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Identificacion de restos humanos mediante tecnicas de sec:

1. Chip con millones de “nanopozos”, perteneciente a la tecnologia “lon Torrent” (MR)
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El Doctor Alejandro Sanchez
Flores estudi6 la carrera de In-
vestigacion Biomédica Basica y
el doctorado en Ciencias Bioqui-
micas en la UNAM. Realizé una
estancia postdoctoral en el We-
llcome Trust Sanger Institute en
Hinxton, Cambridge, UK. Actual-
mente labora como Investigador
Asociado de Tiempo Completo
en el Instituto de Biotecnolo-
gia de la UNAM y es el jefe de la
Unidad de Secuenciacién Masiva
y Bioinformdtica. Pertenece al
Sistema Nacional de Investigado-
res. Su interés de investigacion se
centra en la Genémica y la Bioin-
formadtica.

Identificacion de restos hu-
manos mediante técnicas de
secuenciacion masiva de ADN,
{qué sony qué pueden aportar?
Recientemente, se han publi-
cado notas periodisticas refe-
rentes a la identificaciéon de los
restos de hueso hallados en Co-

cula, Guerrero para determinar
si pertenecen a los normalistas
desaparecidos originarios de
Ayotzinapa. Para lograr este ob-
jetivo, expertos en Medicina Fo-
rense tanto de Argentina como
de Austria han participado en el
proceso de identificacion. Tan-
to en declaraciones recientes,
como en los informes entrega-
dos a la Procuraduria General
de la Republica (PGR), se ha
anunciado que sélo una de las
17 muestras pudo ser identifica-
day que pertenecia a Alexander
Mora Venancio. Sin embargo, no
se ha podido obtener informa-
cién alguna de las 16 muestras
restantes, dado que al parecer,
los métodos rutinarios no se han
podido emplear para realizar un
andlisis que arroje resultados
contundentes.

Dados los problemas presenta-
dos por las 16 muestras restantes
y sobre todo por la importancia
que implica realizar la identifica-
cion de dichas muestras lo antes
posible, los expertos austriacos
han sugerido la utilizacién de tec-
nologias de “Secuenciacién Ma-
sivamente Paralela”. Si bien este
término se utiliza para referirse a
un grupo de tecnologias en par-
ticular para caracterizar ADN de
cualquier tipo, el funcionamiento
y potencial de estas tecnologias
no es del conocimiento publico e

inclusive sélo una pequena parte
de la comunidad cientifica cono-
cey aprovecha estas tecnologias.
Por lo tanto, es importante expli-
car en qué consisten las mencio-
nadas tecnologias de “Secuen-
ciacion Masivamente Paralelas”
y si realmente son una solucién
para poder identificar el resto de
las muestras dseas.

Muestras y técnicas de identifi-
cacién convencionales

Segun los reportes entregados
a la PGR por los expertos de la
Universidad de Innsbruck, Aus-
tria, se enviaron 17 muestras
que consistian en una coleccidn
de huesos que fueron encontra-
dos en Cocula, Guerrero con la
sospecha de que pertenecieran
a varios de los normalistas des-
aparecidos. La técnica que se
utilizaria para la identificacion
de los restos se basa en la ca-
racterizaciéon del ADN recupe-
rado de los restos 6seos. El 22
de Diciembre del afio pasado se
publicé en este espaciola nota
"“El ADN, los forenses y Ayotzina-
pa" elaborada por el Dr. Miguel
Angel Cevallos (ver: http:/bit.
ly/1BS4Kwx), en la que se des-
criben ampliamente las carac-
teristicas del ADN, las técnicas
forenses de identificacion de
individuos y el trabajo que res-
palda tanto al Equipo Argentino

de Antropologia Forense (EAAF),
como el grupo de la Universidad
Médica de Innsbruck. En resu-
men, las pruebas forenses de
identificacion convencionales,
se enfocan a buscar solo ciertos
elementos llamados STR por sus
siglas en inglés “Short Tandem
Repeats” que se puede traducir
de manera simplista como “se-
cuencias cortas repetidas”.

Estas secuencias se utilizan
como marcadores moleculares
para identificaciéon de individuos
debido a que el nimero de re-
peticiones que se presenta en
cada marcador es Unico para los
individuos de una familia. Estos
marcadores genéticos son he-
redados de los padres y se pue-
den compartir entre hermanos.
Por lo tanto, sélo tienen sentido
cuando se comparan contra los
marcadores obtenidos de los fa-
miliares que son utilizados como
referencia. Adicionalmente a las
17 muestras de hueso, la PGR
envid los perfiles genéticos co-
rrespondientes a 43 familias de
los normalistas desaparecidos,
los cuales fueron obtenidos de
manera independiente tanto
por el personal de la PGR como
por los miembros del EAAF. Estos
perfiles genéticos tienen la fina-
lidad de ser usados como refe-
rencia para poder interpretar los
resultados de la prueba con los
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marcadores STR, buscados en las
muestras de los restos también
enviados. Tanto la decision sobre
las técnicas, como los antece-
dentes de éxito en identificaciéon
de muestras de este tipo (huesos
calcinados) por parte del grupo
de la Universidad de Innsbruck,
generaron altas expectativas
para la resolucion del caso de los
normalistas desaparecidos de
Ayotzinapa. Sin embargo, sélo
una de las 17 muestras arrojo re-
sultados convincentes utilizando
los métodos convencionales de
STR y resultd ser de uno de los
43 normalistas, Alexander Mora
Venancio.

2. Imagen de una laminilla o “flow
cell” para Secuenciacion Masiva de
la tecnologia “lllumina” (MR)

Esperanza en las nuevas tecno-
logias

Segun la conclusién de los espe-
cialistas de la Universidad Médica
de Innsbruck, el ADN extraido de
las 16 muestras restantes no era
adecuado para las pruebas de
marcadores STR que se preten-
dian realizar tanto de ADN pro-
veniente del nucleo celular como
del ADN mitocondrial. En casos
de identificacion de restos como
los encontrados en Cocula, el uso
de marcadores STR de ADN mito-
condrial es conveniente debido a
que hay mayor probabilidad de
obtener mejores resultados en
restos como huesos calcinados.
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Sin embargo, algo que no se re-
porta y que es de suma impor-
tancia es la cantidad y la calidad
del ADN extraida de las mues-
tras 6seas enviadas. Para el caso
de la muestra identificada como
de Alexander Mora Venancio ni
siquiera hubo necesidad de rea-
lizar la prueba de SRT de ADN
mitocondrial. Al parecer, el ADN
extraido de dicha muestra, cum-
plié las caracteristicas necesarias
para realizar la identificacién con
los marcadores STR provenientes
de ADN del nucleo celular, siendo
el resultado validado tanto usan-
do los perfiles genéticos prove-
nientes del padre como de dos

hermanos.

Si bien este resultado es con-
tundente y dio certidumbre a
la familia Mora Venancio, en los
reportes entregados a la PGR,
no se menciona la razén por la
cual el ADN extraido de las otras
muestras no fue favorable para
ninguna de las pruebas men-
cionadas hasta ahora. Por un
lado, el reporte menciona que
la muestra que fue identificada
con éxito no difiere de gran ma-
nera a las 16 restantes en cuan-
to a tamano; sin embargo no se
mencionan datos como el peso
y qué tan danadas por el fuego
estaban. Pero sobre todo, el dato
mas importante es la cantidad y
calidad del ADN extraido de di-
chas muestras.

En una declaracién reportada
en varias notas periodisticas,
los especialistas de Innsbruck
mencionaron el uso de tecno-
logia de “Secuenciacién Masi-
vamente Paralela” para obte-
ner algun resultado a partir de
las 16 muestras restantes. Sin
embargo, ellos mismos men-
cionan que son experimentales
y que no pueden estimar un
porcentaje de éxito en caso de
utilizarlas.

Pero, ;qué son y cémo funcio-
nan estas tecnologias? El térmi-
no “Secuenciacién Masivamen-
te Paralela” fue mencionado en
las declaraciones y propagado

en las notas periodisticas. Si
bien el término es correcto y
proviene de una patente y co-
mercializacion elaborada por
la empresa Lynx Therapeutics
en el ano 2000, ya no es utili-
zado en la actualidad o por lo
menos no por la comunidad
cientifica. Un término mas ade-
cuado es el de “Secuenciacion
de alto rendimiento de ADN" y
en el argot cientifico son mas
conocidas con el término en
inglés de “Next-Generation
Sequencing”(NGS). A continua-
cién se explicara las posibles
razones por las cuales las tecno-
logias de NGS podrian ser una
opcion para rescatar algo de las
16 muestras que aun no han po-
dido ser analizadas.

La Unidad de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica de la
UNAM (USMB-UNAM)

En la USMB-UNAM, se cuentan
con tecnologias de Secuencia-
cién Masiva de ADN desde el aio
2009 y aunque se han utilizado
en un gran ndimero de proyec-
tos cientificos e industriales, no
se ha incursionado en el area
forense. Sin embargo, las técni-
cas y conceptos de esta drea no
son desconocidos para nosotros.
Estas tecnologias y nuestra ex-
periencia de casi 6 afos nos han
permitido brindar un servicio de
calidad mundial y contribuir al
desarrollo cientifico y tecnoldgi-

co en el pais. Si bien el término
de Secuenciacion Masiva englo-
ba a un conjunto de tecnologias
que pueden realizar el proceso
de secuenciacién de moléculas
de ADN con una gran sensibi-
lidad, en tiempos mas cortos y
con costos menores, su principal
caracteristica es que se obtienen
grandes rendimientos. El funcio-
namiento depende de cada tec-
nologia y existen diferencias en-
tre ellas. Estas tecnologias son un
claro ejemplo de nanotecnologia
aplicada, ya que en todos los ca-
sos se analizan de manera parale-
la millones de moléculas de ADN
ya sea en pozos nanométricos
(figura 1) o bien adhiriéndolas a
superficies de laminillas de vidrio
de unos cuantos centimetros de

tamano (figura 2). Incluso, las mas
modernas tecnologias utilizan
proteinas que pueden capturar
una sola molécula de ADN (figura
3) y determinar asi su secuencia.
Las razones probables por las
cuales los expertos forenses han
sugerido el uso de estas tecnolo-
gias pueden ser las siguientes:

Es muy probable que los exper-
tos austriacos hayan obtenido
una cantidad muy pequeia de
ADN. Sin embargo, las tecnolo-
gias de Secuenciacion Masiva
requieren sélo 1 nanogramo de
ADN para funcionar, mientras
que las técnicas convencionales
en el area forense, requieren al
menos 20 veces mas.

Es muy probable que el ADN
obtenido esté muy fragmenta-
do. Esto seria un problema para
los métodos convencionales
dado que si el ADN se encuen-
tra fragmentos mas pequenos
que el tamano de los marcado-
res STR, no es posible utilizar
dicha técnica forense. Sin em-
bargo, para algunas tecnologias
de Secuenciacion Masiva, es un
requisito fragmentar las molé-
culas de ADN en tamafos muy
pequenos, por lo que seria una
buena alternativa para el ADN
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obtenido de los restos &seos
calcinados.

Los expertos austriacos no
mencionan cudl de las varias
tecnologias disponibles de Se-
cuenciacién Masiva son las que
ellos utilizarian. Sin embargo, es
posible que la tecnologia que
tienen en mente estos espe-
cialistas sea la tecnologia de la
compania “lllumina” (figura 2),
la cual cumple con los supuestos
mencionados anteriormente. No
obstante, la informacion referen-
te ala cantidad y calidad del ADN
extraido de las muestras es algo
que no conocemos. Esta informa-
cién es de gran importancia para
tomar la mejor decisién. Cabe
mencionar que los datos que se
generan de la Secuenciacion Ma-
siva requieren de experiencia en
Bioinformatica para su analisis. La
USMB-UNAM cuenta con equi-
pos de secuenciaciéon masiva de
Ultima generacion y con la capa-
cidad de analisis bioinformatico,
aunque no cuenta con acredita-
Cion en el area forense. Conside-
ro que es importante informar
al publico sobre la utilidad y el
potencial de las técnicas de se-
cuenciacién masiva disponibles
en nuestro pais.
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3. Esquema de una molécula de ADN cuya secuencia es determinada
por un poro de proteina de la tecnologia “Oxford Nanopore” (MR)





