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DNA analysis in ancient skeletal remains
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RESUMEN

La identificacion humana a través del analisis de ADN de muestras 0seas es un
metodo cientifico de laboratorio al servicio de la investigacion forense en nuestro
entorno que cada dia evoluciona gracias a importantes avances en el campo de la
biologia molecular y especificamente en su aplicacion en el campo de la genética
forense que permite nosotros hoy para abordar y resolver casos cada vez mas
complejos, relacionados con la identificacion genética de restos humanos, cuyo proceso
tiene pasos como la recoleccion y el procesamiento de las mejores muestras para
obtener perfiles genéticos.
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SUMMARY

In our environment every day is evolving thanks to major advances in the field of
molecular biology and specifically in its application in the field of forensic genetics that allow us
today to address and resolve cases increasingly complex, related to genetic identification of
human remains, which proc

Human identification through analysis of DNA from bone samples is a laboratory
scientific method in the service of forensic investigation ess has steps as the collection and
processing of best samples to obtain genetic profiles.
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INTRODUCCION

La identificacion humana a
través del analisis del ADN a partir de
muestras 6seas es un método cientifico
laboratorial al servicio de la
investigacion forense, que en nuestro
medio cada dia va evolucionando
gracias a importantes avances en el
campo de la Biologia Molecular y en
concreto en su aplicacion en el campo
de la Genética Forense que nos
permiten en la actualidad abordar y
resolver casos cada dia mas complejos,
relacionados con la identificacion
genética en restos humanos, cuyo
proceso tiene pasos como la recogida y
tratamiento de las muestras mas idoneas
hasta la obtencion de perfiles genéticos.

IDENTIFICACION
GENETICA

Identificacion Genética de Restos
Cadaveéricos

La aparicion de  restos
cadavéricos sin identificacion (NN) o
cuya identidad se sospecha, en los que
no se puede establecer por métodos
tradicionales (antropoldgicos,
odontologicos, etc.), obliga a recurrir a
los estudios genéticos como Unica via
posible de identificacion.

El laboratorio de Genética
Forense utiliza un protocolo de
identificacion humana, en funcion a una
mayor o menor complejidad de las
muestras cadavéricas que se disponga
para realizar la investigacion, asi como
la disponibilidad de muestras de
referencia para poder identificar los
restos 0seos, estas dos circunstancias
permitiran decidir por una u otra
estrategia de resolucién, que puede
clasificarse de acuerdo al caso primero
en funcion del tipo de muestra que
debemos analizar, segundo en funcin

del analisis comparativo y tercero en
funcién del tipo de caso.

Figura 1. Identificacion de material
genético en piezas dentales

En funcion al tipo de la muestra:

e Restos cadavéricos en buen
estado de conservacion; la toma
de muestra se realiza
inmediatamente después de la
muerte (sangre y/o musculo).

e Restos cadavericos
carbonizados; es posible obtener
ADN de alta calidad de aquellos
tejidos que no hayan sido
destruidos, como  dientes,
diafisis de huesos largos,
musculo profundo, etc.

e Restos cadavéricos con un
avanzado estado de putrefaccion
0 esqueletizados; las muestras
mas adecuadas son piezas
dentales 6 huesos largos.

e Restos cadavericos
momificados; una rapida
evaporacion del agua del cuerpo,
permite preservar el material
genético y su analisis.

En funcion al tipo de analisis genético
comparativo:

e |dentificacion a través de una
Identificacion  Bioldgica de
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Paternidad directa 0 reversa:
como muestras de referencia se
utiliza a los hijos biologicos y
progenitores.

e Dependiendo de los familiares
que se disponga, se puede
utilizar otras dos estrategias de
estudio: como el andlisis de
ADN mitocondrial (linea
materna) y ADN de cromosoma
Y (linea paterna).

En funcién al tipo de caso.

Existe una enorme variedad de
situaciones con las que nos podemos
encontrar que dependerdn de los
antecedentes o circunstancias que han
provocado la identificacion:

e Identificacion de  personas
desaparecidas, de forma
accidental, en hechos criminales,
victimas de conflictos bélicos o
politicos, desapariciones
forzadas, etc.

e Identificacion de  personas
victimas de accidentes, como
hechos de trafico, domésticos,
catastrofes, etc.

No es posible diferenciar si la
muerte es accidental ¢ intencionada, asi
como es complejo conocer en ciertas
situaciones las circunstancias que han
motivado la muerte.

Analisis de DNA de restos antiguos

El anlisis de este tipo de restos tiene un
gran interés en el campo forense y son
precisamente estas muestras las mas
utilizadas en estudios de restos antiguos.
En el estudio de restos antiguos, el
analisis de ADN nuclear se encuentra
muy restringido, ya que la posibilidad
de obtencion de resultados es minima
como consecuencia de la degradacion

del ADN, muchos estudios se basan en
el ADN mitocondrial.

METODOLOGIA DEL
ANALISIS

Tras la muerte, se activan los
procesos autoliticos y de putrefaccién
cadavérica destructores de tejido
blando, cuyas enzimas (nucleasas)
producen el mayor dafio al ADN; Las
muestras recomendadas para el estudio
genético que resisten mejor a los
fendmenos de destruccién cadavérica y
que conserva su estructura celular son
los huesos y los dientes, debido a su
estructura histologica que protege a sus
componentes celulares, a nivel de los
restos 0seos existe una matriz organica
calcificada  impregnada de sales
minerales, con una alta concentracion
de fibras de colageno, que encierran las
células Oseas (osteocitos); Las células
que componen el tejido 6seo son los
osteoblastos, que al rodearse de la
matriz 'y madurar se denominan
osteocitos y los osteoclastos; Los
dientes, presentan una estructura
conformado por una capa de esmalte y
el cemento que protegen a la dentina
que a su vez envuelve a la pulpa
dentaria que tiene una  alta
concentracion celular, la estructura
dentaria también presenta otras células
como los cementoblastos, cementocitos
y odontoblastos.
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Figura 2. Diéfisis de hueso largo

Estas son las razones por la que
se recomienda realizar procedimientos
de aislamiento de ADN a partir de
restos 6seos antiguos y en cadaveres
putrefactos o carbonizados con muestras
obtenidas en tejido 6seo compacto que
se halla en diéfisis de huesos largos y en
piezas dentarias donde se conserva
mejor el ADN

Para estudiar la molécula de
ADN con fines identificativos, es
necesario previamente seguir varios
procedimientos:

e Extraccion del ADN: aislar dicha
molécula en su forma nativa,
libore de proteinas y otros
componentes celulares

e Cuantificacion del ADN: evaluar
la presencia de ADN total y su
estado de degradacion en el
extracto de ADN obtenido.

e Amplificacion del ADN: Una
vez extraido el ADN se procede
a su analisis mediante técnicas
de amplificacion genica, que nos
permitela obtencion de grandes
cantidades de las regiones
especificas de ADN que interesa
estudiar.

e Polimorfismos analizados: Los
polimorfismos mas utilizados
son los STRs autosomicos y de
cromosoma Y, ambos forman
parte de ADN nuclear.

Los STRs son regiones de ADN
repetitivo que se encuentran repartidas a
lo largo del genoma, estan compuestos
por una secuencia de 2-7 pares de bases
que se repite en tandem. Un gran
namero de estas regiones STR presenta
un alto grado de polimorfismo genético
de longitud cuya base molecular es la
variacion en el nimero de unidades de
repeticion. El alto grado de

polimorfismo de algunas de estas
pequenas regiones del genoma (100-400
pares de bases), constituye una de las
razones  fundamentales para  ser
utilizados por la genética forense.

Actualmente, se amplifican de 16

hasta 24 loci en la misma reaccion,
gracias al marcaje de uno de los primers
en el extremo 5’ con fluorocromos, lo
que nos permite mezclar en la reaccién
de amplificacion y caracterizar STRs
que tengan el mismo tamafio, puesto
que los que coinciden se marcan con
fluorocromos que emiten a distinta
longitud de onda y por tanto se detectan
con un color distinto.
En cuanto a los STRs de cromosoma Y,
en la actualidad se realiza una
amplificacion simultanea de 16 hasta 24
loci, con lo que se ha aumentado de una
forma considerable el poder de
discriminacion de la técnica al contar
con un ndmero considerable de
marcadores, son muy Utiles en la
resolucion de casos en los que
unicamente se dispone de parientes por
via paterna  como muestras de
referencia, debido a su herencia paterna.
La determinacion de sexo se realiza en
todas las muestras que se analizan
amplificando una corta secuencia del
gen de la amelogenina que en el
cromosoma X tiene una longitud de 106
pares de bases y en el cromosoma Y de
112 pares de bases.

El ADN mitocondrial: Muchos
casos de identificacion de restos
cadavéricos sélo se pueden resolver con
el analisis de fragmentos del genoma
mitocondrial (regiones hipervariables |
y II: HVI y HV2), esto se debe a que el
ADN mitocondrial (ADNmt) es un
genoma circular pequefio que, se
encuentra en un gran nimero de copias
y estd mas protegido de la accion
destructiva de las nucleasas.
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PROBLEMAS  ASOCIADOS
AL ANALISIS DE DNA

En restos antiguos el ADN
presenta diferentes grados de alteracion
por degradacion, contaminacion o
modificacion, determinando durante su
analisis cantidades pequefias de ADN,
asi mismo los marcadores genéticos de
mayor tamafio se amplificardn con
menor eficiencia que los méas pequefios,
produciendo fenémenos de pérdidas de
alelos que condicionar la fiabilidad de
los resultados en estos marcadores y en
las técnicas de amplificacion génica.

Existen diferentes agentes que
alteran al ADN como los medios fisicos
(radiacién) entre ellas la radiacion UV,
los agentes oxidantes, la temperatura,
humedad, el pH, los procesos
mecanicos y las enzimas que pueden
provenir del propio cadaver o de la flora
bacteriana, los fenomenos de hidrolisis
y las oxidaciones provocan roturas de
enlaces, que conducen a la
fragmentacion de la cadena nucleotidica
y por tanto a la degradacion del ADN.

Un problema frecuente es la
contaminacibn con ADN exo0geno,
humano o el procedente de la flora
bacteriana que puede presentarse
durante  procesamiento de  restos
humanos antiguos, para ellos se sugiere
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