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Resumen

La identificacion de restos humanos esqueletizados con base en el ADN es un procedimiento muy utilizado en los
laboratorios forenses del mundo. Existen al menos tres métodos para la obtencién del ADN a partir de este tipo
de tejido: mediante solventes organicos (fenol-cloroformo), columnas de silice (QIAquick de QIAgen) y perlas
magnéticas recubiertas de polimero (PrepFiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction Kit). Cada uno de ellos
involucra un procedimiento distinto para la digestion y descalcificacion del tejido 6seo, asi como la aplicacion de
diferentes principios fisicoquimicos para la purificacion y la elucion del ADN y el uso de diferentes cantidades
iniciales de material pulverizado. Aunque los tres métodos han demostrado ser efectivos dependiendo de la
calidad de la muestra, en el Laboratorio de Investigacion Genética de Restos Humanos del Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses se estandarizé un protocolo unificado para la digestion y descalcificacion,
independientemente del método de purificacion. Con este fin, se evaluaron variables como la cantidad de material
pulverizado, el uso y la concentracion de detergentes, la concentracion de proteinasa K, el uso de dispositivos
concentradores y de los reactivos del estuche PrepFiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction y EDTA. El efecto
de las variables se evaluo en muestras de tejido calcificado provenientes de los casos forenses del Laboratorio y en
el ADN de lineas celulares conocidas analizando la cantidad de ADN recuperado y la calidad del perfil genético.
El protocolo unificado de digestion y decalcificacion permite una digestion completa del material pulverizado vy,
por ende, una mejor recuperacion de ADN, independientemente del método de purificacion usado. En las muestras
analizadas el método tuvo un porcentaje de éxito cercano a 80 %. © 2017. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.

Palabras clave: Restos 6seos; Digestion-decalcificacion; Extraccion de ADN; PrepFiler Express™; Silice;
Fenol-cloroformo.

Abstract
Unified digestion and decalcification protocol for three DNA extraction methods in human remains

The identification of human remains using DNA from bones and teeth is a current procedure in forensic laboratories
worldwide. At least three methods are used in DNA extraction from mineralized tissue: Organic (phenol-chloroform),
silica (QIAquick, QIAgen) and magnetic particles (Prepfiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction Kit); each
one has its own procedure for decalcification, digestion, DNA purification, and elution, as well as for obtaining
the initial amount of material. Although the three methods are equally efficient, we standardized a decalcification-
digestion protocol to use it with any of the three DNA purification methods. We evaluated the quantity of powder,
detergent and protease concentration, device concentrators and buffer for demineralization in bones and teeth from
forensic cases of the Laboratory and DNA of common cellular lines by assessing the amount of recovered DNA and
the quality of the genetic profile. The unified protocol for digestion and decalcification allowed a full degradation of
bone powder, and good quality DNA recovery, independently of the purification method used in the subsequent step.
Success percentage with this protocol was nearly 80 %. © 2017. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.

Key words: Human remains; Digestion-decalcification; DNA extraction; PrepFiler Express™; Silica; Phenol-
chloroform.
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El paso inicial para la obtencion de ADN es la diges-
tién o lisis del tejido, lo cual precisa de la accion de alguna
proteasa y de detergentes que ayudan a liberar los contenidos
celulares; aunque el ADN se puede obtener de diferentes
tipos de tejidos, en los procesos de identificacion lo usual es
recurrir al material esqueletizado, es decir, tejido calcificado,
huesos y dientes (Higgins & Austin, 2013).

Los huesos estan constituidos por tejido conectivo for-
mado por una matriz proteica, principalmente colageno de
tipo I y osteocalcina, por sales minerales y por células. Se
distinguen tres tipos de células en el hueso: el osteoclasto,
el osteocito y el osteoblasto. El primero proviene de la
circulacion, tiene origen hematopoyético y estd involucrado
en el remodelado del hueso, en tanto que el osteoblasto es
responsable de la generacion de la matriz, lo que incluye la
segregacion de proteinas y su mineralizacion; por su parte
el osteocito es el principal componente celular del hueso y
corresponde a la diferenciacion final del osteoblasto, parece
una célula aislada dentro de la matriz, pero desarrolla pro-
longaciones citoplasmaticas que permiten la conexién con
otras células (Montecinos & Zeni, 2009; Bonewald, 2011).

La obtencion de ADN a partir de tejido calcificado es
un proceso dispendioso que puede resultar poco efectivo por
cuenta del deterioro de las moléculas y los efectos adversos
del entorno ambiental; la extraccion de la molécula a partir
de este tipo de tejido precisa una desmineralizacion previa
con agentes quelantes de iones divalentes, como el acido etil-
endiaminotetraacético (EDTA) (Edson, ef al., 2004; Frias,
etal.,2012).

En los restos ¢seos una buena parte del ADN se encuen-
tra asociado a la matriz mineralizada, especificamente a la
hidroxiapatita, por fuera de las estructuras celulares rema-
nentes (Collins, et al., 2002; Zotedziewska, et al., 2002). Por
ello, si se efectua un proceso de desmineralizacion y se des-
carta el agente desmineralizante, se corre el riesgo de perder
una buena parte del ADN. Es por eso que se han propuesto
métodos de desmineralizacion y digestion simultaneos, con el
fin de reducir la pérdida de ADN durante el proceso (Loreille,
et al., 2007). Sin embargo, estas metodologias generalmente
estan ligadas a un solo método de purificacion, que es el
proceso siguiente e implica la separacion de la molécula de
interés del resto del material digerido.

Tradicionalmente, se ha utilizado la extraccion orga-
nica con fenol-cloroformo como principal método de purifi-
cacion; no obstante, dado el alto grado de toxicidad de los
reactivos y el tiempo que se toma el procedimiento, se han
desarrollado métodos alternativos, como la extraccion con
silice o con perlas magnéticas recubiertas de polimero, los
cuales permiten trabajar con volimenes pequefios y menor
cantidad inicial de tejido calcificado, ademas de favorecer la
automatizacion (Barrio-Caballero, 2013).

El método de extraccion con perlas magnéticas se ofrece
en un estuche para extraccion de ADN (PrepFiler Express™
BTA Forensic DNA Extraction Kit) y su plataforma semi-
automatizada (Automate Express™, Applied Biosystems®).
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Este estuche usa perlas recubiertas de polimero, y los fabri-
cantes sugieren usar entre 50 y 80 mg de polvo de hueso en
un volumen maximo de digestion de 300 pL, con un tiempo
de incubacion a 56 °C durante 2 a 18 horas, seguido de la
purificacion (Life Technologies Corporation, 2010).

Aunque resulta atractivo pensar en utilizar estas can-
tidades minimas de material inicial para obtener el ADN
necesario para el estudio genético, en muchas ocasiones el
estado de los restos no lo permite debido a la escasa cantidad
y la gran degradacion del material genético en estos tejidos;
ademas, se ha demostrado que a partir de restos humanos
esqueletizados recuperados en zonas cercanas al ecuador,
especialmente aquellas con altas temperaturas y humedad,
normalmente se obtiene menos ADN por unidad de masa de
polvo de hueso que en restos recuperados en las regiones de
los tropicos (Campos, et al., 2012), por lo cual es posible
que no sea util partir de cantidades como las sugeridas en el
estuche mencionado.

La comparacion de los métodos de purificacion y diges-
tion de ADN ha permitido determinar cudl es el mas eficiente
(Uzair, et al., 2017; Rothe & Nagy, 2016); sin embargo,
cada uno contempla protocolos diferentes de digestion o
descalcificacion. En el presente trabajo se propone un pro-
tocolo unificado para la digestion y descalcificacion que
permita usar cualquier metodologia de purificacion de ADN
disponible en el laboratorio: la organica (fenol-cloroformo),
con silice o con perlas magnéticas, y que, ademas, facilite
aumentar la cantidad del material pulverizado inicial sin
alterar la calidad del ADN.

Materiales y métodos

Muestras. Se analizaron 675 muestras de material pulveri-
zado provenientes de tejido calcificado de las que se proce-
san de manera rutinaria en el Laboratorio a partir de huesos
compactos 0 esponjosos, fémur, porcion petrosa del temporal
y, en algunos casos, dientes. Se empled el ADN de dos lineas
celulares: 9947A y 2800M.

Estudios preliminares. Se realizé un estudio preliminar
que evalu6 siete ensayos (experimentos) con cuatro mues-
tras por duplicado de casos llegados al Laboratorio, con el
fin de probar la efectividad del PrepFiler Express™ BTA
Forensic DNA Extraction Kit. En la Tabla 1 se presentan los
ensayos y las condiciones en las que cada uno variaba. Las
muestras fueron cuantificadas y tipificadas con los estuches
rutinariamente empleados en el Laboratorio.

Digestion y descalcificacion de tejido 6seo. Con base
en los experimentos previos en el Laboratorio, asi como en
reportes de la literatura (Loreille, et al., 2007; Amory, et al.,
2012), se partio de 1 g de material pulverizado para evaluar
la eficiencia de la digestion, se utilizé un volumen de 15 ml
de solucion tampdn para digestion compuesto de EDTA (JT
Baker), lauril sarcosinato de sodio (LSS) (Sigma-Aldrich) y
10mg/ml de proteinasa K (pK) (AG Scientific).

Se procesaron 42 muestras de material pulverizado
provenientes de tejido calcificado: se tom6 1 g del material
y se lo colocd en tubos de tipo Falcon; estos se pesaron
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antes y después de anadir la solucion tampon de digestion
y, posteriormente, se incubaron a 56 °C con agitacion por
inversion total durante toda la noche. Finalizado este tiempo,
se pesod el tubo con el producto digerido, y luego se centri-
fugd a 2.700 g durante 5 minutos a 20 °C; el sobrenadante
se reservo y el remanente del material pulverizado se seco
a 56 °C durante toda la noche; por ultimo, se determiné el
peso del remanente seco. El procedimiento anterior se aplicd
en ocho tratamientos diferentes (Tabla 2). Los productos de
digestion se concentraron usando la unidad de ultrafiltracion
Amicon de 100 KDa por poro de exclusion (Millipore).

Para evaluar la cantidad de ADN que podria “perderse”
cuando la digestion no fuera completa, se tomo el remanente
seco de seis muestras y se realizo un proceso de digestion
(segunda digestion) con el tratamiento 5; posteriormente, se
determind la cantidad de ADN recuperado de esta segunda
digestion, y se compar6 con los datos de la cantidad de ADN
de la primera digestion.

Efecto de la solucion tampon y del tiempo de digestion.
Para valorar el efecto de la solucién tampén y el tiempo
de digestion sobre el ADN, se utilizd como control ADN
de buena calidad con una concentracién entre 3 y 4 ng/
uL proveniente de las lineas celulares 9947A y 2800M, y

Obtencion de ADN de restos humanos

de ADN previamente extraido de una muestra de fémur;
estas muestras se dejaron en contacto con el tratamiento 5
(EDTA 0,5 M; pH 8,0; LSS al 0,5 %, y 300 uL de pK) en
tres periodos diferentes: seis horas, toda la noche (12 a 15
horas), y 24 horas, al cabo de los cuales se purificé el ADN
usando el método con silice (QIAquick de QIAgen) y se
evaluo la cantidad de ADN recuperado y la integridad en
cada periodo. Las muestras se tipificaron para marcadores
del tipo de microsatélites (STR) utilizando el Identifiler®
Plus (Applied Biosystems®) segin las recomendaciones del
fabricante; la electroforesis capilar se realizd en el equipo
3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), y con el
programa Software Data Collection, Version 3, en tanto que
la asignacion alélica se hizo con el programa GeneMapper
ID-X, Version 1.4.

Métodos de purificacion del ADN. Las muestras
del experimento anterior se sometieron a tres métodos de
purificaciéon o extraccion de ADN: 1) extraccion organica:
la muestra se extrajo con un volumen de fenol saturado
(Ambion), se centrifugd primero a 2.700 g y 20 °C durante
5 minutos, un volumen de fenol-cloroformo de 1:1, seguida
de una segunda centrifugacion a 2.700 g y 20 °C durante 5
minutos y, por ultimo, un volumen de cloroformo (Merck),

Tabla 1. Analisis preliminares para la modificacion del protocolo de extraccion de ADN con el estuche PrepFiler™ BTA

Estudios preliminares

Condiciones Experimentos

1 2 3 4 5 6 7
Polvo de hueso (mg) 50 150 600 500 500 500 500
Uso de columnas Microcon X X
Solucion tampéon BTA (pL) 220 220 440 2200
Proteinasa K (20 mg/ml) (uL) 7 7 14 70
Ditiotreitol (nL) 3 3 6 30
Uso de columnas Amicon de 100 KDa (50 ml) X X X
EDTA 0.5 M pH 8.0 (ml) 14 14 14
Proteinasa K (10 mg/ml) (uL) 1000 1000 1000
Tween 20 X

Dodecil sulfato de sodio (%)

Lauril sarcosinato de sodio (%)

Tabla 2. Tratamientos aplicados para evaluar las diferentes condiciones de digestion y descalcificacion simultaneas

Condiciones Tratamientos

1 2 3 4 5 6 7 8
EDTA 0,5 M pH 8,0 X X X X X X X X
Lauril sarcosinato de sodio al 1 % X X X X
Lauril sarcosinato de sodio al 0,5 % X X X X
Proteinasa K (10mg/ml) 250 uL 300 uL 500 pL 250 uL 300 pL 500 pL
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y otra centrifugacion a 2.700 g y 20 °C durante 5 minutos.
Las muestras se concentraron y se lavaron en dispositivos
de ultrafiltracion de 100 KDa (Millipore); 2) extraccion con
columnas de silice: se utilizé el QIAquick PCR Purification
Kit (QIAGEN) siguiendo las recomendaciones del fabri-
cante, y 3) extraccion con perlas magnéticas: se utilizo el
Prepfiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction Kit y la
unidad robdtica Automate Express™ (Applied Biosystems®),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Teniendo en cuenta que se conocia la cantidad de ADN
presente en la solucién inicial, se lo cuantificd después
del proceso de purificacién con cada uno de los métodos
mencionados, y el valor obtenido se dividi6 por la cantidad
inicial y se multiplico por 100.

Modificacion del método PrepFiler™. Se hizo la
digestion de 20 muestras de polvo de hueso con el método
del Prepfiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction
Kit siguiendo las recomendaciones del fabricante (50 mg
de material pulverizado); simultaneamente las muestras
se digirieron usando el tratamiento 5 (0,5 M de EDTA;
pH 8,0; LSS al 0,5 %, y 300 uL de pK), 1 g de material
pulverizado y 15 ml de solucién tampdn para digestion.
Dado que la purificacion se llevd a cabo en la plataforma
Automate Express™, fue necesario reducir el volumen de
digestion a 250 pl (requerido por el sistema), con unidades
de ultrafiltracion Amicon de 100 KDa. Se cuantifico la
cantidad de ADN con el estuche Quantifiler® Duo (Applied
Biosystems®) y se evaluo el incremento en la cantidad de
ADN dividiendo la concentracion obtenida de 1 g de material
pulverizado por la concentracion obtenida de 50 mg; para
los valores del ciclo umbral (CT) y del indeterminado (ND)
se asigno un valor de 0,001 ng/uL, el cual estaba en el orden
de magnitud de la sensibilidad del estuche.

Aplicacion del protocolo unificado en muestras de
casos analizados en el Laboratorio. Se analizaron los
resultados de 605 muestras provenientes de los casos foren-
ses del Laboratorio de los aflos 2015 y 2016. Estas muestras
fueron tratadas siguiendo el protocolo unificado de digestion
y descalcificacion (0,5 M de EDTA de pH 8,0; 10 mg/ml
de pK; 300 puL de LSS al 0,5 %), se les adicionaron 15 ml
de solucion tampon por cada gramo de polvo de hueso; se
purificaron mediante el método de silice (QIAquick), y se
cuantificaron y tipificaron con los estuches usados de rutina
en el Laboratorio; asimismo, se valord la concentracion
del ADN recuperado y el numero de marcadores genéticos
reproducibles. Los resultados se agruparon segun el niimero
de sistemas amplificados con éxito: positivo (mayor de 16),
parcial (menor de 16) y negativo (sin perfil).

Para evaluar las mejoras en la recuperacion de ADN con
el protocolo unificado, se tomaron tres de las 605 muestras de
los casos del Laboratorio, y se hizo un ensayo comparativo
con cada muestra por duplicado: a) con el protocolo normal
de purificacion usando el estuche QIAquick (Qiagen), el
ADN se eluyd con la solucion tampdn (volumen final de
40 pl); b) la elucion se realizd pasando tres veces la misma
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solucion tampoén por la misma columna (volumen final de 40
ul), y ¢) se hizo la elucién tres veces con solucion tampon
nueva en cada ocasion, pero sobre la misma columna (volu-
men final de 120 pl).

Cuantificacion. La cuantificacion del ADN obtenido de
los experimentos se llevo a cabo con los estuches Quantifiler®
Duo y Quantifiler® Trio de la casa comercial Applied Bio-
systems, o con el Plexor® HY System de Promega. Se
siguieron las recomendaciones del fabricante, y se utilizo el
equipo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®)
y los programas de analisis HID Real-Time PCR Version 1.2
y Plexor Forensics Version 2. La concentracion de ADN se
expreso en ng/pl.

Tipificacion. Las muestras se tipificaron para marca-
dores del tipo STR utilizando el estuche Identifiler Plus®
(Applied Biosystems®) segin las recomendaciones del
fabricante; la electroforesis capilar se realiz6 en el 3500 XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), con el programa
Data Collection Version 3 y la asignacion alélica se hizo con
el programa GeneMapper™ ID-X Version 1.4. En las mues-
tras provenientes de los casos del laboratorio se utilizaron
otros estuches para marcadores STR como el PowerPlex® 16
HS System, el PowerPlex® ESX17 System, el PowerPlex®
ESI17 System, y el PowerPlex® Fusion System de Promega
Corporation, y el NGM Select de Applied Biosystems®.

Andlisis estadistico. Los resultados se analizaron uti-
lizando el programa Statistix 8.0. Se hizo un analisis de
varianza de los tratamientos de digestion, los tiempos de
digestion (pruebas de comparacion de Kruskal Wallis,
Kruskal-Wallis-All-Pairwise Comparisons Tests) y las alturas
de los picos expresadas en unidades relativas de fluores-
cencia (RFU) de cada uno de los sistemas contra diferentes
tiempos de digestion. Por ultimo, se usé Excel 2010 para el
analisis estadistico de las muestras de los casos forenses.

Resultados y discusion

Estudios preliminares. Los estudios preliminares se hicieron
con el método de PrepFiler™ dado que planteaba ciertas
ventajas frente a las otras dos metodologias de purificacion
de ADN, como la automatizacion, el menor tiempo del proce-
dimiento, el manejo simultineo de un niimero considerable
de muestras, una menor cantidad de material pulverizado
y, por lo tanto, un menor consumo de reactivos (Applied
Biosystems by Life Technologies, 2012).

Sin embargo, el método mostrdé poca eficiencia en la
recuperacion de ADN en el tipo de muestras provenientes de
los casos del Laboratorio. Las cantidades de ADN obtenidas
mostraron fluctuaciones grandes, entre 0,02 y 0,007 ng/ul
(no se muestran los datos), pero por lo general inferiores
a la cantidad necesaria para alcanzar el umbral analitico
validado en el Laboratorio, lo que repercutié en perfi-
les con pérdidas o ganancias alélicas y desequilibrios en
heterocigotos. Las modificaciones propuestas del protocolo
original, es decir, el aumento de la cantidad de material
pulverizado y el empleo de dispositivos concentradores
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antes y después de la digestion, resultaron en un aumento
en la cantidad de ADN recuperado, corroborando asi lo
sugerido en estudios anteriores (Barrio-Caballero, 2013;
Jakubowska, et al., 2012; Davoren, et al., 2007). Ademas,
se encontrd que cerca de 50 % del polvo de hueso quedaba
sin digerir, probablemente por no haberse usado la cantidad
de solucion tampon necesaria. Es claro que la capacidad de
esta para digerir totalmente el material pulverizado se vio
reflejada en un aumento significativo de la cantidad de ADN
recuperado. El cambio en la cantidad de la solucién tampdn
de digestion permitio una lisis total del material pulveri-
zado, lo que repercutié en una mayor recuperacion del ADN
(no se muestran los datos).

El cambio del detergente dificulté la concentracion del
ADN debido a la formacion de grumos en la membrana del
dispositivo Amicon de 100 KDa, posiblemente por efecto
de la temperatura sobre el detergente en el momento de
centrifugar las muestras. Sin el detergente se observaron
resultados similares a los que se obtuvieron usando el LSS;
sin embargo, en estudios posteriores se constaté que en
algunas muestras 0seas, especialmente las de tipo esponjoso,
se formaban componentes grasos que dificultaban la con-
centracion en las columnas de Amicon de 100 KDa, y que
desaparecian al usar el LSS, lo cual resulté en una mayor
efectividad en la concentracion y en el método en general.

Eficiencia de la digestion. A partir de los pesos
determinados para evaluar la digestion (Tabla 1S, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/download
SuppFile/527/2404) se calculd el porcentaje de digestion
restando el peso del remanente del peso inicial. Los resul-
tados del analisis de varianza indicaron que, aunque no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos probados
para digerir el tejido calcificado, el tratamiento 5 mostro
un porcentaje mayor de digestion y una menor dispersion
de los datos (Figura 1). El uso de esta mezcla representa un
ahorro de 50 % en el consumo del detergente y de 70 % en
el consumo de proteinasa K, comparada con el protocolo
de la desmineralizacion completa (Loreille, et al., 2007).

Obtencion de ADN de restos humanos

Asimismo, se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los tratamientos con pK (4 y 5) y los que no
la incluyeron (7 y 8), con un valor critico de comparacion de
21.518 y un valor de significancia de 0,05.

Con los tratamientos 7 y 8 se observé una disminucion
del material pulverizado mayor de 40 %. Este resultado es
interesante, dado que todos los protocolos de degradacion
de tejidos incluyen tanto proteasas como detergentes que
digieren y solubilizan estructuras celulares y matrices de
proteina (Edson, et al., 2004; Sambrook, et al., 1989),
aunque es probable que en los restos humanos calcificados,
las estructuras y moléculas organicas estén alteradas o
disminuidas significativamente y, por esta razon, el ADN,
o parte de ¢€l, se encuentre asociado a la hidroxiapatita por
fuera de los remanentes celulares (Rohland & Hofreiter,
2007; Jakubowska, et al., 2012), lo cual demostraria
la importancia de los protocolos de desmineralizacion y
digestion simultaneas.

A vpartir de la cantidad de ADN recuperada en la
digestion inicial de 1 g de material pulverizado, se extrapolo
la cantidad esperada de ADN al digerir el remanente seco
(Tabla3) Cuando se determind la cantidad de ADN del
remanente no digerido, se encontrd que solamente 30 % de
la cantidad esperada pudo recuperarse con la repeticion del
proceso (segunda digestion). Por lo anterior, resulta poco
util hacer una segunda digestion sobre un remanente cuando
se tiene material suficiente para realizar una nueva digestion
a partir de 1g de material pulverizado, sobre todo cuando el
consumo de reactivos es el mismo.

Efecto de la solucion tampon y del tiempo de digestion
sobre el ADN. En la Figura 2 se muestra la cantidad de
ADN recuperado después de someterlo a la accion de la
solucion tampon para la digestion durante tres periodos: seis
horas, toda la noche y 24 horas. Aunque no se determind la
diferencia entre la cantidad de ADN inicial y la recuperada
después de la digestion y la purificacion, si se compard la
cantidad recuperada con los tres tratamientos y se encon-
tr6 que no habia diferencias estadisticamente significativas
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Figura 1. Eficiencia de la digestion. Tratamientos con lauril sarcosinato de sodio (LSS) y proteinasa K (pK). ND: LSS 0,5 %. LSS 0,5 %

y 1 %; pK (10 mg/ml) 250, 300 y 500 pL.
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Tabla 3. Evaluacion de pérdidas de ADN debido a material no digerido
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Muestras Concentracion de ADN en Peso de remanente seco  Concentracion de ADN (ng/uL) Recuperacion
ng/pL (digestion 1 gr) en gramos esperada del remanente seco observada (%)
R1 53,60 0,231 12,38 29,88
R2 65,44 0,414 27,09 19,12
R3 45,18 0,387 17,48 37,75
R4 62,31 0,194 12,09 30,47
RS 65,16 0,363 23,65 26,43
R6 76,17 0,324 24,68 26,81
0.28 + Métodos de purificacion del ADN. En la Figura 3 se
muestra la comparacion de la cantidad de ADN recuperado
2 001 % usando tres métodos de purificacion diferentes: el organico
s (fenol), el de silice y el de perlas magnéticas (PrepFiler™); el
i % resultado evidenci6 una mejor recuperacion con el método
z 0 * de silice (45,7 %), seguido de la extraccion organica (39 %),
é lo cual concuerda con reportes previos (Loreille, et al.,
= 0.07 2007; Amory, et al., 2012; Gamba, et al., 2016; Uzair, et
E al., ,2017); se destaca que, aunque la recuperacion de ADN
0.00 fue menor usando el Automate Express™ BTA (16.3%),
e OVN " exhibié una menor dispersion de los datos, lo que sugiere

Tiempo de digestion

Figura 2. Extraccion de ADN después de la digestion con el
protocolo unificado

Concentracion de ADN (linea celular 9947A) obtenida después de
la purificacion para cada periodo de tiempo; OVN: overnight

entre ellos (p=0,7463). Es evidente la baja recuperacion de
ADN con los tres tratamientos, lo cual seria atribuible a
pérdidas durante la purificacion con las membranas de silice.

En la figura 1S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/527/2398, la figura 28,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/download
SuppFile/527/2399 y en la figura 3S, https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/527/2400,
se observa una variacion en los niveles de fluorescencia
entre tratamientos, principalmente en la muestra de fémur;
este efecto puede deberse a la cantidad de ADN inicial
tomada para la PCR de cada tratamiento, ya que los datos de
cuantificacién no se normalizaron. Asimismo, hay pérdida
alélica en dos marcadores de la misma muestra, lo cual no
puede atribuirse al tratamiento, ya que en las muestras de
referencia (lineas celulares) estas pérdidas no se observaron.

Los resultados indican que la molécula conservd sus
propiedades incluso después de 24 horas en la solucion
tampon de digestion, es decir que la composicion de dicha
solucion, la temperatura de 56 °C y el tiempo, posibilitaron
una digestion eficiente sin sacrificar la integridad del ADN y,
ademas, se obtuvieron cantidades suficientes para lograr un
perfil genético sin ganancia (drop-in) ni pérdida (drop-out)
de alelos (Liu, et al., 2012; Kitayama, et al., 2010).
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que el método semiautomatizado es mas homogéneo.
Modificacion del método PrepFiler Express™ BTA.
En la Tabla 28, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/downloadSuppFile/527/2405, se muestra la cantidad
de ADN recuperada después de la extraccion de 0,05 y 1
g de material pulverizado. Los resultados al aumentar la
cantidad de material pulverizado a 1 g con el método de
perlas magnéticas (PrepFiler™) y, en general para todos los
métodos, fue similar al obtenido en los estudios preliminares,
es decir, cuanto mayor la cantidad de material pulverizado
mayor la del ADN recuperado, lo cual concuerda con otros
reportes (Kitayama, et al., 2010). Lo mas valioso de este
resultado radica en que el uso de un sistema de digestion
diferente al sugerido por el PrepFiler Express™ BTA Kit del
sistema Automate Express™, resultd igualmente funcional
para la extraccion de ADN vy, ademas, hubo una digestion

80

60

40 }

% ADN extraido

==

Prepfiler

Fenol Silice

Método de extraccion

Figura 3. Porcentaje de recuperacion de ADN mediante tres métodos
de extraccion
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completa en la mayoria de los casos, a diferencia del
protocolo original, con el cual la digestion fue parcial en
todos los casos.

Un micrométodo para la obtencion de ADN como el
PrepFiler Express™ BTA y la plataforma Automate Express™
es atractivo, pues las cantidades y volimenes pequefios
favorecen la manipulacion, posibilitan la automatizacion
y reducen la posibilidad de contaminacion cruzada, como
se ha propuesto para las extracciones de ADN con métodos
basados en columnas de silice y en perlas magnéticas (Life
Technologies Corporation, 2010; Amory, et al., 2012;
Brevnov, et al., 2009). Por esto, para muestras Oseas en
buen estado o para casos en que ha transcurrido poco tiempo
desde el momento de la muerte, una poca cantidad de polvo
de hueso permite obtener cantidades suficientes de ADN
para la tipificacion genética, pero cuando la muestra no
esta en buen estado se debe recurrir a mayores cantidades
iniciales de material pulverizado.

Aplicacion del protocolo unificado en muestras de
los casos del Laboratorio. De las 605 muestras analizadas
provenientes de los casos forenses del Laboratorio, 479
tuvieron resultado positivo; nueve, resultado parcial, y 117,
negativo (Tabla 3S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/527/2406). El porcentaje
de éxito total fue de 79 %s; las piezas con mayor porcentaje de
éxito fueron los huesos de manos y pies, como el metacarpo,
el metatarso y las falanges, agrupadas en extremidades
(EXT), con un 94,4 %, seguidas de las muestras de fémur
(F), con 88 %, de tibia (T), con 86,6 %, de vértebras (V),
con 84,4 % vy, por ultimo, las muestras de dientes (DD),
con 46,9 % (Figura 48, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/527/2401).

Los resultados confirmaron que el uso del protocolo
unificado para digestion y descalcificacion de tejido permi-
tid6 obtener ADN de calidad en cantidades suficientes para
tipificar con éxito un gran nimero de muestras. A pesar de
que el fémur aparece como una de las piezas mas exitosas
para la tipificacion (Milo§, et al., 2007), es importante
resaltar que las condiciones en las que llegan las piezas son
muy disimiles y puede ocurrir que otro tipo de piezas, por
ejemplo los dientes o la porcion petrosa del temporal, se
prefieran al fémur (Kulstein, ez al., 2017). También se resalta
que la solucion tampon usada en el protocolo unificado fue

Obtencion de ADN de restos humanos

efectiva con huesos compactos, porosos ¢, incluso, con otro
tipo de tejidos como el cartilago (este tipo de muestra no se
incluy6 en los experimentos, pero se ha venido empleando
en los andlisis preliminares de casos forenses debido a su
alto contenido celular y, por ende, de ADN).

Por otra parte, al evaluar el protocolo unificado en cuanto
al paso final de elucion del ADN, se logré un aumento en la
recuperacion de ADN entre 23,85 y 36,14 % con el primer
procedimiento y entre 29,92 y 35,58 % con el segundo,
comparados con el método sugerido en el kit (Tabla 4).
Esto indica que en la matriz de silice quedd retenida una
cantidad importante de ADN, la cual se perderia si se sigue
el procedimiento recomendado. Aunque el empleo de la
misma solucion tampoén para la elucion permite obtener un
ADN mas concentrado, es mas conveniente usar una nueva
aumentando el volumen final y, eventualmente, diluyendo
un poco el ADN para evitar que la molécula vuelva a unirse
a la matriz de silice. Para los casos del Laboratorio, esto
constituye una herramienta 1til para la recuperacion de un
ADN que ya de por si es escaso.

Conclusiones

La plataforma Automate Express™ y el PrepFiler Express™
BTA Kit conforman un sistema funcional, practico y
eficiente para extraer ADN a partir de muestras oseas de
buena calidad, especialmente por la semiautomatizacion;
sin embargo, para los casos del Laboratorio, dado que la
cantidad de ADN es escasa en la mayoria de las muestras,
resulta mas eficiente el método del silice.

La solucion tampoén de digestion y las condiciones utili-
zadas resultaron funcionales para cualquiera de los tres
métodos de extraccion y purificacion de ADN aplicados. En
cualquier caso, la eficiencia en la digestion es primordial, y
la cantidad de ADN que pueda recuperarse es directamente
proporcional a la cantidad inicial de material que se digiere.
Es preferible garantizar una digestion completa antes de usar
el remanente en un nuevo proceso, por ejemplo, aumentando
la cantidad de solucién tampon para digestion hasta 20 ml
por gramo de pulverizado.

La obtencion de informacion genética a partir de restos
humanos es un reto constante en el ambito forense, ya que
las muestras siempre estan comprometidas; en un contexto
como el de Colombia, en donde el nimero de victimas es

Tabla 4. Concentracion del ADN recuperado con modificaciones durante la elucion del ADN extraido por el método de silice (QIAquick

Kit. Qiagen)

Muestras Ensayo a Ensayo b Ensayo ¢ Porcentaje de recuperacion Porcentaje de recuperacion
en el ensayo b en el ensayo ¢
1 42,92 56,36 61,25 23,85 29,92
2 44,86 62,31 61,67 28,01 27,26
39,99 62,62 62,08 36,14 35,58

a) Concentracion promedio de ADN (ng/pL) en condiciones de uso normal del estuche; b) Concentracion promedio en (ng/uL) eluyendo tres veces el ADN
con la misma solucion tampoén (volumen final de la solucion tampon, 40 uL); ¢) Concentracion promedio de ADN (ng/uL) eluyendo tres veces con la solucion

tampon (volumen final de 120 pL)
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tan elevado, el tiempo transcurrido desde el momento de
la muerte aumenta y la condicion ambiental es tan adversa
en la mayoria de las regiones, que es necesario contar con
metodologias de trabajo que permitan optimizar la obtencion
de ADN; asi mismo, su mejoria, por ejemplo, evaluando el
pH del producto digerido y eventualmente modificandolo,
permitiria incrementar la cantidad del ADN recuperado con
los métodos de silice y de perlas magnéticas (Dukes, et al.,
2012); por otra parte, el hecho de poder evaluar los efectos
de la temperatura, el pH de los suelos de inhumacién y el
tiempo de exposicion de los restos Oscos, permitira a los
laboratorios tomar decisiones sobre qué metodologias usar
dependiendo de las condiciones de las muestras.

Informacion suplementaria

Tabla 18S. Evaluacion de la eficiencia de la digestion (lisis) del tejido
calcificado, protocolo unificado. Vea la tabla 1S en: https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/527/2404
Figura 1S. Amplificacion ADN de la linea celular 9947A. Uni-
dades relativas de fluorescencia (RFU) por marcador genético del
ADN de la linea celular 9947A para cada periodo de digestion. Vea
la figura 1S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2398

Figura 2S. Amplificacion del ADN de la linea celular 2800M. Uni-
dades relativas de fluorescencia (RFU) por marcador genético del
ADN de la linea celular 2800M para cada periodo de digestion. Vea
la figura 28 en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2399

Figura 3S. Amplificacion de ADN de la muestra de fémur. Uni-
dades relativas de fluorescencia (RFU) por marcador genético del
ADN de la muestra de fémur para cada periodo de digestion. Vea
la figura 3S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2400

Tabla 2S. ADN recuperado a partir de dos cantidades de material
pulverizado de hueso digerido con el protocolo unificado. Vea la
tabla 2S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2405

Tabla 3S. Evaluacion de resultados en muestras de los casos
del Laboratorio con la aplicacion del protocolo unificado. Vea la
tabla 3S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2406

Figura 48. Porcentaje de éxito del protocolo unificado. Porcentaje
de muestras con perfiles completos, parciales y negativos luego de
su extraccion con el protocolo unificado y posterior amplificacion
con los estuches comerciales disponibles en el laboratorio. Vea la
figura 4S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/527/2401
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