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LA FIJACION CON FORMOL DEGRADO EL ADN, SIN EMBARGO, PERMITIO LA DETECCION DE TODOS LOS MARCADORES DEL KIT PP-F, MIENTRAS
QUE LA FIJACION CON PEG DEGRADO EN MAYOR MEDIDA EL ADN DE 2 MARCADORES DE 24 DE ALTO PESO MOLECULAR (>354.5 PB) DEL KIT
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FIGURA 31. ENCEFALO T1 HE. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN NEURONAS (FLECHAS) CON NUCLEOS BIEN
DEFINIDOS, PERO CON UNA GRAN RETRACCION CELULAR EN TODAS ELLAS (B0X). +..uueeeriinninieeeiiinieeeeeinniieeeerenniaeeeeessnnsaeennns 86
FIGURA 32. ENCEFALO T2 HE. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN NEURONAS (FLECHAS) CON NUCLEOS POCO DEFINIDOS.
LAS NEURONAS PRESENTAN MUY POCA O NULA RETRACCION CELULAR (B0X)....eeteruunnireeiiriieeeeeitiieeeertrinseeetennaesesennnnaaaeens 86
FIGURA 33. PANCREAS T1 HE. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS (AP)
CON SUS NUCLEOS CELULARES BIEN DEFINIDOS. EN LA PARTE INFERIOR IZQUIERDA SE OBSERVA TEJIDO CONJUNTIVO (TC) (40X). ............ 87
FIGURA 34. PANCREAS T2 HE. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS (AP)
TENIDOS EN MORADO, PERO EL DETALLE CELULAR Y NUCLEAR DE CADA UNO DE ELLOS SE PERDIO DEBIDO A UNA MALA FIJACION (40X)....... 87
FIGURA 35. HiGADO T1 HE. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA
(VP), ARTERIA (A) Y CONDUCTOS BILIARES (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H) DISPUESTOS EN CORDONES. LOS NUCLEOS CELULARES SE
ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION (B0X).....uereuuereuneereueereuseersnseerensessnnsessnnsessnnsessnnsessnnsesnssesnneersnnsensnnees 88
FIGURA 36. HiGADO T2 HE. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA (VP),
ARTERIA (A) Y CONDUCTOS BILIARES (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H) DISPUESTOS EN CORDONES. LOS NUCLEOS CELULARES SE
ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION (B0X)...tuttniirniitneettiieeeieeteetieestsetestteessnssnesessessnssneesnsesnesesssnsesessnsenns 88
FIGURA 37. RINGN T1 HE. CoRTE DE RINON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UN CORPUSCULO RENAL (CR), TUBULOS
CONTORNEADO PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD) Y VASOS SANGUINEOS CON ERITROCITOS (FLECHAS). LOS NUCLEOS CELULARES DE LOS
PODOCITOS Y DE LAS CELULAS DE LOS TUBULOS CONTORNEADOS SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION (40X).....ccuvuunrreennn. 89
FIGURA 38. RINON T2 HE. CoRTE DE RINON FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE UN CORPUSCULO RENAL (CR), TUBULOS
CONTORNEADO PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD). LOS NUCLEOS CELULARES DE LOS PODOCITOS Y DE LAS CELULAS DE LOS TUBULOS
CONTORNEADOS SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION (B0X). ...veuvevireeererieseetesieesiessesessessesessesessessesessassessssessesessensssens 89
FIGURA 39. PANCREAS T1 PAS. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T1 (FORMOL), EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS (AP) NO SE
ENCUENTRA BIEN DEFINIDO, SIN EMBARGO, LA DIFERENCIACION DE SUS NUCLEOS CELULARES ES POSIBLE GRACIAS A LA TINCION. EN LA PARTE
SUPERIOR 1IZQUIERDA SE OBSERVA TEJIDO CONJUNTIVO (TC) (B0X). v.euuneeeiriuieeeeeiriiieeeeeiiieeeeeeti s e eeetniaeeeeeasnnaseeeeesnnnnss 920
FIGURA 40. PANCREAS T2 PAS. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T2 (PEG), LAS CELULAR ACINARES (CA) PERDIERON EL ARREGLO EN ACINOS
PANCREATICOS, AS| COMO TAMPOCO SE APRECIA EL DETALLE NUCLEAR DE CADA CELULA, DEBIDO A UNA MALA FIJACION DEL TEJIDO (40x).. 90
FIGURA 41. MUscuLO T1 PAS. CORTE DE MUSCULO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN FIBRAS MUSCULARES (FM) EN CORTE
LONGITUDINAL, SE DESTACA LA TINCION EN PURPURA DE LA MEMBRANA BASAL (FLECHA) DE UNA ARTERIA RODEADA DE TEJIDO CONJUNTIVO
(TC). LOS NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN TENIDOS DE MORADO-AZUL (A0X). +evvurerrrnreeenrerenrerninrerneeeeneereneesreneensnns 91
FIGURA42. MUscuLO T2 PAS. CORTE DE MUSCULO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN FIBRAS MUSCULARES (FIM) EN CORTE LONGITUDINAL,
SE DESTACA LA TINCION EN PURPURA DE LA MEMBRANA BASAL (FLECHA) DE UNA ARTERIOLA RODEADA DE TEJIDO CONJUNTIVO (TC). Los
NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN TENIDOS DE MORADO-AZUL (A0X). .. evuiiuniiiiiiiiieeiinetieetieeetsesiessneesnsesnesenesensesnessneenns 91
FIGURA 43. HiGADO T1 PAS. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA
(VP), ARTERIA (A) CON SU MEMBRANA BASAL (FLECHA) TENIDA EN PURPURA Y CONDUCTOS BILIARES (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H)
DISPUESTOS EN CORDONES. LOS NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION EN COLOR AZUL-MORADO (40Xx)... 92
FIGURA 44. HiGADO T2 PAS. CORTE DE HiGADO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL DETALLE DE UNA ARTERIA (A) PERTENECIENTE A UNA
TRIADA CON SU MEMBRANA BASAL (FLECHA) TENIDA DE PURPURA. LOS NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION
EN COLOR AZUL-MORADO (B0X). ... eeeettruneeetttuuueeeetttuaeseeetatuaaesesttsnasaeeetasanaesaeetssanseressnasaeeesesnnssseeeessnnneeesennnn 92
FIGURA 45. RINON T1 PAS. CORTE DE RINON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UN CORPUSCULO RENAL (CR) CON LA
MEMBRANA BASAL DE LA CAPSULA DE BOWMANN TENIDA EN PURPURA (FLECHAS), TUBULOS CONTORNEADO PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD).
LOS NUCLEOS CELULARES DE LOS PODOCITOS Y DE LAS CELULAS DE LOS TUBULOS CONTORNEADOS SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA
BT Lo N 10 93
FIGURA 46. RINON T2 PAS. CORTE DE RINON FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE UN CORPUSCULO RENAL (CR) CON LA
MEMBRANA BASAL DE LA CAPSULA DE BOWMANN TENIDA EN PURPURA (FLECHAS), SE PERDIO UN POCO EL DETALLE DE LOS TUBULOS

\Y



CONTORNEADOS PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD, PERO SUS MEMBRANAS BASALES LOS DEFINEN BIEN. LOS NUCLEOS CELULARES DE LOS
PODOCITOS Y DE LAS CELULAS DE LOS TUBULOS CONTORNEADOS SE ENCUENTRAN BIEN DEFINIDOS POR LA TINCION (40X).....uvvvvuneennnnns 93
FIGURA 47. ENCEFALO T1 ZN. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN NEURONAS (FLECHAS) CON NUCLEOS BIEN
DEFINIDOS, PERO CON UNA GRAN RETRACCION CELULAR EN TODAS ELLAS. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA TUBERCULOSIS
(40x). .....
FIGURA 48. ENCEFALO T2 ZN. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN NEURONAS (FLECHAS) CON NUCLEOS POCO DEFINIDOS.
LAS NEURONAS PRESENTAN MUY POCA O NULA RETRACCION CELULAR. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA TUBERCULOSIS
L0 N 94
FIGURA 49. PANCREAS T1 ZN. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS (AP)

TENIDOS EN AZUL. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA TUBERCULOSIS (B0X)....evuiirniiiieiieieieiieeineeineeinesnasnnns 95
FIGURA 50. PANCREAS T2 ZN. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO POCO DEFINIDO DE LOS ACINOS
PANCREATICOS (AP) TENIDOS EN AZUL. SE PERDIO LA HISTOLOGIA GENERAL DEL TEJIDO. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA
TUBERCULOSIS (B0X). . eevvueeeruneeeruneessunsessueeessneesssneesssnessssneessnnsessansessaesssneesssnsesssneessnnssssnnesssnsesssnsesssnsesssnsessnns 95
FIGURA 51. HiGADO T1 ZN. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA
(VP), ARTERIA (A) Y CONDUCTOS BILIARES (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H) DISPUESTOS EN CORDONES. LOS NUCLEOS CELULARES SE
ENCUENTRAN TERIDOS EN COLOR AZUL. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA TUBERCULOSIS (40X). ...evveeerrnnnnneennns 96
FIGURA 52. HiGADO T2 ZN. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA (VP),
ARTERIA (A) Y CONDUCTOS BILIARES (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H) DISPUESTOS EN CORDONES. LOS NUCLEOS CELULARES SE
ENCUENTRAN TENIDOS EN COLOR AZUL. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BAAR Y BACILO DE LA TUBERCULOSIS (40X). v.uvvvvnneernnneennnnns 96
FIGURA 53. CORAZON T1 ZN. CORTE DE CORAZON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN FIBRAS DE MUSCULO CARDIACO EN CORTE
TRANSVERSAL (FM) SIN TINCION, MIENTRAS QUE LOS NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN TENIDOS DE AZUL (80X). «evvvvunnrererennnnneans 97
FIGURA 54. CORAZON T2 ZN. CORTE DE CORAZON FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN FIBRAS DE MUSCULO CARDIACO EN CORTE TRANSVERSAL
(FM) SIN TINCION, MIENTRAS QUE LOS NUCLEOS CELULARES SE ENCUENTRAN TENIDOS DE AZUL (A0X). .eevvvvuneerrrrnnnneeeerrrnnneeeenens 97
FIGURA 55. PANCREAS T1 IMASSON. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS
(AP). EN LA PARTE DERECHA SUPERIOR DE LA FOTOMICROGRAFIA SE APRECIA LA COLAGENA MADURA (CM) TENIDA EN COLOR AzUL (40x).98
FIGURA 56. PANCREAS T2 IMIASSON. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T2 (PEG), EL ARREGLO DE LOS ACINOS PANCREATICOS (AP) SE
ENCUENTRA POCO DEFINIDO. SE APRECIA LA COLAGENA MADURA (CM) TENIDA EN COLOR AZUL Y EN LA PARTE IZQUIERDA DE LA
FOTOMICROGRAFIA SE OBSERVA TEJIDO CONJUNTIVO (TC) (BOX). .. vvnierniiiniiieeiieetieetieetieestestteesteesnssneeaneesnessnessnsesnessneenns 98
FIGURA 57. HIGADO T1 MASSON. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE OBSERVA EL DETALLE DE UNA TRIADA HEPATICA (ARTERIA
(A) Y cONDUCTO BILIAR (CB)) RODEADO DE HEPATOCITOS (H) DISPUESTOS EN CORDONES. SE DESTACA LA COLAGENA MADURA DE LA TRIADA
TENIDA EN COLOR AZUL-VERDE (CIM1) (B0X). .vuneevrnnerruneeerteersueeesneeesaeesesneerstneesssneesstnesssnnssssnresssnsesssnsesssnsessnnsessnns 99
FIGURA 58. HIGADO T2 IMASSON. CORTE DE HIGADO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE OBSERVA EL DETALLE DE UNA TRIADA HEPATICA (VENA PORTA
(VP), ARTERIA (A) Y CONDUCTO BILIAR (CB)). SE DESTACA LA COLAGENA MADURA DE LA TRIADA TENIDA EN COLOR AzUL (CM) (40x). ... 99
FIGURA 59. RINON T1 MASSON. CORTE DE RINON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL ARREGLO DE UN CORPUSCULO RENAL (CR) CON
LA COLAGENA MADURA QUE LO RODEA TENIDA EN AZUL-VERDE (FLECHA), LOS TUBULOS CONTORNEADO PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD) QUE
PRESENTAN AUTOLISIS, AS{ COMO VASOS SANGUINEOS CON ERITROCITOS (¥) (B0X)....cevevruenireeiirineieeeiiiieeeeeeiiieeeereniaeeeees 100
FIGURA 60. RINON T2 MAssON. CORTE DE RINON FIJADO CON EL 2 (PEG), SE APRECIA EL ARREGLO DE DOS CORPUSCULOS RENALES (CR) CON LA
COLAGENA MADURA QUE LO RODEA TENIDA EN AZUL-VERDE (FLECHA), TUBULOS CONTORNEADO PROXIMALES (TP) Y DISTALES (TD) QUE
PRESENTAN AUTOLISIS AVANZADA, AS{ COMO VASOS SANGUINEOS CON ERITROCITOS (¥) (B0X)..euunevrunrerrnnrerenneerrineeenneereneenennns 100
FIGURA 61. CORAZON T1 MASSON. CORTE DE CORAZON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN FIBRAS DE MUSCULO CARDIACO EN CORTE
TRANSVERSAL (FM) TERIDAS DE COLOR ROSA-ROJO MIENTRAS QUE LA COLAGENA MADURA (CM) SE ENCUENTRA TENIDA DE AzuL (40x).101
FIGURA 62. CORAZON T2 IMIASSON. CORTE DE CORAZON FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN FIBRAS DE MUSCULO CARDIACO EN CORTE
TRANSVERSAL (FM) TERIDAS DE COLOR ROSA-ROJO MIENTRAS QUE LA COLAGENA MADURA (CM) SE ENCUENTRA TENIDA DE AzuL (40x).101
FIGURA 63. ENCEFALO T1 GRAM. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN LAS NEURONAS (FLECHAS) Y TODO EL TEJIDO
TENIDO CON DISTINTAS TONALIDADES DE ROSA-ROJA Y LAS NEURONAS PRESENTAN UNA GRAN RETRACCION CELULAR. LA TINCION ES NEGATIVA
PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (B0X). 1eevvvuueeerrruruieeeersiuieseeeernrieeeessssnneessssssnssseesssmnnneeesens 102
FIGURA 64. ENCEFALO T2 GRAM. CORTE DE ENCEFALO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN LAS NEURONAS (FLECHAS) Y TODO EL TEJIDO
TENIDO CON DISTINTAS TONALIDADES DE ROSA-ROJA Y LAS NEURONAS PRESENTAN LIGERA RETRACCION CELULAR. LA TINCION ES NEGATIVA PARA
BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (B0X). ... eeeeirruneeertrniueeeertriieseeetnriaeeerersnnseeeeresnnnsseeeesmnnseeeeees 102

\



FIGURA 65. MUscuLO T1 GRAM. CORTE DE MUSCULO FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN FIBRAS MUSCULARES (FM) EN CORTE
LONGITUDINAL TENIDAS DE COLOR ROJO-ROSA INTENSO. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS
(B0X). ..eeeeeeieie ettt ettt e et e e ettt e e e ta b e et etaa e eetetaa e aeeth b eeeetah e eetebnn e aeetaraeeaeaes 103

FIGURA 66. MUscULO T2 GRAM. CORTE DE MUSCULO FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN FIBRAS MUSCULARES (FM) EN CORTE
LONGITUDINAL TERIDAS DE COLOR ROJO-ROSA. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (40X).

FIGURA 67. PULMON T1 GRAM. CORTE DE PULMON FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIA EL EPITELIO ALVEOLAR (E) FORMANDO LOS
ALVEOLOS (A). DEBIDO A QUE SE TRATA DE UN PULMON CON EDEMA, SE APRECIAN ERITROCITOS (FLECHAS) EN LOS ALVEOLOS. LA TINCION ES
NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (B0X). ...uuiieeeeieeeeeeeeerieeeereesssnnsnnnnnnnnenseeeseeasaaaaaans 104

FIGURA 68. PULMON T2 GRAM. CORTE DE PULMON FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIA EL EPITELIO ALVEOLAR (E) FORMANDO LOS ALVEOLOS
(A). DEBIDO A QUE SE TRATA DE UN PULMON CON EDEMA, SE APRECIAN ERITROCITOS (FLECHAS) Y MACROFAGOS (M) EN LOS ALVEOLOS. LA

TINCION ES NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (A0X). .....cuvevevereeererenieserereessesesesesesesssssaesesenens 104
FIGURA 69. PANCREAS T1 GRAM. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T1 (FORMOL), SE APRECIAN LOS ACINOS PANCREATICOS (AP) TENIDOS DE
REJO-ROSA SIN EL DETALLE NUCLEAR. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS COMO NEGATIVAS (40X). ....... 105

FIGURA 70. PANCREAS T2 GRAM. CORTE DE PANCREAS FIJADO CON EL T2 (PEG), SE APRECIAN LOS ACINOS PANCREATICOS (AP) TENIDOS DE
REJO-ROSA SIN EL DETALLE NUCLEAR Y CON CIERTO GRADO DE AUTOLISIS. LA TINCION ES NEGATIVA PARA BACTERIAS TANTO GRAM POSITIVAS
COMO NEGATIVAS (B0X). +evuueerruneeruueetuseetuseeuusestuneessusernnseeensesnneesnnsernnnsensnnsennnsseenneeesnneessnneersnseessnsesnnnnens 105

ANEXO Il

FIGURA 71. PERFIL GENETICO CADAVER 1. SE MUESTRA EL PERFIL GENETICO DEL CADAVER 2 OBTENIDO A PARTIR DE TEJIDO MUSCULAR EN
FRESCO. 41 errunersuneessunsessnneessanesssnsesssnsssssnssssnsssssssssssnsesssnsesssnsesssnsesssnssssnssssnsssssnsesssnsessnneessnneessneessnneessnnns 106
FIGURA 72. PERFIL GENETICO CADAVER 2. SE MUESTRA EL PERFIL GENETICO DEL CADAVER 2 OBTENIDO A PARTIR DE TEJIDO CEREBRAL EN FRESCO.

GRAFICA 1. CANTIDAD DE ADN DEPENDIENTE AL TIEMPO Y TRATAMIENTO DE FIJACION. SE MUESTRA UNA COMPARACION ENTRE LA
PERDIDA DEL ADN RESPECTO AL TIEMPO Y TIPO DE FIJADOR CONTRA EL ADN OBTENIDO DE TEJIDO FRESCO. EN EL EJE X SE MUESTRA EL TIEMPO
Y TRATAMIENTO DE FIJACION, MIENTRAS QUE EN EL EJE Y SE MUESTRA LA CANTIDAD (NG/UL) DE ADN OBTENIDO.....ceevvvrnneerernnnneeans 52
GRAFICA 2. CUANTIFICACION DE ADN. SE MUESTRAN UNA COMPARACION DE LAS CANTIDADES DE ADN OBTENIDOS A PARTIR DE LOS TRES TIPOS
DE MUESTRA: TEJIDO FRESCO, TEJIDO INCLUIDO EN BLOQUE DE PARAFINA FIJADO EN EL TRATAMIENTO 1 (BP-T1) Y TEJIDO INCLUIDO EN BLOQUE
DE PARAFINA FIJADO EN EL TRATAMIENTO 2 (BP-T2). EN EL EJE (X) SE MUESTRAN LOS RESULTADOS POR ORGANO Y LOS NUMEROS INDICAN EL
CADAVER AL QUE PERTENECE LA MUESTRA, EN EL EJE (Y) SE MUESTRA LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDO EN NG/UL.vvvurneerervnneneeerennnnnns 62
GRAFICA 3. CANTIDAD DE ADN OBTENIDO A PARTIR DE TEJIDO FIJADO EN LOS TRATAMIENTOS 1 Y 2. SE MUESTRA LA COMPARACION
DE LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDO DE LAS EXTRACCIONES A PARTIR DE BLOQUES DE PARAFINA DE LOS TRATAMIENTOS 1 (FORMOL) BP-T1 Y
TRATAMIENTO 2 (PEG) BP-T2. EN EL EJE (X) SE MUESTRAN LOS RESULTADOS POR ORGANO Y LOS NUMEROS INDICAN EL CADAVER AL QUE
PERTENECE LA MUESTRA, EN EL EJE (Y) SE MUESTRA LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDO EN NG/IUL. +vvvuunneerrrurnneeeeeesnnnneeseessnnneeeennens 62
GRAFICA 4. PROMEDIO DE LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDO. SE MUESTRA LA COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE CUANTIFICACION DE
CADA ORGANO EN LOS TRES TIPOS DE MUESTRA: TEJIDO FRESCO, TEJIDO INCLUIDO EN BLOQUE DE PARAFINA FIJADO EN EL TRATAMIENTO 1 (BP-
T1) Y TEJIDO INCLUIDO EN BLOQUE DE PARAFINA FIJADO EN EL TRATAMIENTO 2 (BP-T2). EN EL EJE (X) SE MUESTRAN LOS ORGANOS MIENTRAS
QUE EN EL EJE (Y) SE MUESTRA LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDO EN NG/HL. +eveeeeereeeererrrnrnrnnnsnnnsnnnssensssesseeseeeseeeessenmssnnssnnnnns 63

TABLA 1. CANTIDAD DE ADN DEPENDIENTE AL TIEMPO Y TRATAMIENTO DE FIJACION. SE MUESTRA LA CANTIDAD DE ADN (NG/pL)
OBTENIDO A PARTIR DE 50 MG DE TEJIDO MUSCULAR FRESCO (MUESTRA DE REFERENCIA) Y 50 MG DE TEJIDO FIJADO EN LOS T1 (FORMOL) Y T2

VI



(PEG) A DISTINTOS TIEMPOS, ASi COMO TAMBIEN SE MUESTRA EL PORCENTAJE DE ADN RECUPERADO EN CADA TIEMPO Y TRATAMIENTO
RESPECTO AL ADN RECUPERADO EN EL TEJIDO FRESCO QUE SE CONSIDERO COMO EL 100%. .. cuueuninninninneienneienneneneneenenennennens 51
TABLA 2. CONSERVACION HISTOLOGICA DE LOS TEJIDOS. SE MUESTRA UNA VALORACION DE LA CONSERVACION HISTOLOGICA DE CADA TEJIDO
DE ACUERDO AL TIPO DE FIJADOR QUE FUE UTILIZADO T1 (FORMOL) 0 T2 (PEG). *MALA. LA FIIACION FUE INFERIOR A LA ESPERADA.
*¥*REGULAR. LA FIJACION ES CASI LA ESPERADA. *¥**BUENA. LA FIJACION ES LA ESPERADA. ***¥*EXCELENTE. LA FIJACION ES MEJOR A LA
ESPERADA. . ettttuuuseeerernnunseeesessnsnsesessssnssessesssanseeesssssssseesssssssssesssssssseeessssssnseeessssssssesesssssseeesssnssnseeessssnneeesensen 56
TABLA 3. TINCIONES HISTOLOGICAS. SE MUESTRA UNA VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ESPERADAS EN CADA UNA DE LAS TINCIONES
UTILIZADAS (HE, PAS, ZN, MASSON Y GRAM) Y SE HACE LA COMPARACION ENTRE LOS TRATAMIENTOS FIJADORES 1 Y 2. *MALO. Los
RESULTADOS SON INFERIORES A LOS ESPERADOS. **REGULAR. LOS RESULTADOS SON CASI LOS ESPERADOS. ***BUENO. LOS RESULTADOS SON
LOS ADECUADOS Y/O ESPERADOS CON FORMOL. ****EXCELENTE. LOS RESULTADOS SON MEJORES A LOS ESPERADOS A LAS METODOLOGIAS
TRADICIONALES. NV NO VALORABLE. CARACTERISTICAS QUE NO SE PUDIERON DETERMINAR DEBIDO A QUE LAS MUESTRAS ERAN NEGATIVAS
PARA LA CARACTERISTICA SOLICITADA. «1tvuerutennstunsennsennsennsennsennsennsennsenssenssssssenssessssnnssnseessesnnssnseensssnsssnsesnsessesnsenns 60
TABLA 4. CUANTIFICACION DE ADN. SE MUESTRAN LAS CANTIDADES DE ADN OBTENIDO (NG/uL) DE LOS SIETE TEJIDOS TRABAJADOS DE CADA
UNO DE LOS CADAVERES. BP-T1: BLOQUE DE PARAFINA TRATAMIENTO 1, BP-T2: BLOQUE DE PARAFINA TRATAMIENTO 2. ....cuvennennnn. 61
TABLA 5. PROMEDIO DE CUANTIFICACION DE ADN POR ORGANO. SE MUESTRAN LOS PROMEDIOS DE LAS CANTIDADES (NG/uL) DE ADN
PARA CADA ORGANO EN LA MUESTRA DE REFERENCIA (TEJIDO FRESCO) Y LOS TRATAMIENTOS DE FIJACION BP-T1: BLOQUE DE PARAFINA
TRATAMIENTO 1, BP-T2: BLOQUE DE PARAFINA TRATAMIENTO 2. teuevutrneunrrnrenrsnrenrensensseeesssenssssssssnsssssssssssnssnssnssnssnnsnns 63
TABLA 6. CALIDAD DEL ADN (GRADO DE DEGRADACION) DE ACUERDO LOS MARCADORES GENETICOS NO DETECTADOS. EN LA
SECCION 1 DE LA TABLA SE MUESTRAN LOS DATOS CORRESPONDIENTES A LOS PERFILES GENETICOS PARCIALES OBTENIDOS EN CADA TIPO DE
MUESTRA TRABAJADA. EL NUMERO EN CADA MARCADOR CORRESPONDE AL NUMERO DE PERFILES GENETICOS EN LOS QUE NO FUE DETECTADO
ESE MARCADOR. EN LA SECCION 2 LA SUMA DE MARCADORES REPRESENTA EL NUMERO DE VECES QUE NO FUE POSIBLE LA DETECCION DE ESTOS
EN TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS. EL PORCENTAJE POR MARCADOR INDICA EL VALOR EXPRESADO EN PORCENTAJE DEL TOTAL DE

MARCADORES QUE NO FUERON DETECTADOS. .....

Vil



ABREVIATURAS

A Adenina
ADN Acido Desoxirribonucleico
ADNmt ADN mitocondrial
ARN Acido Ribonucleico
BAAR Bacteria acido-alcohol resistente
BP Bloque de Parafina
BT Bacilo de la Tuberculosis
C Citosina
DTT Ditiotrietol
EC Electroforesis Capilar
G Guanina
G+ Gram positivo
G- Gram negativo
H. Hipotesis alternativa
Ho Hipotesis nula
HE Hematoxilina-Eosina
PAS Acido Peryodico de Schiff
PEG Polietilen Glicol
PP-F PowerPlex Fusion
RFU Unidades Fluorescentes de Referencia
SNP Polimorfismos de un Soélo Nucle6tido
STR Repeticiones Cortas en Tandem
T Timina
T Tratamiento 1
T2 Tratamiento 2
ZN Ziehl-Neelsen




RESUMEN

Las muestras biologicas forenses en muchas ocasiones representan la principal evidencia de
una linea de investigacion. Es por ello que su preservacion y tratamiento resultan de vital
importancia para la obtencidén de resultados que permitan generar una opinién técnica util
en el esclarecimiento de un hecho. El método de preservacion de tejidos blandos
mayormente utilizado es mediante bloques de parafina, procedimiento que requiere de la
fijacion del tejido. En la actualidad los fijadores que son utilizados no son capaces de
preservar todas las caracteristicas que un tejido fresco posee, algunos de ellos preservan las
caracteristicas tisulares, pero no las enzimaticas y viceversa. El presente trabajo propone el
uso del Polietilen Glicol (PEG) como fijador para tejidos blandos con el fin de preservar tanto
el arreglo histologico del tejido como el ADN disminuyendo o minimizando el proceso de
degradacion. Se compar6 el uso de PEG como fijador con respecto a uno de los fijadores
mayormente utilizados que es el formol al 10% en 7 tipos de tejido: nervioso, cardiaco,
hepatico, muscular, pancreatico, pulmonar y renal; se valor6é su capacidad de fijacion, su
afinidad con 5 tinciones histologicas (HE, PAS, Tricrobmica de Masson, ZN y Gram), asi como
la capacidad de preservar el ADN conforme la cantidad y calidad de ADN que se obtiene del
tejido después de haber sido fijado. Los resultados demuestran que el PEG preserva de
manera adecuada el arreglo histolégico en 6 de los 7 tejidos que fueron sometidos a prueba
y no interviene en la afinidad de los colorantes hacia los componentes celulares y tisulares
en las técnicas de tincién utilizadas, ademas de que la recuperacion del ADN a partir de los
tejidos fijados en PEG es superior al doble de las cantidades recuperadas de los tejidos
fijados en formol. El PEG preserva el ADN de alto peso molecular, ya que se obtuvo el perfil
completo del 98% (26/28) de las muestras trabajadas mientras que la fijacién con formol
Unicamente permitid la obtencion de perfiles completos en tan sélo 42% (12/28) de las
muestras, demostrando asi que el PEG preserva de mejor manera el ADN tanto en cantidad
y calidad, comparado con el formol. Se concluye que el PEG puede funcionar exitosamente
como fijador para muestras de tejido blando, que sean requeridas en distintas areas
forenses.



INTRODUCCION

La ciencia forense es la aplicacion de técnicas y principios cientificos que proporcionen
evidencia a investigaciones y determinaciones de caracter legal (Tilstone, et a/, 2006), es una
especialidad cuyo objetivo es ayudar a los jueces en la solucién de problematicas legales,
no sélo de tipo criminal, sino también en materia civil; es un campo con gran amplitud que
cruza los limites entre la biologia, quimica, fisica y matematicas. Incluye disciplinas tan
variadas como la antropologia, la botanica, la balistica, la dactiloscopia, la entomologia, la
odontologia, la genética, la patologia, el estudio de sonidos grabados, la grafologia, etc.
(Jobling y Gill, 2004).

La investigacion forense de una muerte se puede dividir en tres etapas principales (1)
investigacion inicial, la cual incluye la evaluacion de la escena del crimen, (2) la examinacion
del cuerpo que puede incluir o no la realizacion de una necropsia y (3) la subsecuente
investigacion de los hechos (Prahlow y Byard, 2012). Dentro de las muchas lineas a seguir
gue se involucran en una investigacion forense, la determinacion de las causas de muerte y
la identificacion de los individuos ocupan un papel de suma importancia y, para lograr dicho
cometido se requiere de la colaboracion de disciplinas como medicina forense, toxicologia,
patologia, antropologia, odontologia, dactiloscopia, genética, entre otras.

Determinacion de las causas de muerte

La determinacion de las causas de muerte de un individuo esta a cargo del médico forense,
quien mediante la necropsia identifica y clasifica las muertes naturales y principalmente las
no naturales. Las necropsias, son solicitadas por las autoridades y resultan Utiles para
determinar las causas de muerte y para el correcto reconocimiento e investigacion de un
crimen (accidentes, suicidios, homicidios, etc.) (Dettmeyer, 2011; Prahlow y Byard, 2012). La
medicina forense abarca muchas disciplinas que deben ser utilizadas en conjunto para la
determinacion de las causas de muerte, siendo la patologia forense una de las disciplinas
mayormente requeridas para llevar a cabo dicha tarea.

Identificacion humana

La identificacion de cadaveres representa un reto tanto para el gobierno, como para los
médicos forenses y una de las responsabilidades mayores se encuentra con la familia del
fallecido, ya que es a ellos a quienes se les debe notificar lo antes posible si se trata o no de
su familiar la persona fallecida, para que de ésta manera ellos puedan darle el seguimiento
adecuado al cuerpo en cuestion.

Existen distintos métodos de identificacion de cadaveres, los cuales van desde lo mas
convencional, como lo son la identificacion visual por parte de sus familiares y la
comparacion de las huellas dactilares. Sin embargo, en muchas ocasiones el cuerpo se



encuentra en condiciones que no le permiten ser identificado mediante los métodos
convencionales y se tienen que recurrir a métodos un poco mas especializados, como lo es
el desarrollo de un perfil antropoldgico en el cual se estime la edad, el sexo, la ancestriay la
estatura del individuo; si dichas caracteristicas coincidieran con las del individuo en cuestion,
los restos 6seos del cadaver tendrian que compararse con registros médicos antemortem
como radiografias, evidencia de traumas o implantes ortopédicos, etc, que
desgraciadamente en muchas ocasiones no se cuenta con ellos, lo que imposibilita una
identificacion certera (Hebda, 2013). Cuando las disciplinas de identificacion como la
dactiloscopia, odontologia y antropologia se ven superadas por las caracteristicas del
cadaver, es necesario recurrir a metodologias moleculares que permitan lograr a cabo el
cometido de la identificacion y es aqui donde la genética forense encuentra su papel.



MARCO TEORICO

Patologia e histopatologia forense.

La patologia es una especialidad de la medicina que involucra el estudio de heridas y
enfermedades. Por su parte, la patologia forense es una subespecialidad de la patologia que
se ocupa especificamente de la investigacion de las muertes subitas, inesperadas y/o
violentas, por lo que su practica involucra técnicas patoldgicas en la investigacion de
episodios letales, donde el principal instrumento de investigacion utilizado por los patdlogos
forenses es la necropsia. La necropsia puede ser dividida en la examinacion externa, donde
se examinan y documentan las caracteristicas externas del cuerpo, color de piel, ojos y
cabello, lunares, tatuajes, cicatrices, asi como la documentacion de heridas, lesiones, golpes
etc., y en la examinacién interna, que es en donde se lleva a cabo la diseccién de los érganos
con la finalidad de revisar si existe o no la presencia de enfermedades o heridas (Prahlow y
Byard, 2012). En algunas ocasiones la identificacion de las causas de muerte no puede
determinarse por las caracteristicas macroscépicas observadas y es necesaria la visualizacion
microscopica de los tejidos, y es aqui donde la histopatologia es requerida (Dettmeyer,
2011).

La histopatologia se encarga del estudio microscopico de los tejidos organicos, de identificar
las anomalias que permitan realizar un diagnostico de una patologia determinada a partir
de tejidos provenientes de biopsias o bien determinar las causas que han provocado la
muerte del individuo en el caso de muestras provenientes de cadaveres. En las ciencias
forenses, la histopatologia tiene una gran importancia ya que muchos de los mecanismos
de muerte no se pueden apreciar a simple vista, el estudio histopatolégico provee de
informacién adicional sobre las causas de muerte, permitiendo una mejor documentacion
de las lesiones traumaticas y se estima que aproximadamente el 8.4% de las determinaciones
de las causas de muerte se llevan a cabo gracias al estudio histopatoldgico (Dettmeyer,
2011).

Tipo de muestras y su preservacion

La patologia forense trabaja con muestras de tejido blando que son seleccionadas durante
la necropsia. La muestra consiste en una cantidad considerable de tejido del 6rgano
seleccionado, el cual puede mandarse en fresco al laboratorio de patologia o en fijacién. El
tipo de tejido sera seleccionado de acuerdo a las presuntas causas de muerte del individuo
o en caso de desconocerlas, las muestras mas comunes para una revision histopatoldgica
son los llamados érganos vitales (corazdn, pulmones, cerebro, higado, rifiones y pancreas).
Existen dos maneras principales de preservacion de la muestra: una a corto plazo que es la
fijacion y preservacion en formol (formaldehido) en la cual las muestras podran permanecer
algunas semanas; pero si lo que se busca es una preservacion a largo plazo se utilizan los



tejidos incluidos en parafina, donde el tejido puede preservarse por aflos (Guerra y Aguirre,
2009).

El método de preservacién de tejidos blandos mas utilizado durante décadas han sido los
bloques de parafina o bloques parafinados, los cuales permiten conservar la mayoria de las
caracteristicas histolodgicas por un largo tiempo ademas de que son faciles de almacenary
transportar (Rivero et a/, 2006). Los tejidos incluidos en parafina son una fuente importante
de material para diagnostico e investigacion, constituyen un frecuente material de archivo
para la realizacion de estudios clinicos retrospectivos y ademas representan un recurso
invaluable para estudiar la patogenia molecular de las enfermedades, asi como la expresion
génica diferencial. Sin embargo, aunque éste método de preservacion permite conservar el
arreglo histologico, compromete la calidad del ADN y ARN dificultando los estudios de
biologia y/o patologia molecular (Garcia et a/, 2006).

Sumado a esto, algunas investigaciones demuestran que en los bloques de parafina se
observa una pérdida de la actividad de la fosfatasa acida y alcalina, asi como de los lipidos;
y de manera general el tejido sufre dafios ocasionados por algunos de los compuestos
utilizados y metodologias de la técnica como lo son el formol y las altas temperaturas que
se requieren en el proceso de parafinado (Sriramachari y Ramalingaswami, 1952).

Alternativas metodologicas en los bloques parafinados

Como anteriormente se menciond, los bloques parafinados resultan un buen método de
preservacion de tejidos, si lo que se busca es preservar el arreglo histoldgico, sin embargo,
para estudios moleculares resultan poco Utiles ya que degradan en gran medida el material
genético, algunas enzimas, lipidos y otros componentes celulares que comprometen su
posterior estudio; es por ello que se han buscado alternativas en la metodologia de los
tejidos incluidos en bloques de parafina, tanto en el proceso de fijacién como en el proceso
de inclusion.

Fijadores

Si bien es cierto que son muchos los factores que afectan la degradacién del ADN, el uso de
fijadores toma un lugar significativo, ya que en la mayoria de los casos el fracaso en la
recuperacion de ADN viable se debe al tratamiento de fijacion, de los cuales el formol es el
principal agente. El formaldehido (HCHO) es el principal constituyente del formol; y diversos
estudios demuestran que degrada el ADN debido a que produce entrecruzamiento de los
acidos nucleicos y proteinas, hidroliza los puentes fosfodiester del ADN y modifica
covalentemente el ARN por adicién de grupos monometilo en las bases, generando asi
problemas en la obtencién de material genético de buena calidad, lo que disminuye el
rendimiento en la amplificacion por PCR (Garcia et al, 2006; Santos et a/, 2009).

Con el fin de evitar el uso del formol durante la fijacion de los tejidos se han utilizado
distintos tipos de fijadores, como lo son el formol acompafado de un buffer de fosfatos,



formol con un buffer libre de fosfatos, formol con distinto pH (4, 6, 7 y 8), etanol al 70% y
fijadores de zinc, con el objetivo de encontrar un método alternativo que dafie en menor
medida al ADN. De los fijadores anteriormente mencionados, resulta mas eficiente el etanol
al 70% y mas agresivo el formol cuando se utiliza a pH bajo (Garcia et a/, 2006; Sato et al,
2014).

Medios de inclusion

Los Polietilen Glicol (PEGs) [HOCH2 (CH20CH?2) x CH20H], son una familia de hidrocarburos
de cadena lineal solubles en agua polimerizados con enlaces éter que resultan ser un
material cristalino neutral y biocompatible (Smithson et a/, 1983; Burcu et a/, 2011), que por
sus caracteristicas quimicas no degrada componentes celulares como las grasas, el
glucégeno y las nucleoproteinas a diferencia de los fijadores utilizados convencionalmente
(Sriramachari y Ramalingaswami 1952).

Los PEGs con un peso molecular de 1000 o superior son los llamados “carbowax” o tipo cera,
que conforme aumenta su peso molecular se vuelven menos solubles en agua y menos
higroscopicos, han sido utilizados como medio para embeber tejidos en sustitucion a la
parafina; demostrando que su uso tiene algunas ventajas sobre el uso de ésta: los tiempos
de inclusion se reducen a casi a la mitad, no se requieren temperaturas mayores a 40°C que
puedan dafiar al tejido, se tienen mejores resultados en las técnicas de inmunohistoquimica
debido a una mayor sensibilidad de los tejidos para la deteccién de los antigenos en las
tinciones fluorescentes (Gao y Godkin,1991), ademas de que permite realizar un amplio
rango de cortes con distintos espesores dependiendo de la densidad del PEG que se utilice,
sin embargo, parece producir algunas alteraciones en la membrana como lo son los verticilos
o espirales (Smithson et a/, 1983).

El PEG no sélo resulta un buen medio para incluir con distintas durezas y puntos de fusion,
sino que también resulta un agente deshidratante efectivo ya que no causa encogimientos
drasticos de la membrana de los tejidos (Sriramachari y Ramalingaswami, 1952).

Proceso histologico

Se denomina proceso histolodgico a una serie de métodos y técnicas utilizados para poder
estudiar las caracteristicas morfolégicas y moleculares de los tejidos. Para que un tejido
pueda ser visualizado al microscopio, se requiere de una serie de metodologias que
permitan la conservacion de la estructura del tejido, previniendo de forma inmediata los
fendbmenos de autolisis y putrefaccion. Existen diferentes técnicas que pueden ser utilizadas,
las cuales dependeran de las caracteristicas tisulares que quieran ser observadas, pero
siguiendo los pasos fundamentales de fijacién, deshidratacién, inclusion en medio sélido,
corte, tincion del tejido, asi como la visualizacién por microscopia (Pardo, 1998; Megias et
al, 2015).



Fijacion tisular

La fijacidn tisular es quiza el paso mas importante en todo el proceso histolégico, consiste
en interrumpir los procesos de degradacion que aparecen tras la muerte celular, tratando
de conservar la arquitectura y composicion tisular lo mas préxima a la que poseia el tejido
en estado vivo (Pardo, 1998). Es un paso comun en todas las técnicas de microscopia y con
ella se persiguen cuatro objetivos principales: 1) Detener los procesos de degradacion que
ocurren durante o tras la muerte celular: autolisis (por liberacién de enzimas lisosémicas) y
putrefaccion (por la presencia de microorganismos que liberan enzimas liticas). Es
importante tener en cuenta que la velocidad de degradacion depende de la riqueza de
enzimas que el érgano posea, asi como de las condiciones ambientales en las que se
encuentre (temperatura). 2) Insolubilizar los componentes celulares (principalmente las
proteinas) mediante enlaces cruzados o desnaturalizacidn, permitiendo asi que se preserven
en el tejido. 3) Dotar al tejido de una consistencia adecuada para manipulaciones
posteriores. El fijador ideal debe ser capaz de mantener la forma y el volumen de las
estructuras que se van a estudiar. 4) Facilitar las técnicas de tincion o analisis posteriores
(Montuenga et a/, 2009).

Debido a que no existe un fijador universal, por lo regular, se tiene que seleccionar al fijador
en funcién de los objetivos a investigar, por ello en algunos casos se debera favorecer la
preservacion morfoldgica, la molecular o la funcional. Sin importar cual sea el fijador que se
vaya a utilizar, se deben tomar en cuenta caracteristicas importantes: poder de penetracién,
poder de fijacion, la osmolaridad y pH de cada uno de ellos. El poder de penetracion hace
referencia a la velocidad de difusion de la sustancia fijadora en el tejido y el poder de fijacion
es aquel que depende de las propiedades quimicas del fijador. Tanto la velocidad de fijacion
como la velocidad de penetracién condicionaran el tiempo de fijacion del tejido. Por su parte
es indispensable evitar cambios bruscos en el volumen de la célula, es por ello que se busca
gue los fijadores sean isoosmoticos con las células, por lo que en muchas ocasiones es
necesario ajustar la osmolaridad de las soluciones fijadoras; situacion similar a la del pH,
donde se busca que los fijadores sean soluciones tamponadas a un pH proximo al fisioldgico.
De manera general los métodos de fijacion se pueden clasificar en dos tipos fisicos y
quimicos (Megias et al, 2015).

Fijacion fisica

La fijacion fisica se basa en una congelacién muy rapida del tejido o bien en la aplicacion de
calor elevado. Son utilizados cuando los fijadores quimicos alteran las estructuras que se
desean observar o cuando se necesita una fijacion muy rapida.

Criocongelacion

La congelacion rapida o criocongelacion es un buen método de preservacion para las
caracteristicas moleculares. Se recomienda una rapida congelacién ya que de ésta manera



se evitara la formacion de grandes cristales que rompan o alteren la estructura del tejido.
Para ello se sumerge el tejido en isopentano (-170°C) enfriado con nitrogeno liquido o
sumergiendo el tejido directamente en nitrogeno liquido (-196°C). Se recomienda no utilizar
piezas mayores a 2 mm para que la congelacién no se retarde en las zonas centrales del
tejido y para una mejor proteccion tisular se recomienda el uso de anticongelantes o
crioprotectores. Una desventaja de la criocongelacion es que cuando el tejido se descongela
hay que protegerlo nuevamente de los procesos de degradaciéon y putrefaccion (Megias et
al, 2015; Montuenga et a/, 2009).

Fijacion por calor.

La fijacion se produce debido al calor generado mediante radiaciones de microondas, esto
porque al aumentar la energia térmica de las moléculas bipolares (agua y cadenas laterales
polares de las macromoléculas) en el tejido, las proteinas se desnaturalizan y, en menor
medida pueden establecerse puentes de union entre ellas. Utiliza temperaturas de entre 45
y 55°C, es poco preciso y con un escaso poder de penetracién no mayor a 15 mm (Megias
et al, 2015; Montuenga et a/, 2009).

Fijacion quimica

La fijacion quimica es la mas utilizada en los procedimientos histopatoldgicos, utiliza
soluciones acuosas compuestas por moléculas fijadoras que establecen puentes entre las
moléculas del tejido, manteniéndolas en sus lugares originales e impidiendo su degradacion,
sin embargo, en muchas ocasiones este tipo de fijadores dafian al tejido fisica y
quimicamente. El método de fijacion quimica mayormente utilizado es la inmersion, el cual
consiste en sumergir los tejidos en la solucion fijadora; se recomienda que el grosor del
tejido no sobrepase los 0.5 cm y que el volumen del fijador sea 20 veces el del tejido, esto
para asegurar una buena fijacién (Megias et a/, 2015).

Existen un sinfin de soluciones fijadoras que segun su accion sobre el tejido se consideran
entrecruzantes o precipitantes. Los primeros dan lugar a un entrecruzamiento de las
proteinas mediante la formacion de puentes de hidroxmetileno entre el fijador y las
moléculas de la proteina. Estas pasan de estado sélido a gel y forman una trama especial
que preserva la posicidn relativa inicial de las proteinas solubles al inmovilizarlas, a la vez de
que dota al tejido de consistencia mecanica; los aldehidos son los fijadores entrecruzantes
mas comunes. Los fijadores precipitantes desnaturalizan las proteinas modificando su
estructura terciaria y su estado coloidal, estabilizan el tejido y aumentan la consistencia
mecanica en mayor grado, su principal desventaja es que alteran considerablemente la
morfologia del tejido produciendo procesos de retraccion evidentes. Se clasifican en
alcohdlicos, acidos y metalicos y los fijadores de este tipo mayormente utilizados son el
metanol y el etanol (Montuenga et a/, 2009). A continuacion, se describen algunos de los
fijadores mayormente utilizados, asi como las ventajas y desventajas de utilizar cada uno de
ellos.



Etanol y metanol.

Se trata de moléculas higroscdpicas que retiran el agua del tejido de modo que se alteran
los enlaces hidrofilicos e hidrofébicos de las proteinas (y otras macromoléculas),
modificando su estructura terciaria, cuaternaria y precipitado, extraen los lipidos de los
tejidos y no afectan los carbohidratos, pero si destruyen algunos organelos como las
mitocondrias. Preservan muy bien la reactividad y la antigenicidad molecular ya que
producen relativamente pocos cambios quimicos. Por lo regular, se utilizan para la fijacion
de muestras de tamafo pequefio y cuando la finalidad es la preservacion de proteinas,
enzimas, glucogeno y pigmentos, pero no el arreglo histoldgico de la muestra (Megias et
al, 2015; Montuenga et a/, 2009).

Aldehidos (Formaldehido y glutaraldehido)

Los aldehidos reaccionan con los residuos basicos de los aminoacidos y cambian
ligeramente el punto isoeléctrico de las proteinas. Sin duda alguna el formaldehido es el
fijador mayormente usado porque preserva la estructura general de la célula y componentes
extracelulares, provoca poca retraccion del tejido y por su compatibilidad con la mayoria de
las tinciones histoldgicas. Sin embargo, apenas y reacciona con los lipidos lo que lo hace un
mal fijador de las membranas celulares. El formaldehido se une a grupos funcionales de las
proteinas formando grupos hemiacetales, lo que provoca que muchas enzimas se inactiven
evitando asi la degradacion del tejido por enzimas hidroliticas. Es un gas incoloro que se
comercializa en solucion acuosa saturada al 37-40% (formalina concentrada), pero en
anatomia patoldgica se utiliza al 10%, generalmente tamponado a pH neutro. La fijacion con
formaldehido no es una fijacion rapida, normalmente es de 24 a 50 horas, aunque puede
llegar a ser de entre 1 a 2 semanas; pero puede ser reversible si se le aplica un exceso de
agua dentro de las primeras 24 horas. Sin embargo, si se realizan fijaciones muy prolongadas
se puede provocar la inestabilidad de los acidos nucleicos (Montuenga et a/, 2009; Megias
et al, 2015; Pardo, 1998).

Por su parte, el glutaraldehido se trata de un compuesto bifuncional cuyos grupos aldehido
también reaccionan con los grupos polares de las proteinas, de modo que también da lugar
a puentes de unién entre ellas, tiene una alta capacidad para preservar la estructura celular
y por ello es el fijador de referencia para la observacién ultraestructural con microscopio
electrénico. Genera fijaciones rapidas e irreversibles, sin embargo, tiene una escasa
capacidad de penetracion lo que puede llegar a generar retracciones del tejido. En general,
el formaldehido preserva mejor la naturaleza quimica y las propiedades reactivas de las
moléculas comparado con el glutaraldehido, sin embargo, el glutaraldehido preserva mucho
mejor la morfologia del tejido, pero provoca la pérdida de hasta el 30% de la estructura alfa-
hélice de las proteinas (Montuenga et a/, 2009; Megias et al, 2015).



Acido picrico
La fijacion se produce porque las sales de picrato coagulan las proteinas de los tejidos. Es
un fijador que preserva bien la estructura celular, no produce retracciones cuando el tiempo
de fijacion es el 6ptimo, ademas de que preserva el glucoégeno y los lipidos. Es un buen
fijador para tinciones generales puesto que tiene efecto mordiente y favorece la unién de

los colorantes, sin embargo, puede dificultar la penetracion de la parafina (Megias et al,
2015).

En muchos procesos de fijacion se utilizan varias sustancias fijadoras, mezcladas en una
solucion acuosa inicial o utilizadas sucesivamente en el tiempo, de esta manera se pueden
aprovechar las ventajas de cada fijador y contrarrestar sus desventajas. Los componentes y
las proporciones de los fijadores en este tipo de mezclas dependeran nuevamente de las
caracteristicas del tejido y del objetivo del estudio (Megias et a/, 2015, Montalvo, 2010).

Mezclas con formaldehido.

Puesto que el formaldehido es el fijador mas utilizado hoy en dia, se suele disolver en
soluciones tamponadas que tengan una osmolaridad similar a la del tejido que se pretende
fijar, se pueden utilizar con una mezcla de fosfatos (fosfato de sodio monobasico y de sodio
dibasico), con mezcla de cloruro de calcio, bicloruro de mercurio o con glutaraldehido; en
ésta Ultima, la funcion del formaldehido es iniciar una fijacion rapida, por su mayor capacidad
de penetracion, mientras que el glutaraldehido realizara una fijacion mas poderosa, pero
mas lenta que no afectara a la estructura tisular puesto que el formaldehido ya ha realizado
una fijacién previa (Megias et al/, 2015, Montalvo, 2010).

Liquido de Bouin.

Esta compuesto por acido picrico, formaldehido y acido acético glacial, es un buen fijador
de uso rutinario ya que tiene un alto poder de fijacion y penetracion; es ampliamente
utilizado ya que permite aplicar un amplio espectro de tinciones ofreciendo resultados
satisfactorios con ciertos tricrémicos entre ellos el de Masson. Es una fijacion que no debe
exceder las 48 horas de fijacion si se lleva a cabo por inmersion y es importante eliminar el
acido picrico mediante lavados en etanol 70% para permitir una buena inclusién en parafina
y tinciones adecuadas (Megias et a/, 2015, Montalvo, 2010).

Fijador de Carnoy

Esta formado por etanol absoluto, cloroformo y acido acético glacial. Posee un excelente
poder de penetracion y fijacidon, por lo que solo requiere de dos o tres horas para que un
tejido u organo se fije. Es ampliamente utilizado cuando se quiere fijar el glucogeno, los
hidratos de carbono y proteinas fibrosas, sin embargo, produce la lisis de eritrocitos y no
resulta Util para preservar la morfologia nuclear y los grumos de Nissl del sistema nervioso,
ademas de que puede producir retracciones celulares (Megias et a/, 2015, Montalvo, 2010).
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Deshidratacion y diafanizacion

Posterior a la fijacion del tejido, éste se debe someter a un proceso de deshidratacion ya
gue la mayoria de los medios de inclusion (parafina y mondmeros plasticos) son inmiscibles
en aguay si ésta no es retirada, la parafina no podra penetrar en el tejido y no se alcanzara
la dureza necesaria. La deshidratacion consiste en remover toda el agua del tejido, para lo
cual se utilizan liquidos deshidratantes en los cuales se sumerge el tejido. Se utilizan bafios
sucesivos con concentracion creciente del deshidratador. El alcohol etilico, el alcohol
isopropilico, el dioxano y el cloroformo son ejemplos de deshidratantes que pueden ser
utilizados, siendo el alcohol etilico el agente deshidratante mayormente utilizado (Montalvo,
2010).

Una vez realizada la deshidratacién, ahora el tejido se encuentra totalmente embebido en
alcohol y como la parafina de igual manera es insoluble en éste, es necesario su remplazo
por liquidos diafanizadores o intermediarios. Los liquidos diafanizadores son sustancias
capaces de mezclarse con el alcohol y disolver la parafina, algunos ejemplos son el xilol, el
tolueno, el benceno y el cloroformo, siendo el primero de ellos el mas utilizado.
Generalmente se realiza un bafio con la mezcla de alcohol etilico absoluto y xilol [50:50],
para después realizar bafios Unicamente con xilol y asegurar asi que el tejido quede libre de
etanol (Montalvo, 2010).

Para finalizar, se realizan bafios en parafina, esto para que el xilol sea desplazado por la
parafina y el tejido adquiera la dureza necesaria para los siguientes pasos del proceso
histolégico. Es importante que en cada uno de los pasos anteriores el tejido se encuentre en
agitacion constante para una mejor obtencién de resultados. A continuacién, se muestra un
protocolo general de la deshidratacion y la diafanizacion del tejido, asi como la infiltracion
de la parafina en él. Se muestran tanto los reactivos utilizados, como la duracién y el nUmero
de bafios realizados con cada uno de los pasos mencionados (Montalvo, 2010).

| Deshidratacion Diafanizacion Infiltracion >
1. Alcohol etilico 70% 12 horas 2 bafios 4. Alcohol etilico 1 hora 1 bafio
absoluto + xilol
2. Alcohol etilico 96% lhora 2 bafios [50:50] 6. Parafina 1hora 2 bafios

3. Alcohol etilico absoluto 1 hora 2 bafios 5. Xilol 1 hora 2 bafios

Inclusion en medio solido

La inclusion es el método mas utilizado para endurecer los tejidos. Es una técnica que
consiste en infiltrar la muestra con sustancias liquidas que tras un proceso de polimerizacién
o enfriamiento solidifiquen sin afectar las caracteristicas del tejido. El endurecimiento del
tejido es necesario para que éste pueda ser cortado en laminillas lo suficientemente
delgadas (de um a nm dependiendo el medio de inclusion) para su posterior visualizacion
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al microscopio. Sumado a esto, la inclusion también tiene un papel importante en la
preservacion del tejido por largos periodos de tiempo (Pardo, 1998, Megias et al, 2015).

Existen diferentes sustancias o medios de inclusion dependiendo del grosor del corte y la
técnica que se desee realizar. Cuando la muestra se observara en microscopios opticos, los
medios de inclusion mas utilizados son la parafina o la celoidina (Megias et a/, 2015).

Inclusion en parafina

El principal agente empleado para la inclusion es la parafina debido a su rapida preparacion
y su facil manipulaciéon. Las parafinas son hidrocarburos saturados que a temperatura
ambiente son sustancias sélidas, a temperaturas de entre los 40 y los 70°C se tornan liquidas
y que hierven a los 300°C. De acuerdo a su punto de fusion se van a clasificar en parafinas
blandas aquellas con un punto de fusion de 45-52°C, semiduras con puntos de fusion de
entre los 54 y 58°C y en parafinas duras con puntos de fusién mayores a 60°C; siendo las
parafinas semiduras las mayormente utilizadas en las técnicas histoldgicas permitiendo
cortes de 5-7 um (Pardo, 1998; Montalvo, 2010).

La inclusion o formacién del bloque de parafina se efectia empleando moldes de diferentes
areas y profundidades, en los cuales sera vertida la parafina caliente y sera colocado el tejido
(previamente infiltrado con parafina), teniendo cuidado de darle una correcta orientaciéon de
acuerdo a la direccién en la que se efectuara el corte y, de inmediato debe colocarse en una
superficie fria o dentro del refrigerador para asegurar una solidificacion homogénea
(Montalvo, 2010).

Microtomia

Una vez que los tejidos se encuentran en un bloque sélido ya sea de parafina o resina, se
debe realizar el corte de secciones delgadas (3-10 ym) del tejido que permitan la difusion y
la penetracion de la luz al momento de ser observadas bajo microscopio 6ptico o la
penetracion de electrones en el caso del microscopio electrénico de trasmisién. Para ello se
utilizan instrumentos mecanicos diseflados para seccionar el bloque en cortes delgados de
grosor uniforme denominados micrétomos. Existen distintos tipos de micrétomos, los cuales
resultan Utiles de acuerdo al medio de inclusion que haya sido utilizado (Megias et a/, 2015;
Montalvo, 2010).

Microtomo

Es el instrumento mas utilizado para realizar cortes cuando el medio de inclusién es parafina
y de acuerdo a su mecanismo de corte se distinguen dos tipos de microtomo: de rotaciény
de desplazamiento. El microtomo de rotacién o tipo Minot funciona mediante una manivela
circular denominada volante, que es la encargada de desplazar el mecanismo que sujeta al
bloque de parafina frente al filo de la navaja de arriba a abajo en movimiento vertical
permitiendo asi el corte del bloque. Realiza cortes muy precisos de 2 a 25 pym de espesor,
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ademas de que produce cortes seriados, es decir, cada uno de los cortes queda adherido
con el borde del corte anterior y posterior formando una cinta de cortes que va
descendiendo por la superficie anterior de la navaja. Este tipo de cortes son Utiles cuando
se requieren comparar secciones vecinas del tejido u 6rgano. Por su parte, el microtomo de
deslizamiento realiza movimientos horizontales de atras hacia delante ya sea del bloque o
de la cuchilla para realizar los cortes. El movimiento es manual y generalmente el mecanismo
que sujeta al bloque de parafina es el que se desplaza, mientras que la navaja permanece
estatica. Son utilizados cuando se tienen porciones voluminosas de tejidos y érganos.
(Megias et al, 2015, Montalvo, 2010; Sandoval, 2005).

Criostato

En general éste tipo de equipos cuenta con un microtomo tipo Minot en el interior de una
camara refrigerada la cual, mediante un sistema de compresion, con funcionamiento
automatico, mantiene temperaturas entre los -60 y 0°C o entre los -30 a 30°C. La camara fria
estd cubierta por una gruesa ldamina de material plastificado o de vidrio transparente,
construida por dos partes de las que una puede plegarse o deslizarse sobre la otra. Se utiliza
para muestras cuya fijacion fue por métodos frios y se logran cortes de entre 10 y 40 um de
grosor que pueden ser visualizados en microscopio 6ptico (Martinez y Gragera, 2008).

Extension y adhesion

Cuando se realizan los cortes del tejido, éstos generalmente presentan arrugas y muestran
un area menor que la que posee el bloque de la inclusidén, por lo que es necesario
extenderlos para luego adherirlos a las laminillas o portaobjetos. Para llevar a cabo la
extension el tejido se coloca sobre la superficie de agua, la cual se encuentra en un bafio
maria con temperaturas de entre 40 y 45°C, y una vez que las arrugas hayan desaparecido
el corte es recuperado mediante un portaobjetos. Para que el tejido se adhiera mas
facilmente al portaobjetos, al agua se le agregan sustancias adherentes como la grenetina o
bicromato de potasio (Montalvo, 2010).

Desparafinado e hidratacion

Antes de llevar a cabo la tincion histolégica, es necesario eliminar la parafina que se
encuentra infiltrada en el tejido y posteriormente llevar a cabo su rehidratacién, esto para
que el colorante pueda penetrar y tefir el tejido. El proceso de desparafinado puede
realizarse mediante calor y/o utilizando un solvente de la parafina. Para ello, los portaobjetos
deberan colocarse en una estufa o plancha caliente (50°C aprox.) por al menos media hora
para que la parafina se derrita y evapore del tejido. Otra forma de eliminar la parafina del
tejido es sumergiéndolo en algun solvente de ésta como el xilol, tolueno, benceno o
cloroformo. Se pueden realizar dos 0 mas cambios rapidos (2-3 minutos) en dicho disolvente
hasta que el tejido quede libre de parafina (Montalvo, 2010).
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Una vez desparafinado el tejido, éste se debe volver a hidratar y para ello se sumerge en un
tren de alcoholes, generalmente alcohol etilico, con concentraciones descendentes,
contrario al procedimiento seguido en la deshidratacion. Se recomienda hacer 2 bafios en
alcohol etilico absoluto, 2 en alcohol al 96%, 1 en alcohol 70%, 1 con agua corriente y para
finalizar 2 bafios mas con agua destilada (Montalvo, 2010).

Tincion histologica

Aunque los cortes ya se encuentran en el portaobjetos, todavia no estan listos para su
visualizacién al microscopio ya que la mayoria de los tejidos animales son en su mayoria
incoloros, excepto aquellos que poseen algun tipo de pigmento como la hemoglobina o
melanina, esto se debe a que todos los tejidos tienen el mismo indice de refraccion lo que
dificulta su reconocimiento. El propodsito de la tincion es facilitar la visualizacién de las
diferentes estructuras (Sepulveda, 2011). El procedimiento de tincién o coloracién consiste
en que una estructura celular o tisular adquiera especificamente un color bajo la accion de
una sustancia colorante y se considera que una estructura se ha coloreado o tefido cuando
al ser lavada con el liquido que disuelve al colorante no se decolora (Montalvo, 2010).

Tipos de colorantes

Los colorantes son moléculas que poseen tres componentes importantes: un esqueleto
incoloro, que normalmente es un anillo aromatico de benceno, al cual se le unen dos tipos
de radicales: uno que aporta el color, denominado croméforo y otro que posibilita la unién
a elementos del tejido denominado auxocromo. Al conjunto de estos tres elementos unidos
en una molécula se denomina cromdgeno. Segun la naturaleza quimica del cromoforo los
colorantes se clasifican en basicos, acidos, neutros e indiferentes (Megias et a/, 2015; Pardo,
1998).

Colorantes acidos

Los colorantes acidos o anidnicos tienen carga eléctrica negativa. Son sales con el anion
coloreado y la base incolora. También se les conoce como citoplasmaticos, pues tifien al
grupo quimicamente cargado, localizado en un extremo de la cadena de aminoacidos que
integran las proteinas citoplasmaticas. Las sustancias que atraen eléctricamente a los
colorantes acidos se denominan aciddfilas y quimicamente estan constituidas por
componentes basicos o alcalinos. Ejemplos de colorantes acidos son la eosina, el amarillo
de metanilo, la fucsina acida, el acido picrico, el verde rapido, el naranja G, la safranina, el
azul de anilina, etc. (Montalvo, 2010; Megias et a/, 2015).

Colorantes basicos

Los colorantes basicos son sales en las que la base aporta el color, mientras que la parte
acida es incolora. Poseen una carga eléctrica positiva, siendo asi colorantes catidnicos o
también llamados nucleares pues tienen afinidad por los acidos nucleicos. Las sustancias
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tefidas por los colorantes basicos se denominan baséfilas y estan constituidas por
componentes acidos. Ejemplo de colorantes basicos son la hematoxilina, el rojo nuclear, el
azul de metileno, la tionina, el azul de toluidina, la fucsina basica, etc. (Montalvo, 2010;
Megias et al, 2015).

Colorantes neutros

Los colorantes neutros poseen una porcion acida y otra basica, ambas con la capacidad de
aportar color, por lo que tienen la propiedad de tefir de manera simultanea a los
componentes nucleares y citoplasmaticos, ademas de que pueden proporcionarles colores
distintos (metacromasia) a determinados componentes citoplasmaticos como las
granulaciones especificas de los granulocitos. Algunos ejemplos son el colorante Wright,
May Griinwald, Giemsa, Leischman, etc. (Montalvo, 2010; Megias et a/, 2015).

Colorantes indiferentes

Son aquellos que son insolubles en agua y solubles en solventes organicos. Realmente no
se unen a elementos de los tejidos por afinidad quimica sino porque se disuelven en ellos.
Se utilizan para demostrar la presencia de grasas en las células y los tejidos, pues tifien
selectivamente a los lipidos; el sudan negro, el sudan lll, el sudan IV y el rojo oleoso son
ejemplo de colorantes indiferentes (Montalvo, 2010; Megias et a/, 2015).

Tipos de tincion

De acuerdo a los procesos por los cuales las células y tejidos son tefiidos por los colorantes,
existen distintos tipos de coloraciones las cuales pueden ser:

Tincion directa. Se ejerce sobre las células y tejidos cuando éstos se ponen en contacto con
la solucion colorante, el resultado es un indicativo de una verdadera afinidad entre el tejido
y el colorante. Ejemplo: Tincién de nucleos por azul de metileno (Montalvo, 2010).

Tincion indirecta. Se necesita de sustancias intermediarias (mordientes) que faciliten la
adhesion del colorante en las estructuras tisulares. El mordiente se aplica antes del colorante
o puede formar parte del mismo. Ejemplo: Tinciones con hematoxilina (Montalvo, 2010).

Tincion simple. Durante su procedimiento se utiliza un solo colorante para tefiir algun
componente celular o tisular. Ejemplo: Tionina para tincién de nucleos (Montalvo, 2010).

Tincion compuesta o combinada. Durante el procedimiento se utilizan dos o mas colorantes
con la finalidad de destacar, mediante diferentes colores, estructuras especificas que forman
parte de ella. Puede ser simultanea o sucesiva. En la coloracién simultanea se utiliza una
mezcla de todos los colorantes utilizados en la tincion. Ejemplo: Tricrémico de Van Gieson
(fucsina acida y acido picrico), Tricrdmico de Mallory (azul de anilina y naranja G) o el
Tricromico de Shorr (verde brillante, fucsina acida y naranja G). Por su parte en la coloracion
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sucesiva se aplican soluciones sucesivas de varios colorantes. Ejemplo: Tincion Hematoxilina-
Eosina (Montalvo, 2010).

Tincion ortocromatica. Es la tincion que ejerce un colorante al tefir una determinada
estructura con su propio color. Es la tincibn mayormente producida por los colorantes
(Montalvo, 2010).

Tincion metacromatica. Tincién en la cual un colorante ademas de ceder su color a una
estructura celular o tisular, también puede tefir de un color distinto a otras estructuras.
Ejemplo: La tionina y el azul de toluidina colorean de azul a los ndcleos y al mismo tiempo
tife de violeta o rosado ciertos componentes tisulares como la mucina, la matriz
cartilaginosa o el acido hialurénico (Montalvo, 2010).

Tinciones histologicas

Existen un sinfin de técnicas convencionales de tincion que se han sido utilizadas por afios,
y el uso de cada una de ellas dependera del grado de putrefaccion o autolisis que presenta
el tejido, la duracion y el tipo de fijacion, asi como de las caracteristicas que quieran ser
observadas en el tejido. A continuacion, se describen las caracteristicas de algunas de las
tinciones mayormente utilizadas en los laboratorios de patologia forense.

Hematoxilina-Eosina (H-E)

La técnica de tincion histologica mayormente utilizada en los laboratorios es la de
Hematoxilina-Eosina (H-E), ya que es facil de realizar, fiable, barata e informativa. Permite
diferenciar en la célula las estructuras basoéfilas (nlcleo y heterocromatina) con un color azul
intenso o purpura, de las estructuras acidéfilas (citoplasma) de color rosa a naranja. Esta
tincion, al ser la de rutina, se utiliza en todos los tejidos, ya que permite visualizar a detalle
el arreglo histoldgico, asi como algunos detalles celulares (Sepulveda, 2011; Lowe vy
Anderson, 2015; Dettmeyer, 2011).

Tincién de Schiff (PAS)

La tincion del acido peryodico de Schiff (PAS por sus siglas en inglés) tiene muchas
aplicaciones, particularmente en la demostracion de distintos hidratos de carbono tanto
solos o combinados con otras moléculas como proteinas (ej. glucégeno y glucoproteinas).
Los nucleos se tifien de color azul, el glucégeno de color purpura y el material PAS+
(polisacaridos simples, mucopolisacaridos neutros, mucoproteinas, glucoproteinas vy
glucolipidos) se tifie de color rosa. Se puede utilizar para delinear las membranas basales y
algunas mucinas neutras segregadas por distintas células epiteliales secretorias. Es comun
utilizarla para muestras de estbmago ya que sus células mucosas son altamente positivas al
PAS, asi como también se utiliza para tefiir el glucogeno de las células positivas Armanni-
Ebstein en los tubulos renales en el caso de coma diabético (Lowe y Anderson, 2015;
Sepulveda, 2011; Dettmeyer, 2011).
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Tincion de van Gieson (EvG)

Tincidon que permite mostrar y diferenciar las fibras mas comunes de las células de sostén:
las fibras elasticas se tifien de marrén oscuro, las fibras de colageno de rosa-rojo y el musculo
de amarillo. En patologia se utiliza para la deteccidon de areas de fibrosis en el miocardio,
fibrosis en otros 6rganos, cirrosis hepatica, asi como necrosis quistica medial (Lowe y
Anderson, 2015; Dettmeyer, 2011).

Tricrdmica de Masson

Es una tincidn diferencial y policrémica que permite diferenciar el tejido conjuntivo y las
fibras de colagena en la matriz extracelular. Los nucleos se tifien de azul oscuro, el
citoplasma, la queratina, las fibras musculares y eritrocitos se tifien de color rojo, y las fibras
de colageno de azul claro o verde segun sea el colorante utilizado (Sepulveda, 2011; Lowe y
Anderson, 2015).

Tincion Ziehl-Neelsen (Z-N)

Es una técnica rapida, facil y de bajo costo que permite diferenciar las bacterias en dos
grupos: aquellas que son acido-alcohol resistentes (BAAR) y aquellas que no lo son. La acido-
resistencia es una caracteristica especifica de la pared celular de las micobacterias ricas en
lipidos y consiste en la capacidad de una vez coloreadas con fucsina de Ziehl, mantener la
coloracién roja aun sometida a tratamientos decolorantes muy energéticos. Es una técnica
rutinaria que se utiliza en el diagndstico de tuberculosis. Las muestras mas comunes son
muestras de pulmodn, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, sinovial y pericardico o
aquellas en donde se sospecha la presencia del bacilo de la tuberculosis (Lopez et a/, 2014).

Tincidon con orceina

Permite la visualizacion de fibras elasticas estructuras nucleares. En patologia forense
permite la deteccion de hepatitis B por medio de las inclusiones en las células, asi como
también permite la deteccion de amiloidosis (Dettermeyer, 2011).

Tincion con azul alciano

Se emplea fundamentalmente para la deteccién de mucinas acidas segregadas por algunas
células epiteliales y combinada con la reaccidon PAS se pueden diferenciar entre las mucinas
epiteliales acidas y neutras. Con el control de pH y de otras variables se puede demostrar la
matriz extracelular de los glucosaminoglucanos. En patologia forense es util para la
deteccion de lagos mucoides, en casos de necrosis medial Erdheim-Gsell quistica idiopatica
y aneurisma de la aorta (Dettmeyer, 2011; Lowe y Anderson, 2015).

Tincion Gram
Se trata de una tincion diferencial que clasifica a las bacterias Gram negativas y Gram

positivas. La composicién quimica y el contenido de peptidoglucanos en la pared celular de
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las bacterias, determina las caracteristicas de tincién de cada bacteria; tifendo de purpura a
las bacterias G+ y de rosa a las G-. Se utiliza para diferenciar bacterias que pueden ser
causantes de infecciones (Lopez et al, 2014).

Montaje

Concluido el proceso de tincion de los cortes, éstos se deben sellar para protegerlos y asi
evitar el deterioro de la muestra y permitir que pueda ser utilizado en multiples ocasiones.
Para ello, el tejido previamente debe estar deshidratado y para ello se realizan bafios
sucesivos de alcohol con concentracion creciente (Ejemplo: etanol 60%, 70%, 96% y
absoluto) y un bafio extra con xilol para el aclaramiento del tejido (Sepulveda, 2011). El
procedimiento de montaje, consiste en colocar encima del tejido una gota de una sustancia
adherente (resina natural como balsamo de Canada o resinas sintéticas como el Entellan®,
cuyos indices de refraccién son similares a los del vidrio) y encima de ellos un cubreobjetos.
Para que la resina seque y adquiera solidez suficiente, las laminillas se colocan en una platina
caliente (45-50°C) y se dejan secar de 24 a 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo, estan
listas para ser observadas (Montalvo, 2010).

Microscopia

El dltimo paso del proceso histologico es la observaciéon del tejido. El poder de resolucion
del ojo humano es de 0.2 mm, mientras que una célula animal suele tener dimensiones que
oscilan entre los 10 y 20 um de diametro, que es alrededor de una quinta parte del objeto
mas pequefio que puede ver el ojo humano (Alberts, et a/, 2015); esto implica que para
visualizar a las células necesitamos instrumentos que nos permitan aumentar la imagen de
las muestras para discriminar estructuras tisulares diminutas como las células y sus organelos
(Megias et al, 2015). Los microscopios son los instrumentos mas importantes para la
identificacion y la comprension de la estructura de la célula, los tejidos y los érganos; y de
manera general existen dos tipos: los microscopios 6pticos y los electronicos. En el area de
patologia forense el microscopio 6ptico es el mas utilizado ya que no es necesaria de la
visualizacion de ultraestructuras para la determinacion de las causas de muerte.

Microscopio optico

El microscopio 6ptico o microscopio de luz utiliza la luz visible y lentes de cristal que
permiten un aumento de las muestras de unas 1000 veces con un poder de resolucion de
0.2 um, permitiendo la visualizacién de células y bacterias. En esencia estd compuesto por
una fuente luminosa incorporada en el pie del microscopio, un sistema de lentes encargados
de formar la imagen que vemos, objetivos que permiten distintos aumentos, una platina
sobre la cual se coloca la preparacion histolégica, sistemas de diafragmas que aumentan la
claridad de laimagen y un condensador que focaliza la luz hacia los objetivos. Existen ligeras
modificaciones a los microscopios Opticos, lo que permite distintas maneras de visualizar a
los tejidos (Megias et a/, 2015; Welsch y Sobotta 2008).
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Microscopio de contraste de fase

Como su nombre lo dice, intensifica el contraste de las estructuras celulares que apenas son
visibles en el microscopio dptico normal. Necesita de objetivos especiales y se basa en un
ligero retraso que sufre la luz cuando pasa por las estructuras tisulares en funcion de la
densidad. De esta manera se consiguen diferentes luminosidades para las distintas
estructuras tisulares. Se emplea para ver muestras sin tefir y/o células vivas de cultivos
celulares (Welsch y Sobotta, 2008; Megias et al, 2015).

Microscopio de campo oscuro

Consiste en la incorporacién de un objeto opaco bajo el condensador (entre la fuente de luz
y la seccidon de tejido), éste objeto sélo deja pasar la luz mas lateral que incide sobre la
muestra de forma oblicua. Sélo la luz que es reflejada por la muestra llega a los objetivos y
la cantidad de luz reflejada depende de las distintas densidades y propiedades del tejido; en
las zonas donde no hay tejido se apreciara oscuro (Megias et al, 2015).

Microscopia de contraste de interferencia de Nomarski

Permite visualizar a los tejidos en un aspecto tridimensional, debido a que aumentan la
profundidad del campo (espesor de tejido que estad simultdneamente enfocado). Se basa en
el uso de filtros que polarizan la luz, lo cual consiste en dejar pasar Unicamente a las ondas
electromagnéticas que vibran en un determinado plano. Posteriormente pasan por un
prisma que reagrupa esa luz en elementos separados por una distancia que es similar al
poder de resolucion del objetivo que se esta usando. Entonces la luz pasa por el tejido y las
diferencias en su densidad, provocaran alteraciones en la luz que se dirige hacia los
objetivos, los cuales transforman esas diferencias en cambios en la luminosidad, dando un
aspecto tridimensional a las células. Se utiliza para estudiar células vivas, pero también puede
aplicarse para la observacién de tinciones inmunohistoquimicas, en las cuales sélo estan
tefidas las células aisladas y su entorno carece de tincién (Megias et al, 2015, Welsch y
Sobotta, 2008).

Microscopio de fluorescencia.

Permite visualizar estructuras unidas a fluorocromos mediante la técnica de
inmunofluorescencia. Los fluorocromos usados en microscopia absorben en el rango de la
luz ultravioleta y emiten en el rango de la luz visible. Para seleccionar el rango de longitud
de onda con que seran iluminados se utilizan filtros especificos localizados entre la fuente
de luzy la muestra, dejando pasar sélo un determinado rango de frecuencias. Con un tambor
de filtros se consigue iluminar la muestra con diferentes rangos de ondas electromagnéticas
y por tanto activar selectivamente a diferentes fluorocromos, lo que permite detectar varias
moléculas tisulares de manera simultanea (Megias et al, 2015).
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Genética Forense

La genética forense es la aplicacion de conocimientos de genética para la resolucién de
casos legales y uno de sus principales objetivos es la identificacion del origen de una muestra
bioldgica con la mayor certeza posible (Mark, 2004) la cual pude tratarse de material
recuperado en escenas del crimen, muestras para pruebas de parentesco bioldgico y/o
paternidad, asi como muestras provenientes de restos humanos de los cuales se busca llevar
a cabo su identificacion (Goodwin et a/, 2011).

Es una disciplina que se encarga del andlisis de las variaciones genéticas, tarea que dio inicio
hace ya mas de un siglo con el descubrimiento de los grupos sanguineos ABO.
Especificamente, la primera metodologia que utilizé el ADN para la identificacion fueron los
fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP por sus siglas en inglés), los cuales
facilitaban el analisis separando los fragmentos de ADN en un arreglo ordenado por tamafio
en un gel de agarosa por medio de electroforesis, dichos fragmentos eran producto de la
accion de enzimas de restriccion que reconocian combinaciones especificas de bases
nucleotidicas (Baird, 1996). Sin embargo, fue hasta que Alec Jeffreys quién descubrio los loci
hipervariables (conocidos como minisatélites) que la revolucion del ADN comenzé; y es que
era posible detectar muchos minisatélites independientes de manera simultanea,
obteniendo asi, patrones de multiples bandas que se denominaban huellas dactilares del
ADN, las cuales individualmente tenian una probabilidad de coincidencia mayor a 3x10""y
dos pruebas en conjunto elevaban el valor a 5x10"°. A pesar de la gran utilidad de los
minisatélites, posteriormente la atencion se centr6 en sondas especificas de un locus (SLPs
por sus siglas en inglés), las cuales tenian una facil interpretacion gracias a que s6lo muestran
un Unico fragmento altamente polimérfico. Estos marcadores fueron los primeros en ser
utilizados en una investigacion criminal basada en el ADN, dando pruebas contundentes
para la resolutiva de los casos (Mark, 2004).

Con la implementacién de la técnica de PCR se incrementd la sensibilidad de deteccién
permitiendo el analisis de muestras con ADN degradado. A partir de éste momento otro
tipo de marcadores comenzaron a utilizarse, ejemplo de ello son los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs por sus siglas en inglés), los cuales resultaban utiles cuando los SLPs
fallaban, sin embargo, tenian un bajo poder de discriminacién cuando se utilizaban pocos
marcadores, la interpretacion de mezclas es complicada de interpretar y lo costoso de sus
equipos de analisis con algunas razones por las cuales fueron rapidamente descartados.
Gracias al descubrimiento de las repeticiones cortas en tandem (STRs por sus siglas en
inglés) los sistemas de identificacion individual obtuvieron la importancia que tienen hoy en
dia (Mark, 2004).
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ADN, Ia molécula de la vida

La genética forense basa sus estudios en el acido desoxirribonucleico (ADN), molécula que
es considerada “la molécula de la vida”, ya que en ella se encuentra contenida toda la
informacién necesaria que un organismo necesita para cumplir sus funciones vitales
(Goodwin et al, 2011). El ADN es una molécula que consiste en una doble cadena o hebra
de polinucledtidos, compuestas por cuatro tipos de nucledtidos (adenina, guanina, citosina
y timina); los cuales se encuentran unidos covalentemente a través del grupo fosfato y la
desoxirribosa (aztcar). Esta unidon convierte al ADN en una molécula con polaridad, la cual
se indica haciendo referencia al extremo 3’ y al extremo 5', nombres que se derivan de la
orientacion del azucar (ver Fig. 1) (Alberts et a/, 2015). A su vez, ambas cadenas se unen
mediante puentes de hidrégeno, siguiendo el principio de complementariedad del ADN, es
decir, la guanina siempre se unira a la citosina y la adenina se unira con la timina (ver Fig. 2)
(Lenhinger, 2009).

y' Base nitrogenada ‘}
| |

Extremo 5' (A.G.CoT) |
at =
Azlcar — Base
Base nitrogenada
e (A.G.CoT)
Azlcar — Base
Extremo 3'

Figura 1. Componentes basicos de los acidos nucleicos. Esqueleto del fosfato (azul), el aziicar (rojo) y las bases
nitrogenadas (verde) que se unen al azicar. Se muestra como la posicion de los fosfatos y el azicar determinan el
sentido de la cadena-(Tomado y modificado de Buttler, 2009).
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Figura 2. Apareamiento de las bases en las cadenas de ADN para formar la estructura de doble hélice. Unidn
de las bases nitrogenadas bajo el principio de complementariedad- (Tomado y modificado de Buttler, 2009).

En las células animales podemos encontrar dos tipos de ADN, el nuclear y el mitocondrial
(ADNmt). Cada uno de ellos tiene una localizacién distinta en la célula, nUmero de copias y
estructura fisica. El primero como su nombre lo indica, se encuentra en el nucleo celular y
consta de dos copias de ADN lineal, provenientes cada una de un progenitor; se trata de
una secuencia Unica de nucledtidos para cada individuo, excluyendo a los gemelos
monocigoticos cuya secuencia es igual, se encuentra altamente empaquetado mediante
proteinas llamadas histonas y alcanza su maximo nivel de compactacion en estructuras
denominadas cromosomas. Por su parte el ADN mitocondrial se encuentra contenido en las
mitocondrias y una sola célula puede tener cientos de copias, se trata de ADN circular cuya
herencia es via materna (ver Fig. 3). A pesar de las diferencias entre estos tipos de ADN,
ambos pueden ser utilizados para establecer relaciones de parentesco (Hebda, 2013), esto
gracias a que el ADN presenta grandes promedios de variacion que lo hacen sumamente
informativo con un grado de confianza alto (Mark, 2004).
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Figura 3. Tipos de ADN animal. Se ejemplifica la estructura y niveles de compactacién del ADN nuclear, la
estructura del ADN mitocondrial, asi como su localizacion en la célula para ambos casos.

Marcadores genéticos

Un marcador genético se define como una secuencia de ADN con un componente variable
que permite identificar diferencias entre individuos y que puede ser localizado en una
posicion concreta en el genoma. A los componentes variables se les denomina
polimorfismos y a cada una de las variantes de un marcador se le conoce como alelo. Cuando
un individuo posee dos alelos iguales, se le conoce como homocigoto para ese marcador
genético y cuando tiene dos alelos distintos se dice que es heterocigoto (Blanco, et a/, 2007).

De manera general, los marcadores genéticos pueden dividirse en dos tipos: los autosémicos
y los de linaje. Los primeros, son marcadores bialélicos, donde cada alelo es heredado por
cada uno de los progenitores (Casado y Guillén, 2014), a su vez los marcadores autosomicos
los podemos dividir en los llamados microsatélites, que son repeticiones de una secuencia
corta (de entre 2-8 pb) como GCT, GATA, etc. Los diferentes alelos de un microsatélite se
diferencian en el nUmero de repeticiones cortas que llevan. Son marcadores que presentan
un alto grado de variabilidad y normalmente se encuentran en regiones no codificantes, sin
embargo, pueden afectar regiones reguladas del gen; y en los polimorfismos de un solo
nucleétido o (SNP por sus siglas en inglés), los cuales son variaciones en una sola base, se
estima que en el genoma humano hay alrededor de 10 millones de SNP. A su vez se pueden
clasificar en: 1) No sindnimos. Se localizan en los exones del gen y afecta a la secuencia
codificante del gen y a la secuencia de aminoéacidos de la proteina. 2) Sinédnimos. Afecta la
secuencia codificante pero no causa cambios en la proteina. 3) No codificantes. Se
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encuentran en los intrones, y pueden alterar secuencias regulatorias o alterar el
procesamiento del ARN mensajero. 4) Inserciones/Deleciones. Como su nombre lo indica,
consiste en la adicién o pérdida de una o varias bases nucleotidicas en una posicién concreta
(Blanco, et a/, 2007).

Por su parte los marcadores de linaje son aquellos que nos ayudan a determinar la ancestria
de los individuos. Los marcadores de linaje mas utilizados son el ADN mitocondrial, STRs del
cromosoma Y, asi como de cromosoma X. Este tipo de marcadores se heredan
uniparentalmente y lo que se compara es el haplotipo y cuando éste coincide se puede decir
que pertenecen al mismo linaje. Los resultados a partir de marcadores de linaje no pueden
aplicarse para la individualizacion de una muestra, ya que los resultados pueden ser
aplicables a un linaje completo. Es por ello que para casos de identificacidn se prefiere utilizar
marcadores autosdmicos que permitan la individualizacién de una muestra (Casado vy
Guillen, 2014). A continuacion, se describen algunos de los marcadores genéticos forenses
mayormente utilizados para la identificacion humana.

Repeticiones cortas en tandem (STRs)

Actualmente los marcadores genéticos mayormente utilizados son las repeticiones cortas en
tandem (STRs), las cuales son secuencias que contienen unidades repetidas de 2-8 pb de
longitud, se encuentran altamente distribuidas en el genoma y son los loci mas polimorficos
en el genoma humano; juegan un importante rol en la etiologia de un gran niumero de
enfermedades genéticas y son de utilidad en las ciencias forenses, en la genética de
poblaciones, en la genealogia genética, en la identificacién humana, etc. (Willems, et al,
2014; Merkel y Gemmell, 2008). En los laboratorios forenses juegan un papel muy importante
ya que, aun teniendo muestras con ADN degradado, se pueden obtener tipificaciones con
dichos marcadores. Hoy en dia, los kits comerciales multiplex de STRs para identificacion
son ampliamente utilizados en la mayoria de los laboratorios a nivel mundial debido a su
facil uso y su alto poder de discriminacion (Ruitberg, et a/, 2001).

Actualmente existen distintos kits de identificacion basados en STRs y las diferencias entre
ellos radica en los marcadores utilizados y el nimero de ellos, siendo mas solicitados
aquellos con una mayor bateria de marcadores que aumenten la confiabilidad de la prueba,
Identifiler®, PowerPlex® 16 System, PowerPlex® Fusion System, PowerPlex® Y23 System,
Investigator® Argus X-12 son algunos de los kits mayormente utilizados hoy en dia. A
continuacion, se hace una descripcion del kit utilizado en el presente trabajo.

PowerPlex® Fusion System (Promega)

Es un kit de identificacion con aplicaciones forenses, pruebas de parentesco biolégico y de
investigacion, que incluye el analisis de 24 loci, 13 de ellos incluidos en el Sistema de indice
Combinado de ADN (CODIS) y 12 incluidos en el European Estandar Set loci (EES) y la
amelogenina para la determinacion de género. Adicional, cuenta con un locus especifico del
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cromosoma Y (DYS391) que funciona para identificar alelos nulos para amelogenina del
cromosoma Y. Los loci Penta E y Penta D son incluidos para incrementar el poder de
discriminacion y permitir la busqueda en bases de datos que incluyen estos loci. Finalmente,
dos de los loci populares en las bases de datos (D2S1338 y D19S433) de igual manera se
incluyen para aumentar el poder de discriminacién. Es un grupo de marcadores de STRs que
pretende cubrir las recomendaciones tanto del CODIS como del ESS. En la Fig. 4 se muestra
una tabla con los marcadores contenidos en el kit, sus tamafios y alelos posibles para cada
uno de ellos (Promega, 2016).

Marcador Tamafio Tamafio Alelos posibles
min (ph) max (pb)
AMEL B0.0 582.0 XY
D351358 93.0 150.0 9,10,11,132,15,14, 15,16, 17, 18, 19, 20
D151656 151.0 207.0 9,10,11,12,15,14,14.3,15,15.3, 16, 16.3, 17, 17.5, 18, 18.3, 19, 19.3, 20.3
D25441 2075 2475 89, 10,11, 11.3, 12, 13, 14, 15, 16, 17
01051248 248.0 295.0 %,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 18
D135317 295.2 350.0 5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15,16, 17
Penta E 354.5 474.9 5,6,7,8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
D165538 73.0 129.0 4,5 6,7,8,0, 10,11, 12, 13, 14, 15,16
D18551 1201 2155 7,8,9,10,10.2 11, 12, 13, 13.3, 14, 15, 18, 17, 18, 18, 20, 21, 23, 23, 24, 35, 26, 27
D251338 218.0 295.0 10,12, 14,15, 16,17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28
CSF1PO 300.0 363.0 5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16
Penta D 370.0 4510 22,332,56,7,89, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16,17
THOL 50.0 118.0 3,4,5,6,7,8,9,0.3,10,11, 13.3
vWA 1220 192.0 10,11,12, 13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
D21511 198.0 2665 24,242 75,252, 26,27,28, 282, 29, 29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36,37, 38
075820 267.0 3160 5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16
D55818 316.5 379.0 6,7,8,9,10,11, 13, 13, 14, 15, 16, 17, 18
TPOX 387.0 443.5 4,56,7,89,10,11,12,13,14,15,16
DY5391 4435 4350 5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16
D8S1178 720 1312 7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
0125391 1314 1810 14,15, 16, 17,13.3, 18,18 3, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 35, 26, 27
D195433 1915 256.5 5.2,6.2,8910,11,12,12.2,13,13.2,14,14.2,15,15.2, 16, 16.2, 17,17.2, 18, 18.2
FGA 257.0 4150 14,15, 16,17, 18, 18.2, 18, 18.2, 20, 20.2, 21, 21.2, 22, 22.2, 23, 23.2, 24, 34.2, 75, 252, 26, 27, 28, 29, 30, 31.2, 32.2,33.2, 422,
43.2,44.2,45.2, 46.2, 48.2, 50.2
02251045 420.0 472.0 7,89,10,11,12, 13,14, 15 16,17, 18,19, 20

Figura 4. Marcadores del Kit Power Plex Fusion System. Se muestran los marcadores que contiene el kit de
identificacién PP-F, los tamafios mayores y menores de cada uno de ellos, asi como los posibles alelos para cada
marcador (Tomado y modificado de Promega, 2016).

Marcadores alternativos a los STRs

A pesar de la gran utilidad de los STRs, el relativo gran tamafio de su amplicones (150-500
pb) imposibilitan la obtencién de muestras con ADN altamente degradado y con un bajo
numero de copias de material genético; es por eso que se han buscado marcadores
alternativos como lo son los mini-STRs, los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP por
sus siglas en inglés), polimorfismos de insercion/delecion (InDels) e incluso cuando el ADN
nuclear se ve superado, se recurre al uso de ADN mitocondrial (Pereira, et a/, 2009).

Mini-STRs

Los mini-STRs son marcadores polimdrficos con amplicones pequeiios que van de los 50 a
los 150 pb, que mejoran el analisis de ADN degradado. Estos marcadores han proporcionado
patrones plenamente concordantes con los de los STRs clasicos, lo que aumenta su
confianza al momento de su uso; ademas de que podrian proveer adicional poder estadistico
en casos de personas desaparecidas, pruebas de paternidad y analisis complejos de pruebas
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de parentesco. Sin embargo, la interpretacion de los datos requiere de analisis genético de
la poblacién de referencia en la frecuencia de ese perfil de ADN (Burguete et a/, 2015).

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)

Otro tipo de marcadores genéticos son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), que
son la variacion en la secuencia de una sola base entre individuos en un determinado punto
en el genoma. Al ser muy abundantes en el genoma han sido utilizados para estudios de
linaje y el rastreo de enfermedades genéticas. Su tamafio es menor a las 50 pb, lo que los
hace ideales para muestras con ADN altamente degradado, no existen artefactos asociados
a cada alelo, lo que simplifica la interpretacién de los mismos, ademas de que es posible
predecir el origen étnico y ciertos rasgos fisicos si se tiene una cuidadosa seleccion de los
SNP. Sin embargo, una gran desventaja de éste tipo de marcadores es que se requiere del
analisis de secuencias o la hibridacion por microchip, tecnologias que resultan costosas y no
todos los laboratorios de genética forense las tienen implementadas (Buttler, 2005).

Polimorfismos de insercion/delecion (InDels)

Otro tipo de variacion que puede ayudar en la identificacion humana son los polimorfismos
de insercion/deleccion (InDels). Se trata de polimorfismos de longitud creados por la
ganancia o la pérdida de uno o mas nucleétidos en el genoma, son marcadores alternativos
al uso de los SNPs o los STR ya que permiten la obtencion de perfiles genéticos a partir de
muestras con ADN altamente degradado (Pereira et a/, 2009). Son marcadores bialélicos
gue se generan a partir de una sola mutacion, se caracterizan por su bajo rango de mutacién
comparado con los STRs, su amplia distribucion en el genoma, sus tamafios de amplicones
de 50-150pb y se analizan por medio de corrimiento electroforético igual que los STRs
(Zidkova et al, 2013).

ADN mitocondrial (RHV1y RHV2)

El uso del ADN mitocondrial (ADNmt) se utiliza como complemento a las pruebas de
identificacion forense de rutina o cuando la identificacion no pudo llevarse a cabo mediante
el ADN nuclear debido a la baja cantidad de ADN recuperado de una muestra. Debido al
gran numero de copias de ADNmt encontradas en una célula, aun cuando se trate de
muestras altamente degradadas, es posible obtener un resultado para establecer una
relacion de parentesco; ésta no sera especifica a nivel individuo como con los marcadores
autosomales, pero si es posible determinar linajes maternos. Las denominadas Regidn
Hipervariable 1 (RHV1) y Regién Hipervariable 2 (RHV2) encontradas en la region no
codificante del ADNmt o D-loop, son las que presentan la mayor variacidon genética y son
las utilizadas para complementar los estudios de identificacién. Una desventaja de trabajar
con el ADNmt es que las muestras se pueden contaminar con mucha facilidad, por lo que
se recomiendan areas especificas para trabajar éste tipo de ADN, areas con las que
desgraciadamente muchos laboratorios no cuentan; otra desventaja es que se requiere de
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la secuenciacién de dichas regiones para su posterior analisis, técnica que no es accesible
para muchos laboratorios debido a sus altos costos (Divne et al, 2005).

Tipos de muestras y su preservacion

El ADN se encuentra presente en cada célula nucleada de los seres vivos y gracias a la técnica
de PCR se ha extendido el rango de posibilidades de aislamiento y estudio del ADN de un
sinfin de tipos de materiales biologicos y no bioldgicos como lo es la sangre, el semen, la
saliva, tejidos blandos, tejidos duros, cabello, dientes, cepillos dentales, colillas de cigarro,
botellas de agua, secreciones nasales, labiales, marcas de mordidas, etc. (Buttler, 2011).
Dependiendo el caso, el tipo de muestra que sera requerida y trabajada en los laboratorios
de genética forense, es decir, mientras que en escenas del crimen las muestras mas comunes
son manchas de sangre y/o semen, cuando se trata de la identificacion de un cadaver
desconocido las muestras mas recurrentes son sangre, tejidos blandos y tejidos duros. El
tipo de muestra ideal a trabajar dependera de su estado de conservacion ya que, si la
muestra presenta signos de degradacién como putrefaccién y calcinacion, mas complicada
sera la obtencion del ADN (Graham et a/, 2007).

De manera general se prefiere realizar la toma de muestra de fluidos biol6gicos como sangre
y saliva debido a su facil acceso, pero cuando se trata de cadaveres, éste tipo de muestras
son las primeras en sufrir degradacion o contaminacion, por el contrario a los tejidos blandos
como el musculo (esquelético y cardiaco) y el cartilago soportan de mejor manera la
degradacién y por encontrarse en cavidades cerradas es menos factible la contaminacion
cruzada en ellos, ademas de que representan una fuente con grandes cantidades de ADN,
las cuales pueden ser utilizadas para la obtencidn de perfiles genéticos que permitan llevar
a cabo la identificacion de la persona fallecida.

Sin importar el tipo de muestra que se vaya a trabajar, se le debe de dar un buen tratamiento
de almacenaje para evitar que la muestra se contamine por bacterias y hongos, ademas de
que se preserve durante largos periodos de tiempo donde se conserve el ADN con el menor
grado de degradaciéon posible. De manera general, existen dos estrategias para la
preservacion del ADN: 1) A temperatura ambiente en una matriz solida en seco o
deshidratadas 2) Bajas temperaturas (congelamiento). La deshidratacion ayuda a prevenir la
hidrolisis del ADN y lo protege de enzimas digestivas llamadas ADNasas que lo degradan,
mientras que las bajas temperaturas (-20 a -80°C) proveen las condiciones adecuadas para
que la descomposicién enzimatica, bacteriana y fungica disminuyan en gran medida. Sin
embargo, ninguno de los métodos de preservacion (deshidratacién o congelamiento) se
comparan con la calidad del ADN almacenado a largo plazo en nitrogeno liquido o
criopreservacion; pero a pesar de ello los métodos de preservacion “en frio” resultan ser los
mayormente utilizados (Butler, 2011; Baust, 2008).

Respecto a los tejidos blandos, existen una gran variedad de métodos que permiten su
preservacion a temperatura ambiente. Los tejidos se pueden almacenar deshidratados (ya
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sea mediante deshidratacion por calor o con NaCl), o también se pueden utilizar buffers de
almacenaje los cuales por su contenido, detienen la accién de algunas de las enzimas
encargadas de degradar el ADN permitiendo asi su preservacion; ejemplo de ello son el
buffer de lisis, almacenaje y trasporte (LST por sus siglas en inglés) o el buffer Orange™, los
cuales se ha reportado que mantienen al ADN en éptimas condiciones hasta por 8 semanas
almacenados a temperatura ambiente. Sin embargo, son los tejidos incluidos en bloques de
parafina el método de preservacion a temperatura ambiente preferido para muchas
disciplinas, en las que se exceptua la genética, ya que gracias al tratamiento que recibié el
tejido para ser incluido en el bloque, el tejido se encuentra perfectamente deshidratado y la
parafina evita el crecimiento bacteriano y fungico en el tejido (Graham et a/, 2007).

Analisis del ADN

Existen cientos de protocolos que permiten llevar a cabo el analisis del ADN, los cuales son
seleccionados de acuerdo al tipo de muestra, los recursos que se tengan y el propésito del
estudio (Nishiguchi et a/, 2002). A pesar de lo heterogéneos que pueden llegar a ser dichos
protocolos, todos ellos siguen una serie de metodologias basicas en el proceso de analisis
del ADN: la extraccién, la cuantificacion, la amplificacion y la genotipificacion del material
genético. A continuacion, se describe en qué consiste cada metodologia y algunos de los
métodos mayormente utilizados a nivel mundial en cada una de ellas.

Meétodos de extraccion de ADN

La extraccién de ADN consiste en el aislamiento del material genético y para ello es necesario
romper las membranas celulares y nucleares que mantienen contenido al ADN, asi como
eliminar las proteinas y otros componentes celulares o componentes externos que dificulten
su posterior analisis.

De manera general, todos los protocolos de extraccidn constan de tres fases. La primera
consiste en la preparacion de la muestra, es decir, aquellos pasos que permitan tener la
muestra en las condiciones Optimas para ser trabajada, la limpieza, la maceracion y el corte
son algunas de ellas. La segunda fase es el aislamiento como tal del material genético, el
cual requiere separar el ADN del resto de los componentes celulares lisados (membranas,
organelos, proteinas, etc.). La tercera y Ultima fase consiste en la purificacién de los acidos
nucleicos de impurezas que puedan intervenir con procedimientos enzimaticos
subsecuentes como lo es la amplificacion por PCR (Nishiguchi et a/, 2002).

Extraccion organica (Fenol-cloroformo)

La extraccion organica ha sido por afios la metodologia mas utilizada a nivel mundial. Dicho
procedimiento consiste en el rompimiento o lisis de las membranas celulares mediante la
adicion de un detergente como dodecilsulftato sédico (SDS por sus siglas en inglés), un
agente quelante como acido etilendiaminotetraacético (EDTA por sus siglas en inglés), una
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solucion amortiguadora o buffer como tri-hidroximetil aminometano (Tris) y proteinasa K
(pK). Posteriormente una mezcla de fenol/cloroformo es adicionada con la finalidad de
separar las proteinas del ADN. Debido a que el ADN es soluble en soluciones acuosas,
cuando se centrifuga con la mezcla de fenol/cloroformo, las proteinas y los lisados celulares
guedan en la fase organica y el ADN queda en la fase acuosa. Es una metodologia util para
la recuperacién de ADN de alto peso molecular, sin embargo, se recomienda utilizarla
cuando las cantidades iniciales de la muestra son grandes ya que requiere la transferencia
de la muestra a distintos tubos en multiples ocasiones, lo que aumenta el riesgo de perderla
y de contaminarla (Buttler, 2011; Hebda, 2013).

Extraccion por Chelex

La extraccion por Chelex es una metodologia rapida que involucra pocos pasos, lo que evita
en gran medida el riesgo de contaminacion y pérdida de la muestra. La resina quelante
(Chelex 100™) es una resina de intercambio id6nico compuesta por coopolimeros
divinilbenceno estireno que se encargan de secuestrar iones metalicos polivalentes como lo
es el magnesio. Debido a que el magnesio es el cofactor de las enzimas encargadas de
degradar el ADN (ADNasas), cuando éste se encuentra secuestrado, dichas enzimas se
encuentran inactivadas y el ADN se encuentra protegido de la degradaciéon. La muestra se
coloca en una solucién al 5% de Chelex, en ebullicién por unos minutos, lo que va a lisar las
membranas celulares, destruir las proteinas celulares y desnaturalizar el ADN (Buttler, 2011).
El ADN obtenido a partir de ésta extraccidon presenta la ventaja de que durante el
procedimiento se eliminan algunos de los inhibidores de PCR (Buttler, 2005)

Extraccion con silice o silica.

Un método de extraccion que elimina inhibidores de PCR es aquel que utiliza particulas de
silicay sales caotropicas. Su fundamento esta basado en que el ADN se une a la silica cuando
se encuentra en condiciones salinas altas. Los iones positivamente cargados de las sales
caotropicas, se unen con el oxigeno negativamente cargado de la silica formando un puente
ionico que permite al ADN (negativamente cargado) unirse con la silica. Una vez que el ADN
se encuentra unido con la silica, ésta se puede lavar varias veces para eliminar las proteinas
y otros componentes celulares, incluyendo algunos inhibidores de PCR. Para separar el ADN
de la silica, basta con adicionar una solucion baja en sales para que las moléculas del agua
se asocien con la silica y se rompa la union que tiene con el ADN (Hebda, 2013). Utilizar sales
caotropicas en la extraccion de ADN resulta ventajoso ya que son capaces de disolver
capsulas ricas en lipidos, envoltorios celulares, desnaturalizar proteinas e inactivar nucleasas.
Por éstas caracteristicas la extraccion con silica es la mayormente utilizada en la actualidad
(Van Pelt et a/, 2008).

Extraccion con perlas magnéticas

Este método utiliza una resina con perlas o particulas magnéticas, las cuales se van a unir al
ADN de manera similar que a la silica en una solucion con pH superior a 7.5. Un magneto es
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usado para mantener la resina unida al ADN a un costado del tubo dejando las impurezas
en la fase acuosa, las cuales pueden ser removidas con facilidad. Posteriormente las perlas
magnéticas unidas al material genético pueden ser lavadas para eliminar el resto de los
componentes celulares y las impurezas. Para separar el ADN de las perlas magnéticas es
necesario calentar la solucion por algunos minutos (Buttler, 2009).

Cuantificacion de ADN

La cuantificacién de ADN resulta un paso de vital importancia, ya que una vez aislado y
purificado el material genético, ademas de ADN humano se puede encontrar presente ADN
bacteriano, fungico, o de cualquier otra especie; es por ello que en la cuantificacién se
buscan metodologias que permitan cuantificar unicamente el ADN de interés presente en la
muestra. Ademas de que se buscan encontrar las cantidades ideales de ADN que se deben
utilizar para la obtencion de perfiles genéticos de STR's, donde generalmente se utilizan
entre 0.5y 2.0 ng de ADN (Buttler, 2011) esto debido a que en 1 ng de ADN se encuentran
aproximadamente 303 copias de cada locus que se busque amplificar (Buttler, 2009).

Espectrofotometria ultravioleta

Uno de los primeros métodos que fueron utilizados para determinar el nimero total de
acidos nucleicos en una muestra fue la espectrofotometria por luz ultravioleta (UV). Esta
técnica basa su fundamento en que cualquier solucion que tenga moléculas suspendidas
permite el paso de un haz de luz a través de ella en proporcién inversa a la cantidad de
moléculas que contiene. En una celda de un espectrofotometro un haz de luz atraviesa la
solucion de acidos nucleicos y cuando ha pasado por la muestra un fotoreceptor mide la
intensidad de luz absorbida. Mientras mas luz absorba la muestra (absorbancia) mayor sera
la concentracién de los acidos nucleicos (ver Fig. 5) (Salazar et al, 2011).

Los nucleétidos de ADN y ARN presentan su absorcion maxima a una longitud de onda de
260nm, medicion que puede ser utilizada para estimar la cantidad de ADN en una muestra,
mientras que la relacién de la medicién de las absorbancias a 260 y 280nm (A260/A280) nos
daréa la pureza del ADN, esto debido a que la primera medicién es la absorbancia del ADN
mientras que la segunda de las proteinas, lo que permite la discriminacion entre ADN y
residuos peptidicos (Goodwin et a/, 2011). Es una técnica poco utilizada en los laboratorios
forenses, ya que tiene relativamente poca sensibilidad, no determina Unicamente la cantidad
de ADN humano, no diferencia entre el ARN y ADN o entre ADN de buena calidad o
degradado. Es una técnica que puede sufrir la interferencia de absorcion de biomoléculas y
otros materiales como proteinas, fenol y colorantes de ropa que son arrastrados durante la
extraccion de ADN y que pueden dar falsos positivos (Lee et al, 2014; Buttler, 2011).
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Figura 5. Fundamento del funcionamiento del espectrofotometro. La luz UV es emitida por una lampara que a
través de un condensador dirige los rayos hacia la muestra, ubicada dentro de una celda de cuarzo. La luz sera
absorbida de manera proporcional de acuerdo a la concentracion de la muestra. La luz que no es absorbida por la
muestra es medida por el detector, restandola a la luz inicial emitida, generando asi una lectura en unidades de
absorbancia que oscila entre 0.001 a 1.000 (Tomado de Salazar et al., 2011).

Geles de agarosa

La cuantificacion mediante geles de agarosa permite no solo estimar las cantidades de ADN
en una muestra, sino que también permite valorar su calidad (grado de degradacion); para
ello las muestras son corridas mediante electroforesis en geles de agarosa (Lee et a/, 2014).
La agarosa es un polisacarido que tiene la propiedad de mantenerse en estado sélido a
temperatura ambiente, pero que se disuelve facilmente en temperatura de 50-60°C, se torna
liquida y solidifica cuando se enfria, formando un gel altamente poroso que permite el paso
de moléculas segun sea su peso molecular, permitiendo la separacién por tamafio de los
diferentes componentes de la muestra. El tamafio de los poros de la matriz del gel depende
de la concentracion de agarosa utilizada y la concentracién de la agarosa es inversamente
proporcional al tamafio del poro obtenido; mientras mas pequefio sea el poro, la migracién
de las moléculas sera mas lenta. La migracion de las moléculas se lleva a cabo gracias a la
carga de cada una de ellas y la velocidad de migracion es debida al tamafio de cada
molécula, los acidos nucleicos mas pequefios, migran con mayor velocidad hacia el anodo
que los de mayor tamafo (Salazar et a/, 2011).

Para permitir la visualizacién del ADN, al gel se le agrega un colorante fluorescente como
bromuro de etidio, el cual es un agente intercalante del ADN que permite la visualizacion
del material genético bajo luz UV. En el gel se carga el ADN y un estandar de cuantificacion
con concentraciones y pesos moleculares conocidos, dicho estandar permite la comparacién
con el ADN problema. Cuando el ADN no se encuentra degradado, la migracion coincide
con el ADN de mayor peso molecular del estandar, pero si por el contrario, se muestran
manchas a lo largo del corrimiento y franjas que coinciden con ADN de menor peso
molecular, nos indica que se trata de ADN degradado. La cantidad de ADN se puede
determinar por el ancho de la banda y la fluorescencia que emite comprada con la banda
del estandar (ver Fig. 6) (Lee et a/, 2014).
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Figura 6. Electroforesis de acidos nucleicos. Representacion de un gel de agarosa en el cual se visualiza un
marcador de peso molecular junto a las muestras para ayudar en la determinacién de peso molecular de los
fragmentos. La muestra es cargada en los pocillos y se deja correr hacia el polo positivo (Tomado de Salazar et al.,
2011).
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PCR en tiempo real

El método de cuantificacion mas sensible es el PCR en tiempo real, el cual tiene el mismo
fundamento que el PCR de punto final, pero su objetivo es detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en
la reaccion, es decir, detecta los productos de amplificacion en cada uno de los ciclos; de
esta manera, es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra en cada uno de los
ciclos de la reacciéon ya que los amplicones son monitoreados conforme transcurre la
reaccion. Es una técnica que es altamente sensible aun teniendo cantidades muy pequefias
de templado o ADN (Tamay de Dios, et al., 2013). Es una metodologia con la cual se puede
cuantificar de manera absoluta o relativa el material genético de una muestra (Van Pelt et
al, 2008).

El uso de sondas hidroliticas conocidas como sondas TagMan permite la cuantificacion
absoluta del material genético, para ello se utilizan dos fluorocromos que se emiten a
diferentes longitudes de onda. Esta cuantificacion se basa en la propiedad de nucleasa 5' de
la Taq polimerasa (TagMan). La sonda con los fluorocromos hibrida en una region interna
del amplificado, el fluorocromo reportero, se une al extremo 5, mientras que el fluorocromo
denominado apagador se une al extremo 3’, cuando ambos fluorocromos se encuentran
cerca, no hay fluorescencia, pero cuando la ADN polimerasa corta al fluorocromo reportero
y éste se aleja del apagador, comienza a emitir fluorescencia que es registrada por el equipo
(ver Fig. 7) (Buttler, 2009; Van Pelt et a/, 2008).
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Figura 7. Representacion del ensayo por sondas TagMan. Se muestra el fundamento de las sondas TagMan
utilizadas en la cuantificacion por PCR tiempo real (Tomado y modificado de Buttler, 2009).

También se pueden utilizar colorantes o fluoréforos intercalantes como el SYBR Green o el
bromuro de etidio que resultan ampliamente especificos para ADN de doble cadena, sin
embargo, aqui la cuantificacion sera relativa porque el colorante se va a intercalar en todo
el ADN presente en la muestra, es decir, no hay discriminacion entre el ADN nuclear o
mitocondrial, o si es de alguna otra especie que no sea la de interés, dando como resultado
valores de cuantificacion quizd un poco mayores a los realmente contenidos en la muestra
(Buttler, 2009; Van Pelt et a/, 2008)

Amplificacion de ADN

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una reaccién
enzimatica /n vitro que amplifica millones de veces una secuencia de ADN blanco que es
copiada fielmente durante varios ciclos. Para que se lleve a cabo la reaccion son necesarios
los siguientes elementos: el templado o molde (ADN), la enzima ADN polimerasa, los
oligonucledétidos o primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina,
citosina y guanina), el ion magnesio (Mg*) como cofactor de la enzima, una solucién
amortiguadora o buffer y H,O (Tamay de Dios et a/, 2013). Es una técnica analoga al proceso
de replicacion celular, donde se busca la generacién de una nueva cadena de ADN
complementaria basada en una existente; dicho cometido se logra mediante cambios de
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temperatura y la actividad enzimatica de la ADN polimerasa. La simplicidad de la reaccion y
la relativamente facil manipulacién con muy pocos pasos la ha convertido en una técnica
pilar no solo en la genética forense, sino en todos los trabajos de biologia molecular (Rapley
y Whitehouse, 2007).

El protocolo de amplificacién tipicamente consta de cuatro fases principales: Una fase inicial
en donde se busca activar la ADN polimerasa, ésta fase dura de 2-10 minutos a temperaturas
de 90-95°C. Una segunda fase en donde se lleva a cabo la amplificacion, la cual implica un
programa especifico de termociclado. Posteriormente se lleva a cabo la fase de extension,
con la finalidad de completar la amplificacién de los millones de copias de ADN presentes,
dicha etapa consiste de 5-10 minutos a 70-75°C. La fase final es de enfriamiento, en donde
se busca igualar las condiciones ya sea de temperatura ambiente o de refrigeracién (4°C)
para almacenaje temporal de las muestras antes de su posterior procesamiento (Van Pelt et
al, 2008). Sin duda la fase mas importante es la de amplificacion, la cual a su vez consiste
en tres pasos subsecuentes.

Desnaturalizacion. Las cadenas de ADN son separadas mediante el aumento de
temperatura a 95°C, donde el tiempo va a depender de la secuencia del templado, si la
cantidad de G-C es alta, es necesario mas tiempo para romper los enlaces que unen a dichas
bases, comparado con los templados ricos en A-T que requieren de menor tiempo de
desnaturalizacién (Tamay de Dios et a/, 2013).

Hibridacion o alineamiento. Los primers se van a alinear al extremo 3’ del templado e
hibridan con su secuencia complementaria. Para que la union templado-primer se lleve a
cabo es necesaria una temperatura de hibridacion o temperatura melting (Tm) la cual
generalmente oscila entre los 50-60°C (Tamay de Dios et al, 2013).

Extension. La enzima actua sobre el complejo templado-primers y realiza su actividad
catalitica: agrega dNTPs complementarios para crear las cadenas completas de ADN, en
direccion 5" a 3'. La temperatura 6ptima de la reaccion es de 72°C (Tamay de Dios et al,
2013).

En la genética forense la mayoria de los sistemas de identificacion actuales utilizan PCR
multiplex como parte de sus metodologias, es decir, en una misma reaccion son amplificados
todos los marcadores genéticos contenidos en el kit, para ello en la mezcla de reaccion se
incluye cada par de primers perteneciente a cada uno de los marcadores. Sin embargo, para
que la reaccion se lleve a cabo de manera adecuada, es necesario que las temperaturas de
alineamiento de los primers sean similares, ademas de que se deben evitar regiones de
excesiva complementariedad entre los primers, esto para evitar la formacion de dimeros que
eviten su union al ADN (Buttler, 2011).

Un aspecto de vital importancia es que el ADN a amplificar debe estar libre de inhibidores
que intervengan o imposibiliten la reaccion, es por ello que los métodos de extraccion de
ADN son de gran importancia, ya que el éxito o fracaso de la reacciéon de amplificacion
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dependera de una buena o mala extraccion y purificacion del material genético.
Esencialmente debe estar libre de nucleasas que degraden el templado de ADN vy el
amplificado del mismo, libre de endo- y exo-proteasas que inactiven el ADN termoestable
dependiente de la ADN polimerasa mediante digestién, libre de proteinas de union al ADN
que estabilicen la estructura de doble hélice interfiriendo asi con el desenrollamiento del
material genético, la unién de los primers y por tanto con toda la reaccion (Van Pelt et al,
2008).

La mayoria de los inhibidores de PCR interaccionan directamente con el ADN, o interfieren
con la enzima encargada de la reaccién, ya sea bloqueando su actividad enzimatica o
evitando la unién con su cofactor que es el magnesio (Mg?*). Muchos de los inhibidores son
componentes propios de la célula o la muestra, ejemplo de ello es la presencia de
glucoproteinas y acidos grasos que obstruyen fisicamente o inhiben enzimaticamente a la
polimerasa; el colageno, la melanina, la mioglobina y las proteinasas, son algunos otros
ejemplos de inhibidores. Sin embargo, muchos inhibidores pueden no ser componentes
propios de la célula, sino que son agentes que se utilizan durante la extraccion del ADN: el
exceso de sales como KCl o NaCl, detergentes iénicos como el SDS, la presencia de etanol,
isopropanol, fenol entre otros (Bessetti, 2007).

Existen distintas opciones que pueden evitar los efectos de los inhibidores que no fueron
eliminados durante la extraccion del ADN, como la eleccion de la polimerasa, incrementar
su concentracion en la reaccion, utilizar aditivos como albumina de suero bovino (BSA por
sus siglas en inglés) que incrementen la resistencia a inhibidores o disminuyendo la cantidad
de templado de ADN que se agregue a la reaccion, pueden ser soluciones utiles para que la
PCR pueda llevarse a cabo (Bessetti, 2007).

Genotipificacion del ADN

Para analizar el ADN es necesaria su genotipificacion, hoy en dia, la mayoria de los
laboratorios forenses utilizan electroforesis capilar (EC) para la deteccién y el analisis de los
STRs, marcadores mayormente utilizados en la identificacion de personas. Sin embargo, se
han desarrollado metodologias mas rapidas y mas exactas al uso de la EC, las cuales se
utilizan principalmente para el analisis de SNPs o ADNmt. A continuacion, se describen
algunas metodologias que permiten la deteccion y el analisis del ADN utilizadas en
laboratorios de genética forense.

Electroforesis capilar (EC)

Como anteriormente se menciond, es la principal metodologia utilizada para separar y
detectar los alelos de los STR en los laboratorios forenses de ADN, ya que permite que se
lleven a cabo tres condiciones que resultan necesarias para lograr tipificaciones confiables
de los STR. La primera es la resolucién espacial, la cual es requerida para separar los alelos
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de los STRs que difieran en tamafio por un solo nucledtido. La segunda es la resolucion
espectral, esto para separar los fluorocromos unos de otros, de manera que los productos
de PCR de los loci marcados con los fluorocromos se puedan diferenciar. Por ultimo, se
requiere de la precision de tamafio de ADN, la cual debe ser consistente, para ello la
calibracién debe estar dada por la relacion con escaleras alélicas; condiciones que se logran
en la EC (Buttler, 2011).

Para llevar a cabo la EC, se requiere de un capilar de vidrio con un diametro interno de 50um
aproximadamente, conectado en sus extremos a electrodos de alto voltaje. Se requiere de
un laser como fuente de excitacion de los fluorocromos, un detector de fluorescencia y una
computadora con software capaz de analizar los resultados. La EC basa su fundamento en
la electroforesis en gel, es una metodologia en la que se busca la separacion de moléculas
de acuerdo a su carga y tamafio, con algunas pequeias diferencias: en lugar de la matriz de
gel, la EC utiliza un polimero viscoso, a través del cual migran los fragmentos de ADN por el
capilar hacia el electrodo positivo. Los fragmentos mas grandes se moveran mas lento a
través del capilar que los fragmentos pequefios, permitiendo asi su separacion por tamafo
y debido a que en la EC se utilizan campos eléctricos mucho mas fuertes (de 10 a 100 veces),
los tiempos de corrida son mucho menores a los de la electroforesis en gel. Un aspecto de
vital importancia en la EC es que el ADN que desea analizarse debe estar desnaturalizado
(de una sola hebra), para que, al momento de la deteccion por laser, Unicamente se detecte
la sefial de una cadena y no una sefal repetida que complique la lectura de los resultados.
Para ello se ha optado por el uso de la formamida de alta calidad con una baja conductividad
para que no afecte el corrimiento electroforético, la formamida es adicionada a la muestra
para que el ADN se desnaturalice antes de iniciar el corrimiento electroforético. La deteccién
de la muestra en la EC se lleva a cabo mediante un laser colocado en una ventana al final
del capilar. Las moléculas mas pequefias llegan primero al punto de deteccion seguidas de
las de gran tamafo, éste orden de migracion es correlacionado con la longitud o el niUmero
de pares de bases. Los datos recabados se trazan en funcion de la intensidad de
fluorescencia relativa observada de las moléculas que pasan por el detector (ver Fig. 8)
(Buttler, 2011).
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Figura 8. Funcionamiento de la Electroforesis Capilar. Se esquematizan los pasos en la EC, desde la inyeccion de
la muestra en el capilar, la separacion de las moléculas, la lectura por el Idser, la deteccion por la cdmara, asi como
la interpretacion de las muestras (Tomado y modificado de Buttler, 2011).

Secuenciacion

Los métodos de secuenciacion de ADN mas utilizados se basan en el método enzimatico
descrito por Sanger en 1977. Esta técnica se basaba originalmente en la extension especifica
de la cadena de ADN a partir de un primer, mediante la accién de la ADN polimerasa que
incorpora dNTPs en la cadena en formacién. A la mezcla de reaccion se le agregan ddNTPs
que carecen de un residuo -OH en la posicion 3" de la desoxirribosa. Estos nucledtidos son
incorporados por medio del trifosfato presente en posicién 5’, pero al carecer del hidroxilo
en la posicion 3" no pueden formar enlaces fosfodiéster con nucleétidos sucesivos y la
cadena queda interrumpida. La técnica original consiste en realizar cuatro reacciones de
polimerizacién diferentes, en las cuales debe incluirse el fragmento de ADN que se desea
secuenciar, dNTPs convencionales que si llevan el residuo -OH en posicién 3"y los ddNTPs.
La diferencia entre las cuatro reacciones es que cada una de ellas lleva una base nitrogenada
distinta (ddATPs, ddTTPs, ddCTPs y ddGTPs). De este modo, los dNTPs y los ddNTPs
compiten entre ellos generando poblaciones de oligonucledtidos terminadosen A, C,Go T.
Los fragmentos obtenidos, que difieren en la Ultima base, se separan mediante electroforesis
en gel. Posteriormente la secuencia se determina leyendo el gel de abajo hacia arriba y de
esta manera se logra conocer la secuencia del fragmento original (Peral et a/, 2015).
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Actualmente, la secuenciacién se realiza en equipos automatizados que utilizan los mismos
principios basicos establecidos por Sanger pero emplean los cuatro ddNTPs en una misma
reaccion, los cuales se diferencian porque son marcados con fluorocromos de distinto color
gue luego de ser excitados por un laser, son leidos para que puedan ser detectados por el
equipo. De esta manera los secuenciadores automaticos generan un electroferograma de
cuatro colores en el que cada pico representa a cada una de las cuatro bases del ADN (ver
Fig. 9) (Peral et al, 2015). Es una metodologia utilizada para confirmar y buscar nuevas
mutaciones, es un método molecular de alta resolucion, sin embargo, requiere de una
inversion grande por los altos costos que la técnica implica.
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Figura 9. Secuenciacion Sanger automatizada. Se esquematizan los pasos de la secuenciacion Sanger, desde el
marcaje del ADN en PCR, hasta el andlisis en electroforesis capilar para la obtencion de la secuencia genética

(Tomado y modificado de suggest-keywords.com).
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Pruebas estadisticas

La estadistica proporciona al investigador un conjunto de herramientas de analisis que le
permiten resumir y describir la informacion sobre determinadas caracteristicas de interés de
los individuos u objetos de estudio, ademas de que permite hacer inferencias y extraer
conclusiones sobre una poblacion a partir de los resultados obtenidos en una muestra
(Moncho, 2015). El aspecto mas importante de la estadistica es la obtencidn de conclusiones
basadas en los datos experimentales, a este proceso se le conoce como inferencia
estadistica, la cual comprende dos partes principales: la estimacion de parametros y la
prueba o contraste de hipotesis. Una hipdtesis estadistica es una afirmacion con respecto a
alguna caracteristica desconocida de una poblacion de interés. El objetivo de probar una
hipotesis estadistica es el decidir si la afirmacion se encuentra apoyada por la evidencia
experimental que se obtiene a través de una muestra aleatoria y la decision acerca de si los
datos muestrales apoyan estadisticamente la afirmacion se toma con base en la
probabilidad, la cual si es minima entonces sera rechazada (Canavos, 1988).

Para que una prueba estadistica sea valida se necesitan ciertas condiciones que especifiquen
el modelo y el requisito de medida. Dichas condiciones son los llamados supuestos de la
prueba, los cuales en estadistica paramétrica son los siguientes (Juez y Diez, 1997):

1. Las observaciones deben ser independientes entre si.

2. Las observaciones deben hacerse en poblaciones distribuidas normalmente.

3. Estas poblaciones deben tener la misma varianza (o en casos especiales deben tener
una proporcién de varianzas conocida).

Para la comprobacién de dichos supuestos se utilizan recursos graficos y analiticos que
permitan saber el comportamiento de los datos a trabajar (Moncho, 2015):

e Criterios graficos: Histogramas y graficos Q-Q normal para la variable cuantitativa,
graficos comparativos de cajas (box-plots) y diagramas de dispersién de la variable
cuantitativa o graficos de secuencia.

e Criterios analiticos: Prueba de Kolmogorov-Smirnov (con correccion de test de
Shapiro-Wilk o la prueba de Lilliefors) o contraste ji-cuadrado de bondad de ajuste
para comprobar la hipdtesis de normalidad y la prueba de Levene para comprobar
la hipdtesis de homogeneidad de varianzas.

Cuando estas condiciones se satisfacen con los datos de analisis se escoge una prueba
paramétrica como la 7 de Student o la Fde Fisher para el andlisis de datos, pero cuando no
se cumplen estas condiciones se utilizan pruebas no paramétricas que permiten obviar estas
condiciones (Juez y Diez, 1997). El incumplimiento de los supuestos estadisticos de las
pruebas paramétricas, sobre todo la normalidad, es mas facil que ocurra en muestras
pequefias, menores a 30 casos y es recomendable utilizar pruebas no paramétricas o de
distribucion libre (Alvarez, 2007).

39



Muchos de los métodos paramétricos funcionan bien cuando la normalidad se puede
suponer aproximadamente. Por su parte, los no paramétricos son casi tan capaces de
detectar diferencias entre poblaciones como los paramétricos cuando se cumplen todos los
supuestos y cuando no se cumplen a menudo son mas potentes en hacerlo. Es por ello que
en muchas ocasiones se prefieren utilizar las pruebas no paramétricas frente a sus analogas
pruebas paramétricas (Wackerly et a/, 2008).

Prueba de Kruskal-Wallis

La prueba H de Kruskal-Wallis es la alternativa no paramétrica al modelo ANOVA de una via
para comparar mas de dos grupos independientes, siempre que por lo menos se encuentren
disponibles mediciones ordinales y las distribuciones de las poblaciones de interés sean
continuas. Es una prueba recomendable para aquellos problemas en los que los supuestos
de normalidad y homogeneidad de las varianzas no se cumplen, toma en consideracion los
rangos de las observaciones y no solamente la posibilidad de que estos sean inferiores o
superiores a la mediana. Es indicada para la comparacion de una variable cuantitativa en tres
0 mas grupos cuando las muestras son independientes (Canavos, 1988; Moncho, 2015) Es
un estadistico con una distribucién aproximada a la x* con k-1 grados de libertad, por lo que
la significancia del valor calculado de H se verifica con tablas de x* (Gibbons y Chakraborti,
2003).

Los supuestos basicos que sustentan la prueba son:

a) Las k muestras son aleatorias

b) Las k muestras son independientes

¢) Las variables observadas son continuas

d) La escala de medicion es al menos ordinal

La hipotesis nula y alternativa se plantean como sigue a continuacion:

H,: Las medianas de las k muestras son iguales
H.: De las k poblaciones al menos una tiene la mediana distinta
El estadistico para ésta prueba se denota con la letra H:

H= 12 Ek R 3(N+1
_N(N+1),1ni ( )
1=

Donde: k es el nimero de grupos
n; es el tamafio de la i-ésima muestra
N =Yk n; es el total de observaciones
R = ¥%_, R;; es la suma de rangos del grupo i-ésimo
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Prueba Post Hoc

Si se acepta la Ho no cabe mas analisis debido a que las medianas poblacionales presentan
un promedio equivalente. Sin embargo, si se rechaza la Ho, es conveniente determinar cual
o cuales son las poblaciones que difieren de las demas. Para ello existen métodos basados
en la comparacién a posteriori entre pares de submuestras, hasta llegar a especificar
exactamente entre qué poblaciones existen diferencias. La prueba de Tukey es la mas
utilizada pues controla de mejor manera los errores ampliamente conocidos en la estadistica
(a y B). Dicha prueba permite hacer todas las posibles comparaciones de tratamientos de
dos en dos (Rial y Varela, 2008; Wong, 2010). La prueba no paramétrica de Siegel-Tukey para
la igualdad en la variabilidad permite comparar la diferencia en los valores absolutos entre
la media de los rangos. Las hipdtesis de la prueba se plantean como sigue a continuacién:

H,: La variabilidad de x es igual entre los dos grupos
H.: La variabilidad de x es diferente entre los dos grupos

Utiliza un valor critico de comparacion que es un z-score (medida estadistica que cuantifica
la distancia) corregido por el nimero de comparaciones que se hacen y una constante
basada en el tamafio muestral total y el tamafio muestral de los grupos que se comparan
teniendo asi (Gibbons y Chakraborti, 2003):

R — Ri| = Zo e —
|R; — Rj| = Za/kk-1) > -y

N(N + 1) < 1 1)
— | —+
Donde: k es nUmero de grupos

n; es el tamafio de la i-ésima muestra

N =YX n; es el total de observaciones

R = ¥¥_, R;; es la suma de rangos del grupo i-ésimo
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JUSTIFICACION

Las ciencias forenses al tratarse de un campo multidisciplinario, en muchas ocasiones obliga
a distintas areas a trabajar en conjunto para lograr mejores resultados, ejemplo de ello son
las &reas de patologia y genética. Sin embargo, una gran probleméatica es el procesamiento
de las muestras que se tienen en comiUn como es el caso de los tejidos blandos con
diferentes fines. En el analisis histopatolégico lo primordial es conservar la histologia del
tejido, para lo cual se utilizan fijadores que logran dicho cometido pero que dafan en gran
medida proteinas, enzimas y sobre todo el ADN, lo que representa dificultades cuando
dichos materiales deben ser empleados para la obtencién de perfiles genéticos, ya que esto
imposibilita la recuperacion de los mismos.

Existen multiples maneras en que ha sido atendido este problema, la mayoria de ellas estan
basadas en métodos de extraccion mas eficientes en donde se busca la mayor recuperaciéon
de ADN, sin embargo, son alternativas que no resuelven el problema de la degradacién. Una
Optica diferente es atender el problema desde su origen, es decir, generando
procedimientos que no dafien o deterioren el ADN.

De forma regular se han utilizado distintos fijadores que en su mayoria son a base de
alcoholes o aldehidos que, si bien preservan la histologia del tejido y dafian el ADN, en otros
casos conserva la estructura del ADN, pero no la estructura del tejido.

Se ha observado que el uso del PEG en la conservacion de tejido con fines de plastinacion
desarrollados en el INCIFO confiere resistencia y consistencia susceptible para ser empleado
como método de fijacién. El PEG es un polimero que debido a sus caracteristicas quimicas
ha sido reportado como un agente deshidratante que no causa encogimientos drasticos de
la membrana de los tejidos (Sriramachari y Ramalingaswami, 1952) y debido a que ha sido
utilizado como medio de inclusion (Smithson et a/, 1983; Gao y Godkin, 1991), se puede
pensar que es una sustancia capaz de preservar la histologia del tejido, ademas de que al
tratarse de un polimero, cuando entra en contacto con los tejidos, no genera enlaces
cruzados, dimerizaciones o puentes de hidrogeno entre las moléculas de la célula que
propicien su degradacién. De ahi el supuesto que el PEG puede funcionar como un fijador
que cumpla con los requerimientos histopatolégicos (buena fijacion y afinidad en las
tinciones histologicas) y genéticos (conservacion del ADN), y que de ésta manera ambas
disciplinas puedan utilizar la misma muestra para los fines de cada una. Esto representa una
gran ventaja ya que, en las Ciencias Forenses, muchas veces se trabajan con muestras Unicas,
minimas o criticas, con las cuales se debe dictaminar en todas las areas, por lo que es de
vital importancia que el tratamiento de las mismas no represente problemas para las
distintas disciplinas en que se requiere su manejo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Utilizar al polietilen glicol (PEG) en la fijacion de los tejidos blandos de cadaveres que seran
preservados en bloques de parafina y utilizados en las areas de patologia y genética con
fines de analisis histopatologico y de identificacion humana

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar tinciones utilizadas en el area de patologia a partir de tejidos en bloques
parafinados que hayan sido fijados en PEG y compararlos contra los fijados en formol
y determinar si existen diferencias en la conservacion histolégica del tejido.

e Obtener perfiles genéticos a partir de bloques parafinados de tejidos fijados en PEG
y compararlos contra los fijados en formol.

e Comparar el proceso de fijaciéon de tejidos blandos entre el formol y el PEG, las
ventajas y desventajas de cada uno en el area de genética forense (cantidad y calidad
de ADN, obtencion de perfiles genéticos completos o parciales) y en el area de
patologia (calidad de cortes, conservacién de la histologia, tinciones histologicas).

e Estandarizar e implementar una técnica que utilice el PEG en el proceso de fijacion
de tejidos que resulte Util para las areas de genética y patologia forense.
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MATERIAL Y METODO

Toma de muestra

Se seleccion6 un cadaver (Cadaver 1) ingresado al Instituto de Ciencias Forenses (INCIFO)
del Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad de México en calidad de occiso desconocido,
el cual no presentaba signos de putrefaccién, degradacion o descomposicién avanzada, se
le tomd muestra de un fragmento del musculo oblicuo externo de aproximadamente 25 cm?
y 0.5 cm de grosor. La muestra se limpié del excedente de grasa que tenia adherido al
musculo y posteriormente se fracciond en 12 porciones mas pequefias de igual tamafo (Fig.
10).

Figura 10. Musculo oblicuo externo. Fragmento total de musculo sin grasa que se tomd del caddver 1 (izq.) y
fragmento que fue puesto en algun tratamiento de fijacion (der.).

Se seleccionaron cuatro cadaveres (Cadaveres 2-5) ingresados al Instituto de Ciencias
Forenses (INCIFO) del Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad de México en calidad de
desconocidos, que no presentaban signos de putrefaccion, degradacion o descomposicion
avanzada; a cada uno de los cadaveres se le tomé muestra de los siguientes organos:
corazon, encefalo, higado, musculo (oblicuo externo), pancreas, pulmén y rifidon. El
fragmento de muestra tomado fue de aproximadamente 10 cm?®. Cada uno de los érganos
se limpio del excedente de sangre y se cortaron dos fragmentos de aproximadamente 5 cm?
con un grosor no mayor a 1 cm (Fig. 11).

Figura 11. Fragmentos de encéfalo. Se muestran dos fragmentos de encéfalo listos para el proceso de fijacion.
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Proceso histologico
Fijacion de tejidos

Para la fijacion de los tejidos se utilizaron dos tratamientos:

Tratamiento 1 (T1): Formol 10%

Tratamiento 2 (T2): 1.4 L de polietilen glicol 6000, 1 L de etanol 96% y 150 ml de formol10%.

La mitad de los 12 fragmentos de musculo pertenecientes al cadaver 1 fueron puestos en
fijacion en el T1, mientras que la otra mitad fue fijada en el T2, cada fragmento fue fijado a
distintos tiempos 6, 24, 48 horas, 5, 10 y 15 dias*.

De las muestras de tejido pertenecientes a los cadaveres 2-5, uno de los dos fragmentos de
cada organo, se fijo en el T1 y el otro fragmento fue fijado en el T2 durante 24 horas en
ambos casos*.

*Para evitar contaminaciones, cada tejido fue colocado en un frasco de 50 ml estéril y para
asegurar que la fijacion fuera la adecuada, se agregaron 30 ml del tratamiento fijador
correspondiente, cubriendo la totalidad de la superficie del tejido (Fig. 12).

iy

i T o
Figura 12. Tejidos en fijacidn. Se observa una muestra de tejido muscular en los dos tratamientos de fijacion
Tratamiento 2 (izq.) y Tratamiento 1 (der.) Tiempo de fijacién 00 horas.

Deshidratacion e inclusion de los tejidos en bloques de parafina

Una vez fijado el tejido, con ayuda de bisturi se corté un fragmento de aproximadamente 2
cm? con un grosor no mayor a 0.5 c¢m, el cual se colocd en un casete de plastico.
Posteriormente los tejidos fueron sometidos a un proceso de deshidratacion como se
describe a continuacion: 2 horas en etanol al 60%, 4 horas en etanol al 70%, 4 horas en
etanol 96%, 4 horas en etanol absoluto, 2 horas en etanol absoluto y xilol 50:50, 2 horas en
xilol y 4 horas en parafina, en el equipo Spin Tissue Processor Microm STP 120 (Thermo
Scientific™). Cuando los tejidos ya se encontraban deshidratados, se procedio a su inclusién
en parafina (marca Tissue-tek) con punto de fusion de 56-58°C en el Centro de Inclusién de
tejidos modular EC 350 para bloques de parafina (Myr™).
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Tinciones histologicas

Se realizaron cortes de 3 mu de espesor de cada uno de los tejidos incluidos en bloque de
parafina, los cortes fueron colocados en un portaobjetos donde se llevd a cabo un proceso
de desparafinado que consistié en colocar los portaobjetos en estufa a 65°C durante 30
minutos. Una vez eliminada la parafina se procedio a hidratar el tejido mediante 2 cambios
de xilol, 2 cambios en etanol absoluto, 2 cambios en etanol 96% y un cambio en agua. Cada
cambio consistio en el sumergimiento de las preparaciones por al menos 30 segundos en
cada alcohol. Posteriormente se realizaron las tinciones a continuacion descritas:

Hematoxilina-Eosina (H-E). Se sumergi¢ la preparacion en Hematoxilina durante 10
minutos, se realizé un lavado con agua para eliminar el exceso de la hematoxilina,
posteriormente se realizaron de 8-9 bafios rapidos (2 seg. c/u) en Eosina y finalmente se
volvio a lavar la preparacion con agua.

Tincion de Schiff (PAS). Se sumergio la preparacion en Acido peryodico 0.5% durante 10
minutos, se lavo la preparacidon con agua para posteriormente sumergirla en reactivo de
Schiff por 15 minutos, nuevamente se realizd un lavado ésta vez con agua tibia (35°C).

Tincién Ziehl-Neelsen (Z-N). Se sumergié la preparacién en Fucsina durante 5 minutos, se
realizo6 un lavado con agua, posteriormente se sumergio en Azul de metileno durante minuto
y medio, se realiz6 otro lavado para después pasar la preparacién por un bafio de Alcohol
acido, para finalizar se volvio a lavar con agua.

Tricromica de Masson. Se sumergid la preparacién en solucion de Bouin durante 24 horas
a temperatura ambiente, posteriormente se lavd con agua y después se sumergio en
Hematoxilina férrica de Weigert durante 15 minutos, se realizo otro lavado para enseguida
sumergir en Acido fosfomolibdico durante 15 minutos, nuevamente se lavé la preparacion
para eliminar el exceso de acido, para después sumergir la preparacién en azul anilina
durante 5 minutos finalizando con otro lavado con agua.

Tincion Gram. Se sumergid la preparacion en Violeta de Genciana o cristal violeta durante
1 minuto, enseguida se sumergié en Yodo Gram durante 1 minuto y durante 1 minuto mas
en Safranina. Posteriormente se lavo la preparacién con agua, después se sumergio la
preparacion en una solucién etanol-acetona [50:50] durante 1 minuto. Para finalizar se
realizé otro lavado con agua.

Una vez realizadas las tinciones se rehidrataron los tejidos con un cambio en agua, 2 cambios
en etanol 96%, 2 en etanol absoluto y 2 cambios en xilol, posteriormente el tejido fue
cubierto con resina sintética y cubreobjetos. Se dejo secar la resina a temperatura ambiente
durante un dia y posteriormente las preparaciones fueron observadas en microscopio
optico.
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Analisis del ADN

Extraccion y purificacion de ADN

Muestra de referencia (Tejido fresco)

Se tomaron 50 mg de tejido fresco (Fig. 13), y con ayuda de un bisturi se corté el tejido en
fragmentos lo mas pequefios posibles, esto con el fin de facilitar la lisis.

Figura 13. 50 mg de tejido muscular. Se muestra el fragmento de tejido fresco que se tomé para realizar la
extraccion de ADN.

La muestra fue colocada en un tubo de microcentrifuga de 1.7 ml, se adicionaron 250 pl de
buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 0.1 M pH 8, SDS 2%), 10 ul de proteinasa K [10
mg/ml] y 3 ul de DTT [0.1 M] por 30 minutos a 65°C con 1100 rpm.

Una vez finalizada la lisis, se centrifugd la muestra por 2 minutos a 13,500 rpm,
posteriormente se recuperaron 200 pl de lisado a los cuales se le agregé 600 pl de Buffer PB
(QIAGEN®) y 15 pl de silica gel. Se homogenizé la muestra mediante el uso de vortex por 15
segundos y se centrifugd por un minuto a 12,000 rpm.

Se retir6 el sobrenadante cuidando de no tocar el botén de silica y se lavo la muestra con
400 pl de Buffer PE (QIAGEN®), nuevamente se agit6 la muestra en vortex hasta que el boton
de silica se homogenizara completamente y se centrifugo a 12,000 rpm durante un minuto.

Se retir6 el sobrenadante cuidando de no tocar el boton de silica y se dejo evaporar la
muestra en bafio seco a 60°C hasta que el boton se encontrase completamente seco. Se
agregaron 50 pl de agua estéril libre de nucleasas, la muestra se homogenizé nuevamente
hasta que el botén de silica se disolviera en el agua, para posteriormente dejarse incubar
por 3 minutos a 60°C en bafio seco. Se centrifugd por tres minutos a 13,500 rpm.

Se retir6 el sobrenadante (ADN purificado) y fue colocado en un tubo de micro centrifuga
de 1.7 ml nuevo y estéril.
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Tejido fijado en formol y PEG

Se tomaron 50 mg de tejido previamente fijado, y con ayuda de un bisturi se corto el tejido
en fragmentos lo mas pequefios posibles, esto con la finalidad de facilitar los lavados y la
lisis. Debido a que los tejidos presentaban un exceso de fijador (Formol o PEG) se realizaron
tres lavados previos a la lisis para eliminarlo.

El primer lavado se realizd con 1 ml de etanol absoluto, se agitd la muestra en vortex durante
30 segundos y posteriormente se colocd a 50°C, 1100 rpm durante 5 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, la muestra se centrifugd a 13,500 rpm durante 2 minutos. Se retird
el sobrenadante cuidando de no tocar el tejido. Posteriormente se realizaron de la misma
manera dos lavados mas, uno con etanol al 70% y el otro con agua estéril.

Una vez que el tejido estuvo libre del exceso del fijador, se procedié a hacer la lisis,
purificacion, lavado y elucion del ADN, lo cual se realizd de la misma manera que para las
muestras de referencia.

Bloques de parafina

Se obtuvieron 3 cortes de los tejidos incluidos en los bloques de parafina, cada una de ellas
con espesor de 10 mu. Con el fin de facilitar el proceso de desparafinado, en el tubo de
microcentrifuga de 1.7 ml Unicamente se coloco la parte de tejido de la laminilla, es decir, se
retird la parafina de los alrededores con ayuda de un bisturi.

Para eliminar la parafina del tejido, se realizd una desparafinacion agregando 1 ml de xilol,
se agito en vortex durante 30 segundos, se centrifugd por un minuto a 13,500 rpm. Se retird
el sobrenadante (xilol con parafina) cuidando de no tocar el tejido. Con la finalidad de
eliminar los remantes de xilol, se adicion6 1 ml de etanol absoluto, se agito y centrifugd con
las mismas condiciones que para el xilol y se retird el etanol del tubo. Para eliminar los
remanentes de etanol se dejé evaporar en bafo seco a 50°C hasta que todo el etanol haya
sido eliminado (7 min aprox.).

La extraccion y purificacion se realizd mediante el kit extraccion PrepFiler™ BTA: la lisis se
llevé a cabo con 220 pl de Buffer de lisis PrepFiler® BTA, 7 pl de proteinasa K [20mg/ml] y 3
pl de DTT [0.1M], a 70°C con 1100 rpm durante 45 min. Una vez realizada la lisis, se centrifugd
la muestra por un minuto a 13,500 rpm. Se recuperaron 200 pl de lisado, los cuales fueron
colocados en un tubo de microcentrifuga de 1.7 ml nuevo y estéril. EIl ADN se purifico en el
equipo AutoMate Express™ (Applied Biosystems™) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Cuantificacion de ADN (PCR Tiempo Real)

La cuantificacion del material genético se realizd6 mediante la técnica de PCR tiempo real
utilizando el kit The Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit (Applied Biosystems™). Para
cada muestra se utilizaron 6.25 pl de Quantifiler® Duo PCR Reaction Mix, 5.25 ul de
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Quantifiler® Duo Primer Mix y se cargd 1 ul de ADN. La curva de cuantificacidn consistié en
8 estandares de concentracion conocida (50, 16.7, 5.56, 1.85, 0.62, 0.21, 0.068 y 0.023 ng/ ul),
la cual se realiz6 de la siguiente manera: Se enumeraron 8 tubos eppendorf de 500 pl del 1
al 8. Al primero de ellos se cargé con 30 ul de Quantifiler® Duo Dilution Buffer, mientras que
a los 7 restantes se cargaron Unicamente con 20 pl. Al tubo 1 se le agregaron 10 ul de
Quantifiler® Duo DNA Standard se homogenizd perfectamente en vortex; ya homogenizado,
se tomaron 10 ul del tubo 1y se colocaron en el tubo 2, se homogenizé y se tomaron 10 pl
del tubo 2 y se colocaron en el tubo 3 y asi sucesivamente hasta completar los 8 tubos. De
igual manera que las muestras se cargaron 6.25 ul de Quantifiler® Duo PCR Reaction Mix,
5.25 pl de Quantifiler® Duo Primer Mix y 1 ul de cada estandar. Las muestras fueron cargadas
en una placa de 96 pozos en el equipo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™).

Amplificacion de ADN (PCR Multiplex)

La amplificacion del material genético se llevd a cabo mediante el kit de identificacion
humana PowerPlex® Fusion System (PROMEGA™). Para cada muestra se utilizé 1 pl de
PowerPlex® Fusion 5X Master Mix, 1.2 pl de PowerPlex® Fusion 5X Primer Pair Mix, 2.5 pl de
Aguay 1.0 yl de ADN [1ng/ul]. Se utiliz6 el termociclador Maxygen™ (Axygen™ Scientific) y
las condiciones de termociclado fueron las siguientes:

1 ciclo 26 ciclos 1 ciclo

1
1
i
96°C !
1 minuto

94°C
10 segundos

30 segundos

1 minuto 20 minutos

Electroforesis capilar

Los productos amplificados fueron corridos mediante electroforesis capilar en el equipo
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™). Cada muestra se cargd con 12 ul de
formamida, 0.3 pl de CC5 Internal Lane Standard 500 (PROMEGA™) y 0.6 upl de ADN
amplificado. El ladder utilizado fue PowerPlex® Fusion Allelic Ladder Mix y se cargd 1 pl
acompafiado de 12 pl de formamida. La obtencién de los electroferogramas se realizd con
el software GeneMapper ID-X (Applied Biosystems™).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante el software R (version 3.3.0), para conocer la
distribucion de los datos se realizd el test de Shapiro-Wilk y para conocer la
homocedasticidad de los datos se realizé la prueba de Levene. Una vez conocidos ambos
supuestos se procedid a utiliza la prueba de Kruskal-Wallis para comprobar si habia
diferencias significativas en los tratamientos de fijacién utilizados y la prueba post hoc
Siegel-Tukey para conocer especificamente en cuales de ellos se presentan esas diferencias.
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RESULTADOS

Estandarizacion

Tiempo optimo de fijacion del tejido.

Con la finalidad de determinar el tiempo éptimo de fijacion se realizé un experimento de
estandarizacion con 6 horas, 24 horas, 48 horas, 5 dias, 10 dias y 15 dias en ambos
tratamientos de fijacién con el musculo tomado del cadaver 1. Para determinar el grado de
fijacion se tomaron en cuenta tres caracteristicas: coloracion y dureza del tejido, asi como la
conservacion histologica del tejido. En la Figura 14 Se muestra el cambio de coloracién del
tejido a las 6 y a las 24 horas. En la Figura 15 se muestran las preparaciones pertenecientes
al tejido muscular fijado durante 6 y 24 horas en ambos tratamientos.

70 cm

Figura 14. Fijacion de los tejidos de acuerdo a su coloracion. Se muestra la comparacion en la fijacién de tejido
muscular a distintas horas: A Fijacion a las 6 horas: T2 PEG (izq) y T1 Formol (der). B Fijacion a las 24 horas: T2 PEG

(izq) y T1 Formol (der).

Figura 15. Fijacion del tejido de acuerdo a su conservacion histolégica. Se muestran los cortes histolégicos de
tejido muscular fijados a distintos tiempos y tratamientos. A Fijacion a las 6 horas T1, B Fijacion a las 6 horas T2, C
Fijacion a las 24 horas T1 y D Fijacion a las 24 horas T2. En todas las preparaciones se observan fibras musculares
en corte transversal (Fm) y nucleos celulares (N) (40x).
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Unicamente se muestran los resultados de los dos primeros tiempos (6 y 24 horas) debido
a que a partir de las 24 horas no se observaron cambios en los tejidos tanto en coloracion
como en la histologia de los mismos.

Degradacion del ADN durante Ila fijacion

Ademas de encontrar el tiempo 6ptimo de fijacion se buscod determinar en cuanto tiempo
se degradaba el ADN imposibilitando la obtencién de un perfil genético completo. Para ello
se realizd la extraccion de ADN a partir del tejido muscular fijado a los tiempos
anteriormente mencionados. En la Tabla 1 se muestran los resultados de cuantificacion y en
la Grafica 1 se muestra la comparacion entre la cantidad de ADN obtenido en cada tiempo,
asi como en el tejido de referencia (tejido sin fijar) En las Fig. 16-18 se muestran los
electroferogramas pertenecientes a la calidad del ADN a los tiempos de fijacion de 24 horas,
5y 15 dias de fijacién respectivamente.

Tabla 1. Cantidad de ADN dependiente al tiempo y tratamiento de fijacion. Se muestra la cantidad de ADN
(ng/) obtenido a partir de 50 mg de tejido muscular fresco (muestra de referencia) y 50 mg de tejido fijado en los
T1 (formol) y T2 (PEG) a distintos tiempos, asi como también se muestra el porcentaje de ADN recuperado en cada
tiempo y tratamiento respecto al ADN recuperado en el tejido fresco que se consideré como el 100%.

Tiempo Tratamiento Cantidad ADN | ADN recuperado (%)
Muestra de referencia (Tejido fresco) 17.88 100.0
6 horas T1 (Formol) 2.78 15.548
T2 (PEG) 8.881 49.67
24 horas T1 (Formol) 0.359 2.007
T2 (PEG) 1.293 7.231
48 horas T1 (Formol) 0.316 1.767
T2 (PEG) 1.147 6.414
5 dias T1 (Formol) 0.293 1.638
T2 (PEG) 0.989 5.531
10 dias T1 (Formol) 0.207 1.157
T2 (PEG) 0.671 3.752
15 dias T1 (Formol) 0.052 0.29
T2 (PEG) 0.075 0.419
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Cantidad de ADN dependiente al tiempo y
tratamiento de fijacion
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Tiempo y tratamientos de fijacion

Grdfica 1. Cantidad de ADN dependiente al tiempo y tratamiento de fijacidon. Se muestra una comparacion
entre la pérdida del ADN respecto al tiempo y tipo de fijador contra el ADN obtenido de tejido fresco. En el eje x se
muestra el tiempo y tratamiento de fijacién, mientras que en el eje y se muestra la cantidad (ng/}\l) de ADN obtenido.
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Applied Applied

Biosystems Project: CORR-3475 Biosystems Project: CORR-3475
GeneMapper® ID-X 1.0 GeneMapper® ID-X 1.0
Sample Name 508 S0 SSPK MIX [OMR CGQ Sample Name S0S ER) SSPK WX OMR cGQ
Cadaver 1 F 24hrs | | | | | | | | T | | [ ] Gadaver 1 PEG 23hrs A [ | | ] A [ 1 [ ]
L. Disisss ][ Distess [TDasddi | bivsizes | bisssir | [T e e T [osst3s8 [ DisT656 | Dzs44i | Diosizes | Dissaty [ Pemae ]
7a 140 210 280 350 420 480 70 140 210 280 350 az0 450

1800 5100

1200 3400

500 1700 l
o J Ly o A

I¥] 16 15
Fo TR - [ ] [ | [ ] [ ] T ] [ Cadaver | PEG 24hrs A [ ] [ 1] A [ ] []
70 140 210 280 350 420 490 il 140 210 280 =5 420 490
1200 4500
BOO- 3000
- - J M J
o A L l o = T T : ‘ "‘T
o
g 12 12 18 18 12 12
912 12 18 : :
19 13
Cadéver 1 F 2ah [ ] [ ] [ | [ T [ | ®
L mwor J ww  J[oeisti || orsea0 | psseie | [ Weox ][ ovsesi | — L L = L _ —
70 140 210 260 350 20 420 Tommer [T WA | [T D2isii || oDrssa0 | Dsseis | [ TPOX ][ Dvessi ]
7 150 210 200 asa 420 a0

6600

480-
4400
“e l 2200+
. N | il ) U Il
ﬂ% \EL 7l | 15 322 10.3] lﬁ]
9 18 T |
18] [ 12

=

[0 =
=
2

Cadivor 1 F 24his [ ] [ | | | | | I | ®

Gadvor 1 PEG Z4hrs A | | | | A | | [ ]
70 140 210 260 350 420 490 0 140 210 280 250 420 490

200 5100

1800 2400,

g1 ) 1 g 111 L 1 I

- e
12[15] 20 24 12/15 20| 24| [14] 20 26

Figura 16. Calidad del ADN a las 24 horas de fijacidn. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido del caddver 1 fijados en formol (izquierda) y en PEG
(derecha) durante 24 horas. Se observa una gran degradacion del ADN en la muestra fijada con formol teniendo una recuperacion de sélo 8 marcadores de los 24 del kit
PP-F (no se considera el marcador D151656 porque falta la deteccion de un alelo, ver perfil de referencia ANEXO 1), mientras que en la muestra fijada con PEG a pesar de
haber degradacion del ADN hubo una recuperacion de 23 marcadores.
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Figura 17. Calidad del ADN a los 5 dias de fijacion. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido del caddver 1 fijados en formol (izquierda) y en PEG
(derecha) durante 5 dias. Se observa una gran degradacion del ADN en la muestra fijada con formol teniendo una recuperacion de sélo 7 marcadores de los 24 del kit PP-

F, mientras que en la muestra fijada con PEG a presenta menor degradacion permitiendo la recuperacion de 20 de los 24 marcadores del kit PP-F.
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Figura 18. Calidad del ADN a los 15 dias de fijacion. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido del caddver 1 fijados en formol (izquierda) y en PEG
(derecha) durante 15 dias. Se observa la degradacion total del ADN en la muestra fijada con formol teniendo una nula deteccion de los marcadores del kit PP-F, mientras
que en la muestra fijada con PEG la degradacion es menor permitiendo una recuperacion de 7 de los 24 marcadores del kit PP-F (no se considera el marcador D125391
porque falta la deteccién de un alelo, ver perfil de referencia ANEXO ll).
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HISTOPATOLOGIA

Conservacion histologica

Se realizo la fijacion de las muestras con PEG y los resultados se compararon contra el
método tradicional de fijacion que es el formol. Uno de los aspectos mas importantes en la
fijacion del tejido es que se conserven todas las caracteristicas histologicas propias del tejido
envida como lo son la forma y el arreglo celular, asi como los detalles celulares e histoldgicos
como la visualizacién del nucleo, nucléolos, estrias en tejido muscular esquelético,
membranas basales, arterias, etc. En la Tabla 2 se muestra una valoracion de la conservaciéon
histolégica de los tejidos, la cual estuvo basada en que tan bien se conservaron las
estructuras anteriormente mencionadas y en si se conservo o no el arreglo histologico de
cada tejido. Se considerd un buen resultado la fijacion que se obtiene con el formol
utilizando ésta como referencia para calificar la fijacion obtenida con el PEG.

Tabla 2. Conservacion histologica de los tejidos. Se muestra una valoracién de la conservacion histoldgica de
cada tejido de acuerdo al tipo de fijador que fue utilizado T1 (Formol) o T2 (PEG). *Mala. La fijacion fue inferior a la
esperada. **Regular. La fijacion es casi la esperada. ***Buena. La fijacion es la esperada. ****Excelente. La fijacion
es mejor a la esperada.

Tejido Fijacion T1 (Formol) Fijacion T2 (PEG)
Cardiaco *kk wkk
Ner\”oso *%k% *%k%k%
Hepatico kk *kk
Muscular *kk *kk
Pancreatico wkk *

Pulmonar *kk *kk

Renal *%k% *%k%

Calidad de las tinciones histologicas

Debido a que el proceso de fijacion no sélo interviene en la conservacion histoldgica de las
muestras, sino que también interviene en la afinidad de los colorantes de las tinciones
histoldgicas; se realizaron 5 de las tinciones utilizadas regularmente en el area de patologia
forense: HE, PAS, ZN, Masson y Gram, con el fin de comprobar si el tratamiento de fijacion
intervenia o no en la calidad de tincion de cada una de ellas. En las Figuras 19-23 y se muestra
la comparacion de cada una de las tinciones realizadas en cada tratamiento de fijacion. En
el ANEXO | se muestran mas microfotografias de cada una de las tinciones utilizadas.
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Figura 19. Tincion Hematoxilina-Eosina (HE). Comparacién de la tincion HE en pulmdn en ambos tratamientos
fijadores: A T1 (Formol) y B T2 (PEG). Cortes de pulmdn en donde se aprecia: alveolo pulmonar (a), bronquiolo (B),
epitelio alveolar (E). Debido a que el pulmon presentaba edema se aprecian macréfagos (M) y eritrocitos (e) en los
alveolos (40x).

Figura 20. Tincidn de Schiff (PAS). Comparacién de la tincién PAS en encéfalo en ambos tratamientos fijadores: A
T1 (Formol) y B T2 (PEG). Cortes de sustancia blanca en donde se aprecian los nucleos de los oligodendrocitos
(flechas) tefiidos en morado y arteriolas con la membrana basal tefiida de purpura (MB) (40x).

Figura 21. Tincién Ziehl-Nelsen (ZN). Comparacion de la tincion ZN en rifién en ambos tratamientos fijadores: A
T1 (Formol) y B T2 (PEG). Cortes de rifion en donde se aprecian los nucleos celulares, asi como de las células que
conforman los tubulos contorneados proximales y distales tefiidos en azul y los eritrocitos (e) que se encuentran en
los capilares en rojo. Tincién negativa para las BAAR y el bacilo de la tuberculosis (40x).
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Figura 22. Tricromica de Masson. Comparacion de la tincion de Masson en musculo esquelético en ambos
tratamientos fijadores: A Tratamiento 1 (Formol)y B Tratamiento 2 (PEG). Cortes de musculo estriado en donde se
muestran las fibras musculares (FM) en corte transversal tefiidas en rosa y en azul la colagena madura (CM) (40x).

Figura 23. Tincion Gram. Comparacion de la tincion Gram en higado en ambos tratamientos fijadores: A T1
(Formol) y B T2 (PEG). Corte de higado dénde se aprecian los hepatocitos (H) formando cordones, vasos sinusoides
(VS) intercalados entre los cordones hepdticos, asi como también se aprecian las dreas portales. Se tifien de rojo
todas las estructuras celulares (nucleo y citoplasma) con mayor o menor intensidad. La tincion es negativa para
bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).

58



De acuerdo a lo observado, se realizé una valoracion en la coloracién, el contraste, el detalle
de las estructuras celulares y las caracteristicas propias de cada tincion, para ver si las
diferencias que se pudiesen presentar en la fijacion con PEG dificultan o imposibilitan la
identificacién de estructuras o posibles patologias al momento de realizar los analisis
correspondientes. Se considerd un buen resultado la fijacién que se obtiene con el formol
utilizando ésta como referencia para calificar la fijacién obtenida con el PEG. La valoracién
de cada criterio se describe a continuacion:

Coloracién. Se comparo la intensidad con la que cada uno de los colorantes tifi6 el tejido,
si ésta era mayor o menor respecto a la esperada.

Contraste. Se busca que los colores de los diferentes colorantes de una tincién (Ej.
Hematoxilina y Eosina), se diferencien entre siy permitan observar las estructuras tefiidas de
manera clara.

Detalle de las estructuras celulares e histologicas. Dependiendo del tipo del tejido del
que se trate se busca que los detalles de la célula se logren apreciar con claridad; ejemplo
de ello son los nucleos, nucléolos, citoplasma bien delimitado, epitelios, membranas basales,
tejido conjuntivo, etc.

Tinciones particulares. Algunas tinciones ademas de identificar las estructuras celulares,
tienen como objetivo la diferenciacién de estructuras celulares especificas e incluso algunas
bacterias, ejemplo de ello son las membranas basales, coldageno maduro, bacilo de la
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis), bacterias acido-alcohol resistentes, bacterias
gram positivas o gram negativas. En este tipo de tinciones se valoré que la estructura o la
bacteria se tifieran y fuera posible su identificacion gracias a la misma.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la valoracion de la calidad de cada tincién y en
cada tejido respecto a los tratamientos de fijacion.
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Tabla 3. Tinciones histologicas. Se muestra una valoracién de las caracteristicas esperadas en cada una de las tinciones utilizadas (HE, PAS, ZN, Masson y Gram) y se hace la
comparacion entre los tratamientos fijadores 1y 2. *Malo. Los resultados son inferiores a los esperados. **Regular. Los resultados son casi los esperados. ***Bueno. Los resultados
son los adecuados y/o esperados con formol. ****Excelente. Los resultados son mejores a los esperados a las metodologias tradicionales. NV No valorable. Caracteristicas que no
se pudieron determinar debido a que las muestras eran negativas para la caracteristica solicitada.

Corazoén Encéfalo Higado Musculo Pancreas Pulmoén Riion
Tincién Caracteristica T1 T2 T1 T2 | T1 | T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 | T1 | T2
Coloracion *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk kkk | kkk
H-E Contraste kK *kk %%k *% *kk *% *kk *kk *kk * *kk *% k% *kk
Detalle estructuras celulares *kk *k%k *k%k *% *k%k *% *k%k *kk k&% * *kk *% *kk *k%k
Coloracion *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk kkk | hkk
Contraste kK *kk k% *kkk | k% *kk *kk *kk *kk * *kk *kk *kk | kkkk
PAS Detalle estructuras celulares ok Kk Kk wkk | wkx | wxk | wax kk Rkk * wkk | kkk | wkk | wux
Tincién de membranas basales *kk *kk *kk *kkk | *kx *kk *kk *kkk *kk * *kk *kk *kk *kk
Coloracion *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *% *kk *kk *kk *
Contraste *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *% *%k% *%k% *%k% *%
ZN Detalle estructuras celulares *% *% *% *% *% *% *% *%k *% *% *% *% *% *%
Tincion bacilo tuberculosis NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Tincion BAAR NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Coloracién *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *kk% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%k%
Contraste *kk *kk *kk *kk kkk | kkkk | kEk% *kkk *kk *kk *kk kkk | kkk | kkkk
Masson Detalle estructuras celulares *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kkk *kk * *kk *kk *kk *kk
Tincién colageno maduro *kk *hkk *kk kkkdk | khk | kkkk | wxx *kkk *kk *kkk kkk | kkkk | kkk | kkkk
Tincion membranas basales *kk k% *kk *kk *kk *kk *kk *kkk *kk *kk *kk *kk *kk | kkk
Coloracion kK kK K%k *% *kk *% *kk *% *kk *% *kk *% k% *%
Gram Contraste *%k% *%k% *%k% *%k% *%k% *% *%k% *%k% *%k% *% *%k% *% *%k% *%k%
Detalle estructuras celulares *% *% *%* *% *% *% *% *% ** * *% *% *% *%
Tincion de bacterias G+ y G- NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Corazon Encéfalo Higado Musculo Pancreas Pulmoén Rinon
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GENETICA

Cuantificacion de ADN (Cantidad de ADN)

Se realizd la extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN de tres tipos de muestras:
tejido en fresco, (muestra de referencia), tejido incluido en bloque de parafina fijado con el
T1 (Formol) y tejido incluido en bloque de parafina fijado con el T2 (PEG). Los resultados de
la cuantificacion del ADN se muestran en la Tabla 4. Mientras que en la Grafica 1 se muestra
la comparacion de la cantidad de ADN obtenido a partir de los tres tipos de muestras
trabajadas y en la Grafica 2 se observa la comparacién del ADN obtenido a partir de los
tejidos fijados en los T1y T2 incluidos en bloques de parafina.

Tabla 4. Cuantificacion de ADN. Se muestran las cantidades de ADN obtenido (ng/ul) de los siete tejidos trabajados
de cada uno de los caddveres. BP-T1: Bloque de parafina Tratamiento 1, BP-T2: Bloque de parafina Tratamiento 2.

Cadaver Tejido Tejido fresco BP-T1 (Formol) BP-T2(PEG)
Cardiaco 16.096 3.583 11.625
Nervioso 11.416 3.384 20.719
Hepatico 25.901 19.759 27.904
2 Muscular 35.976 0.410 8.576
Pancreatico 51.235 4.240 29.556
Pulmonar 38.836 1.436 17.418
Renal 22.168 2.081 18.244
Cardiaco 17.278 3.096 12.130
Nervioso 11.922 4.239 18.251
Hepatico 9.519 4318 34.514
3 Muscular 26.451 3.643 9.538
Pancreatico 9.797 1.019 0.966
Pulmonar 13.966 10.708 15.382
Renal 53.163 13.473 49,983
Cardiaco 15.362 4222 20.029
Nervioso 7.769 5.230 10.937
Hepéatico 24.698 8.094 15.544
4 Muscular 18.825 1.276 15.758
Pancreatico 0.508 1.960 0.331
Pulmonar 18.998 2.300 23.452
Renal 24.719 13.177 28.315
Cardiaco 20.730 2.040 13.639
Nervioso 4782 4.454 24.842
Hepatico 27471 10.966 39.857
5 Muscular 29.128 2.092 2.143
Pancreatico 8.341 2434 0.227
Pulmonar 10.014 2.153 3.779
Renal 16.295 13.391 27.024
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Grdfica 2. Cuantificacion de ADN. Se muestran una comparacién de las cantidades de ADN obtenidos a partir de los
tres tipos de muestra: Tejido fresco, tejido incluido en bloque de parafina fijado en el tratamiento 1 (BP-T1) y tejido incluido
en bloque de parafina fijado en el tratamiento 2 (BP-T2). En el eje (x) se muestran los resultados por drgano y los numeros
indican el caddver al que pertenece la muestra, en el eje (y) se muestra la cantidad de ADN obtenido en ng/ul.
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Grdfica 3. Cantidad de ADN obtenido a partir de tejido fijado en los Tratamientos 1 y 2. Se muestra la
comparacion de la cantidad de ADN obtenido de las extracciones a partir de bloques de parafina de los Tratamientos
1 (formol) BP-T1 y Tratamiento 2 (PEG) BP-T2. En el eje (x) se muestran los resultados por érgano y los nimeros
indican el caddver al que pertenece la muestra, en el eje (y) se muestra la cantidad de ADN obtenido en ng/ul.



Posteriormente se calculé el promedio de los valores de cuantificacién obtenidos por
organo, con el fin de determinar en cual de ellos se obtenia una mayor cantidad de ADN,
tanto en la muestra de referencia como en los tratamientos fijadores, los resultados se
muestran en la Tabla 5 y en la Grafica 3.

Tabla 5. Promedio de cuantificacion de ADN por érgano. Se muestran los promedios de las cantidades (ng/ul)
de ADN para cada drgano en la muestra de referencia (tejido fresco) y los tratamientos de fijacion BP-T1: Bloque de
parafina Tratamiento 1, BP-T2: Bloque de parafina Tratamiento 2.

Organo Tejido Fresco BP-T1 (Formol) BP-T2 (PEG)
Cardiaco 17.366 3.235 14.355
Nervioso 8.972 4.326 18.687
Hepatico 21.897 10.784 29.454
Muscular 27.595 1.855 9.003
Pancreatico 17470 2413 7.770
Pulmonar 20.453 4.149 15.007
Renal 29.086 10.530 30.891
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Grdfica 4. Promedio de la cantidad de ADN obtenido. Se muestra la comparacion de los promedios de
cuantificacion de cada drgano en los tres tipos de muestra: Tejido fresco, tejido incluido en bloque de parafina fijado
en el tratamiento 1 (BP-T1) y tejido incluido en bloque de parafina fijado en el tratamiento 2 (BP-T2). En el eje (x) se
muestran los rganos mientras que en el eje (y) se muestra la cantidad de ADN obtenido en ng/ul.



Analisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico a los datos anteriormente presentados, se consideraron tres
grupos uno de referencia (tejido fresco) y dos grupos problema (fijacion con T1 y T2). Se
realiz6 la prueba de normalidad de Kolmogoérov-Smirnov con la correccion del test de
Shapiro-Wilk, obteniendo una p=0.03905 para el tejido fresco, p=8.864 e para el T1y
p=0.3494 para el T2. Considerando un a=0.05, se rechazé el supuesto de que los datos de
los grupos de tejido fresco y T1 tienen una distribucion normal, siendo el T2 el Unico grupo
que cumple con una distribucion normal. En la Figura 24 se muestran las graficas cuantil-
cuantil (Q-Q) de cada uno de los grupos anteriormente mencionados.

Grafico de normalidad (Q-Q) Grafica de normalidad (Q-Q) Grafica de normalidad (Q-Q)
Tejido fresco T1 (formol) T2 PEG)

40
L
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Figura 24. Graficas cuantil-cuantil (Q-Q) de normalidad. Se muestran las grdficas de normalidad para los grupos:
Tejido fresco (izquierda), T1 (formol) (centro) y T2 (PEG) (derecha).

Por su parte, para verificar la homocedasticidad en los tres grupos se realiz6 la prueba de
Levene, obteniendo un valor de p=0.00159, que al ser menor al nivel de significancia a=0.05,
se rechazo el supuesto de homogeneidad en las varianzas.

Debido a que los supuestos de normalidad y homocedasticidad no se cumplen en los tres
grupos analizados, los datos fueron analizados con la prueba de Kruskal-Wallis como una
alternativa no paramétrica al modelo ANOVA de una via para comparar mas de dos grupos
independientes.

Siendo: Ho: Las medianas de los tres tipos de muestra son iguales
Ha: De las 3 medianas, al menos una es distinta

Y considerando un a=0.05, 2 grados de libertad y una x*=28.2803. Se tiene que el valor
obtenido es p=7.228e™, que al ser menor al nivel de significancia o, se rechaza la Ho, lo que
supone que en al menos en dos grupos existen diferencias en la mediana. Para conocer



cuales es el grupo o los grupos que presentan diferencias se realizd un analisis post-hoc
Siegel-Tukey.

Siendo: Ho: Existen diferencias entre los grupos comparados
H.: No existen diferencias en los grupos comparados

Y considerando un a=0.05, los valores obtenidos de la prueba son los siguientes:

Grupos comparados Dif. observada Dif. critica Diferencia
Tejido fresco - T1 (formol)  32.142857 15.60684 Verdadera
Tejido fresco - T2 (PEG) 4.821429 15.60684 Falsa

T1 (formol) — T2 (PEG) 27.321429 15.60684 Verdadera

Para la comparaciéon entre los grupos Tejido fresco - T1 (formol) y T1 (formol) - T2 (PEG) se
acepta la Ho, mientras que para la comparacién entre el Tejido fresco y T2 (PEG) la Ho se
rechaza. Los datos anteriormente mostrados indican que no existen diferencias significativas
entre las cantidades de ADN recuperadas de las muestras de referencia (tejido fresco) y las
muestras fijadas con PEG (T2), contrario a lo que sucede con el T1 donde si existen
diferencias significativas en la cantidad de ADN obtenido comparadas con las muestras de
referencia.

Electroforesis capilar (Calidad del ADN)

Una vez obtenida la cantidad de ADN de cada muestra se procedio a realizar el corrimiento
electroforético de las muestras con la finalidad de valorar la calidad del mismo, asi como
para obtener el perfil genético que permitiera llevar a cabo la identificacion de la muestra
mediante marcadores genéticos. De los 28 tejidos trabajados para cada tipo de muestra, se
realizd un conteo de los perfiles genéticos completos (perfiles con deteccion de todos los
marcadores) y parciales (perfiles con al menos un marcador no detectado) que se obtuvieron
para cada tipo de muestra, en la Tabla 6 se muestra el nUmero de perfiles parciales obtenidos
en cada caso, asi como también los marcadores que no fueron detectados. Posteriormente
se realizé la suma de todos los marcadores no detectados del conjunto de los perfiles
genéticos trabajados y esa suma fue considerada como la totalidad de los marcadores
genéticos que se pierden, para posteriormente obtener el porcentaje individual de cada
marcador genético no detectado.

En las Figuras 25-30 se presentan los electroferogramas que muestran la calidad de ADN
(grado de degradacion) de las muestras de acuerdo al tratamiento de fijacion al que fueron
sometidas (formol o PEG).



Tabla 6. Calidad del ADN (grado de degradaciéon) de acuerdo los marcadores genéticos no detectados. £n la
seccion 1 de la tabla se muestran los datos correspondientes a los perfiles genéticos parciales obtenidos en cada tipo
de muestra trabajada. El numero en cada marcador corresponde al numero de perfiles genéticos en los que no fue
detectado ese marcador. En la seccion 2 la suma de marcadores representa el nimero de veces que no fue posible
la deteccion de estos en todas las muestras analizadas. El porcentaje por marcador indica el valor expresado en
porcentaje del total de marcadores que no fueron detectados.

Seccion 1 Seccion 2
Muestra Tejido Fresco BP-T1 BP-T2 Suma de Porcentaje por
Perfiles parciales 3/28 16/28 2/28 marcadores marcador (%)
D10S1248 1 -- 1 2 3.12
° D13S317 1 -- - 1 1.56
" Penta E 3 2 2 7 10.93
S D25S1338 2 -- 1 3 4.69
I‘§ 8 [ csrrro 2 -- 1 3 4.69
s Penta D 3 4 1 8 12.5
g @ | Dss8ig -- -- 1 1 1.56
S 5 | TPOX 3 2 1 6 9.37
S DYS391 3 8 2 13 20.31
g D125391 - - 1 1 156
FGA -- -- 1 1 1.56
D2251045 3 14 1 18 28.12
TOTAL 64 100
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Figura 25. Calidad del ADN de tejidos incluidos en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido pulmonar del caddver 2 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacion con formol degradd el ADN de alto peso molecular (>420 pb) imposibilitando
la deteccion de 2 de los 24 marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG no degrado el ADN permitiendo la deteccion de todos los marcadores del kit PP-F.
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Figura 26. Calidad del ADN de tejidos incluidos en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido muscular del caddver 3 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacién con formol degradd el ADN de alto peso molecular (>420 pb) imposibilitando
la deteccion de 1 de los 24 marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG no degrado el ADN permitiendo la deteccion de todos los marcadores del kit PP-F.
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Figura 27. Calidad del ADN de tejidos incluidos en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido pulmonar del caddver 4 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacion con formol degradd el ADN de alto peso molecular (>420 pb) imposibilitando
la deteccion de 2 de los 24 marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG no degrado el ADN permitiendo la deteccion de todos los marcadores del kit PP-F.
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Figura 28. Calidad del ADN de tejidos incluidos en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido hepdtico del caddver 5 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacion con formol degradd el ADN de alto peso molecular (>420 pb) imposibilitando
la deteccidn de 2 de los 24 marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG no degrado el ADN permitiendo la deteccion de todos los marcadores del kit PP-F.
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Figura 29. Calidad del ADN de pancreas incluido en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido pancredtico del caddver 2 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacion con formol degrado el ADN de alto peso molecular (>420 pb) imposibilitando
la deteccion de 1 de los 24 marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG no degrado el ADN permitiendo la deteccion de todos los marcadores del kit PP-F.
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Figura 30. Calidad del ADN del pancreas en parafina. Se muestran los electroferogramas correspondientes al tejido pancredtico del caddver 5 fijado en formol
(izquierda) y en PEG (derecha) e incluidos en bloques de parafina. Se observa que la fijacion con formol degradd el ADN, sin embargo, permitié la deteccion de todos los
marcadores del kit PP-F, mientras que la fijacion con PEG degradé en mayor medida el ADN de 2 marcadores de 24 de alto peso molecular (>354.5 pb) del kit PP-F.



DISCUSION

Estandarizacion
Tiempo optimo de fijacion del tejido

El tiempo éptimo de fijacion del tejido se establecio con base en tres parametros: Coloracion
y dureza del tejido, asi como en la conservacion histolégica del mismo. Como se muestra en
la Figura 14, los tejidos fijados en PEG (T2) muestran una coloracién mas similar a la del
tejido en fresco (rojo), contrario a lo que sucede con los tejidos fijados en formol (T1), donde
la coloracién se torna amarillenta. El cambio en la coloracién se dio mas rapido en la fijacion
con formol (T1), ya que desde las 6 horas la coloracion fue la misma, mientras que en la
fijacion con PEG (T2) a las 6 horas se aprecia una coloracidon semejante a la del tejido en
fresco y a las 24 horas se aprecia una mas palida que fue la se observé en los otros tiempos
de fijacion que fueron puestos a prueba. Respecto a la dureza del tejido (no se muestran
resultados), en ambos tratamientos de fijacion los tejidos alcanzaron una dureza definitiva a
las 24 horas, siendo el tejido fijado con PEG (T2) el que presentd mayor dureza. Finalmente,
la conservacion histolégica del tejido fue valorada con la tincion de rutina y que permite
visualizar y diferenciar las estructuras celulares: HE. Como se muestra en la Figura 15 no se
aprecian diferencias en los cortes de musculo fijados con distintos tratamientos y tiempos,
puesto que desde las 6 horas se pueden diferenciar las estructuras celulares del tejido como
lo es el nucleo y las estrias de las fibras musculares. Con base en estos resultados, se
determind que el tiempo ideal de fijacion eran 24 horas, pues a pesar que desde las 6 horas
se aprecia un tejido completamente fijado en los cortes histoldgicos, la dureza y coloracién
definitiva se alcanzé hasta las 24 horas en ambos tratamientos de fijacién. Cabe mencionar
que a partir de las 24 horas las tres caracteristicas de fijacién ya no cambiaron para los
subsecuentes tiempos de fijacion en ambos tratamientos.

Degradacion del ADN durante /la fijacion

Con base en los resultados de cuantificacion de ADN, se determind que la cantidad de
material genético recuperado es dependiente al tiempo y tratamiento de fijacion. En la Tabla
1y Grafica 1 se observa que la cantidad de ADN va disminuyendo conforme avanza el tiempo
de fijacion, ademas de que la fijacién con PEG (T2) degrada en menor medida al ADN,
permitiendo una mayor recuperacién del mismo. La cuantificacidon del tejido en fresco se
tomod como referencia para obtener los porcentajes de ADN recuperado en los distintos
tiempos y tratamientos de fijacion (Tabla 1), haciendo notar que la mayor pérdida de ADN
se da dentro de las 6 primeras horas de fijacién, ya que en la fijacion con formol (T1) se
pierde aproximadamente el 75%, mientras que en la fijacion con PEG (T2) se pierde poco
mas de la mitad del material genético. Por su parte, a las 24 horas se tienen pérdidas de
ADN de aproximadamente 98 y 93% en los T1y T2 respectivamente; suponiendo asi que la
degradacion del material genético es inmediata al entrar en contacto con el fijador. A partir
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de las 24 horas de fijacion la pérdida del material genético deja de ser drastica y se vuelve
paulatina hasta practicamente perder todo el ADN presente en la muestra (15 dias de
fijacion).

Por otra parte, obtener cantidades de ADN no garantiza la obtencion de perfiles genéticos
completos. A pesar de que a las 24 horas se perdi6 mas del 90% de ADN en ambos
tratamientos de fijacién, su calidad vari6 mucho, en la Figura 16 se muestran los perfiles
genéticos pertenecientes a ambos tratamientos de fijacion T1 y T2, donde claramente se
puede apreciar que el formol degradé mucho mas el ADN en dicho tiempo, ya que sélo se
pudieron obtener marcadores genéticos de hasta 215.5 pb, mientras que en la fijacion con
PEG Unicamente se perdié un marcador mayor a las 420 pb. En la Figura 17 se muestran los
perfiles pertenecientes a una fijacion de 5 dias, y lo que se observa es que con el T1
practicamente no hubo mayor degradacion del ADN conforme a lo observado a las 24 horas,
pues Unicamente se perdieron un par de marcadores mas, pero nuevamente el marcador
mas grande que se obtuvo fue de 215.5 pb, por su parte en el PEG si se observa una mayor
degradacion conforme a las 24 horas, ya que ahora se perdieron 2 marcadores mas, con
tamafnos superiores a 370 pb. Finalmente, en la Figura 18 se muestran los perfiles
pertenecientes a los 15 dias de fijacion y se observa que el T1 ya degradd el ADN en su
totalidad imposibilitando la obtencién de los genotipos para todos los marcadores
genéticos, mientras que en el PEG todavia se recuperan marcadores de hasta 215.5 pb
obteniendo asi perfiles parciales que si bien es cierto no son suficientes para una
identificacion certera, son de gran utilidad el estudio se complementa con otros sistemas de
identificacion genética como mini STR’s, InDel's o marcadores de linaje.

Histopatologia

Conservacion histologica

La valoracién que se realizé para calificar la conservacion histologica de los tejidos, indica
que de los 7 tejidos utilizados en el presente trabajo, en cinco de ellos (cardiaco, hepatico,
muscular, pulmonar y renal) se obtuvo una conservacién igual a la obtenida con formol
utilizando PEG como fijador, esto es, que si comparamos el detalle (forma) de las estructuras
celulares y el arreglo histologico de las mismas se observa que ambos tejidos lucen iguales
a pesar del método de fijacion utilizado en cada uno de ellos (ver Figs. 19-23 y ANEXO )

Por su parte, en el tejido nervioso se tiene una conservacion “excelente” es decir, mejor a la
esperada/observada con formol, esto debido a que si bien es cierto que en las preparaciones
de encéfalo (Figs. 20 y 31, 32, 47, 48, 63 y 64 del ANEXO I) generalmente se observa una
retraccion de las neuronas debido a que los tejidos son provenientes de cadaveres (tejido
en descomposicion), en los tejidos que se fijaron con PEG (T2) se observa una menor
retraccion de las neuronas comparada con los tejidos provenientes del mismo cadaver
fijados con formol, lo que nos habla de una mayor capacidad por parte del PEG de conservar
la forma de las células en el tejido nervioso; esto puede deberse a que el PEG al ser un
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polimero que penetra en el tejido, puede rellenar espacios celulares impidiendo asi la
retraccion celular, lo cual también explica que el tejido adquiera una mayor dureza si es
fijado en PEG (T2) que en formol (T1).

Contrario a lo que sucede en encéfalo, el tejido pancreatico sufre una mala conservacion
histologica si es fijado en PEG, en las Figuras 33, 34, 39, 40, 49, 50, 55, 56, 69y 70 del ANEXO
| se observa que cuando el tejido es fijado en formol (T1), el arreglo de los acinos
pancreaticos y el detalle nuclear de cada célula acinar se conserva y es posible diferenciarlo
(en tincion HE y PAS), mientras que en los tejidos fijados en PEG (T2) el detalle nuclear se
pierde totalmente y no es posible su identificacion (con ninguna tincion), asi como también
el arreglo histologico de los acinos se pierde y se observan las células con cierto grado de
lisis. El pancreas se conforma de células acinares que producen, almacenan y liberan un gran
ndmero de enzimas, entre las que se encuentra la amilasa pancreatica, lipasa pancreatica,
ribonucleasa, desoxirribonucleasa (ADNasa) y las proenzimas tripsindgeno,
guimiotripsindgeno, procarboxipeptidasa y elastasa (Gartner y Hiatt, 2002), las cuales si son
liberadas y no son inactivadas rapidamente pueden comenzar a lisar el propio tejido
(autolisis). Una de las caracteristicas del formol como fijador es que se une a grupos
funcionales de las proteinas formando grupos hemiacetales, lo que provoca que las enzimas
se inactiven evitando asi la degradacion del tejido por enzimas (Montuenga et al, 2009), por
su parte, el PEG al tratarse de un hidrocarburo no interacciona directamente con los grupos
funcionales de las proteinas, por lo cual no inactiva a las enzimas, las cuales al ser liberadas
comienzan a lisar el tejido. No se present6 una lisis total del tejido fijado con PEG puesto
gue la preparacion de éste tratamiento (T2), se le agrega una pequefia cantidad de formol
que, si bien es poca, puede que haya logrado frenar el lisado de todo el tejido pancreatico,
mediante la inactivacion de enzimas. Debido a que en experimentos anteriores se comprobd
que la fijacibn en ambos tratamientos se llevaba a cabo a la misma velocidad, la mala fijacion
del pancreas no se puede atribuir a la velocidad de penetracion y fijacion de cada uno de
los fijadores, sino mas bien a las propiedades de cada uno de ellos de inactivar enzimas que
autolisen el tejido durante el proceso de fijacion.

Calidad de las tinciones

En el caso de la tincion de rutina HE (Figs. 19 y 31-38 del ANEXO 1), la intensidad de tincion
de los colorantes no se ve afectada por el tipo de fijacion al que fueron sometidos los tejidos,
ya que en todos los cortes histoldgicos la intensidad de coloracion se observa similar, sin
embargo, el contraste entre los colorantes (hematoxilina y eosina) no es tan notorio en la
fijacion con PEG (T2), ya que en algunos tejidos lograr una clara distincion del citoplasma,
nucleo y nucléolo se vuelve ligeramente complicada; particularmente en el caso de encéfalo
(Figs. 31y 32 del ANEXO 1), sin embargo, esto no imposibilita su identificacion. Es una tincién
que permite observar el detalle nuclear de las células en todos los tejidos que se encuentran
bien fijados (el detalle nuclear no se observa en tejido pancreatico fijado con PEG (Fig. 34
del ANEXO I) ya que al haber una mala fijacion los nucleos se lisaron el material nuclear
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quedo disperso en el citoplasma tifiéndose junto con los componentes acidéfilos del
citoplasma imposibilitando la distincién entre unos y otros). De manera general la tincion
HE no se ve afectada por la fijacion en PEG.

En la tincidn realizada con PAS (Figs. 20 y 39-46 del ANEXO 1) los resultados obtenidos de
coloracion, contraste y detalles celulares fueron practicamente los mismos para ambos
tratamientos de fijacion, sin embargo, la tincidén purpura de las membranas basales, es mas
evidente (mayor coloracion y contraste) en el tratamiento de fijacion con PEG (Fig. 20). Es
una tincion que al igual que la HE permite la identificacién de las estructuras celulares y que
con fijacién en PEG se ve favorecida para la identificacion de membranas basales.

Con la tincion tricromica de Masson (Figs. 22 y 55-62 del ANEXO 1) igualmente se obtuvieron
resultados similares en ambos tratamientos de fijacién en cuanto a la coloracién y contraste
de los colorantes, lo que permitié la identificacion de las estructuras celulares de manera
adecuada. De manera general ésta tincion no es utilizada para la identificacion de las
estructuras celulares, sino para la identificacién de colagena madura, lo cual se ve favorecido
por la fijacion con PEG (T2) ya que como se aprecia en la Figura 22 la colagena se tifid con
una mayor intensidad comparada con la fijacion en formol; en las Figura 55-58 del ANEXO |
igualmente se aprecia una tincion mas evidente de la colagena madura.

Para las tinciones ZN (Figs. 21 y 47-54 del ANEXO 1) y Gram (Figs. 23 y 63-70 del ANEXO 1)
al ser tinciones dirigidas a la deteccién de bacterias, no se logro la observacion histologica
a detalle de cada uno de los tejidos. En el caso de la tincién ZN el azul de metileno tifi6 a los
nucleos celulares y es lo Unico que se aprecia teflido en las Figuras 21 y 52-54 (ANEXO I),
imposibilitando la identificacion de otras estructuras tisulares y celulares, cabe destacar que
dicha coloracion fue mas intensa en los tejidos fijados en formol (T1), sin embargo, no es
posible determinar si la tincion es favorecida o no con la fijacion con PEG porque el objetivo
de dicha tincién es la identificacion de bacterias BAAR y el bacilo de la tuberculosis, las cuales
son tefiidas de color rojo-rosa. Por su parte, en la tincion Gram todo el tejido se observa
tefiido de coloracion rojo-rosa debido a la safranina utilizada, por lo que no es posible
apreciar con detalle las estructuras celulares. La coloracién es menos intensa en las
preparaciones fijadas con PEG (T2) comparadas con las de formol (T1) y por ello se tiene un
menor contraste y detalle de las estructuras celulares, pero nuevamente no se puede calificar
como buena o mala la tincién ya que su finalidad es la deteccidn de bacterias G+ y G-y los
tejidos utilizados eran negativos para ellas, aunque se espera que en ambas tinciones la
fijacidon con PEG permita la tincion de las bacterias antes mencionadas y permitir asi su
deteccion.

76



Genética
Cantidad de ADN

Se compararon las cantidades de ADN obtenidas en ambos tratamientos de fijacion T1y T2
con las obtenidas en las muestras de referencia (tejido fresco) para de esta manera
determinar cual de los dos tratamientos de fijacion degradaba menos el ADN y permitia la
mayor recuperacion de material genético. De acuerdo al andlisis estadistico no existen
diferencias significativas entre el ADN recuperado de las muestras de referencia (tejido
fresco) y las del T2 (PEG), lo que indica que realizar la fijacion con PEG y llevar a cabo la
extraccion de ADN a partir de bloques de parafina con un método automatizado como lo
es AutoMate Express™ resulta equivalente a trabajar con muestras de tejido fresco que no
han sufrido ningun tipo de tratamiento que pueda dafar al ADN. Por su parte, en los
resultados obtenidos con la fijacion del T1 (formol) si existen diferencias significativas con
los resultados de cuantificacion del tejido fresco, lo que sugiere que el formol si dafia al ADN
y por lo tanto disminuyen las cantidades que puedan ser recuperadas de una muestra.

El tejido que sufre una mayor pérdida de ADN durante los tratamientos de fijacion es el
muscular ya que, si se comparan las cantidades de ADN obtenidas del tejido en fresco con
las obtenidas tanto en la fijacion con formol y con PEG (ver Tablas 4 y 5y Graficas 2, 3y 4),
se observa que es el tejido donde se recuperan menos cantidades de ADN después de la
fijacion, lo que supone que el musculo es un tejido que soporta poco los procesos de fijacion.
En el tejido pancreatico sucede algo similar, posterior al procedimiento de fijacion se
obtienen cantidades pequefias de ADN, sin embargo, las cantidades iniciales (tejido de
referencia) no son tan altas como las obtenidas en el tejido muscular, lo que representa una
menor pérdida de material genético.

Por el contrario, en algunos de los tejidos fijados con PEG se obtuvieron mayores cantidades
de ADN que en la muestra de referencia (nervioso, hepatico y renal) (ver Tablas 4y 5y
Graficas 2, 3 y 4), esto se puede explicar debido a que las muestras problema (BP fijados
con cualquier tratamiento) fueron trabajadas con un sistema automatizado que garantiza
una mayor recuperacion de ADN durante la extraccion comparado con el método manual
(buffer de lisis y purificacion con silica) que fue utilizado que, aunque es un método que
permite recuperar buenas cantidades de ADN (20-51% de ADN total de la muestra), la
pérdida de material genético por la manipulacion siempre esta presente en este tipo de
metodologias, por lo que a pesar de tener degradacién por el tratamiento de fijacion, la
metodologia de extraccion automatizada permitid recuperar mayores cantidades de
material genético.

A pesar de que el PEG preserva mayores cantidades de ADN en los tejidos, no lo hace en
organos que contienen una gran cantidad de enzimas como lo es el pancreas, ya que en tres
de los 4 pancreas trabajados se obtuvieron mayores cantidades de ADN en aquellos fijados
con formol (T1) que con PEG (T2) (ver Tablas 4 y 5y Graficas 2, 3 y 4), fendbmeno que es
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debido a lo explicado con anterioridad: que el formol inhibe la accion enzimatica evitando
asi el proceso de autolisis y el PEG al no detener dicho proceso tan rapido como lo hace el
formol, son las propias enzimas las que degradan el material genético. El grado de autolisis
no solo dependera del fijador, sino que también lo hara del tiempo post mortem del cadaver,
ya que mientras mas tiempo haya transcurrido desde su muerte hasta antes de la fijacion el
grado de autolisis sera mayor. Esto probablemente es lo sucedido en los pancreas de los
cadaveres 3, 4 y 5 de los cuales se recuperaron cantidades minimas de ADN (no mayores a
2.5 ng/pl) contrario al pancreas del cadaver 2 en el cual se obtuvieron cantidades de mas de
4 ng/ul en formol'y mas de 29 ng/ul con PEG. Esto puede indicar que el tiempo post mortem
del cadaver 2 es menor al de los cadaveres 3, 4 y 5, en los cuales claramente hubo mayor
grado de autolisis antes del proceso de fijacion y por ende menores cantidades de ADN.

Calidad de ADN

La degradacién del ADN se observa en la disminucién del tamafio de los picos de cada alelo
(nimero de RFU) manifestandose en los marcadores genéticos mas pesados o con mayor
numero de pares de bases. Los marcadores mas pequefios (en pb) son los que presentan un
mayor numero de RFU lo que indica que hay mayores cantidades de ADN para ese marcador,
mientras que para los marcadores con tamafios mas grandes, se obtiene un menor nimero
de RFU debido a que el ADN de alto peso molecular (mayor a 350 pb) es el primero en
degradarse o fragmentarse, quedando asi pocas copias de ADN, lo que imposibilita obtener
resultados de marcadores de ese tamafo. En la Figura 26 se observa claramente la
degradacion anteriormente descrita, en el perfil del BP-T1 (izquierda) se observa que, en los
primeros marcadores los picos de cada alelo son grandes y conforme avanza el nUmero de
pares de bases, el tamafo de los picos o alelos disminuye. Un perfil sin degradacion es como
se observa en el BP-T2 (derecha), donde sin importar el marcador, el tamafo de los picos de
los alelos se mantiene de un tamafo similar (esto aplica en alelos heterocigotos, ya que los
alelos homocigotos siempre seran mas grandes).

Con respecto a la calidad del ADN, como se puede ver en la Tabla 6 y en las Figuras 25-28,
el material genético sufrié una mayor degradacion cuando la fijacion se realizd con el T1
(formol) que con el T2 (PEG). De la totalidad de los tejidos trabajados en cada tratamiento,
se logré obtener el perfil genético completo de 12/28 tejidos que fueron fijados con formol,
mientras que de los tejidos fijados con PEG se obtuvo el perfil genético completo de 26/28
de ellos, lo que nos indica que la calidad del ADN es mejor cuando el tejido es fijado en PEG,
ya que no degrada ADN de alto peso molecular y permite la deteccién de todos los
marcadores del kit. Por otra parte, la degradacion del ADN es evidente para el caso de las
muestras de BP-T1 debido a que se logré obtener el perfil completo de poco menos de la
mitad de la totalidad de las muestras, lo que hace evidente que la fijacién con formol dafa
al ADN impidiendo su genotipificacion.
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Los dos perfiles genéticos parciales que se obtuvieron de BP-T2 pertenecen a tejido
pancreatico (cadaveres 2 y 5), donde incluso se obtuvieron mejores resultados en los tejidos
de BP-T1; esto va en relacion con lo anteriormente discutido para la cantidad de ADN
obtenido en pancreas y que tiene que ver con el tiempo post mortem del cadaver antes de
la fijacion y la autolisis que se lleva a cabo durante ese tiempo. Como se observa en el
pancreas del cadaver 2 (Fig. 29), el cual se presupone sufrié menos autolisis por tener menos
tiempo post mortem, en la fijacién con formol, Unicamente se perdié un marcador, mientras
que con PEG se logra obtener un perfil genético completo y sin degradacion; por su parte,
del pancreas del cadaver 5 (Fig. 30) del tejido de BP-T1, a pesar de que se logré obtener un
perfil completo, el ADN se encuentra altamente degradado de acuerdo a los niveles de RFU
registrados y en el BP-T2 se perdieron dos marcadores con peso molecular mayor a los 350
pb ademas de que el resto de los marcadores se observan de igual manera degradados.

Cémo se muestra en la Tabla 6, el marcador que sufre mayor degradacién es el D22S1045
(420-472 pb) que, a pesar de no ser el marcador mas grande con el que cuenta el kit
representa el 28.12% del total de los marcadores que no se lograron detectar, en segundo
lugar se encuentra el marcador DYS391 (443.6-495 pb) con 20.3%, seguido de los
marcadores Penta D (370-461 pb) y Penta E (354.5-479.9 pb) con un 12.5% y 10.93%
respectivamente. Gracias a esto es posible ver, que los marcadores que primero se pierden
son aquellos mayores a los 350 pb, es decir ADN de alto peso molecular, lo que comprueba
que es el primero en sufrir degradacion.
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CONCLUSIONES

La velocidad de fijacion del PEG resulta similar a la fijacion con formol, siendo las 24
horas el tiempo adecuado en el que se termina el proceso de fijacién en ambos
tratamientos, alcanzando los niveles de coloracién y dureza necesarias. El tiempo de
fijacién mencionado funciona para fragmentos pequefios de tejido con superficie no
mayor a 5 cm?y con grosor aproximado de 0.5 cm.

El PEG conserva adecuadamente las caracteristicas histoldgicas del tejido si se utiliza
como fijador, comparado con un fijador de uso rutinario como lo es el formol. Puede
ser empleado en la mayoria de los tejidos, excepto el pancreatico si es que éste
proviene de un cadaver con mas de 6 horas aproximadas de tiempo post mortem.
La fijacion con PEG no interviene con los procedimientos de tincién histologica, ya
que permite la coloracion de las estructuras de acuerdo a cada uno de los colorantes
utilizados e incluso favorece la coloracion de algunos de ellos sobre las estructuras
celulares. Las diferencias en coloracién que pueden llegar a presentarse respecto a
la fijacion con formol no impiden la identificacion de las estructuras celulares y
tisulares.

La recuperacion de ADN se ve significativamente favorecida cuando el tejido es fijado
con PEG e incluso es equiparable a las cantidades de ADN que se recuperan cuando
se trabajan muestras de tejido fresco.

El uso de PEG degrada mas lentamente al ADN comparado con la velocidad en la
que lo degrada el formol. Su uso como fijador permite la deteccion de perfiles
genéticos completos si la muestra es fijada por 24 horas y no presenta un largo
periodo post mortem o altos grados de autolisis, ademas de que permite la
recuperacion de perfiles genéticos con mas del 80% de los marcadores con un
tiempo de fijacion de 5 dias. La obtencién de perfiles parciales, resultado de un largo
tiempo de fijacion, resultan Utiles en el proceso de identificacion siempre y cuando
se complementen con otros sistemas de identificacion genética.

La naturaleza del tejido determina en gran medida la degradacién del ADN, aquellos
tejidos altamente enzimaticos provocaran un mayor grado de autolisis si la fijacion
del tejido no es rapida posterior al intervalo post mortem.
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PERSPECTIVAS

e Eliminar el uso de formol en la formula utilizada en la preparacion del PEG, para
rectificar que el PEG cumple con las caracteristicas de fijador ya sin el uso del formol.

e Realizar ensayos enzimaticos en el tejido pancreatico que ayuden a esclarecer si las
causas de la rapida degradacién del ADN en dicho tejido son debidas a las enzimas
propias del tejido.

e Llevar a cabo ensayos de recuperacion de ADN a partir de cortes de 3 um de espesor
de tejido fijado con PEG. Esto debido a que en ocasiones una preparacion histologica
tefida es lo Unico que preservan los laboratorios forenses y sobre la cual es necesaria
la identificacion genética.

e Utilizar el PEG en la fijacién de evidencias forenses (raspados de uiias, por ejemplo),
las cuales por lo general cuentan con cantidades minimas criticas de material
genético.

e La implementacion del PEG como fijador abre la puerta para un amplio rango de
posibilidades de estudios de biologia molecular en los cuales se requiera analizar
muestras incluidas en parafina.
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ANEXOS
ANEXO I. TINCIONES HISTOLOGICAS

Hematoxilina-Eosina (H-E)

Figura 31. Encéfalo T1 HE. Corte de encéfalo fijado con el T1 (formol), se aprecian neuronas (flechas) con ntcleos
bien definidos, pero con una gran retraccion celular en todas ellas (40x).

Figura 32. Encéfalo T2 HE. Corte de encéfalo fijado con el T2 (PEG), se aprecian neuronas (flechas) con nticleos
poco definidos. Las neuronas presentan muy poca o nula retraccion celular (40x).
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Figura 33. Pancreas T1 HE. Corte de pdncreas fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de los acinos
pancredticos (AP) con sus nucleos celulares bien definidos. En la parte inferior izquierda se observa tejido conjuntivo
(TC) (40x).

Figura 34. Pancreas T2 HE. Corte de pdncreas fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo de los acinos pancredticos
(AP) tefiidos en morado, pero el detalle celular y nuclear de cada uno de ellos se perdié debido a una mala fijacion
(40x).
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Figura 35. Higado T1 HE. Corte de higado fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de una triada hepdtica
(vena porta (VP), arteria (A) y conductos biliares (CB)) rodeado de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Los
ndcleos celulares se encuentran bien definidos por la tincion (40x).

Figura 36. Higado T2 HE. Corte de higado fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo de una triada hepdtica (vena
porta (VP), arteria (A) y conductos biliares (CB)) rodeado de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Los nucleos
celulares se encuentran bien definidos por la tincion (40x).
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Figura 37. Riiion T1 HE. Corte de rifidn fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de un corpusculo renal (CR),
tubulos contorneado proximales (TP) y distales (TD) y vasos sanguineos con eritrocitos (flechas). Los ntcleos

celulares de los podocitos y de las células de los tubulos contorneados se encuentran bien definidos por la tincion
(40x).

Figura 38. Rifidn T2 HE. Corte de rifidn fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo de un corptsculo renal (CR),
tubulos contorneado proximales (TP) y distales (TD). Los nucleos celulares de los podocitos y de las células de los
tubulos contorneados se encuentran bien definidos por la tincion (40x).
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Tincién de Schiff (PAS)

Figura 39. Pancreas T1 PAS. Corte de pdncreas fijado con el T1 (formol), el arreglo de los acinos pancredticos (AP)
no se encuentra bien definido, sin embargo, la diferenciacion de sus nucleos celulares es posible gracias a la tincion.
En la parte superior izquierda se observa tejido conjuntivo (TC) (40x).

Figura 40. Pancreas T2 PAS. Corte de pdncreas fijado con el T2 (PEG), las celular acinares (CA) perdieron el arreglo
en acinos pancredticos, asi como tampoco se aprecia el detalle nuclear de cada célula, debido a una mala fijacion
del tejido (40x).
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Figura 41. Musculo T1 PAS. Corte de musculo fijado con el T1 (formol), se aprecian fibras musculares (FM) en corte
longitudinal, se destaca la tincion en purpura de la membrana basal (flecha) de una arteria rodeada de tejido
conjuntivo (TC). Los nucleos celulares se encuentran tefiidos de morado-azul (40x).

Figura 42. Musculo T2 PAS. Corte de musculo fijado con el T2 (PEG), se aprecian fibras musculares (FM) en corte
longitudinal, se destaca la tincion en purpura de la membrana basal (flecha) de una arteriola rodeada de tejido
conjuntivo (TC). Los nucleos celulares se encuentran tefiidos de morado-azul (40x).
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Figura 43. Higado T1 PAS. Corte de higado fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de una triada hepdtica
(vena porta (VP), arteria (A) con su membrana basal (flecha) tefiida en purpura y conductos biliares (CB)) rodeado
de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Los nticleos celulares se encuentran bien definidos por la tincion en color
azul-morado (40x).

Figura 44. Higado T2 PAS. Corte de higado fijado con el T2 (PEG), se aprecia el detalle de una arteria (A)
perteneciente a una triada con su membrana basal (flecha) tefiida de purpura. Los nucleos celulares se encuentran
bien definidos por la tincién en color azul-morado (40x).
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Figura 45. Rifidn T1 PAS. Corte de rifion fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de un corpusculo renal (CR)
con la membrana basal de la capsula de Bowmann tefiida en purpura (flechas), tubulos contorneado proximales
(TP) y distales (TD). Los ntucleos celulares de los podocitos y de las células de los tubulos contorneados se encuentran
bien definidos por la tincion (40x).

Figura 46. Rifién T2 PAS. Corte de rifion fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo de un corpusculo renal (CR)
con la membrana basal de la capsula de Bowmann tefiida en purpura (flechas), se perdio un poco el detalle de los
tubulos contorneados proximales (TP) y distales (TD, pero sus membranas basales los definen bien. Los nucleos
celulares de los podocitos y de las células de los tubulos contorneados se encuentran bien definidos por la tincion
(40x).

93



Tincion Ziehl-Neelsen (Z-N)

Figura 47. Encéfalo T1 ZN. Corte de encéfalo fijado con el T1 (formol), se aprecian neuronas (flechas) con nticleos
bien definidos, pero con una gran retraccion celular en todas ellas. La tincion es negativa para BAAR y bacilo de la
Tuberculosis (40x).

Figura 48. Encéfalo T2 ZN. Corte de encéfalo fijado con el T2 (PEG), se aprecian neuronas (flechas) con nticleos
poco definidos. Las neuronas presentan muy poca o nula retraccion celular. La tincion es negativa para BAAR y bacilo
de la Tuberculosis (40x).
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Figura 49. Pancreas T1 ZN. Corte de pdncreas fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de los acinos
pancredticos (AP) teiiidos en azul. La tincion es negativa para BAAR y bacilo de la Tuberculosis (40x).

Figura 50. Pancreas T2 ZN. Corte de pdncreas fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo poco definido de los
acinos pancredticos (AP) teiidos en azul. Se perdid la histologia general del tejido. La tincion es negativa para BAAR
y bacilo de la Tuberculosis (40x).
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Figura 51. Higado T1 ZN. Corte de higado fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de una triada hepdtica
(vena porta (VP), arteria (A) y conductos biliares (CB)) rodeado de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Los

nucleos celulares se encuentran tefiidos en color azul. La tincién es negativa para BAAR y bacilo de la Tuberculosis
(40x).

Figura 52. Higado T2 ZN. Corte de higado fijado con el T2 (PEG), se aprecia el arreglo de una triada hepdtica (vena
porta (VP), arteria (A) y conductos biliares (CB)) rodeado de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Los ntcleos
celulares se encuentran tefiidos en color azul. La tincion es negativa para BAAR y bacilo de la Tuberculosis (40x).
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Figura 53. Corazon T1 ZN. Corte de corazon fijado con el T1 (formol), se aprecian fibras de musculo cardiaco en
corte transversal (FM) sin tincion, mientras que los ntcleos celulares se encuentran tefiidos de azul (40x).

Figura 54. Corazdon T2 ZN. Corte de corazdn fijado con el T2 (PEG), se aprecian fibras de musculo cardiaco en corte
transversal (FM) sin tincion, mientras que los ntcleos celulares se encuentran tefiidos de azul (40x).
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Tricromica de Masson

Figura 55. Pancreas T1 Masson. Corte de pdncreas fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de los acinos
pancredticos (AP). En la parte derecha superior de la fotomicrografia se aprecia la coldgena madura (CM) tefiida en
color azul (40x).

Figura 56. Pancreas T2 Masson. Corte de pdncreas fijado con el T2 (PEG), el arreglo de los acinos pancredticos
(AP) se encuentra poco definido. Se aprecia la coldgena madura (CM) tefiida en color azul y en la parte izquierda de
la fotomicrografia se observa tejido conjuntivo (TC) (40x).
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Figura 57. Higado T1 Masson. Corte de higado fijado con el T1 (formol), se observa el detalle de una triada hepdtica
(arteria (A) y conducto biliar (CB)) rodeado de hepatocitos (H) dispuestos en cordones. Se destaca la coldgena
madura de la triada tefiida en color azul-verde (CM) (40x).
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Figura 58. Higado T2 Masson. Corte de higado fijado con el T2 (PEG), se observa el detalle de una triada hepdtica
(vena porta (VP), arteria (A) y conducto biliar (CB)). Se destaca la coldgena madura de la triada tefiida en color azul
(CM) (40x).
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Figura 59. Rifién T1 Masson. Corte de rifién fijado con el T1 (formol), se aprecia el arreglo de un corpusculo renal
(CR) con la coldgena madura que lo rodea tefiida en azul-verde (flecha), los tubulos contorneado proximales (TP) y
distales (TD) que presentan autolisis, asi como vasos sanguineos con eritrocitos (*) (40x).

Figura 60. Rifidn T2 Masson. Corte de rifién fijado con el 2 (PEG), se aprecia el arreglo de dos corptsculos renales
(CR) con la coldgena madura que lo rodea tefiida en azul-verde (flecha), tubulos contorneado proximales (TP) y
distales (TD) que presentan autolisis avanzada, asi como vasos sanguineos con eritrocitos (*) (40x).
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Figura 61. Corazén T1 Masson. Corte de corazon fijado con el T1 (formol), se aprecian fibras de musculo cardiaco
en corte transversal (FM) tefiidas de color rosa-rojo mientras que la coldgena madura (CM) se encuentra tefiida de
azul (40x).

Figura 62. Corazén T2 Masson. Corte de corazon fijado con el T2 (PEG), se aprecian fibras de musculo cardiaco en
corte transversal (FM) tefiidas de color rosa-rojo mientras que la coldgena madura (CM) se encuentra tefiida de azul
(40x).
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Tincion Gram

Figura 63. Encéfalo T1 Gram. Corte de encéfalo fijado con el T1 (formol), se aprecian las neuronas (flechas) y todo
el tejido tefiido con distintas tonalidades de rosa-roja y las neuronas presentan una gran retraccion celular. La tincion
es negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).

Figura 64. Encéfalo T2 Gram. Corte de encéfalo fijado con el T2 (PEG), se aprecian las neuronas (flechas) y todo el
tejido tefiido con distintas tonalidades de rosa-roja y las neuronas presentan ligera retraccion celular. La tincion es
negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).
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Figura 65. Musculo T1 Gram. Corte de musculo fijado con el T1 (formol), se aprecian fibras musculares (FM) en
corte longitudinal tefiidas de color rojo-rosa intenso. La tincién es negativa para bacterias tanto gram positivas como
negativas (40x).

Figura 66. Musculo T2 Gram. Corte de musculo fijado con el T2 (PEG), se aprecian fibras musculares (FM) en corte
longitudinal tefiidas de color rojo-rosa. La tincién es negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).
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Figura 67. Pulmén T1 Gram. Corte de pulmén fijado con el T1 (formol), se aprecia el epitelio alveolar (E) formando
los alveolos (a). Debido a que se trata de un pulmdn con edema, se aprecian eritrocitos (flechas) en los alveolos. La
tincién es negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).

Figura 68. Pulmén T2 Gram. Corte de pulmén fijado con el T2 (PEG), se aprecia el epitelio alveolar (E) formando
los alveolos (a). Debido a que se trata de un pulmon con edema, se aprecian eritrocitos (flechas) y macréfagos (M)
en los alveolos. La tincién es negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas (40x).
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Figura 69. Pancreas T1 Gram. Corte de pdncreas fijado con el T1 (formol), se aprecian los acinos pancredticos (AP)
tefiidos de rejo-rosa sin el detalle nuclear. La tincion es negativa para bacterias tanto gram positivas como negativas
(40x).
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Figura 70. Pancreas T2 Gram. Corte de pdncreas fijado con el T2 (PEG), se aprecian los acinos pancredticos (AP)

tefiidos de rejo-rosa sin el detalle nuclear y con cierto grado de autolisis. La tincion es negativa para bacterias tanto
gram positivas como negativas (40x).
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ANEXO II. PERFILES GENETICOS DE REFERENCIA
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Figura 71. Perfil genético cadaver 1. Se muestra el perfil genético del caddver 2 obtenido a partir de tejido

muscular en fresco.
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Applied
Biggystems Project: CORR-3670
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Figura 72. Perfil genético cadaver 2. Se muestra el perfil genético del caddver 2 obtenido a partir de tejido cerebral
en fresco.

107



Applied )
Biosystems Project: CORR-3676A
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Figura 73. Perfil genético cadaver 3. Se muestra el perfil genético del caddver 3 obtenido a partir de tejido cerebral
en fresco.
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Figura 74. Perfil genético cadaver 4. Se muestra el perfil genético del caddver 4 obtenido a partir de tejido cerebral
en fresco.
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Biosystems
GeneMapper® ID-X 1.0

Project: CORR-3697
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Figura 75. Perfil genético cadaver 5. Se muestra el perfil genético del caddver 5 obtenido a partir de tejido cerebral
en fresco.
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