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RESUMEN

A partir de la década de 1980, la genética forense ha cobrado un papel fundamental dentro
del sistema judicial, convirtiéndose en una herramienta indispensable para la resolucién
de crimenes y disputas, tanto en el &mbito civil como penal. En el contexto de la Memoria
Historica, para lograr la identificacion de restos dseos de varias décadas de antigliedad
mediante el analisis de su material genético, varios factores deben ser tomados en cuenta.
Las condiciones ambientales a las que ha sido expuesto cada uno de los restos, ademas
del paso del tiempo, provocan la degradacion del ADN presente en las muestras,
complicando la obtencién de perfiles genéticos aptos para lograr una identificacion. En
este estudio se ha analizado la informacion presente en la bibliografia, con el fin de
identificar el mejor método que maximice la cantidad de ADN extraida a partir de los
restos y por tanto facilite el analisis del material genético. Asi, la seleccion de la pars
petrosa como pieza de analisis, seguida de una desinfeccion mediante la eliminacion de
la superficie externa, pulverizacion, desmineralizacion y finalmente extraccion mediante
perlas paramagnéticas, parece ser el método idéneo para la obtencion de suficiente ADN
de calidad.

ABSTRACT

Since the 1980s, forensic genetics has taken on a fundamental role within the judicial
system, becoming an indispensable tool for resolving crimes and disputes, both in civil
and criminal matters. Relating to Historical Memory, several factors must be taken into
account in order to identify skeletal remains that are several decades old through the
analysis of their genetic material. The environmental conditions to which each of the
remains has been exposed, in addition to the passage of time, cause the samples’ DNA to
degrade, making it difficult to obtain genetic profiles suitable for identification. This
study has analysed the information available in the literature to identify the best method
which maximizes the amount of DNA extracted from the remains, and thus facilitates the
analysis of the genetic material. Thus, selecting the pars petrosa as the specimen for
analysis, followed by disinfection by removing the external surface, pulverization,
demineralization, and finally extraction using paramagnetic beads, appears to be the ideal

method for obtaining sufficient quality DNA.



1. INTRODUCCION

La identificacion de individuos de forma precisa e inequivoca ha sido un gran desafio
abordado desde muchas perspectivas a lo largo de la historia. Desde las tradicionales
antropometria (estudio de las caracteristicas fisicas) y dactiloscopia (estudio de las
impresiones dactilares), hasta las técnicas mas innovadoras como el reconocimiento facial
y el andlisis de imagenes del iris. Todas ellas han intentado encontrar una caracteristica
Unica, propia de cada ser humano, que sea capaz de diferenciarlo con la mayor sencillez
y en el menor tiempo posible para resolver cuestiones legales, familiares, médicas,
humanitarias e historicas. Y aunque es cierto que la combinacion de algunas de estas
técnicas es necesaria, no hay duda de que una de ellas ha supuesto un gran hito en este
campo. Se trata de la identificacion por medio del &cido desoxirribonucleico (ADN), que
se ocupa del estudio e investigacion de la informacion genética para la identificacion de
personas. Sus resultados son utilizados posteriormente por el sistema legal para realizar
las interpretaciones necesarias en la investigacion de crimenes, casos civiles e historicos
y catastrofes. Entre las principales caracteristicas de las técnicas para analisis de ADN
utilizadas por la ciencia forense se pueden citar la precision, la confiabilidad, la
objetividad, el poder de discriminacion y la aplicabilidad. Adjetivos que permiten
dilucidar la importancia que estas técnicas han ido cobrando desde su aparicion, ya en el
afio 1900 con el descubrimiento del primer polimorfismo en las proteinas de los grupos
sanguineos humanos; y el primer uso de perfiles de ADN, para la identificacion de un
sospechoso en el afio 1986. En la actualidad, se ha logrado tal avance en estas técnicas
hasta el punto de ser posible la identificacion de un sujeto a partir de la cantidad mas
pequefia de muestra (como sangre, cabello, tejido, huesos, semen) extrayendo
informacion de gran valor que, de otro modo, habria llevado meses, afios 0 nunca se
hubiese llegado a obtener (Nizami et al., 2018; Jobling & Gill, 2004).



1.1 Memoria Historica

La genética forense ha emergido como una de las herramientas fundamentales en la
busqueda de la verdad, la justicia y el recuerdo en el contexto de la Memoria Histérica.
Su aplicacion en la exhumacién e identificacion de victimas de crimenes del pasado,
como guerras civiles, dictaduras y regimenes totalitarios, ha permitido dar un nombre y

una historia a miles de personas que fueron desaparecidas o enterradas en fosas comunes.

En los ultimos afios, la frase “memoria historica” ha llegado a convertirse en Espafia en
sinbnimo del deber civico de recordar la represion llevada a cabo en la Guerra Civil y la
inmediata posguerra (Labanyi, 2006). Son numerosas las asociaciones y organismos que
han ido surgiendo para reivindicar este deber y gestionar las acciones necesarias para su
realizacion, llevando a cabo exhumaciones en toda la geografia espafiola e interviniendo
en 777 fosas comunes (Fig.1) siendo capaces de recuperar 9552 esqueletos desde el afio
2000 (Etxeberria, 2020).

Figura 1: Fosas Comunes. A) Esqueleto de la Fosa 1 de Gurrea de Géllego (Huesca, Aragon, Espafia). B)
Fosa 2 de Gurrea de Gallego (Huesca, Aragon, Espafia). C) Fosa de Castiliscar (Zaragoza, Aragén, Espafia).
(Ruiz, 2017).



Asi, para la busqueda de los desaparecidos se siguen cuatro etapas fundamentales: la
investigacion preliminar, la intervencion de las ciencias forenses, el acompafiamiento del
regreso de los restos mortales con sus familias y la sociedad y, finalmente, la

interpretacion historica y social de los hechos investigados (Bolafios, 2010).

A su vez, la intervencion de las diferentes ciencias forenses se basa en la exhumacion y
recuperacion de los restos de las fosas donde se encuentran enterrados, trabajo propio de
la arqueologia y medicina forense; el analisis de ADN, normalmente a partir de restos
6seos como huesos y dientes para la obtencion de la informacion genética del individuo,
realizada por la genética forense; y la comparacion de estos perfiles con los de sus
supuestos familiares mediante la estadistica forense para confirmar la identificacion de la

victima o su relacion de paternidad o maternidad.

1.2 Factores que influyen en la integridad de la muestra

En el contexto de la Memoria Histdrica, las principales muestras disponibles son restos
0seos con una antigliedad de a menudo décadas. Durante este prolongado lapso de tiempo
entre el fallecimiento del individuo y el analisis del resto, el hueso se ve expuesto a todo
tipo de factores ambientales como el pH de la tierra donde se encuentra enterrado,
humedad, temperatura, radiacion ultravioleta u otros procesos diagenéticos tales como la
degradacion por microorganismos, pérdida de elementos organicos y cambios minerales
(Kendall etal.,, 2018). Todos estos factores comprometen la integridad del ADN,
convirtiendo al proceso de extraccion en uno de los pasos clave para el éxito final del
andlisis genético. Por ello, todos los esfuerzos se basan en la optimizacion del
procedimiento secuencial constituido por disgregacién de la matriz, lisis de membranas
celulares, purificacion, concentracion del material genético y elucion final, permitiendo
recuperar la maxima cantidad en las mejores condiciones posibles (Crespillo Marquez &
Barrio Caballero, 2019).



1.3 Seleccién de la muestra 6sea idénea

Un cuerpo humano adulto contiene mas de 200 huesos divididos en dos grandes grupos:
el esqueleto axial (formado por créneo, columna vertebral, costillas y esternén) y el
esqueleto apendicular (que incluye las extremidades y huesos de la cintura). En el
contexto de la Memoria Histdrica, cada uno de estos huesos puede encontrarse, con mayor
0 menor frecuencia, al exhumar o desenterrar los restos que se encuentran presentes en

las fosas (Atlas del cuerpo humano - Esqueleto, 2007).

En vista de esta gran diversidad dsea, la seleccién de una muestra de partida adecuada
para realizar los andlisis genéticos adquiere una importancia crucial. Debido a las
diferentes caracteristicas intrinsecas de cada hueso, como la porosidad, densidad 6sea,
longitud y posicion en el cuerpo, a la variabilidad inter e intraindividuo y también a los
factores ambientales ya comentados, el ADN no se conserva de igual forma en todos ellos
(Campos et al., 2012).

En la seleccion de la muestra 6sea mas adecuada, no se puede obviar el enorme
componente emocional que tienen los resultados de analisis genéticos para casos
relacionados con la Memoria Historica. La entrega de los restos a los familiares del
fallecido es, probablemente, mas significativo que el valor de evidencia genética que se
les pueda aportar junto con ellos. Por ello, y como ejemplo, es normal utilizar como
altimo recurso huesos del craneo, aun teniendo evidencia de su buen desempefio en el
andlisis, unicamente por el significado que pueda tener su entrega a los familiares
(Bolafios, 2010).

Debido a todas estas limitaciones presentes en el anlisis rutinario de restos 6seos en el
contexto de la Memoria Historica, la busqueda de un método de extraccion que permita
obtener la maxima cantidad de ADN de calidad, evitando la alteracion de las muestras y
con la mayor rapidez y eficiencia, es actualmente uno de los grandes objetivos de la

genética forense.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Esta revision bibliografica tiene como finalidad analizar y sintetizar la informacion
disponible sobre los métodos empleados en la extraccion de ADN a partir de restos 6seos
humanos, en el contexto de estudios antropoldgicos y de Memoria Historica, con el fin
de optimizar la recuperacion de material genético Util en situaciones de alta degradacion

y reducida cantidad.
2.2 Objetivos especificos

e ldentificar las piezas Oseas del esqueleto humano que presentan una mejor
preservacion del ADN, siendo las méas adecuadas para su utilizacion como fuente.

e Revisar los métodos mas eficaces de desinfeccion y pre-tratamiento de restos
0seos humanos que maximicen la calidad del material genético obtenido.

e Comparar los principales protocolos de extraccion de ADN en términos de

eficiencia, rendimiento y preservacion de la integridad genética.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccién de pieza

Como se ha mencionado previamente, el ADN no se conserva de igual forma en las
diferentes partes del esqueleto. Por ello, es crucial conocer la estructura y caracteristicas
de cada uno de los huesos que se utilizan para la extraccion, permitiendo maximizar la

cantidad de ADN vy, por consiguiente, la calidad de los perfiles obtenidos.

En este apartado se analizaran los resultados obtenidos en estudios realizados a partir de
restos 0seos antiguos de diferentes piezas del esqueleto humano, entre las que se
encuentran: huesos largos, como el fémur o la tibia, muy utilizados en el analisis forense
actual; dientes, también analizados de forma preferente en estudios antropoldgicos; el
hueso petroso, una de las piezas mas prometedoras; y posibles alternativas para las que

todavia es necesaria mucha investigacion, como los huesos pequefios y esponjosos.

3.1.1 Huesos largos

Segun las recomendaciones actuales para el muestreo de estructuras forenses, los restos
mas adecuados para obtener y analizar ADN de los esqueletos son los huesos compactos,

particularmente los largos, como el fémur y la tibia (Mundorff & Davoren, 2014).

El principal motivo del éxito de la recuperacion de ADN a partir del fémur y la tibia, se
debe a su capacidad para soportar peso, lo que da como resultado una corteza mas densa
en comparacion con los huesos del esqueleto axial o la extremidad superior, ayudando a
proteger mejor el ADN de la degradacion ambiental. De hecho, se considera que la
diafisis media del fémur es la zona con mayor densidad 6sea de todo el cuerpo humano
(Stan et al., 2024).

Hasta la fecha varios estudios han demostrado que tanto el fémur como la tibia
proporcionan cantidades suficientes de ADN para obtener perfiles de repeticiones cortas
en tandem (Short Tandem Repeats o STR’s) con éxito, produciendo aproximadamente la
misma cantidad de ADN dentro de un mismo individuo. Sin embargo, algunos estudios
indican que el fémur puede proporcionar rendimientos de ADN mas bajos en

comparacion con otros huesos (Hasap et al., 2020) y que la tibia presenta variabilidad en
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la cantidad de ADN obtenido haciendo dudar sobre su consistencia como fuente de
extraccion (Haarkatter et al., 2023).

Finalmente, en contextos antropolégicos, los huesos largos se encuentran ausentes
aproximadamente en el 50% de los casos, estando entre un 15% a 20% de ellos,
fragmentados, reduciendo su disponibilidad para un posible analisis (Haarkotter et al.,
2023).

3.1.2 Dientes

Como ya se ha comentado con anterioridad, tradicionalmente se ha establecido que la
materia cortical de los huesos largos y los dientes intactos (especialmente molares y
premolares) tienen una mayor tasa de éxito en los analisis de ADN (Haarkotter et al.,
2023). Anatomicamente, los dientes humanos se dividen en dos partes: la corona, que esta
expuesta en la boca, y las raices, que se encuentran dentro de los maxilares. Las raices
dentales incluyen al cemento y la dentina, ambos tejidos mineralizados y altamente
celulares. La corona, por su parte, esta principalmente formada por el esmalte, un tejido
altamente mineralizado y acelular que recubre todo el diente (Fig. 2). En el caso de las
piezas dentales, la preservacion del ADN se da gracias al esmalte dental que proporciona
una barrera fisica frente a condiciones externas como luz UV, humedad, calor y

microorganismos (Higgins & Austin, 2013).

S Esmalte
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Figura 2: Estructura del diente. La imagen ilustrada muestra un molar mandibular humano seccionado de

forma longitudinal (Higgins & Austin, 2013).



Se ha demostrado que las raices dentales, que ademas incluyen la pulpa (tejido blando
que contiene a los nervios, vasos sanguineos y tejido conectivo), producen mas ADN que
la corona (Fig.2) (Vinueza-Espinosa et al., 2020). Incluso en dientes sin pulpa, la cantidad
de ADN obtenida de la dentina es diez veces mayor que la del cemento (Gaytmenn &
Sweet, 2003). Por este motivo dientes con pulpas mas grandes y varias raices se
consideran las mejores fuentes de ADN, asi, las muelas serian los dientes mas adecuados
para la extraccion de ADN, ya que poseen pulpas mas grandes y varias raices (Heathfield
et al., 2021; Stan etal., 2024). En ausencia de molares, los premolares tendrian mas
cemento celular y por lo tanto una mayor posibilidad de conservacion, pero los caninos

tendrian un volumen pulpar mayor (Higgins & Austin, 2013).

Cabe destacar, que aungue los dientes se consideren una fuente de ADN éptima, no
siempre estan disponibles para su andlisis, perdiendo su valor antropoldgico si no se

encuentran incrustados en la mandibula del individuo (Edson, 2019).

3.1.3 Hueso petroso

En los dltimos afios, el hueso petroso, pefiasco 0 pars petrosa, ha emergido como una de
las fuentes mas valiosas para la extraccion de ADN a partir de restos antiguos (Stan et al.,
2024), obteniendo, en algunos estudios, rendimientos de ADN enddgeno que superan a
los de los dientes entre 4 y 16 veces (con media de 5,2), y a los de otros huesos hasta 183
veces (Gamba et al., 2014).

El hueso petroso se sitla en la base del craneo, entre los huesos esfenoides y occipital,
constituyendo la parte intracraneal del hueso temporal (Pilli et al., 2018) (Fig. 3). Es el
hueso mas resistente del cuerpo de los mamiferos y protege los érganos de la audicion y
el equilibrio conocidos colectivamente como el 6rgano vestibulo-coclear (Hansen et al.,
2017). Esta proteccion resulta en una mayor conservacion del ADN en su interior en
comparacion con otras piezas de interés forense (Vinueza-Espinosa et al., 2020). Ademas,
posee tres veces mas de osteocitos (células del hueso) que el fémur, lo que deriva en una
mayor cantidad de ADN por pieza (Haarkotter et al., 2023). Las cavidades internas
interconectadas del hueso petroso conforman la capsula 6tica del oido interno, formada

por la coclea, el vestibulo y tres canales semicirculares (Fernandes et al., 2023). En

10



concreto, Stan et al. (2024) observaron una concentracion de ADN significativamente
mayor en la coclea, siendo la parte 6sea densa del pefiasco fuera de la capsula otica, la
que presentd la menor concentracion (6 veces menor que la coclea). Resultados similares
obtuvieron Pinhasi et al. (2015), donde los rendimientos del interior de la capsula Gtica

superaron al exterior hasta en 65 veces.

Porcién
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Figura 3: Localizacion del hueso petroso.

La mayoria de los autores coinciden en que al comparar la cantidad de ADN extraido y
la calidad de los perfiles de STR’s obtenidos de dicho ADN a partir del hueso petroso y
otras piezas del esqueleto, la pars petrosa supera a todos los demas, por esta razén, si
estuviera disponible, siempre deberia preferirse para las pruebas genéticas (Di Stefano
et al., 2024; Vinueza-Espinosa et al., 2020; Pilli et al., 2018). Un ejemplo de ello es el
estudio llevado a cabo por Haark®étter et al. (2023), en el que se compararon los sustratos
0seos clasicos (dientes, fémur y tibia) con el pefiasco, obteniendo para este una cantidad
de ADN entre 15 y 30 veces mas que para el resto de huesos. Ademas, el hueso petroso
tuvo los datos de RFU (Unidades Relativas de Fluorescencia) mas altos, con un promedio
de 5278, seguido por el diente (2278), la tibia (1252) y el fémur (744).

A pesar de los excelentes resultados obtenidos a partir del hueso petroso y su frecuente
aparicion en contextos antropologicos (faltando solamente en el 15% de los casos
(Haarkotter et al., 2023; Kulstein et al., 2018)), la mayor dificultad para su uso es su
extraccion a partir de un craneo intacto (Edson, 2019; Charlton etal., 2020).
Tradicionalmente, este proceso implicaba seccionar o pulir el hueso temporal para aislar
la coclea (Parker et al., 2020), lo que puede dafiar los puntos de referencia antropoldgicos.
Sinembargo, Pilli et al. (2018), desarrollaron un método para extraer el petroso sin alterar
la integridad del craneo, cortando con un bisturi quirargico y dejando un pequefio orificio

visible solo desde la vista basal.
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3.1.4 Huesos pequeiios y esponjosos

Estudios recientes informan de la gran cantidad de ADN de alta calidad que se puede
extraer a partir de los pequefios huesos esponjosos de las manos y los pies (Otagiri et al.,
2024; Harrel & Hughes-Stamm, 2020).

La comparacion de los rendimientos de ADN de muestras dentro de un individuo llevada
a cabo por Mundorff et al. (2009), revel6 que los huesos esponjosos pequefios, como el
carpo, metacarpiano, tarso, metatarsiano y falanges proximales, tienen en promedio
cantidades mucho mayores de ADN por unidad de masa que los huesos corticales densos.
Una posible explicacion es que los huesos esponjosos contienen mas células, nervios y

vasos sanguineos, asi como menos calcio (Hasap et al., 2020).

Concretamente, la primera falange distal de la mano y el capitato (el mayor de los huesos
carpianos situado en el centro de la mufieca), parecen ser los que mejores resultados
aportan, obteniendo tres veces mas de concentracion de ADN que algunos huesos

tradicionales como la tibia o el fémur (Hasap et al., 2020).

Ademas, su pequefio tamafio y facilidad de manipulacion durante el muestreo y el pre-
procesamiento con solo un bisturi desechable (Mundorff & Davoren, 2014), puede
prevenir la contaminacion por ADN exogeno, lo que permite a los analistas reducir el

tiempo y el costo experimental (Otagiri et al., 2024; Golob et al., 2024).
3.1.5 Otros huesos

Otros huesos, como las costillas y las vértebras han demostrado ser las mas adecuadas en
esqueletos incompletos donde solo se dispone de restos del torso. Entre las costillas, la
que mayor rango de ADN parece poseer es la primera costilla, y entre las vértebras, las
toracicas proporcionan el mayor rendimiento. Aunque las vértebras y las costillas se
encuentran entre los tipos de huesos mas propensos a la descomposicion, los resultados
de numerosos estudios muestran que son Utiles para la identificacién de los restos
generando perfiles genéticos completos de hasta el 86% de las muestras en algunos casos
(Bozi¢ et al., 2022; Harrel & Hughes-Stamm, 2020; Di Stefano et al., 2024).

El calcaneo y el astragalo (huesos que forman la articulacion subastragalina del pie) son

los huesos esponjosos mas grandes. Son mas propensos a descomponerse debido a su
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pequefio tamafio y gran porosidad, pero se conservan incluso en esqueletos antiguos. De
hecho, algunos estudios como el realizado por Golob et al. (2024), demostraron que el

calcaneo puede llegar a superar al hueso petroso.

Finalmente, la rétula, hueso sesamoideo (tipo de hueso formado por capas delgadas y
compactas intercaladas con regiones de hueso esponjoso) de la parte frontal de la rodilla,
se clasifica como uno de los elementos esqueléticos que, en varios estudios, ha mostrado
ser una fuente valiosa para la obtencién de ADN (Finaughty et al., 2023), llegando a
obtener perfiles de STR’s con una tasa de éxito superior a 80% en algunos de ellos

(Gersak et al., 2025; Mundorff et al., 2009) .

3.1.6 Discusion seleccion de pieza

Tradicionalmente se consideraba que el ADN tiende a degradarse menos en las partes
mas densas del esqueleto, concretamente en aquellas que soportan peso como el fémur o
la tibia 0 con una gran proteccion como los dientes. Sin embargo, numerosos estudios
indican que otras piezas del esqueleto como el hueso petroso y huesos de tipo esponjoso
son capaces de conservar el ADN con la misma o incluso mejor eficacia (Mundorff,
2019).

El principal motivo para el uso de los huesos largos como matriz para extraer el ADN es
su densidad cortical, que proporciona una gran resistencia y proteccion del material
genético. Con un muestreo relativamente facil y una aparicion en enterramientos
normalmente habitual, la tibia y el fémur se convirtieron en algunos de los huesos
preferentes para el analisis genético, proporcionando resultados lo suficientemente
correctos para la identificacion de un gran namero de individuos en diversos estudios a
lo largo de los afios. Siguiendo una linea similar, y siendo también piezas preferentes para
el analisis, se sitUan las piezas dentales, en este caso, su resistencia y proteccién al ADN
proviene del esmalte, y al igual que los huesos largos, se suelen encontrar con facilidad
en los enterramientos proporcionando ademas un muestreo sencillo. En este caso, con un
rendimiento mas alto de ADN, conviene seleccionar los premolares y caninos, ya que
poseen una gran cantidad de cemento protector y ademas un mayor volumen pulpar, lo

que se traduce en una mayor cantidad de material genético. Sin embargo, la mayor
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limitacion para los dientes y huesos largos es la gran velocidad a la que se degradan en
caso de fragmentarse o poseer enfermedades, ademas de, en el caso de los dientes, la
necesidad de retencion de la pieza dentro de la mandibula, situaciones que, con
frecuencia, dificultan su uso en el andlisis de ADN forense (Tabla 1).

Con el objetivo de superar este tipo de limitaciones, numerosas investigaciones han
estudiado de forma sistematica varias piezas del esqueleto, aspirando a encontrar aquellas
que proporcionen mejores resultados en cuanto a calidad y cantidad de ADN extraido o,
al menos, que igualen a las utilizadas tradicionalmente en caso de no estar disponibles.
Asi se ha comprobado como, al contrario de lo que se suponia, huesos esponjosos y
pequefios como los de las manos, pueden producir cantidades de ADN de suficiente
calidad comparables con aquellos mas densos y largos, convirtiéndose en una opcion
altamente viable para el analisis forense. Ademas, su facilidad de muestreo en caso de
estar presentes (lo estan en menor frecuencia que el resto) hace que sean una alternativa
eficiente que se deberia profundizar. Por su parte, las costillas y vertebras, también huesos
esponjosos, son de gran utilidad en caso de no disponer de las extremidades, ya que,
apareciendo con relativa alta frecuencia en los enterramientos, también son capaces de
proporcionar perfiles genéticos completos a pesar de ser altamente propensos a la
degradacion. En esta linea, también el hueso de la rotula, hueso sesamoideo con regiones
esponjosas, ha mostrado prometedores resultados en estudios recientes, pudiendo

convertirse en un candidato mas si es investigado con mayor profundidad (Tabla 1).

Finalmente, con los mayores rendimientos de ADN y por tanto, siendo las piezas que mas
interés suscitan para la extraccion de material genético en el &mbito forense, se encuentran
el hueso petroso y el calcaneo. La pars petrosa ha superado considerablemente las
cantidades de ADN Yy calidad de los perfiles obtenidos comparados con los demas restos
6seos obtenidos. Con una frecuencia de aparicion en los enterramientos extremadamente
alta y una muy buena conservacion debida a la gran resistencia del hueso, Unicamente su
dificultad a la hora de realizar el muestreo presenta una limitacion. Sin embargo, este
obstaculo ya se esta viendo solucionado en diversos estudios con el desarrollo de
protocolos que permiten extraer este hueso sin alterar ni destruir el craneo, convirtiendo
a esta pieza en una fuente extremadamente valiosa para la extraccion de ADN en
contextos forenses. Por ultimo el calcaneo, hueso esponjoso del pie, también ha

demostrado su gran utilidad para la extraccion de material genético, superando en algunos
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casos al hueso petroso. Su facil muestreo, alta frecuencia de aparicién en enterramientos
y buena conservacidon, hacen que en un futuro y con méas investigacion, pueda convertirse
también en una de las piezas preferentes para el analisis de ADN en restos humanos
(Tabla 1).

Tabla 1: Comparacion tipos de hueso.

. Rendimiento Frecuencia en Consideraciones
Tipo de Hueso _ Estructura ] Muestreo .
de ADN enterramientos adicionales
Variable Preferencia de
Huesos largos L Alra densidad Relativamente s s
fe - tibi Medio variable cortical Fragmentados facd analisis
(femur y tibia) = . tradicionalmente
con frecuencia
Alto variable Pmte“;h““ 4 Variable
estate Preferencia de
Dientes Mejor en Refenciin en Buena Facil analisis
; tradicionalmente
premcr{ares ¥ el alveolo conservacion
Caninoes
Alta densidad Alta N
Posible destruccion
Hueso petroso Alto Al Complejo  del créneo durante
Alta e
. Buena el andlisis
presencia de L
. conservacion
osteocitos
Bajo
Huesos contenido en
pequeiios ¥ Medio alte  caldle Media Facil Poca investigacion
esponjosos Alta
cellaridad
Medio Media alia
Costillas v S@M para Alta Facil Utiles en ausencia
vértebras ‘i,’er‘t».?bras porosidad ) ac de extremidades
tordcicas v Alta degradacion
primeras
costillas
N Alt_a Alta .
Calcaneo v porosidad Relativamente . N
, Alto . Poca investigacion
astragalo Alta Buena faci
cehilaridad conservacion
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3.2 Limpieza y pre-tratamiento

Para lograr una extraccion de ADN exitosa, varios pasos de pre-tratamiento son
necesarios. Normalmente, el procesamiento tradicional de los restos incluye su
descontaminacion, pulverizacién y desmineralizacion. Dentro de esta sucesion de
tratamientos, existen numerosas variantes y nuevas metodologias, todas ellas con el
objetivo de mejorar el rendimiento y la calidad del ADN recuperado de los tejidos

esqueléticos.
3.2.1 Limpieza

Un aspecto de gran importancia al trabajar con ADN humano de restos 6seos es la
posibilidad de contaminacion. Numerosos estudios han demostrado la existencia de
contaminacion con ADN exogeno en analisis forenses ya sea en el &mbito criminal como
en la investigacion de ADN antiguo. El mayor problema de esta contaminacion es que el
ADN exo0geno suele encontrarse dafiado en menor proporcion y mayor cantidad que el
ADN endogeno de interés, pudiendo resultar en perfiles de ADN erroneos (Higgins &
Austin, 2013).

Para solucionar esta cuestion, los investigadores forenses utilizan diversos méetodos que
pretenden eliminar la contaminacion antes de comenzar con la extraccion de ADN
enddgeno (Kemp & Smith, 2005), algunos de estos son la inmersion en hipoclorito de
sodio (lejia), la exposicion a luz ultravioleta y la eliminacion fisica de la superficie
externa. Todos ellos presuponen que la contaminacion Unicamente se encuentra en las

superficies mas externas (Higgins & Austin, 2013).
3.2.1.A Inmersion en hipoclorito de sodio (lejia)

El método de descontaminacion mas frecuente es el uso de hipoclorito de sodio (NaOCI
o lejia). Este compuesto, elimina el ADN exdgeno gracias a sus propiedades oxidativas y
clorantes que provocan la rotura del ADN en fragmentos cada vez mas pequefios (Kemp
& Smith, 2005). Sin embargo, un estudio reciente sugiere que el ADN contaminante no
se elimina, sino que se degrada, dificultando su distincién del ADN enddgeno de interés
(Higgins & Austin, 2013).
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Aun asi, son numerosos los estudios que defienden la desinfeccion de los restos 0seos
mediante hipoclorito de sodio, ya que, ademas de eliminar el ADN ex6geno, es capaz de
suprimir algunos inhibidores de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Koehn
et al., 2020). Ademas, otras investigaciones, como la llevada a cabo por Kemp & Smith
(2005) afirman que, aplicado correctamente, es un medio eficaz para destruir la
contaminacién de las superficies 6seas, eliminando en algunos casos entre el 81 y el 99%
del ADN exdgeno (Barta et al., 2013).

3.2.1.B Exposicion a luz ultravioleta

La descontaminacidn por exposicion a luz ultravioleta (UV) es un método altamente
utilizado para la desinfeccion de superficies y materiales de uso forense. Sin embargo,
también es capaz de eliminar el ADN exdgeno de la superficie de muestras dseas (Harrel
& Hughes-Stamm, 2020). La luz ultravioleta, especialmente en el rango UVC (Radiacion
Ultravioleta de Onda Corta: 200-280 nm), posee una alta energia que es absorbida por el
ADN. Esta absorcién conduce a la formacién de dimeros de pirimidina y otros productos

que fragmentan las moléculas de ADN (Markovitsi, 2016).

Cabe destacar, que la exposicion prolongada de las muestras a la luz UV puede causar
dafio en el ADN enddgeno, especialmente si las muestras son muy finas o porosas por lo
que todavia falta investigacion para conocer el tiempo de exposicién exacto necesario
(Vanek et al., 2009; Higgins & Austin, 2013).

3.2.1.C Eliminacion fisica de la superficie externa

Finalmente, la eliminacién fisica de la superficie externa del diente o del hueso mediante
el lijado o la abrasion, también es un método de descontaminaciéon muy utilizado. Este
método mecanico, normalmente se realiza antes de la pulverizacion del hueso y utiliza

papel de lija 0 herramientas especializadas (Harrel & Hughes-Stamm, 2020).

El mayor inconveniente de este método es la generacion de calor que puede afectar al
ADN endoégeno reduciendo su cantidad y calidad, por ello, es recomendable su
realizacion de forma manual o a velocidades bajas (Corréa et al., 2021). Ademas, puede

generar la dispersién de particulas finas de polvo que produzcan contaminacion cruzada.
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3.2.2 Pulverizacion

El método més utilizado para la preparacion de muestras en el analisis forense de restos
seos es la pulverizacion del hueso (Corréa et al., 2021). Esta técnica consiste en moler
las piezas Gseas o dientes hasta obtener un polvo fino con el propdsito de aumentar la
superficie efectiva para facilitar la lisis de las células en la extraccion del ADN (Harrel &
Hughes-Stamm, 2020).

La pulverizacion se puede llevar a cabo con la utilizacion de diferentes instrumentos,
incluyendo el uso de morteros manuales, licuadoras, molinos de congelacion (“Freezer
Mills”) o molinos de bolas, siendo el Freezer Mill el mas utilizado por los laboratorios
forenses (Loreille et al., 2007; Harrel & Hughes-Stamm, 2020). Aun asi, al comparar los
resultados obtenidos del anélisis realizado utilizando los cuatro métodos, el Freezer Mill
y las licuadoras parecen obtener resultados semejantes siendo los beneficios de un método

sobre otro, minimos (Loreille et al., 2007).

Pese a ser el pre-tratamiento utilizado en la mayoria de laboratorios forenses, la
pulverizacion de los restos posee varias limitaciones a tener en cuenta, ya que puede
aumentar el riesgo de contaminacion y genera calor, dafiando el ADN de las muestras
(Higgins & Austin, 2013). Por estos motivos, los protocolos utilizados requieren de
instrumentacion especifica en condiciones controladas (como el uso de trituradores
criogénicos y nitrogeno liquido) (Corréa et al., 2021). Con el objetivo de evitar este paso
de pulverizacién, numerosos estudios han propuesto prometedoras metodologias como la

desmineralizacion total.
3.2.3 Desmineralizaciéon

Gran parte de los protocolos actuales para el analisis de ADN a partir de restos antiguos
y dientes utilizados en laboratorios forenses incluyen el paso de desmineralizacién o
decalcificacién como parte de su pre-tratamiento. Este proceso se basa en la incubacion
de la muestra molida en un tampén o buffer con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(Loreille et al., 2007). EI EDTA es capaz de disolver la matriz mineral (agregados
cristalinos a los que el ADN se encuentra unido) mediante la quelacion de cationes de
calcio, ayudando asi a la digestién enzimatica de la matriz organica y a la liberacion del
ADN (Higgins & Austin, 2013; Harrel et al., 2018).
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A pesar de que el proceso de desmineralizacion total es considerado uno de los mejores
métodos para el tratamiento de restos humanos degradados (Finaughty et al., 2023;
Haarkotter et al., 2023), los investigadores siguen estudiando como mejorar algunos de
sus inconvenientes. Normalmente, el protocolo finaliza descartando el EDTA, accién que
se cree, conduce a la pérdida de ADN enddgeno (Corréa et al., 2021). Ademas, incluso si
el sobrenadante que contiene el EDTA se utiliza para el andlisis, el polvo sin disolver,
que contiene ADN sin extraer, también es desechado al final del protocolo (Loreille et al.,
2007). Para solucionar esta pérdida, Loreille etal. (2007) han desarrollado una
metodologia donde el polvo de hueso se disuelve completamente y el EDTA forma parte
del buffer de lisis, lo que resulta en la obtencién de entre 2,5 y 100 veces mas de ADN.

Asimismo, la mayoria de los métodos que evitan la pulverizacion del resto se basan en el
proceso de desmineralizacion. Ejemplo de ello es el estudio llevado a cabo por Harrel
et al. (2018) donde se aplica la decalcificacion directamente sobre pequefias secciones de
hueso. Cabe destacar que los resultados no son especialmente prometedores en ningin
caso, obteniendo una cantidad de ADN similar pero mayor degradacion en el protocolo a

partir de fragmentos Gseos.
3.2.4 Separacion por densidad

Recientemente, un estudio llevado a cabo por Fernandes et al. (2023) ha demostrado la

eficacia de la técnica de separacion por densidad en la recuperacion de ADN enddgeno.

La separacion por densidad es una técnica utilizada habitualmente en el campo de las
ciencias forenses para el analisis de suelos y sedimentos, permitiendo disgregar
minerales, materia organica e incluso microplasticos (Willey et al., 1997). Su uso en la
recuperacion de ADN endogeno se basa en la premisa de que el ADN se encuentra
fuertemente unido en agregados cristalinos, por lo que a mayor densidad de estos
agregados, mayor cantidad de ADN se podria obtener de su extraccion (Higgins & Austin,
2013). A su vez, la proporcion de agregados cristalinos depende de los procesos
diagenéticos que ocurren tras la muerte del individuo, de forma que la composicion
quimica de los restos 6seos se altera dando lugar a regiones de diferentes densidades
dentro de un mismo hueso dependiendo de la mineralizacién de la matriz 6sea y los

osteocitos (Fernandes et al., 2023).
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El proceso por tanto, consiste en la centrifugacion del polvo de hueso con un liquido
pesado no toxico llamado politungstato de sodio (SPT) que permite la separacion de las
particulas con mayor y menor densidad realizando la extraccion a partir de aquellas mas
altas pudiendo obtener hasta 5,28 veces mas de ADN enddgeno que realizando el
protocolo de extraccion sin ningun pre-tratamiento (Fernandes et al., 2023).

3.2.5 Discusion limpieza y pre-tratamiento

Los pasos previos a la extraccion del ADN a partir de restos 0seos antiguos pueden
determinar el éxito o fracaso final de la prueba genética. Generalmente, todos los
laboratorios y protocolos especializados coinciden en la desinfeccion de las muestras, con
el fin de eliminar la mayor cantidad de ADN enddgeno posible, evitando asi su
interferencia en el andlisis. Sin embargo, las opciones para su realizacion son diversas e
incluso complementarias en algunos casos, otorgando una mayor complejidad a su
seleccion. Mientras que todos los métodos poseen el riesgo de dafiar el ADN endogeno,
algunos son capaces de minimizarlo. Es el ejemplo de la eliminacion fisica de la superficie
externa, donde simplemente reduciendo la velocidad a la que se lija la capa mas
superficial del hueso, se deja de producir el calor que degradaria el ADN. Aun asi, este
método posee un gran inconveniente, y es que si no se realiza de forma adecuada, puede
llevar a la contaminacion cruzada entre muestras al liberar particulas finas de polvo al
ambiente. Por el contrario, métodos como la inmersion en hipoclorito de sodio y la
exposicion a luz ultravioleta, son mas propensos a dafiar el ADN enddgeno o incluso a
no eliminar completamente el exdgeno. Ya que en el primer caso, existe la posibilidad de
que el material genético contaminante se fragmente y degrade, pudiendo confundirse con
el ADN enddgeno en el andlisis, fendmeno que actualmente sigue en estudio; y en el
segundo, en caso de encontrar muestras muy finas o porosas, la luz ultravioleta puede
penetrar en el hueso, dafiando tanto el ADN contaminante como el de interés. No obstante,
la inmersidn en lejia ha demostrado proporcionar resultados de calidad, al ser el método
utilizado preferentemente en los laboratorios forenses para la desinfeccion de las

muestras, habiendo sido optimizado con el tiempo (Tabla 2).

Una vez desinfectadas las muestras, no existe un consenso sobre de qué manera se deben

preparar las muestras 6seas para maximizar el ADN enddgeno obtenido en la extraccion.
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Generalmente el procedimiento comienza con el corte, en caso de tener un gran tamafio,
y la pulverizacién de las piezas 6seas mediante un molino de congelacion o Freezer Mill
con el objetivo de aumentar la superficie efectiva que facilite la lisis de las células en la
extraccion del ADN. Sin embargo su mayor limitacion reside en la posibilidad de
generacion de calor que dafie el ADN, motivo por el cual son varios los estudios que
intentan evitar la pulverizaciéon aplicando procedimientos que incluyen la
desmineralizacion total de la muestra. Dichos métodos se encuentran todavia en
desarrollo, por lo que hasta el momento, la pulverizacién sigue siendo el método mas
usado para preparar las muestras, siendo capaz de evitar su mayor limitacion mediante el
uso de nitrégeno liquido. Previo al siguiente paso, conocido como desmineralizacion,
algunos estudios han demostrado la utilidad de la separacion por densidad del polvo de
hueso, seleccionando para el analisis Unicamente las particulas con mayor densidad v,

tedricamente, aquellas que mayor cantidad de ADN contengan (Tabla 2).

Finalmente, la mayoria de protocolos previos a la extraccion concluyen con la
desmineralizacion, donde el EDTA disuelve la matriz mineral del hueso permitiendo la
liberacion del ADN. Aunque este procedimiento permita obtener mayores cantidades de
ADN, todavia es necesaria su completa optimizacion, debido a la posible pérdida de

material genético en alguno de sus pasos (Tabla 2).

Tabla 2: Comparativa de métodos de limpieza y pre-tratamiento de muestras dseas.

Pre-tratamiento Objetivo Ventajas Desventajas

Eficacia Degradacion de ADN

Inmersion en hipoclorito .
exogeno puede generar

de sodio Eliminacion de inhibidores de arfiles confusos
la PCR P
Desinfeccion y eliminacion de ADN ) N Degradacién de ADN
Exposicion a luz : Buena desinfeccion de .
] €xogeno . ... endogeno en muestras finas
ultravioleta materiales usados en el andlisis
0 porosas
Eliminacion fisica de la . Generacion de calor que
_ Eficacia . .
superficie externa dafia el ADN
Aumento de la superficie efectiva Eficacia Riego de contaminacion
Pulverizacion e ge . . . Generacion de calor que
Facilitar lisis de célul Uso habitual
acilitar lisis de células s0 habi daia €] ADN
. L Disolucion de la matriz mineral Eficacia en combinacion con  Posible pérdida de ADN
Desmineralizacion . . R : .
Liberacion del ADN otros métodos segiin protocolo
. - . o Técnica reciente, necesita
Separacion por densidad  Aumento de la recuperacion de ADN Facil realizacion ;

mas estudio
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3.3 Métodos de extraccion

La extraccion de ADN a partir de muestras 0seas implica la lisis de las células, para
romper la membrana celular y conseguir la liberacion del ADN; la eliminacion de
contaminantes, como inhibidores de la PCR; y la purificacién del ADN, aislandolo de
todos los componentes celulares restantes. En este contexto, los pasos relacionados con
la eliminacién de contaminantes y la purificacion, son determinantes para maximizar la

recuperacion de grandes cantidades de ADN de calidad que poder utilizar en el andlisis.
3.3.1 Extraccion organica

La extraccion organica es una técnica de extraccion liquido-liquido capaz de separar las
proteinas y lipidos de los acidos nucleicos. En este método se utiliza una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico para aislar el ADN en la fase acuosa de la solucion después
de romper las membranas celulares mediante dodecil sulfato de sodio (SDS), proteinasa
K o hidréxido de sodio (NaOH) (Davoren et al., 2007).

A la hora de maximizar la cantidad de ADN extraido, este método es altamente eficaz
comparado con otros como la extraccion mediante resina magnética o la extraccion en
fase solida (Finaughty et al., 2023). Ademas, la mayoria de estudios lo situan en los
primeros puestos en cuanto a la obtencion de perfiles STR a partir de restos 0seos,
obteniendo hasta 4 alelos mas que el kit de uso preferente en el andlisis de este tipo de

muestras en laboratorios forenses (Haarkotter et al., 2023).

Cabe destacar, que los mejores resultados obtenidos mediante el método de extraccion
organica son aquellos en los que este proceso ha ido precedido de un protocolo de
desmineralizacion, combinando asi la eficiencia de la eliminacion de inhibidores de la
decalcificacién con la capacidad de proporcionar ADN de alta pureza de este tipo de

extraccion (Jakubowska et al., 2012).

Sin embargo, a pesar de la eficiencia y versatilidad demostrada por el método (Ferreira
et al., 2013), presenta importantes limitaciones. En primer lugar, los reactivos utilizados
son toxicos, suponiendo un peligro para la salud humana, por lo que requieren una
manipulacién y eliminacion muy cuidadosa. Por otra parte, la cantidad de muestra

requerida para este procedimiento es significativamente mayor que en el resto de métodos

22



de extraccion, lo que limita el andlisis si no se dispone de grandes porciones de hueso.
Finalmente, es un proceso laborioso que requiere mdaltiples transferencias vy

manipulaciones, aumentando el riesgo de contaminacion (Haarkotter et al., 2023).
3.3.2 Extraccion con silice

La extraccion mediante silice es un tipo de extraccion en fase solida utilizada con
frecuencia para la extraccion de ADN a partir de restos 6seos (Finaughty et al., 2023).
Este método se basa en la adsorcion de &cidos nucleicos (ADN en este caso) en silice
(SiO2) en presencia de altas concentraciones de sales caotrépicas después de la rotura de
las membranas celulares por diferentes métodos (Orfao, 2011). Los residuos son

eliminados mediante lavados sucesivos, eluyendo finalmente el ADN puro con agua.

Este tipo de extraccion se puede llevar a cabo mediante la adsorcion del ADN en
columnas o en particulas de silice en suspension. El primer método destaca por su alta
eficiencia, sobretodo en términos de nimero de alelos obtenidos por gramo de polvo de
hueso (Haarkoétter et al., 2023). Sin embargo, el segundo método destaca por su capacidad
para recuperar pequefios fragmentos de ADN de hasta 35 pares de bases, muy comunes
en muestras altamente degradadas, pudiendo llegar a obtener fragmentos menores de 25

pares de bases con protocolos de publicaciones recientes (Xavier et al., 2021).

Al comparar esta extraccion con otros métodos, los resultados varian entre publicaciones.
Algunos estudios afirman que es capaz de obtener incluso tres veces mas de ADN que la
extraccion organica (Hasap et al., 2020), mientras que otros, lo situan al final de su
clasificacién, asumiendo que el bajo rendimiento se debe a la pérdida de fragmentos de
ADN por los excesivos lavados del protocolo (Finaughty et al., 2023). Sin embargo, todos
coinciden en su eficacia para la extraccién de ADN a partir de restos 6seos con pequefios
intervalos postmortem que han sido expuestos a condiciones ambientales extremas
(Davoren et al., 2007).

23



3.3.3 Extraccidn con perlas magnéticas

Utilizado casi en el 50% de las investigaciones forenses, la extraccion por bolas
paramagnéticas es el método por excelencia para la obtencion de ADN a partir de
muestras 0seas. En este proceso, el ADN liberado después de la rotura de las membranas
de las células se une a microesferas de Oxido de hierro cargadas positivamente. A
continuacion, se aplica un campo magnético externo que provoca la union de las esferas
al borde del tubo reteniendo el ADN durante el lavado. Finalmente, este ADN se eluye

como muestra purificada mediante un tampon de elucion (Finaughty et al., 2023).

Numerosos articulos destacan el éxito estadisticamente significativo de los métodos
basados en perlas magnéticas para la obtencion de perfiles genéticos completos al
compararse con la extraccion organica y con silice (Harrel et al., 2018), atribuyendo su
éxito a la capacidad de aislar el ADN de otros componentes celulares en un entorno
liquido (Finaughty et al., 2023). Ademas, al igual que con la extraccion orgéanica,
incorporando un paso de desmineralizacion, la cantidad de STR’s obtenidos aumenta

significativamente (Haarkotter et al., 2023).

Esta técnica es utilizada como base de numerosos kits comerciales especializados en la
extraccion de ADN a partir de muestras forenses, entre ellos destacan InnoXtract™
(InnoGenomics Technologies, Nueva Orleans, Los Angeles, Estados Unidos) y
PrepFiler™ BTA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)
como los mas empleados, siendo ambos los que mejores resultados proporcionan al
compararse con gran variedad de métodos de extraccion. Entre ellos, la mayor eficiencia
y rendimiento de ADN se obtiene con InnoXtract™, kit que también presenta el indice
de degradacion mas elevado (Haarkotter et al., 2023). Sin embargo, en cuanto a la
cantidad de alelos detectados, PrepFiler™ BTA funciona de manera mas eficaz para

muestras degradadas (Hasap et al., 2020).

Entre las principales desventajas de la extraccion mediante perlas magnéticas, destaca su
coste, debido a la necesidad de comprar el correspondiente kit. Sin embargo, sus
numerosas ventajas como eficiencia, eliminacién de inhibidores, rapidez y capacidad de
automatizacion que reduce considerablemente el riesgo de contaminacién, convierten a

la técnica en una inversion altamente rentable (Haarkotter et al., 2023).
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3.3.4 Discusion métodos de extraccion

Existen gran diversidad de métodos que permiten extraer y aislar el ADN a partir de todo
tipo de muestras, sin embargo, a la hora de realizarlo utilizando restos 6seos como
material de partida, solo unos pocos son capaces de proporcionar los resultados 6ptimos
para un posterior andlisis genético de calidad. Mientras todos los protocolos coinciden en
la utilizacion de SDS vy proteinasa K para la rotura de las membranas celulares y la
degradacion de las proteinas, el mayor debate se sitGa en torno a qué método permite
aislar completamente el material genético obteniendo ADN puro con la mayor calidad y
cantidad posible (Tabla 3).

En el caso de querer maximizar la cantidad de ADN extraido, unicamente dos métodos
destacan. La extraccion organica y la extraccion mediante resina o particulas
paramagnéticas han demostrado proporcionar cantidades de ADN suficientes para la
obtencién de perfiles geneticos completos en gran cantidad de estudios. Sin embargo, la
eficiencia, versatilidad y seguridad del protocolo también juegan un papel muy
importante a la hora de realizar anélisis en el laboratorio, motivo por el cual la extraccion
organica comienza a ser sustituida por otros métodos como la extraccién mediante silice.
Este tipo de extraccidn, aunque pueda disminuir la cantidad de material genético obtenido
si no se realiza correctamente, permite la automatizacion del proceso, siendo ademas

altamente eficaz para la recuperacion de fragmentos méas pequefios de ADN (Tabla 3).

En todo caso, actualmente, el método que mejores resultados proporciona es la extraccion
mediante perlas magnéticas, siendo capaz de combinar la obtencion de grandes cantidades
de ADN, con la automatizacion del proceso y la eliminacion de inhibidores. Motivo por
el cual la mayoria de Kits desarrollados para la extraccion de material genético a partir de

restos 6seos, lo utilizan como base (Tabla 3).

25



Tabla 3: Comparativa de los principales métodos de extraccion de ADN a partir de restos 6seos humanos.

Tipo de extraccion Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Alta eficiencia en

recuperacion de ADN

Extraccion organica Buen rendimiento en perfiles

(fenol cloroformo) STR

Toxicidad de reactivos

Procedimiento laborioso

Alto riesgo de contaminacion

Muestras con cantidad
suficiente de tejido oseo

Necesidad de maximizar

Alta eficacia tras Mavor cantidad de muestra la cantidad de ADN
desmineralizacion requerida
Automatizable
Resultados variables segin Muestras altamente
Extraccion con silice Eficaz con fragmentos protocolo degradadas

(fase solida) pequefios de ADN

Seguridad

Riesgo de pérdida de ADN por
lavados excesivos

Especialmente 1til en
ADN fragmentado

Alta eficiencia

Disponibilidad de Kits
Extraccion con perlas comerciales

magneticas
8 Radpida y automatizable

Bajo riesgo de
contaminacion

Coste elevado

Peligro por mayor indice de
degradacion

Entornos forenses
rutinarios

Necesidad de rapidez y
automatizacion

26



4. CONCLUSIONES

En el contexto antropoldgico y de Memoria Historica, la extraccion de ADN es un paso
de vital importancia para la identificacion mediante analisis genético de los fallecidos.
Numerosos protocolos y metodologias han sido desarrollados y testados con el fin de
determinar cuél de ellos es capaz de maximizar tanto la cantidad como la calidad del
material genético obtenido, aspectos que se encuentran altamente comprometidos debido
al tiempo y las condiciones ambientales a las que los restos han sido expuestos. Asi, en
este Trabajo Fin de Master, se han comparado todas estas metodologias en cada uno de
los pasos realizados para la extraccion de ADN a partir de restos 0seos, permitiendo

encontrar la combinacién de métodos mas eficaz.

En primer lugar, para obtener una extraccion de ADN exitosa, es necesario seleccionar,
entre las disponibles, la pieza o piezas que mejor conserven el material genético y a partir
de las cuales mas se pueda obtener. En este caso, todos los estudios sefialan al hueso
petroso, seguido del calcaneo o el astragalo y posteriormente los dientes. Otras piezas
como las costillas, vértebras y huesos pequefios y esponjosos, pueden ser de utilidad en

caso de no disponer de las mencionadas con anterioridad.

A continuacidn, el siguiente paso seria la desinfeccion de la muestra, eliminando toda la
cantidad de ADN exo6geno posible con el fin de evitar contaminaciones que afecten al
perfil genético final. Para ello, lo mas correcto seria, en el caso de huesos poco porosos y
dientes, la inmersion o limpieza superficial con hipoclorito de sodio. En el caso de huesos
porosos como el calcaneo, la utilizacion de una lija para eliminar la parte mas superficial

seria la més adecuada.

Después de la desinfeccion del resto, con el fin de maximizar la cantidad de material
genético obtenido, es necesario someter la pieza a diferentes pre-tratamientos. En primer
lugar, la pulverizacion mediante un mortero manual o un Freezer Mill que evite la
generacion de calor, permitiria aumentar la superficie efectiva para la lisis de las células.
Posteriormente, con el objetivo de liberar el ADN de la matriz mineral a la que se
encuentra unido, el polvo se someteria a un tratamiento de desmineralizacion con EDTA

hasta obtener su disolucién completa en este compuesto.
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Finalmente, en cuanto al método de extraccion a utilizar, después de la rotura de las
membranas celulares mediante SDS y proteinasa K, un método automatizable, seguro y
eficaz como la extraccion mediante perlas magnéticas con el Kit PrepFiler™ BTA,
proporcionaria resultados 6ptimos en cuanto a cantidad de STR’s. Sin embargo, en caso
de querer utilizar el ADN extraido para analisis mediante secuenciacion masiva, otros

métodos como la extraccidon mediante silice serian méas adecuados.

Cabe destacar, que aunque el método descrito obtendria los mejores resultados de forma
general, diversos factores principalmente relacionados con el ambiente pueden influir en
el anélisis y la condicion de las muestras. Asi, la exposicion a ambientes himedos u
acuaticos, especialmente con cambios bruscos de temperatura, pueden dafar el tejido
mineralizado del hueso, desprotegiendo el ADN y provocando su degradacion; por su
parte, ambientes calidos con temperaturas elevadas destruyen el material genético en
mayor proporcion y menor tiempo que las frias, favoreciendo ademas el crecimiento de
microorganismos que puedan también dafiar el ADN; el desarrollo de estos
microorganismos también se ve influenciado por la disponibilidad de oxigeno, de forma
que ambientes ricos en oxigeno igualmente producirian mayor degradacién del ADN; por
altimo, la composicion de la tierra provoca una gran descomposicion de la materia
biologica cuando su pH se encuentra en condiciones acidas o alcalinas, dificultando asi
la supervivencia del material genético. Por todos estos factores, estudios e investigaciones
sobre la conservacion del ADN en diferentes ambientes y su extraccion utilizando
métodos especificos que maximicen su cantidad deberian llevarse a cabo, pudiendo
predecir las condiciones en las que se va a encontrar el material genético, adaptando con

esta informacioén el andlisis a realizar.
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