation
desproteinizacion System modificado con desproteinizacion

ONo se obtuvo
BParcial

BCompleto

Para el Andlisis estadistico se utilizo ANOVA de dos factores con el fin de
poder observar cual de los 4 métodos utilizados fue el de mejor rendimiento de
extraccion de ADN, y también para poder determinar si la variacion en cuanto a la
cantidad de ADN entre muestras dependia o no del método y/o del tipo de
elemento 0seo utilizados.

Los resultados obtenidos muestran que entre los métodos hay una variacion
significativa entre las medias de cada uno de los rendimientos obtenidos de cada
uno de los métodos; calculandose el valor de F = 4.83749862 cuando el valor
critico de F deberia ser de 2.83874613, segun los valores establecidos para ANOVA
de dos factores con o = 0.05 y con tres grados de libertad para este estudio.

Por otro lado para cada una de las muestras en particular se obtuvo un
valor de F = 10.192299 que fue mucho mayor que su valor critico de F =
2.12402895 y una probabilidad de 5.9964 x 10°%. Dando como resultado que el
rendimiento de ADN depende del tipo de muestra utilizada. Los calculos se
muestran a continuacion.
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DNA 1Q DNA 1Q

RESUMEN S/D C/D SV S/D SV C/D Total
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.038 0.0495 0 4.17 4.2575
Promedio 0.019 0.02475 0 2.085 0.5321875
Varianza 6.962E-05 0.00012641 0 0.00125 0.91886498
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 10.73 17.65 816.5 1871 2715.88
Promedio 5.365 8.825 408.25 935.5 339.485
Varianza 21.97845 7.80125 273430.125 83640.5 216995.691
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.1087 0.1221 1.429 5.78 7.4398
Promedio 0.05435 0.06105 0.7145 2.89 0.929975
Varianza 0.00029525 0.00053465 0.0018605 0.8712 1.67052071
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.188 0.8711 33.2 74.3 108.5591
Promedio 0.094 0.43555 16.6 37.15 13.5698875
Varianza 0.017672 0.28493701 30.42 673.445 363.256416
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.13941 0.3318 0 17.36 17.83121
Promedio 0.069705 0.1659 0 8.68 2.22890125
Varianza 0.00801251 0.04749362 0 82.4328 27.6419804
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.00254 3.52 0.061 3.52 7.10354
Promedio 0.00127 1.76 0.0305 1.76 0.8879425
Varianza 2.312E-07 0.0648 8.192E-05 0.0648 0.88777297
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.01013 0.3736 0.0936 1.331 1.80833
Promedio 0.005065 0.1868 0.0468 0.6655 0.22604125
Varianza 4.7045E-07 0.03987488 0.002048 0.0515205 0.09209821
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Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.00624 0.06379  0.000834 0.589  0.659864
Promedio 0.00312 0.031895  0.000417 0.2945  0.082483
Varianza 7.6832E-06 0.00131123 3.4778E-07 0.0053045 0.01824444
9
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.0351 0.0247 0.3812 1.075 1.516
Promedio 0.01755 0.01235 0.1906 0.5375 0.1895
Varianza 1.1045E-05 3.125E-06 0.01820232 0.0066125 0.05556247
10
Cuenta 2 2 2 2 8
Suma 0.01563  0.001518 0.225 2.413  2.655148
Promedio 0.007815  0.000759 0.1125 1.2065 0.3318935
Varianza 3.6125E-07 1.1858E-08 0.0001445 0.0911645 0.30668619
Total
Cuenta 20 20 20 20
Suma 11.27375 23.008108 851.890634 1981.538
Promedio 0.5636875 1.1504054 42.5945317 99.0769
Varianza 3.85531204 7.59175742 30055.9503 86386.3368
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 820733.481 9 91192.609 10.192299 5.9964E-08 2.12402895
Columnas 129846.305 3 43282.1017 4.83749862 0.00576827 2.83874613
Interaccion 1033999.19 27 38296.2661 4.28024812 1.7571E-05 1.76633819
Dentro del grupo 357888.282 40 8947.20705
Total 2342467.25 79
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Discusion

Se encontr6 que el rendimiento de ADN obtenido depende
significativamente del método de extraccién utilizado. Al comparar al producto de
ADN conseguido en cada uno de los métodos realizados, se observa una gran
diferencia en el método SV Total RNA Isolation System®™ — Modificado (con
desproteinizaciébn)  con respecto a los otros, cuando se confronta con la
concentraciéon minima de ADN requerida (0.025ng/uL). Para amplificar se requiere
de al menos 0.5 ng de ADN, si se toma en cuenta que para preparar la mezcla de
reaccion de PCR, el volumen maximo del material gendmico que puede utilizarse
es 20 uL, todo esto con el fin de poder obtener un perfil genético confiable.

De acuerdo al analisis estadistico ANOVA de dos factores, se observa que si
existen diferencias significativas entre los métodos utilizados, si se compara el
valor critico de “F” (F=4.83749862, valor calculado, en tano que F=2.83874613,
valor critico tomado de tablas ya establecidas para ANOVA de dos factores), se
puede concluir, de acuerdo a la ANOVA, que al menos uno de los métodos ha
producido resultados cuya media difiere de forma estadisticamente significativa del
resto de los métodos. Como se conoce, a menor valor de probabilidad, mayor
seguridad de que existen diferencias significativas. El valor de probabilidad
obtenido fue de p=0.00576827 con lo cual se confirma la existencia de una
diferencia significativa (p[J0.05).

En cuanto a las muestras, de igual manera se observa una gran diferencia,
el valor F=10.192299, es mayor al valor critico (F=2.12402895), con el que se
obtiene un valor de p=5.9964 x 10° que revela que existen diferencias
significativas entre las muestras, que corresponden a diferentes tipos 0seos, con
diversas caracteristicas.

El rendimiento en el analisis de ADN, se ve afectado por el uso de
membranas de silica, los métodos SV Total RNA Isolation System®™ — Modificado
tanto con desproteinizacion como sin ella presentan los rendimientos de ADN mas
altos con respecto a los métodos DNA 1Q System® con y sin desnaturalizacion.
Hecho que podria explicarse haciendo si se toma en cuenta a la superficie de
contacto. En los sistemas SV el efecto es mucho mayor que en los sistemas DNA
/0®, que cuenta con una saturacién de la resina paramagnética, que es una de las
caracteristicas de DNA 1Q System®™. Por otro lado el DNA 1Q System® da productos
de ADN de alta calidad en cuanto a pureza, pero las membranas SV Total RNA
Isolation System® dan productos de ADN de alto peso molecular.

Ademéds, la aplicacion de la desproteinizacion, influye fuertemente al

momento de la extraccion, mostrando que la desproteinizacion beneficia la
separacion del ADN de los detritos celulares, asi como de las proteinas que actian

Lipez Dsoris Dana Carolina 60



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

de igual forma como materiales contaminantes del ADN. La mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, actia como un desnaturalizador activo,
suprimiendo la solubilidad de las proteinas, haciendo que éstas precipiten,
favoreciendo asi la separacion de los &cidos nucleicos en la fase acuosa, y las
proteinas se ubicaran en la interfase presentes como un precipitado floculado. Lo
anterior explica la variacion en el rendimiento obtenido en cuanto a la cantidad de
ADN de una misma muestra y en un mismo método al hacerlo por duplicado, si se
concidera como un paso critico, al momento de separar la fase acuosa, después de
la desproteinizacion, si se tiene en cuenta que no siempre se realiza el pipeteo con
la misma precision ni exactitud, cuando se retira la fase, acuosa que se encuentra
muy cercana a la vecindad de las proteinas (29-32).

En cuanto a la presencia de inhibidores, se observo que el método en el que
se eliminaron en la mayoria de veces fue DNA /Q System® (con desproteinizacion),
pero éste, presenté muy poco rendimiento de ADN amplificable, con lo cual solo
pudieron obtenerse 30% de los perfiles completos, del total de las muestras
trabajadas por este método, y ningun perfil parcial, lo que lo hace un método poco
eficaz. El método SV Total RNA Isolation System®™ — Modificado (sin
desproteinizacion), fue el que presentd el mayor porcentaje de inhibidores (90%) y
presentd igualmente un porcentaje muy bajo en la obtencion de perfiles
completos, (20%) que lo revela como un método con menor eficacia. El método
DNA 1Q System® (sin desproteinizacién) presenté 30% de inhibidores y se obtuvo
30% de los perfiles completos y 20% de perfiles parciales. El método SV Total RNA
Isolation System® — Modificado (con desproteinizacién) la presencia de inhibidores
fue de 35% obteniéndose 100% de perfiles completos.

El método DNA 1Q System® (sin desproteinizacién) mostré ser el método
mas rapido de realizar, debido a que se requieren menor cantidad de reactivos y
pasos para su realizacion, con lo que se previene en mayor grado la posibilidad de
contaminacion cruzada, pero no asi como método de eleccién, debido a su bajo
rendimiento en cuanto a la cantidad de ADN obtenido y que, en algunos casos,
purifica tanto al ADN como los inhibidores de la PCR, con lo que disminuye la
posibilidad de obtener un perfil genético completo. Se observé que el ADN
obtenido por este método, en los casos donde se eliminan totalmente a los
inhibidores de la PCR, fueron de alta calidad, como fue el caso de la muestra 7, en
la que la cantidad de ADN obtenido, fue mucho menor al minimo amplificable
requerido, y aun asi se pudo obtenerse el perfil genético de la muestra, aunque,
como era de esperarse, el perfil genético presenta desequilibrio en los alelos, en
por lo menos 6 de los marcadores, como consecuencia del efecto estocastico
producido, por la escasa cantidad de ADN obtenido.

El método SV Total RNA Isolation System® - Modificado (sin

desproteinizacion) fue el método que, en cuanto a su rapidez, como en la cantidad
de reactivos y materiales a utilizar, ocupé el segundo lugar aunque para los
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efectos de separacion de ADN de las muestras 6seas, no es la mejor opcion, ya
gue en 9 de las 10 muestras trabajadas, se presentaron inhibidores, debido a que
no hay un paso en el que se eliminen de la muestra y que, muy probablemente, el
reactivo de lavado utilizado en este sistema, no es capaz de eliminar a los iones
Calcio, que son los inhibidores mas comunes y abundantes en las muestras 6seas,
debido a su composiciébn mineral. En la muestra 3 se obtuvo el perfil genético
completo, debido a que fue la Unica muestra que no se presenté inhibidores de la
PCR. En la muestra 2 se pudo obtener el perfil genético completo, a pesar de
presentar inhibidores de PCR, esto se pudo deberse a dos posibles factores: 1.
Debido a la alta concentracién de ADN obtenido en esta muestra, se tuvo que
realizar una dilucion del material genémico, para poder obtener una concentracion
de 0.5 ng/uL de ADN, después de la cuantificacion, a fin de conseguir un volumen
gue fuera posible de tomar con las pipetas que se cuentan en el laboratorio, y que
al realizar esta dilucién, no solo se diluyé el material gendmico, también al
inhibidor, causando asi que en la PCR, la polimerasa no fuera inactivada. El
segundo posible factor fue que la muestra 2, presentd una concentracion promedio
de 408.25 ng/uL y el sistema Plexor HY System®, refiere que en muestras de ADN
humano con concentraciones mayores a 10 ng/ulL, se puede causar un ligero
retraso o demora, en la amplificacién del IPC® causando asi que se rebase el
umbral de ciclo, mucho después de lo que se espera, lo que probablemente
produjo la presencia de inhibidores, en el reporte de resultados del Plexor Analysis
Software® (18,33).

El método DNA 1Q System® (con desproteinizacion), ocup6 el tercer lugar
en cuanto a tiempo y materiales utilizados, a pesar de requerir mas reactivos que
los dos métodos anteriores, este resultdo ser el mejor método para eliminar a los
inhibidores de la PCR, pero a pesar de ello, el rendimiento en cuanto a la cantidad
de ADN recuperado, no es eficiente para la obtencién de perfiles genéticos, lo que
podria deberse a que el ADN se pierde en el trascurso de los pasos de purificacion,
y que debido a la previa desproteinizacion y la posterior realizacion de los lavados
el ADN de alto peso molecular, se perdieron en 3 de las muestras, y solo se
obtuvieron 2 perfiles genéticos, a pesar de que la cuantificacion mostré que la
cantidad de ADN era suficiente en las 7 muestras restantes, lo que hace pensar
gue muy probablemente se obtuvo ADN de bajo peso molecular, que no fue
suficiente para poder ser amplificado con el sistema multiplex, que requiere
fragmentos de ADN de hasta 450 pb, fragmentos mucho mayores a los requeridos
en el Plexor HY System® que son de 99 pb.

El método SV Total RNA Isolation System® - Modificado (con
desproteinizacion), resulté ser el mejor método, en cuanto al rendimiento de ADN
obtenido, porque fue posible obtener el perfil completo de las 10 muestras
estudiadas, ademas de que solo el 35% de ellas, presentaron inhibidores de la
PCR. En la muestra que menor cantidad de ADN fue recuperado, presenté una
cantidad 11.76 veces mayor que la cantidad minima requerida para poder ser
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amplificada. Los perfiles genéticos obtenidos, en su mayoria presentan buen
equilibrio entre alelos heterocigotos. Sin embargo, es el método que méas pasos
conlleva y que mas reactivos y materiales utiliza, y ain asi no es una desventaja,
ya que comparado con otras técnicas reportadas en la literatura, como la que
involucra la desmineralizacion del hueso la cual conlleva varios pasos y reactivos, y
que tarda hasta 15 dias, tan solo para la desmineralizacion del mismo. Uno de los
inconvenientes es no tener los cuidados pertinentes, al manejar los reactivos
peligrosos como son los componentes del sistema fenol:cloroformo:isoamilico
alcohol, y que debe mantenerse sumo cuidado, para evitar la contaminacion
cruzada por el uso de varios traspases en diversos recipientes, para obtener el
ADN lo mas puro posible y de alta calidad.

Al hacer el andlisis de los perfiles genéticos, se observé un buen equilibrio
en cuanto a los alelos heterocigotos, la principal anomalia que se registré en los
perfiles genéticos, fue el decaimiento de la fluorescencia de los marcadores con los
alelos de mayor tamafio, como se observo en los electroferogramas de las muestra
1, 6 y 8, posiblemente debido a la degradacion del ADN, debido a diversos
factores, tanto ambientales como microbiolégicos, hecho que hizo mas dificil
obtener los alelos pertenecientes a los marcadores de mayor tamario (19,34).

Aunado a lo anterior se concluyd que las mejores muestras para trabajar,
fueron las que contienen hueso compacto y no las que estuvieron compuestas en
su mayor parte por hueso esponjoso, debido a que tuvieron mayor cantidad de
osteocitos. La obtencion de un perfil genético completo, depende no solo del
método utilizado, de la realizacion correcta del mismo y de la presencia de
inhibidores de la PCR, también depende, en mucho, del tipo de muestra désea
estudiada, y de los factores ambientales a los que fue expuesta, ya que de esto
dependera la integridad del ADN que contenga y se obtenga. Algunas de las
muestras trabajadas estuvieron expuestas a alguno de los siguientes factores:
rayos solares, a la humedad ambiental, a fuego severo y una proveniente de
exhumaciéon. Debido a que en muchos de los casos, los datos del sujeto del que
provenia la muestra, es informacion confidencial, no fue posible analizar que factor
medioambiental fue el que afecté con mayor severidad al ADN, y por lo tanto, no
se puede incluir esta variable en el analisis.
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Conclusiones

% De acuerdo al andlisis estadistico, se concluye que existieron diferencias
significativas entre los métodos estudiados, debido a que el factor “F” es
mayor que el valor critico de “F”, con lo cual se rechaza la hipédtesis de
homogeneidad del andlisis de varianza, y con ello se demostr6é que al menos
uno de los métodos, da resultados muy diferentes a los demas.

% El método con mayor eficiencia de los cuatro analizados para extraer ADN
de muestras éseas, fue SV Total RNA Isolation System® — Modificado con
desproteinizacién, debido a que se obtuvieron 100% de los perfiles
genéticos completos del total de las muestras trabajadas, con ello se logré
identificar genéticamente, a quien en vida pertenecieron los restos 0seos.

% El uso de un agente desproteinizante después de la digestion de las
muestras, fue de gran ayuda, no solo para eliminar las proteinas y detritos
celulares presentes, sino también para retirar a los inhibidores de PCR. En
este estudio en particular se utilizé la mezcla Fenol:Cloroformo:Isoamilico
Alcohol, obteniéndose menor cantidad de muestras con la copurificacion de
inhibidores, que en las muestras donde no se utilizd este agente
desproteinizante.

% Es posible determinar la presencia de inhibidores de la PCR utilizando el kit
Plexor HY System® en los extractos de ADN, aunque se tuvo el
inconveniente, aunque de poca importancia, de que no se pudo determinar
el tipo de inhibidor que se copurifico con la muestra. De acuerdo a la
literatura sobre el tema, el éxito en los resultados, depende del tipo de
muestra analizada.

e

*

La obtencion de un perfil genético completo depende, tanto del método de
extraccion utilizado, como del tipo de hueso estudiado, y de las condiciones
ambientales a las que fue expuesta la muestra antes de su estudio. Con
este trabajo, se deja abierta la opcion de realizar un estudio, en el cual se
analice qué factor medioambiental, es el que mayor dafio ocasiona, y por
consiguiente, la degradacion que puede causar al ADN obtenido de
muestras dseas. También se deja la opcion de hacer la amplificacion con
PCR, utilizando los kits PowerPlex EXS 17° y PowerPlex S5%, para
determinar si se puede o no obtener un perfil genético con al menos 16
marcadores, como fue el caso de las muestras donde se obtuvo el perfil
genético parcial.
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A. Tablas de Cuantificacion obtenidas con Plexor HY System®

Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 1

Resultado de

la Cuantificacion de la primera

Sample Mame »  Location  Sample Type - [Auto] [¥] [Auto]i[¥] Auto STR Auto STR Auko STR Auto STR ¥ STR ¥ STR ¥ STR ¥ STR IPC Curves
Dilution  Volume  Quantity  Dilution  Dilution  Yolume Quantity  Dilution  Status Skatus
Status Factor Status Factor
530 A a3 Unknown | 2,46E-2 IS VI QK Check Melts
530 A ad Unknown | 2,53E-2 LS VIS Ok Check Melts
330 A Average Z,49E-2 T N/A [Below Ta. .. 19,2 0,45 M/A | Mo Target I I AT [0]4 Check Melts
830 A2 E3 Unknown | 3,00E-2 LS VIS Ok oK
830 A2 E4 Unknown | 3,53E-2 LS VIS Ok oK
330 AZ Average 3,27E-2 Mia MN/a| In Range 15,3 0,50 M/a| Mo Target TS TS Mia oK (a4
5306 3 Unknown LS LS VIS Check IPC oK
5306 4 Unkniown [1E:S M Hja Check IPC Ok
830 B Average A A M4 | Mo Target MiA MNIA M4 | Mo Target MiA MiA M1A| Check IPC a4
530 B2 (] Unknown Z,09E0| 7,90E-4| 2641,5 Ok Check Melts
&30 B2 O Unknown 2,03E0| 1,45E-3| 1399,5 QK Check Melts
330 B2 Average 2,06E00 1,12E-3| 1837,4|Overconc. MiA MNIA 4,12 \Underconc., MiA MiA A OF Check Melks
Sample Name » Location Sample Type [Auta] [¥] [Auta]i[¥] HAuta STR. HAuta STR HAuta STR. Auta STR ¥ 5TR ¥5TR ¥ 5TR Y 5TR iz Curves
Dilution Yolume Quantity Diution Dilution Yolume Quantity Dilution Status Status
Status Factor Status Factor
830%1 A3 Unknown 1.96E-2 N NP 0K 0K
830%1 A4 Unknown 1.06E-2 247E-4] 42.7) 0K Check Meks
33071 fverage 1.31E2 247E4 528  Underconc, Nj& NJ& NJa Underconc, e A Na Ok Check Melts
#3082 i} Unknown 17262 M e 08 ok
#3092 B4 Unknown 1.65E-21 Nj e oK ok
33032 fverage 1.68E-2 MjA N Underconc, 1F:) NJa NJA Mo Target i A Nig ok ok
33061 L] Unknown i N i Check IPC 0K
33061 4 Unknown Mg Nj& N Check IPC ok
83061 fverage i N N Mo Target A NJ& MJA Mo Target e A Ni& Check IPC ok
33062 b3 Unknown 1.70E0 33664 o623 Check IPC | Check Melts
330862 D4 Unknown 2.52E0 4.52E-4/ 5982.7 CheckIPC | Check Melts
83062 fverage 2.11E0 3.04E4 53610 Overconc, & Ni& 4,22 Underconc, e A Nia CheckIPC | CheckMeks

y segunda extraccion de la Muestra 2

Sample Mame »  Location  Sample Type  [Auta] [¥] [Aukolf[¥] AutoSTR Auto STR Auto STR Auto STR. ¥ STR Y 5TR Y STR Y 5TR IPC Curves
Dilution  Wolume  Quantity  Dilution  Dilution  Wolume Quantity  Dilution  Status Status
Status Factor Status Factor
997 & E3 Unknown §,02E0|  5,43E0 1,5 K Check Melks
997 & E4 Unknown 9,35E0|  6,41E0 1,5 K Check Melks
997 A Average 3,68E0| 5,92E0 1,5  Overconc. A MiA 17,37 Overconc, MIA A 11,85 a4 Check Melts
997 Az F3 Unknown 9,95E0| 7, 73E0 1,3 K QK
997 A2 F4 Unknown 1,17E1|  8,44E0 1,4 K Ok
997 AZ Average 1,08E1, & 11E0 1,3| Overconc, TS Mia|  21,65| Overconc, Mia TS 16,22 [s]4 (o4
997 B a3 Unknown 3,98E1| 5,63E-2 707,58 Check IPC | Check Melks
997 B [e2] Unknown 3,72E1 /A Mja Check IPC | Check Melks
997 B Average 3,85E1| 5,63E-2 634,5| Overconc, A MiA 77,07 InRange 3,9 0,50 Mia| Check IPC | Check Melks
997 B2 H3 Unkniown 6,82E2| 4,47E2 1,5 Check IPC | Check Melts
997 B2 H4 Unknown 7,80EZ2| 3,97EZ 2,0 Check IPC | Check Melks
997 B2 Average 7.31E2| 4,22E2 1,7| Overconc, T M/A| 1461,59| Overconc. IES MfA| 844,01 Check IPC | Check Melks
Sample Mame +  Location  Sample Type  [Auta] [¥] [Auto][¥] AutoSTR  Auta STR Auto STR Auto STR ¥ STR ¥ STR ¥ STR ¥ STR IPC Curves
Dilution Yolume  Cuantity Dilution Dilution Volume  Quantity  Dilution Status Status
Status Factar Status Factar
2-99721 &5 Unknown 1.75E0| 7.37E-1 24 Ok 14
2-99721 &6 Unknown 2.36E0) 1.25E0 1.9 Ok 14
2-9973] Average 2,05E0) 9.95E-1 2.1 Overconc, ({173 13 4,11| InRange 0.5 0,50 (173 Ok Ok
2-99732 BS Urknown | 9.83E-2 113 A Check IPC |Chedk Melts
2-997a2 B& Unknown 1.36E1 2.58E0 5.3 Check IPC |[Chedk Melts
2-99732 Average 6.85E0) 2.58ED 2.7 Overconc, ({173 173 13,69 Owerconc, A 1.3 5.16| Check IPC (Check Melts
2-99781 5 Unknown 8.33E1| 8.99E-1 92,7 Check IPC 2K
2-99761 Ch Unknown 7.22E1| 1.45E0 49,5 Check IPC Ok
2-99761 Average 7.78E1| 1.17ED 66,2 Owverconc, ({173 173 155.54|Above Target 0.5 0,59 Nia| Check IPC oK
2-99762 DS Unknawn 1.11E3| 7.46E2 1.5 Check IPC Ok
2-99762 D& Unknown 1.17E3| 7.71EZ 1.5 Check IPC 14
2-99762 Average 1.14E3 7.58Ez 1.5 Overconc. A [T 2284.90| Owverconc, A MNja| 1516.93) Check IPC oK
[q’pu Deoris Dina Carolina
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Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 3

Sample Mame »  Location  Sample Type  [Autao] [Auto]i[¥] Auto STR Auto STR Auto STR Auto STR IPC Curves
Dilution  Wolume  Quantity  Dilution Status Status
Status Factor
1031 A ES Unknown | 6,56E-2| 7,05E-2 0,9 ol Check Melts
1031 & E& Unknown | 6,75E-2| 5,35E-2 1,3 Ok Check Melks
1031 A Average 6,65E-2| 6,20E-2 1,1| In Range 7.5 0,50 N/a| InRange 3,1 0,50 TS (0]:4 Check Melks
1031 A2 FS Unknown | 7,62E-2| 6,62E-2 1,2 Ok Check Melks
1031 Az F& Unknown | 7,87E-2| 5,93E-2 1,3 o] Check Melts
1031 AZ Average T.74E-2| 6,27E-2 1,2| In Range 5,5 0,50 MNiA| In Range 3,0 0,50 MA OF Check Melts
1031 B G5 Unknown | 7,77E-1| 5,86E-1 1,3 QF Check Melts
1031 B a6 Unknown | 5,91E-1| 4,60E-1 1,3 Ok Check Melks
1031 B Average 6,84E-1| 5,23E-1 1,3| In Range a,7 0,50 Mfa| InRange 1,0 0,50 TS Ok Check Melks
1031 B2 HS Unknown 3,55E0|  2,90E0 1,2 Ok Check Melks
1031 B2 HE Unknown 3,55E0|  2,25E0 1,6 QK Check Melks
1031 B2 Average 3,55E0| 2,58E0 1,4|Overconc. M & 7,10] Overconc. & MfA 5,16 Ok Check Melks
Samplz Mame »  Location  Sample Type | [Auta] [Auto]i[] At STR Aot STR Aot STR ko 5TR IPC Curves
Dilutian Ylume Quartity Dilutian tatus Shatus
Stakus Factor
103141 £3 Unknagwn | 4.31E-2| 3.99E-2 1.1 oK oK
103141 E3 Unknown | 4.13E-2| 3.97E-2 1.0 oK /4
103141 Average 4.22E-2 3.98E-2 1.1 In Range 11.8 (.50 W& InRange 12,6 050 e 0K QK
103142 B3 Unknown | 4.26E-2| 4.92E-2 0.9 0K CK
103142 F3 Unknawn | 4.67E-2| 3.70E-2 1.3 oK /4
103142 AyErage 4.47E-2 4.31E-2 1.0/ InRange 1.2 (0,50 s InRange 1.6 050 Hi}A 0K QK
103161 ] Unknown | 7.03E-1| 7.31E-1 1.0 oK /4
103161 a3 Unknawn | 7.86E-1| 7.88E-1 1.0 oK oK
103161 fyerage 7.45E-1 7.59E-1 1.0/ InRange 07 0,50 Wis InRange 0.7 050 e oK QK
103162 03 Unknown | 1.69E0| 2.64E0 0.6 oK QK
103162 H3 Unknown | 2.78E0) 3.12E0 0.9 K QK
103162 Average 2,230 2.88E0 0.3 Overcanc. A hjn 4,47 Overconc, e e 576 K O

Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 4

Sample Mame Location Sample Type [Auta] [Auta] Y] futo STR. Auta STR HAuta STR futa STR. PC Curves
Dilution Yalume Quantity Dilution Status Status
Status Factor
1-103931 &9 Unknawn 1.97E-1 Hi& Nj& Ok oK
1-103931 A0 Unknawn 1.80E-1 HiA e Ok 44
1-103931 Average 1.88E-1 HiA MA  InRange 2.7 050 MiA Mo Target i iy Na Ok oK
1-1039%2 liE] Unknown 9.089E-2 i N Ok oK
1-1039%2 B10 Unknawn 5.73E-2 HiA e Ok QK
1-103932 Average 5.81E-2 HiA MA  InRange 3.6 050 MiA Mo Target i iy Na Ok oK
1-103%:1 9 Unknown 2,20E1 i M Check IPC oK
1-103861 cin Unknawn 1.55E1 HiA Nj& Check IPC Ok
1-103561 Average 1.38E1 HiA NfA  Overconc, iy i 37,55 Mo Target N iy WA CheckIPC QK
1-103%82 09 Unknawn 1.25E1 i M Check IPC QK
1-103%62 ol Unknown 1.29€1 HiA i Check IPC Ok
1-1035%62 Average 1.27E1 HiA N Overconc, iy N 2537 Mo Target NJA iy WA CheckIPC oK
Sample Mame = Location  Sample Type  [Auta] [Auto][¥]  AutoSTR  AutoSTR  Auto STR Auto STR IPC Curves
Dilution Yolume  Quantity  Dilution Status Status
Skatus Factor
2-103%31 ES Unknown A TfA Hia Check IPC Ok
2-103931 3] Unknown e (TS Nja Check IPC [o]4
2-103571 Average e TS Ni&| Mo Target & N Nf&| Mo Target TS e W& Check IPC oK
2-103932 F9 Unknown | 8.04E-1 TfA Hja 014 [o]4
2-1039%2 Fi0 Unknown | 8.22E-1 i s Ok Ok
2103532 Average &.13E-1 LTS Nj&  InRange 0.6 0,50 Nf&| Mo Target LTS A W& Ok O
2-103981 e] Unknown 1.74E1 (TS Nja Check IPC [o]4
2-103561 Glo Unknown 2.36E1 MiA Mia Check IPC Ok
2-103951 Average 2.05E1 TfA Nja|  Overconc, Tf HjA 40.99| Mo Target TfA HjA 1| Check IPC K
2-103982 H2 Unknown S.88E1) 1.17E-4| 5025543 Ok Check Melts
2-103982 Hia Unknown 5.22E1| 4.15E-4| 1257954 Ok Check Melts
2-103982 Average 5.55E1| Z.BRE-4| 20856.4) Overconc, (TS {Iffit 110.94| Underconc, (TS i WAl ok |Check Melks
Lipez Drorio Dana Carolina
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Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 5

Sample Mame v Lacation Saniple Type [Auta] [¥] [Auta]iTy] fiko TR fiko TR Autg 5TR #uto 5TR Y TR 3R Y 5TR Y 4TR PC Curves
Dilutian Wolurne Quantiky Dilution Dilution Yolume Quantity Dilution Status Status
Skatis Fartnr Statis Fartnr
106621 ES Unknawn 143E-1 7.35E-2 2.0 08 o
106631 2] Unknawn 12381 4.57E-2 2.7 08 ok
106631 hverage 13361 5.95E-2 22 InRange i} 0,50 Hf&  InRange G4 0,50 A 018 Ok
106632 F5 Unknawn 37eE-1 1.45E-1 2.6 0l 0k
106632 & Unknawn 2,68E-1 LI7E-L 2.3 Ok 0K
106622 hverage 32081 L3EL 24 InRange 1.6 01,50 HA  InRange 38 0,50 Mfa: 0K oK
106661 =] Unknawn A i /A Check IPC O
106661 &6 Unknawn A L ey Check IPC ok
108661 fverage HiA HjA Hf& Mo Target Hfé Hfé Hf#  HoTarget Mt s MiA| Check IPC Ok
106662 H2 Unknawn 161E1 6.62E0 24 Check IPC 0k
108662 HE Unknawn 14061 3.92E0 36 Check IPC 0K
108682 Hverage 1.51EL 5.37E0. 28 Overconc. ES ES 30,43 Overconc, s e 10,74 CheckIPC Ok
Sample Mame « Location Sample Type  [Auto] [¥] [Auto]/[¥] AutoSTR Auto STR Auto STR Auto STR ¥ STR ¥S5TR ¥ STR ¥ STR IPC Curves
Dilution  ¥olume  Quantity Dilution  Dilukion  Yolume  Quantity  Dilution Status Status
Skatus Factar Stakus Farctor
106621 FS Unknown | 7.51E-3| 2,90E-3 2.6 QK QK
106631 F& Unknown | 5.31E-3| 2.70E-3 2.0 o] Ok
106631 Average 6.41E-3| 2.80E-3 2.3 Underconc. S MA M/aUnderco.. M/A TS TS (o] 4 (o] 4
106632 G5 Unknown | 1.19E-2| 4.47E-3 2.7 Ok o0 4
106632 o) Unknown | 1,17E-2| 3.26E-3 3.6 o] 4 o] 4
106632 Average 1.18E-2| 3.87E-3 3.0/ Undercone. A MiA M{aUnderco.. MiA TS TS Ok Ok
106661 HZ Unknown | 1.67E-3 IS [0 Check IPC [o]4
106661 H& Unknown [{TE:S S I Check IPC QK
1066E1 Average 1.67E-3 [L1ES MiA| Underconc. A e A Mo Target MfA TR A | Check IPC [0]4
106662 a7 Unknawn 2.48E0| 7.358E-1 3.4 QK QK
1066B2 AZ Unkniowri 2.04E0| 2.83E-1 7.2 o] 4 o]
106662 Average 2.26E0| 5,.10E-1 4.4 Owerconc, S MA 4,52 In Range 1.0 0.50 TS QK QK

Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 6

Sample Mame & Location Sarple Type | [Auta] — [¥] [Auto]/[¥] Auto STR  Auko STR Auto STR Auto STR - ¥ STR ¥5TR  YSTR ¥ STR IPC Curves
Dilution Volume  Quantity  Dilution  Dilution  Yolume Quankity Dilution  Status  Status

Skatus Factor Skatus Factar
117332 A2 Unknown | 1,83E-3|1,56E-3 1.2 o4 o] 4
117332 =] Unknown | 8.76E-4|3.31E-3 0.3 04 oK
117332 Average 1.35E-3|2.43E-3 0.6/ Underconc. A A M/A| Underconc. A A IES [o]4 [o]'4
117331 H? Unknown | 1,09E-3|1,68E-3 0.6 o4 o] 4
117331 H& Unknown | 7.68E-4|2.64E-3 0.3 04 oK
117371 Average 9,30E-4|Z. 16E-3 0.4 |Underconc. Mj A Tf A MNJ& | Underconc. MJA Mj A I QK [a]4
117362 9 Unknown 1.67ED| 2,26E0 0.7 QK o] 4
117362 F9 Unknawn 1.45E0| 1.91E0 0.8 (014 0K
117362 Average 1.58E0| 2.03E0 0.8 above Ta... 0.5 0.79 MNJA| Overconc, MJA Mj A 4,16 QK [a]4
117361 B3 Unknown | 2,93E-2 i MiA Check IPC o] 4
117361 E9 Unknown | 4.46E-2 MiA A Check IPC 0K
117361 Average 3.69E-2 MiA M/A| InRange 13.5 0.50 MJA| Mo Target MJA Mj A MNia | Check IPC [a]4

Sample Mame » Location Sample Type  [Auta] [¥] [Auto]f[+¥] AutoSTR  Aukto STR Auto STR Auto STR - ¥ STR Y 5TR Y 5TR Y STR IPC Curves
Dilution Wolume  Quantity  Dilution Dilution  Wolume  Quantity  Dilution Skatus Skatus
Status Factar Status Factar
117331 A5 Unknown | 1,86E-3| 1.73E-3 1.1 Ok Check Melts
117331 A6 Unknown | 1,35E-3| 1.53E-3 0.9 Ok Check Melts
117331 Average 1.61E-3| 1.63E-3 1.0/ Underconc, A A Mja | Underconc, A A A OF Check Melts
117332 ES Unknown | 1.41E-3| 2.82E-3 0.5 Ok Check Melts
117332 B& Unknown | 1.63E-3| 2.09E-3 0.5 Ok Check Melts
117332 Average 1.52E-3| 2.46E-3 0.6| Underconc, A A Mja | Underconc, A A A OF Check Melts
117361 5 Unknown | 2,77E-2 Mf& Mf& Check IPC Ok
117361 6 Unknown | 2,05E-2 Mf& Mf& Check IPC Ok
117361 Average 2.41E-2 & M4 Below Target 19.2 0.46 If&| Mo Target & & A Check IPC Ok
117362 0s Unknown 2,13E0| 3.22E0 0.7 Ok Ok
117362 o) Unknown 1.75E0| 2.81E0 0.6 Ok Ok
117362 Average 1.94E0 3.0ZE0 0.6|above Target 0.5 0,97 Mja| Overconc, A A 6,04 OF OF
[q’pu Deoris Dina Carolina
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Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 7

Sample Mame = Location  Sample Type  [Auka] Auta]/[¥] Auko STR Auko STR Auto STR. Auto STR IPC Curves
Dilution Volume Quantity  Dilution Status Status
Status Factar
121631 A3 Unknown | 4,61E-3| 1,32E-3 3,5 Check IPC | Check Melts
121671 At Unknown | 4,55E-3 & MiA Check IPC o9
121631 Average 4,58E-3| 1,32E-3 3,5 Underconc, IES (VTS MfA| Undercone, Mjia Mfa Mia| Check IPC | Check Melts
121632 B3 Unknown | 3,60E-1| 1,95E-1 1,9 QK QK
121632 B4 Unknown | 2,95E-1| 1,86E-1 1,6 Ok Ok
121632 ivverage 3,28E-1) 1,90E-1 1,7 InRange 1,5 050 MiA InRange 2,6 0,50 HiE oK oK
121681 3 Unknown | 8,43E-2 MIA MfA Check IPC Ok
121681 4 Unknown | 7,33E-2 MIA MfA Check IPC Ok
121681 Average 7,88E-2 (VT Mfa InRange 6,3 0,50 M| Mo Target (U1 A Mja| Check IPC oK
121662 ) Unknown | 4,95E-1| 1,97E-1 2,3 QK o9
1216B2 Dt Unknown | 5,16E-1| 2,18E-1 2.4 K K,
121662 Average 5,05E-1| 2,08E-1 2,4 InRange 1,0 0,50 Mf4| InRange 2,4 0,50 HfA oK oK
Sample Mame »  Location  Sample Type  [Auka] Auto][¥] Auto STR Auto STR Auto STR Auko STR IPC Curves
Dilution Wolume  Quantity  Dilukion Skatus Status
Status Factar
2-121631 E3 Unknown | 6,15E-3| 2,14E-3 2,9 K CF
2-121631 E4 Unknown | 4,94E-3| 2,80E-3 1,8 K CF
2-121631 Average 5,55E-3| 2,47E-3 2,2| Underconc, {{IF:Y MjA Mja| Underconc, 1) A A OF [o]:4
2-121632 F3 Unknown | 4,45E-2| 1,95E-2 2,3 Ok Ok
2-121632 F4 Unknown | 4,66E-2| 1,97E-2 2,4 K CF
2-121632 Average 4,56E-2| 1,96E-2 2,3 InRange 11,0 0,50 I} 4 Below Target 19,2 0,38 A [ Ck
2-121661 a3 Unknown | 1,52E-2 Tf& NiA Check IPC CF
2-121661 a4 Unknown | 1,44E-2 Mf& MiA Check IPC CF
2-1216EB1 Average 1,48E-2 MfA Mja| Undercanc, (VTS IES MfA| Mo Target MfA MfA MfA| Check IPC oK
2-121662 H3 Unknown | 7,71E-1| 2,91E-1 2,6 O K
2-121662 H4 Unknown | 881E-1| 2,89E-1 3,0 OF Ok
2171662 | Average 826E-1) 2,90E-1 2,3 InRange 0,6 0,50 Mi&  In Range 1,7 0,50 HiA oK o

Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 8

Sample Mame »  Location  Sample Type | [Auta] Auto]i[¥] Auto STR Auto STR Auko STR Auto STR IPC Curves
Dilution Wolume  Quantity  Dilution Skatus Status
Statu: Factar
121731 A5 Unkniown 1,59E-3| 7,47E-4 2.1 Check IPC | Check Melts
121731 Ab Unknown | 7,33E-4 i A Check IPC | Check Melts
121731 Average 1,16E-3| 7,47E-4 1,6/ Underconc. MfA (U M/A| Underconc, A MfA Al Check IPC | Check Melts
121732 ES Unknown | 6,41E-2| 4,00E-2 1,6 Ok Ok
121732 B& Unknown | 5,08E-2| 2,19E-2 2.3 Ok Ok
12173 Average 5,75E-2| 3,10E-2 1,9 InRange 57 0,50 MiA In Range 16,2 0,50 HiA oK oK
121761 5 Unknown MfA 5 MiA Check IPC Ok
121761 6 Unknown Mf& MjA Mf& Check IPC Ok
121761 Average (IEY 11 MfA| Mo Target HfA (13 MfA| Mo Target (1 HfA Mia Check IPC [o]'4
121762 0s Unknown | 2,33E-1| 7,69E-2 3,0 Check IPC Ok
121762 o) Unknown | 2,53E-1| 3,19E-2 7.9 Check IPC Ok
121762 Average 2,43E-1| 5,44E-2 4,5 InRange 2,1 0,50 Mia  InRange 9,2 0,50 M| Check IPC OF
Sample Mame +  Location  Sample Type | [Auka] Auta]([¥] Aukto STR Auko STR Auto STR Aukta STR IPC Curves
Dilution Wolume  Quantity  Dilution Skatus Status
Status Factar
2-121721 ES Unknown | 4,49E-3| 2,60E-4 17,3 K Check Melks
2-121721 E& Unknown | 5,68E-3| 5,42E-4 10,5 K Ok
2-121731 Average 5,08E-3| 4,01E-4 12,7| Undercone, Nf& Iy & Underconc, & & & O Check Melks
2-121742 F5 Unknown | 5,75E-3| 2,90E-3 2,0 o4 Ok
2-121782 F& Unknown | 6,84E-3| 2,84E-3 2,4 K CF
2-1217A2 Average 6,29E-3| 2,87E-3 2,2| Underconc, A MfA M/A| Undercanc, MfA MfA MfA O Ok
2-121761 G5 Unknown | 4,58E-4 Mf& NiA Check IPC | Check Melts
2-121761 Leta] Unkniown 1,21E-3 MiA N Check IPC | Check Melks
2-1217B1 Average 3,34E-4 A NfA | Underconc, N Mja MjA Mo Target A A Mia| Check IPC | Check Melks
2-1217B2 H3 Unknown | 3,61E-1| 1,43E-1 2,5 Check IPC o]
2-1217B2 HE Unknown | 3,32E-1| 1,48E-2 22,5 Check IPC CF
2-1217B2 Average 3,46E-1| 7,90E-2 4,4 InRange 1,4 0,50 Mia  InRange 6,3 0,50 M| Check IPC oK
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Resultado de la Cuantificacion de la primera y segunda extracciéon de la Muestra 9

Resultado de

Sample Mame » Location Sample Type  [Auta] [Auta]/[¥] AutoSTR  Auto STR Auto STR Auto STR IPC Curves
Dilution Wolume  Quantity  Dilution Skatus Skatus
Status Factar
123231 A7 Unknown | 1.68E-2 A A Check IPC [Check Melts
123231 AS Unknown | 2,30E-2 A A Check IPC [Check Melts
123231 Average 1.99E-2 A Ij4| Below Target 19.2 0,38 jA| Mo Target A A Mia| Check IPC | Check Melks
123232 E7 Unknown | 1,25E-2 Mf& Mf& Ok Ok
123232 B3 Unknown | 1.43E-2| 2.44E-4 60,5 K Check Melts
123232 Average 1.36E-2| 2.44E-4 55.9| Underconc, A A Mja | Underconc, A A A OF Check Melts
123261 7 Unknown | 2.41E-1 Mf& Mf& Check IPC Ok
123261 L) Unknown | 3.32E-1 Mf& Mf& Check IPC Ok
1232E1 Average 2.86E-1 A M4l InRange 1.7 0.50 jA| Mo Target A A Mja| Check IPC OF
123262 o7 Unknown | 5.22E-1 Mf& Mf& Ok Ok
123262 053 Unknown | 6.67E-1 Mf& Mf& Ok Ok
123282 Average 5,95E-1 A M4l InRange 0.8 0.50 jA| Mo Target A A A OF OF
Sample Mame +  Location  Sample Type  [Auta] [Auto]/¥] AutoSTR  Auko STR  Auto STR Auto STR IPC Curves
Dilution Yolume  Quantity  Dilution Skatus Skatus
Status Factor
2-123231 E7 Unknown 1.27E-2 NJ& /A Check IPC |Check Melts
2-123231 E3 Unknown 1.78E-2 NJ& /A Check IPC |Check Melts
2-123231 Average 1.52E-2 A i) Underconc, A {1159 Mfa| Mo Target {1159 iIFS A Check IPC (Check Melts
2-123232 F7 Unknown 1.196-2 NJ& /A Ok OF
2-123232 F3 Unknown 1.03E-2| 2.39E-4 43.0 Ok Check Melts
2-123237 Average 1.11E-2| 2.39E-4 46,4 Underconc, A {1159 A Undercone, {1159 iIFS A oK Check Melks
2-123261 a7 Unknown 5.83E-2 NJA MJA Check IPC OF
2-123261 G3 Unknown 1.38E-1 NJ& /A Check IPC OF
2-123261 Average 9.52E-2 A Nia|  InRange 5.3 0.50 Mfa| Mo Target {1159 iIFS A Check IPC oK
2-123262 H? Unknown 5.01E-1 NJ& /A Ok OF
2-123262 Ha Unknown 4.59E-1| 1.20E-4 38314 Ok Check Melts
2-1232B2 Average 4,80E-1| 1.20E-4| 40056, InRange 1.0 0.50 A Undercone, {1159 iIFS A oK Check Melks

la Cuantificacion de la primera y segunda extraccion de la Muestra 10

Sample Name » Location Sample Type [Auta] [Auto]Tr] Huta STR futa STR Auto STR Auto STR IPC Curves
Dilltion Yolume Quantity Dilution Status Status
Status Factor
1-1256%1 a11 Unknown 4,08E-3 4.01E-3 10 Check IPC Ok
1-1256%1 &12 Unknown 12482 9.97E-3 21 Check IPC Ok
1-125631 Hwerage 8,24E-3 4,99E-3 17 Underconc, {lF: MR NiA|  Underconc, NiA MR A CheckIPC ok
1-1258%2 Bit Unknown 2.08E-4 2,66E-3 0.1 Ok Ok
1-1298% BlZ Unknowin 1 16E-3 19563 0.6 QF OF
1-125832 Hwerage £,82E-4 2,31E-3 0.3 Undercone, {lF: MR NiA|  Underconc, NiA MR {lF: oK ok
1-125881 11 Unknown 1.2381 15464 665.9 Check IPC Ok
1-125561 Cle Unknowin 1.20E-1 1.96E-4 Bl26 Check IPC OF
1-125881 Hwerage 1.21E-1 1.90E-4 6384  InRange 4.1 0,50 NiA|  Underconc, NiA MR A CheckIPC ok
1-125882 Di1 Unknown 9.926-1 21080 0.5 Ok Ok
1-125862 Diz Unknawn 99561 2, 15E0 0.5 o Ok
1-125862 HAverage 99361 2, 12E0 0.5 InRange 0.5 0.50 NfA|  Overconc, A MjA 4.24 Ok 0K
Sample Mame »  Location  Sample Type  [Auta] [Auto]f[¥]  AutoSTR  Auto STR  Auto STR Auta STR IrC Curves
Dilution Yolume  Quantity Dilution Status Status
Status Factar
2-125831 Ell Unknown 6.70E-3| 2.10E-2 0.3 oK 14
2-125831 Elz Unknown 8.07E-3| 2.21E-2 0.4 oK 14
2-125871 Average 7.39E-3| 2.16E-2 0.3 Underconc, ({11 {173 Mf A Below Target 19.2 0,41 TfA oK oK
2-125872 Fl11 Unknown 9.02E-4| 1.54E-3 0.6 oK 14
2-125872 Flz Unknown 7.71E-4| 2.56E-3 0.3 oK 14
2-125832 Average 3.36E-4| 2.05E-3 0.4| Underconc, {{1F:S 173 Mfa| Underconc, A TA TfA oK oK
2-125861 G11 Unkniown 1.10E-1 [UTF:S IE:3 Check IPC Ok
2-125861 G612 Unknown 9.81E-2| 3.29E-4 293.6 Check IPC 14
2-125861 Average 1.04E-1| 3.29E-4 316.0| InRange 4.6 0,50 Mfa| Underconc, A TA Ifa Check IPC oK
2-125562 Hit Unknown 1.47E0)  3.36E0 0.4 oK 14
2-125862 H12 Unkniown 1,37E0| 2.57E0 0.5 oK K
2-125882 Average 1.42E0 2.97E0 0.5| Above Target 0.5 0,71 MfA| Owerconc, A TA 5.94 oK oK
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B. Perfiles Genéticos

Muestra 1 (Fémur)

DNA 1Q System® sin desnaturalizacion SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién
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Muestra 2 (Himero)

DNA 1Q System® sin desnaturalizacion SV Total RNA Isolation System® — Modificado sin desnaturalizacion
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DNA 1Q System® con desnaturalizacion
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SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién
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Muestra 3 (Hiumero)

DNA 1Q System® sin desnaturalizacion SV Total RNA Isolation System® — Modificado sin desnaturalizacién
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DNA 1Q System® con desnaturalizacion
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Muestra 4 (Radio)

DNA 1Q System® sin desnaturalizacion
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SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién
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Muestra 5 (Costilla) Muestra 6 (Vértebra)
SV Total RNA Isolation System®™ — Modificado con desnaturalizacién SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacion
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Muestra 7 (Falanges)
DNA 1Q System® sin desnaturalizacion SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién
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Muestra 8 (Falanges) Muestra 9 (Costilla)

SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacion
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Muestra 10 (Fémur)

SV Total RNA Isolation System® — Modificado con desnaturalizacién
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