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Abstract: Comparison of three methods for DNA extraction from bone remains. Extraction of amplifiable
DNA is a frequent problem when working with degraded specimens like bone samples. The possibility of obtain-
ing as much information as possible from these samples has a particular significance in many forensic investi-
gations. The present investigation was aimed to assess the efficiency of three organic extraction methods for
purifying amplifiable DNA from bone samples. The amount of nucleic acids obtained, the success rate in the
amplification of DNA microsatellite (STR) markers and amelogenin by PCR, the influence of PCR inhibitors and
environmental conditions, and where the samples were found before their processing in the laboratory, were all
evaluated in this investigation for the three methods. Results showed that method A (a modification of FBI
method for DNA extraction) performed better in producing not a higher amount but a better quality amplifiable
DNA, in comparison with the other two methods evaluated. It was also demonstrated that the quality of the DNA
to be amplified by PCR was influenced by the presence of inhibitors and/or contaminants and the environmental
conditions where the bone sample was taken from. The worst conditions were observed from aquatic environ-
ments. The results suggest that the implementation of some specific modifications in the method A (use of purifi-
cation columns, reliable quantification methods and different dilutions) would help to obtain better DNA extracts
intended to be used in different molecular identification tests. Rev. Biol. Trop. 52(3): 717-725. Epub 2004 Dic 15.
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El descubrimiento de las regiones hiperva-
riables del ADN en el genoma humano por
Wyman y White en 1980, hizo posible el reco-
nocimiento del potencial del ADN en la pro-
duccion de perfiles genéticos utiles para
identificar individuos o indicios biologicos de
cualquier indole. En Costa Rica asi como en
otros paises, se ha incorporado el uso de mar-
cadores genéticos para la creacion de estos per-
files, los cuales hoy dia son evidencia clave
para esclarecer temas médico-legales (Rojas
1995, Morera et al. 1998, Jiménez et al. 1999,
Morera et al. 2001, Morales et al. 2004). El
uso de marcadores basados en repeticiones
cortas en tandem (STR) ha adquirido mucha
popularidad en la labor genético-forense por-
que permite trabajar con muestras mas

degradadas o con poco ADN (Nakamura 1987,
Higuchi et al. 1988, Buttler 2001).

La posibilidad de utilizar restos 6seos co-
mo fuente para la obtencion de ADN ha signi-
ficado un importante impulso en la aplicacién
de las técnicas de biologia molecular para mul-
tiples fines forenses cuando no se cuenta con
otro tipo de muestras (Hochmeister et al. 1991,
Hochmeister et al. 1995, Lassen et al. 1996,
Cattaneo et al. 1997). El hueso, a diferencia de
los tejidos conjuntivos, posee componentes ex-
tracelulares calcificados que lo hacen un mate-
rial duro, capaz de resistir en el tiempo mas
que el resto de los tejidos, excluyendo a los ca-
bellos (Fawcett 1990). Sin embargo, su des-
composicién ocurre normalmente con una
pérdida de la estructura integral, la exposicion
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de las células internas y su consecuente degra-
dacion a nivel molecular. En el periodo post
mortem la presencia y estabilidad del ADN en el
hueso estd determinada por diferentes factores,
principalmente ambientales (Lindahl 1993). Es-
to resulta de suma importancia puesto que la
cantidad y calidad del ADN que pueda ser ex-
traido de un hueso determina el potencial de las
pruebas de biologia molecular que se pueden
aplicar al mismo.

En el presente estudio se procedit a eva-
luar tres métodos de extraccion fendlica de &ci-
dos nucleicos a partir de restos 6seos con el fin
de determinar cual retine las mejores condicio-
nes de aplicabilidad y eficiencia para las prue-
bas de cuantificacion de acidos nucleicos y su
amplificacion utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). También se evalu¢ la
relevancia de otros factores relacionados (pro-
cedencia de la muestra, presencia de inhibido-
res, método de cuantificacion) sobre el
rendimiento final de los procedimientos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de muestras: Se seleccionaron
seis huesos de diferentes individuos del banco
de muestras congeladas a —20°C del Laborato-
rio de Bioquimica del Complejo de Ciencias
Forenses del Organismo de Investigacion Judi-
cial (O1J) de Costa Rica. Los mismos corres-
pondieron a cinco fémures (cuatro masculinos
y uno femenino) y un craneo femenino. De
acuerdo con la procedencia, las muestras fue-
ron clasificadas como contexto *“exhumado”
(para huesos enterrados), “acuatico” (para hue-
sos encontrados en rios y represas) y “otros”
(para los huesos expuestos sobre una superfi-
cie).

Pulverizacion de muestras: Por ser
muestras ya analizadas, no se necesito eliminar
de los huesos residuos carnosos o impurezas.
Cada hueso se trabajé por separado, en una pe-
quefia camara de plastico transparente la cual
fue lavada con detergente y tratada con etanol
antes de ser usada, con el fin de mantener las
condiciones de asepsia.

En el procesamiento de los fémures se re-
movid inicialmente la médula con un taladro
especial (Dremel) y se cortaron del centro de
cada hueso aproximadamente 20 discos (con
forma de dona) que luego se colocaron en una
placa de Petri estéril. El tamafio promedio de
los discos fue de 2.5 cm de didmetro por 0.3 cm
de grosor. La cantidad de discos estuvo sujeta a
la posibilidad de obtener al menos 20 gramos
de muestra para generar resultados significati-
vos y hacer las respectivas evaluaciones de re-
producibilidad. EIl craneo fue cortado con la
misma sierra para obtener varios fragmentos de
3 cm de largo por 1 cm de ancho.

Cada una de las muestras fue cortada por
aparte con una cizalla plana a fin de obtener
fragmentos lo suficientemente pequefios para
pulverizarlos en el Freezer/Mill (este es un
mortero electromagnético enfriado por nitro-
geno liquido, capaz de reducir los fragmentos
de hueso a polvo). Los mismos fueron coloca-
dos en tubos plasticos de 50 ml (tipo Falcon)
debidamente identificados y se almacenaron a
—20°C sin pulverizar.

Los tubos utilizados para pulverizar las
muestras fueron previamente irradiados con luz
ultravioleta o autoclavados. El Freezer/Mill se
ajusto a 15 minutos de pre-enfriamiento con ni-
trégeno liquido y tres ciclos de pulverizado a 14
golpes por segundo durante 2 minutos. Cada ci-
clo de pulverizacion estuvo intercalado por 2
minutos de enfriamiento de la muestra. Cada
muestra se pulverizd por separado.

Extraccion del ADN: Se utilizaron 9 tu-
bos plésticos de 50 ml por muestra y se repar-
ti6 2 g de polvo de hueso en cada tubo
debidamente rotulado. La extraccion del ADN
de cada muestra se realizé por triplicado para
cada uno de los métodos evaluados (A: modi-
ficacion del método del FBI [Federal Bureau
of Investigation] de los Estados Unidos); B:
método de rutina utilizado en el Laboratorio
de ADN del OlJ de Costa Rica y C: modifica-
cion del método del Laboratorio de la Univer-
sidad de Santiago de Compostela, Espafia, los
cuales se resumen en el cuadro 1.

Cuantificacion y pureza de los &cidos
nucleicos: Una vez obtenidos los extractos, se
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CUADRO 1
Resumen comparativo de los métodos de extraccion fenélica utilizados

Método A

B C

Pulverizado de las muestras en el freezer/mill

DTT1M
4 ml
EDTA 0.5M pH8
160 pl
SDS 10%
280 pl

Buffer de extraccion por reaccion

Proteinasa K (10 mg/ml)

200 pl

Incubacién con agitacion 56°C por 2 h

50 ul mas de proteinasa K

56°C de 16 a 24 h

High TE SEB 6 ml
7.5ml Proteinasa K 2400 pl
Buffer lisis (20 mg/ml)
7.5ml

Proteinasa K (10 mg)

750 pl

55°C de24a72h 56°C de2a24h

Centrifugacion y recuperacion del sobrenadante

Desproteinizacion PCIA 25:24:1

Recuperacion del ADN

* Centrifugacion y recuperacion del sobrenadante.

cuantificaron los acidos nucleicos por 3 méto-
dos diferentes: el fluorométrico Hoefer, Dyna
Quant 200, el Quantiblot (método de cuantifi-
cacion mediante hibridizacién por sonda espe-
cifica de Perkin EImer y el kit DNA Dipstick de
Invitrogen. La pureza de los extractos y la can-
tidad de proteinas presentes fue evaluada por
un cuarto método; se utilizé el Gene Quant.
Amplificacién por PCR: Para evaluar la
calidad de los productos de los diferentes mé-
todos de extraccion, los mismos fueron anali-
zados por PCR utilizando los ensayos de STR
y amelogenina, de acuerdo con los procedi-
mientos de rutina usados en el Laboratorio de
ADN del OlJ (Matamoros 1999, Andnimo
1994-1998). Los paquetes de amplificacion de
STR utilizados fueron: “Silver STR™ [I1 tri-
plex” (incluye los marcadores D16S539,
D7S820 y D13S317) y STR Multiplex (inclu-
ye los marcadores D16S539, D7S820,
D13S317 y D 5S818) de Promega. Se monta-
ron 4 diluciones (1:1, 1:2, 1:10 y 1:100) por
extracto para un total de 294 amplificaciones.

Fenol * PCIA 25:24:1 *
PCIA 25:24:1 *

CIA 24:1*

Precipitacion de los acidos nucleicos totales en presencia
de acetato de sodio y etanol.

También se montd un control positivo (K562)
de Promega y un control negativo (mezcla de
reactivos sin muestra de ADN) por cada gradi-
lla de PCR. La amelogenina se analizé con la
mejor dilucién que se determiné luego del ana-
lisis de STR.

Electroforesis en poliacrilamida con
tincién de plata: Los productos de amplifica-
cién se separaron en geles de poliacrilamida al
4% segun el método previamente descrito
(Maniatis 1982). Las corridas de electroforesis
se hicieron a aproximadamente 100 watts,
1850 voltios y 54 mili amperios, por 1 hora'y
30 minutos. Para las lecturas se tifieron los ge-
les con una solucidn de nitrato de plata.

Busqueda de inhibidores de la PCR: En
aquellas reacciones donde no se obtuvo resul-
tados de amplificacion, se realizé un ensayo
cruzado (muestra-ADN control) para buscar
posibles inhibidores de la PCR. Para la ampli-
ficacion se utilizo el paquete STR 111, el cual
provee el control K562, utilizando 2.5 ul de
ADN control y 3 pul de la muestra.
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Analisis estadistico: Los datos fueron ta-
bulados en una base de datos elaborada en el
programa SPSS 11.0. Los datos que presenta-
ron una distribucion normal fueron sometidos
a un andlisis de varianza (ANOVA) y los que
no, fueron analizados de acuerdo con el anali-
sis de varianza de una via de Kruskal-Wallis
(K-W). En ambos casos se utilizaron intervalos
de confianza de un 95%.

RESULTADOS

Los resultados promedio de las extraccio-
nes de los huesos incluidos en este estudio pa-
ra los diferentes parametros (cuantificacion de
acidos nucleicos, &cidos ribonucleicos, protei-
nas y pureza de los extractos), con los 3 méto-
dos utilizados, se resumen en el cuadro 2.

Rendimiento de la extraccion de acidos
nucleicos, segun el método de cuantifica-
cion: Solo el método de “DNA Strips” mostrd
una diferencia significativa (p= 0.003) en la
comparacion estadistica de la cuantificacion de
los &cidos nucleicos. En general, para los 3 mé-
todos de cuantificacion se obtuvo un mejor
rendimiento con el método B pero la diferencia
no resultd estadisticamente significativa (p=
0.063 para Dyna Quant y p= 0.599 para Quan-
tiblot). Como puede observarse en la cuadro 2,

el andlisis de ARN presente en los extractos
mostro diferencias estadisticamente significa-
tivas (p= 0.003 de K-W) entre los métodos de
extraccion, siendo el método B el que extrajo
la mayor cantidad de ARN.

Por su parte, el analisis de proteinas tam-
bién mostr6 una diferencia significativa entre
los métodos (p=0.011 K-W), detectandose una
mayor cantidad en el método A (ver Cuadro 2).

El andlisis de los valores de porcentaje de
pureza emitidos por el Gene Quant para cada
uno de los extractos no presentd diferencias
significativas entre los métodos de extraccion
(p=0.164 de ANOVA); sin embargo, el anali-
sis de la proporcion (A260 nm/A280 nm) reve-
16 posibles problemas de contaminacion en los
extractos de los métodos B y C por presencia
de proteinas ya que las proporciones eran me-
nores a 1.7 (Miesfeld 1999). Para la propor-
cion (A260 nm/A230 nm), el resultado del
método A fue de 2.7 y para los métodos By C
se obtuvo valores inferiores a 2.0

Amplificacion del ADN por PCR, segin
el método de extraccion: La comparacion ge-
neral entre los diferentes métodos de extrac-
cion segun la tasa de éxito en las
amplificaciones de STRs (porcentaje de ampli-
ficaciones positivas versus amplificaciones ne-
gativas) mostré que las mismas fueron de
50%, 40% y 33% para los métodos A, By C

CUADRO 2
Calidad de los extractos de hueso, segiin parametro y método de extraccion

Parametro / Método

Cuantificacion acidos nucleicos n= 18 ()
* Dyna Quant 200 (ng/pul)

* DNA strips S (ug/ul)

« Quantiblot (ng/ul)

Contenido ARN (pg/pl) n=18

Contenido proteinas (mg/ml) n=18

Pureza (A260/A280) (%) n=18

Método A ()

10.38 (0-42.0)
0.0122 (0.0001-0.05)
1.85 (0.312-10.0)
0.752 (0-0.35)
0.940 (0-5.1)

79.07 (64-100)

Método B Método C

43.22 (3-258) 1050 (0-3.0)

0.125 (0.005-0.5) 0.012 (0.0005-0.05)
2.92 (0.625- 10.0) 2.15 (0.312-5.0)
0.134 (0.002-0.809) 0.007 (0-0.037)
0.422 (0-2.6) 0.039 (0-0.3)

86.06 (60-100) 76.44 (34-100)

(*) Solo una de las muestras no fue procesada por el método B (n=15).

(**) Promedio de las determinaciones (dmbito).
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respectivamente, pero las diferencias entre los
métodos no fueron estadisticamente significa-
tivas segun el analisis de Chi cuadrado (p=
0.589). Tampoco lo fueron para las amplifica-
ciones de amelogenina en las cuales incluso la
tasa de éxito fue mayor para los 3 métodos
(72%, 44% y 44%, respectivamente).

Inhibidores de la PCR: La presencia de
inhibidores de la PCR result6 nula en el caso
de los extractos obtenidos por el método A
(0%), siendo significativamente diferentes
(p= 0.0001) con relacién a los métodos B
(15.4%) y C (84.6%) del 100% de las reaccio-
nes inhibidas.

Contexto de las muestras: Como se pue-
de observar en el cuadro 3, se obtuvo mayor
cantidad de ADN de las muestras provenientes
del contexto “otro” (p= 0.002) en las cuantifi-
caciones con DyNa Quant 200. La cuantifica-
cion de los extractos con “DNA Strips”, si bien
mostré un mejor rendimiento con las muestras
provenientes del contexto “acuético”, las dife-
rencias no fueron significativas (p= 0.123). En
el caso de las cuantificaciones por Quantiblot,
el contexto “otro” fue la fuente de las muestras
que mostraron una concentracion significativa-
mente mayor de ADN (p= 0.0001).

En la evaluacion de la tasa de éxito en las
amplificaciones por PCR, segln el contexto de
origen de la muestra se encontrd que el mayor
nimero de amplificaciones se logré en los ex-
tractos del contexto “otro” (100% tanto para
los STR como para la amelogenina) donde las
diferencias fueron significativas (p= 0.0001)
para ambas comparaciones (ver Fig. 1).

Finalmente, no se detectd la presencia de
inhibidores en las muestras provenientes del
contexto “otro”, pero los mismos si estuvieron
presentes de forma significativa en los contex-
tos “exhumado” y “acuéatico” donde los inhibi-
dores se detectaron en un 44% y 33% de los
extractos, respectivamente.

DISCUSION

Segun ha sido demostrado en otros estu-
dios (Hochmeister et al. 1991, 1995, Lassen et

al. 1996) se requiere que los métodos de ex-
traccion de ADN brinden resultados satisfacto-
rios cuando las muestras podrian estar
degradadas, situacion bastante comin en los
casos forenses. De alli el objetivo de este estu-
dio de valorar la eficiencia de tres métodos de
extraccion organica de &cidos nucleicos a par-
tir de huesos y su aplicabilidad en los analisis
de ADN amplificable por la técnica de PCR.
En el presente estudio las comparaciones
de las cuantificaciones de acidos nucleicos se-
gun el método de extraccién sélo mostraron
ser significativamente diferentes cuando las
mismas se realizaron por el método de “DNA
Strips”, el cual cuantifica la cantidad total de
acidos nucleicos en la muestra (tanto ADN co-
mo ARN); esto en comparacién con el Quanti-
blot que detecta ADN humano y el DyNa
Quant 200 que detecta cualquier tipo de ADN.

CUADRO 3
Concentracioén de acidos nucleicos en los extractos
de hueso, segun el contexto de origen

CONTEXTO

Meétodo cuantificacion Exhumado  Acuédtico Otro
Dyna Quant 200 (ng/ul) 20 8 40
DNA strips S (ug/ul) 0.03 0.07 0.01
Quantiblot (ng/ul) 1.2 1.0 5.0
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Fig. 1. Efecto del contexto de origen de las muestras sobre
la tasa de éxito en las amplificaciones por PCR.
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La diferencia en la cantidad de acidos nuclei-
cos observada en los extractos podria deberse,
a la presencia de ARN en los mismos, lo cual
parecid comprobarse con las determinaciones
por Gene Quant que también mostraron valo-
res més elevados de ARN en los extractos ela-
borados con el método B. Por ser el ADN no
codificante donde se encuentran las secuencias
STR que interesan en las pruebas de identifica-
cion forenses, la presencia de ARN podria ser
un factor interferente, dependiendo del método
de cuantificacion que se utilice por cuanto, pe-
se a contar con una buena cantidad de &cidos
nucleicos totales la concentracion de ADN am-
plificable en la muestra seria proporcional-
mente menor. Ademas, segun ha sido descrito
(Maniatis 1982, Miesfeld 1999) el ARN podria
funcionar como un obstaculo en la amplifica-
cion de las secuencias de interés. Las reaccio-
nes moleculares dependen de la cantidad de
choques efectivos entre particulas o moléculas.
La reaccion de PCR depende de que se forme
el complejo ADN-“primer” para que pueda ini-
ciarse la extension de los amplicones. Los si-
tios donde se unen los “primers” son muy
pequefios en relacion con el ADN nuclear, de
manera que el ARN u otro tipo de ADN po-
drian bloquear o interferir con la hibridacion
de esos “primers” con las secuencias especifi-
cas de interés.

El andlisis de las proporciones de A260
nm/A280 nm en los extractos del presente es-
tudio indico que los métodos B y C presenta-
ban una posible contaminacion por altos
niveles de proteinas (los promedios de las pro-
porciones para los métodos B y C estan por de-
bajo de 1.7), pero tal problema no se present6
con el método A con el cual los extractos tam-
poco presentaron contaminacion con carbohi-
dratos o degradacion significativa.

Teo6ricamente, una proporcion de 0.6 para
la relacion (A260 nm / A280 nm) corresponde
a la presencia Unica de proteinas; y una propor-
cion entre 1.8-2.0, corresponde a un 90% -
100% de pureza de los acidos nucleicos. En
contraparte, los valores mayores a 2.0 podrian
indicar excesos de ARN (Schultz et al. 1994).
Por otro lado, el andlisis de la proporcion

(A260 nm/A230 nm) indica la presencia de car-
bohidratos (Misfeld 1999) cuando los valores
son menores a 2.0; también existen estudios en
donde esta proporcidn se utiliza para indicar la
integridad de los &cidos nucleicos (ARN). Los
valores inferiores a 2.0 permiten suponer la pre-
sencia de degradacion de las moléculas.

En general, el andlisis de amplificacion de
STRs y amelogenina no presentd diferencias
significativas entre los diferentes métodos de
extraccion. Esto obedece, probablemente, a la
semejanza de los métodos y al hecho que de-
bieron ser modificados para ajustarlos a la dis-
ponibilidad de recursos en el laboratorio sede
del estudio. En los métodos Ay C, por ejem-
plo, se sustituyd el ultimo paso de purificacion
por una precipitacion de acidos nucleicos en
presencia de acetato de sodio y etanol, lo cual
incremento las semejanzas.

La comparacion entre los promedios de
amplificacion de STRs y amelogenina aunque
sin significacion estadistica en la diferencia,
permitié observar una relacion inversamente
proporcional con la presencia de inhibidores la
cual si present6 diferencias significativas. Este
hallazgo parece reforzar la nocion de que el
éxito de la amplificacion por PCR radica en
poder remover los contaminantes que inhiben
la reaccion de la polimerasa (Cattaneo et al.
1997). La diferencia de los promedios, relacio-
nada con los inhibidores, parece marcar una je-
rarquia entre los métodos, la cual estaria
determinada por la habilidad para remover in-
hibidores. Si se hubiesen utilizado los métodos
Ay C originales, podria haberse observado un
aumento en el porcentaje de resultados positi-
vos en las amplificaciones, puesto que el paso
final de purificacion original se fundamenta en
la extraccion del ADN a partir del extracto, en
lugar de una precipitacion de los &cidos nuclei-
cos y extraccion de los contaminantes por me-
dio de lavados, como se practicé en los tres
métodos utilizados en este estudio.

Es un hecho conocido que una técnica que
permita extraer el ADN de un medio que con-
tenga contaminantes es mucho méas promete-
dora que un método que busque extraer los
contaminantes de la preparacion (Cattaneo et
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al. 1997, Buttler 2001). El extraer el ADN del
medio (con una herramienta afin al ADN) mini-
miza los problemas de contaminacion puesto
que no se requiere extraer todo el ADN alli pre-
sente sino obtenerlo en una cantidad y calidad
suficiente para las pruebas moleculares. La re-
mocion de los contaminantes del extracto, por
el contrario, es usualmente una tarea dificil que
con frecuencia lleva a inhibicion de las reaccio-
nes o errores en la amplificacion (Buttler 2001).

Tratdndose de métodos fendlicos de des-
proteinizacion, la presencia de proteinas en los
extractos para la obtencion de ADN es un indi-
cador de deficiencia del procedimiento (Ma-
niatis 1982). Sin embargo, en este estudio el
analisis de la pureza (A260/A280) no indicd
diferencias entre los métodos. Aln asi, el mé-
todo B mostr6 los mejores resultados en las
amplificaciones sin poseer la mayor concentra-
cion de ADN y mostrando la mayor contami-
nacion de proteinas de los tres métodos. De alli
que los datos parecen confirmar los hallazgos
de que las proteinas no son los principales con-
taminantes responsables de la inhibicion ob-
servada en las amplificaciones. Por el
contrario, el anlisis de la proporcion de absor-
cion entre A260nm y A230nm en los métodos
By C (promedios inferiores a 2.0 seglin Mies-
feld 1999) podrian indicar que la contamina-
cién por carbohidratos seria al menos
parcialmente responsable de las inhibiciones
observadas en las amplificaciones por PCR.

El andlisis estadistico del efecto del con-
texto de origen de la muestra con relacion a la
cantidad de ADN vy al éxito en las amplifica-
ciones por PCR indica que el medio donde se
encontraban los huesos influye diferencial-
mente sobre el rendimiento en la extraccion de
los acidos nucleicos, el estado en que se en-
cuentran y la cantidad de contaminantes (al
menos proteinas y carbohidratos) presentes en
los extractos. Sin embargo, en vista de que fue
posible detectar ADN por los diferentes méto-
dos de cuantificacion en los extractos prove-
nientes de todos los contextos, los fallos en las
amplificaciones no pueden achacarse a la au-
sencia de ADN aunque si podria deberse a la
presencia de ADN no humano o degradado.

En este estudio los huesos provenientes
del contexto “otro” dieron el mejor rendimiento
al evaluar la contaminacion del ADN y la capa-
cidad de amplificacion de los diferentes marca-
dores. La presencia de condiciones adecuadas
para la proliferacion bacteriana en los otros con-
textos puede haber tenido un importante efecto
sobre la estructura de los huesos y, directamen-
te, sobre la condicion de sus &cidos nucleicos.

Aunque en esta investigacion no se evalud
este factor, la edad de las muestras puede haber
tenido influencia sobre los resultados obteni-
dos, como ha sido demostrado por otros auto-
res. Cattaneo et al. (1997), en un estudio de
comparacion de métodos de extraccion demos-
tré una diferencia significativa al comparar
rendimientos obtenidos con huesos frescos en
comparacion con huesos provenientes de estu-
dios forenses. Las diferencias fueron igual-
mente influenciadas por las condiciones de
almacenamiento de las muestras y el tipo de
marcadores que se intent6 amplificar (por
ejemplo, genes de copia Unica versus genes de
copia maltiple).

En conclusidn, los resultados de este estu-
dio muestran que los tres métodos de extrac-
cién organica evaluados produjeron ADN
amplificable por PCR, pero la calidad del mis-
mo fue diferencialmente influenciado por la
presencia de inhibidores, degradacién y/o con-
taminantes; esto, a su vez, estuvo determinado,
entre otros, por el contexto en el cual se encon-
trd la muestra previo su analisis en el laborato-
rio. Las muestras encontradas en medios
acuéticos, presentaron la mayor degradacion y
contaminacion de los contextos estudiados. La
combinacidn del método A (una modificacion
del usado por el FBI), con el uso de columnas
de purificacion, la aplicacion de un método pa-
ra cuantificar ADN humano (como el Quanti-
blot), un método para estimar la calidad del
extracto (como el que brinda Gene Quant) y di-
luciones de las muestras en las amplificaciones
(para disminuir la cantidad de contaminantes),
podrian mejorar la tasa de éxito en los estudios
de marcadores moleculares a partir de las
muestras de hueso remitidas al Laboratorio de
ADN del Poder Judicial de Costa Rica.
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RESUMEN

Diferentes investigaciones han demostrado que la
posibilidad de llevar a cabo estudios de marcadores gené-
ticos estd muchas veces limitada por la capacidad de obte-
ner acidos desoxirribonucleicos (ADN) a partir de
muestras degradadas como los restos 6seos. Asu vez, la in-
formacion que de alli se derive resulta de suma importan-
cia en diferentes situaciones médico-legales. El presente
estudio se disefid para comparar la eficiencia de tres méto-
dos organicos de extraccién de ADN amplificable por la
técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) a
partir de muestras de hueso. En esta investigacion se pro-
cedi6 a evaluar, comparativamente, la cantidad de &cidos
nucleicos obtenidos, el éxito en la amplificacion de marca-
dores microsatélites (STR) y amelogenina por PCR, la po-
sible presencia de inhibidores y el contexto de donde
provenian las muestras para los tres métodos. Una modi-
ficacion del método de extraccion utilizado por el FBI (Fe-
deral Bureau of Investigation) de los Estados Unidos,
denominado método A, aunque no produjo la mayor canti-
dad de ADN, mostr6 el mejor rendimiento en cuanto a la
calidad requerida para la amplificacién por PCR. A la vez,
se demostré que dicho rendimiento es influenciado por la
posible presencia de inhibidores o contaminantes y por el
contexto en el cual permanecieron las muestras previo a su
analisis en el laboratorio. Los hallazgos sugieren que la in-
troduccion de algunas modificaciones especificas al méto-
do A (la incorporacién de columnas de purificacion, la
cuantificacion especifica de ADN humano en los extractos
y el uso de diluciones) podria mejorar sustancialmente el
rendimiento de este método de extraccion para que pueda
ser utilizado con mayor éxito en diferentes investigaciones
médico-legales que requieran la disponibilidad de ADN en
calidad y cantidad adecuadas.
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