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RESUMEN

Las colecciones biologicas son repositorios unicos de biodiversidad que surgieron con el
objetivo de exhibir curiosidades. En la actualidad, es posible utilizar su informacion asociada en
estudios de multiples disciplinas, lo que demanda especiales condiciones de conservacion y
almacenamiento del material alli depositado. A pesar de esto, no es poco comun la falta de
protocolos estandarizados que especifiquen los pasos a seguir en funcion de los elementos a
limpiar, lo que puede provocar modificaciones cualitativas y/o cuantitativas en la muestra a
estudiar. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de dos técnicas de preparacion
(utilizadas habitualmente en las colecciones) de material osteologico de mamiferos sobre sus
caracteristicas morfologicas y su material genético. Con este fin, se testearon 16 tratamientos de
limpieza basados en digestion quimica y enzimatica que variaron en el tiempo, la concentracion
y temperatura del agente utilizado en los miembros posteriores de ratas Wistar (n = 5 para cada
tratamiento). Luego de su aplicacion, los huesos fueron evaluados en términos de limpieza de
forma cuantitativa y cualitativa, en forma macroscopica y mediante imagenes de microscopia
electronica. Siguiendo un protocolo estandar de fenol-cloroformo, se extrajo ADN de todas las
muestras sometidas a tratamientos, y mediante espectrofotometria, se cuantificé su concentracion,
calidad y pureza. Los tratamientos quimicos mostraron ser eficientes en cuanto a remocion de
tejido blando, con diferencias estadisticamente significativas respecto al control, mientras que los
enzimaticos en general dejaron una proporcion mayor de restos, sin diferenciarse estadisticamente
del control. Con respecto a los resultados moleculares, para todos los tratamientos fue posible la
extraccion de ADN, si bien la concentracion fue en general mayor para las muestras provenientes
de los enzimaticos. Considerando todas las variables analizadas, el tratamiento de mejor
desempefio fue el KOH*"* 2" 7°C_ Este tratamiento presentd valores minimos de restos de tejidos
blandos, con una menor porosidad que otros tratamientos quimicos. Con respecto a la
concentracion, pureza y contaminacion de ADN, para las tres variables exhibio valores
satisfactorios. Futuros estudios deberian incorporar otro tipo de tratamientos, asi como también

evaluar la calidad 6sea y del ADN a largo plazo.



INTRODUCCION

Las colecciones biologicas representan el patrimonio natural de un pais o region, por ser fuente
primaria de conocimiento y de informacion de la biodiversidad, razon por la cual deben ser
protegidas, mantenidas y debidamente curadas, garantizando su permanencia en el tiempo (Kemp,
2015; Funk, 2018; Cook et al., 2020). En Argentina, las colecciones cientificas albergan mas de
60.000 especimenes de mamiferos que datan desde mediados del siglo XIX. Las mismas
constituyen un archivo histérico natural de utilidad multiple, donde la preservacion de
especimenes fosiles y actuales y su informacion asociada son la base de estudios taxondmicos,
sistematicos, morfologicos, ecologicos, filogenéticos, biogeograficos, de genética de poblaciones
y de conservacion, tornandose asi en una parte fundamental para la generacion de conocimiento

de la diversidad y para el avance de las ciencias biologicas (Figura 1).

En un principio, las colecciones biologicas tenian el objetivo de exhibir curiosidades, siendo
posible solo la preservacion de materiales secos (Reid, 1994). Luego, a partir de mediados del
siglo XVII, con el uso de la preservacion de fluidos fue posible preservar materiales biologicos
blandos y himedos (Simmons, 2014). En los ultimos afios, los requerimientos de los especimenes
conservados en colecciones bioldgicas han cambiado, debido al desarrollo de herramientas que
permiten la observacion y el estudio a escalas microscopicas o moleculares (Popp et al., 2023).
Por lo tanto, en la actualidad es necesario encontrar soluciones efectivas para limpiar y preservar
material bioldgico, no solo para su exposicion, sino también para su estudio morfoloégico y

molecular (Brown, 1999; Wandeler et al., 2007; Miller et al., 2020).

Figura 1. Exposicion de elementos 6seos en el Museo de Ciencias Naturales de La Plata,
sala de Osteologia Comparada. Fuente: (ILAM, 2019).



El desarrollo de técnicas moleculares para su aplicacion en estudios zooldgicos, especialmente
las destinadas a la obtencion de acidos nucleicos, demandan tejidos bioldgicos inalterados, lo que
promueve que en las colecciones se conserven las muestras (6rganos y tejidos) in vitro. Debido a
esto, ademas de extremarse el cuidado en los procesos de narcotizacion y eutanasia, los ejemplares
deban ser conservados en un rango de temperatura de -20°C y -70°C, o en depositos de nitrogeno
liquido a -176°C (Sanchiz & Rodriguez, 1994). La conservacion en estas condiciones implica el
establecimiento de criocolecciones, pero el gasto econdémico destinado al mantenimiento e
infraestructura que demandan es a menudo infranqueable. Diversos autores sefialan que, debido
a recortes presupuestarios, las colecciones biologicas a menudo se muestran descuidadas,
dafiadas, o sufren pérdidas, al mismo tiempo que el personal cientifico ve afectada su condicion
laboral (Kemp, 2015; Teta, 2021). En nuestro pais, asi como en otras partes del mundo, la
frecuente dificultad de contar con los materiales para establecer criocolecciones, obliga a que los
estudios a partir de ejemplares de museos dependan casi exclusivamente de elementos
esqueléticos y pieles (Moraes-Barros & Morgante, 2007). Existen varios estudios que indican que
el modo en que el material haya sido tratado, durante y después de la colecta, probablemente
juegue un rol fundamental en este sentido (Pacheco et al., 2022). Sin embargo, los detalles de las
técnicas de preservacion a menudo no se incluyen con la informacion de los especimenes, lo que
genera incertidumbre acerca de la calidad del ADN en la muestra. De este modo, la obtencion de
ADN a partir de especimenes de museo plantea un conjunto unico de desafios, ya que
historicamente la preservacion estuvo destinada a garantizar la integridad a largo plazo de la

muestra en si, pero no del material genético que contiene (McDonough et al., 2018).

Los métodos de preparacion y conservacion también juegan un rol preponderante en la calidad
y cantidad de informacion relativa a aspectos morfologicos del material depositado en las
colecciones. Los dafios producidos por las técnicas convencionales de preparacion de dientes y
huesos, por ejemplo, pueden afectar no solo a las capas superficiales (grietas, descamacion,
porosidad) sino también a la estructura histologica, llegandose en los casos mas severos a la
deformacion o incluso a la desintegracion (Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008). La identificacion
de estos cambios tiene utilidad también en otras disciplinas asociadas, por ejemplo, en el campo
de la paleontologia de vertebrados y en particular en estudios tafonémicos, donde se utilizan para
determinar qué alteraciones en los materiales de coleccion pueden estar vinculadas a procesos y

agentes naturales y cuales estan asociadas a la preparacion de los mismos.

La falta de protocolos estandarizados que especifiquen los pasos a seguir en funcion de los
elementos a limpiar, hace que los preparadores de especimenes y los taxénomos frecuentemente
procedan segun sus criterios o siguiendo procesos tradicionales, pero no necesariamente de la

manera mas adecuada (Mufoz-Saba et al., 2020).



Dentro de la amplia gama existente para la obtencion de materiales biologicos, la preparacion
de elementos d6seos de vertebrados es la que ofrece mayor cantidad de alternativas. El tejido 6seo
estd compuesto principalmente por colageno, que proporciona una matriz blanda y flexible, y
minerales que afiaden solidez y fuerza a la matriz. La matriz 6sea inorganica resultante, esta
compuesta principalmente por el mineral hidroxiapatita. Areas extensamente calcificadas, dentro
de este tejido, representan barreras fisicas y quimicas contra el deterioro del ADN debido al
ambiente o ataques biologicos (Loreille et al., 2007). Por esta razon, los huesos son una excelente

fuente de ADN en material osteologico de colecciones biologicas.

El hallazgo de un método que brinde los mejores resultados para preparar y conservar
elementos Oseos es una preocupacion constante entre investigadores, técnicos forenses y
curadores, sin existir aiin un consenso generalizado (Fenton et al., 2003; Bemis et al., 2004; Mairs
et al., 2004; Rennick et al., 2005; Steadman et al., 2006; Majeed, 2009; Leeper, 2015). Fernandez-
Jalvo & Monfort (2008), utilizando microscopia electronica de barrido, analizaron las alteraciones
en huesos producidas por algunas técnicas de preparacion. Los efectos superficiales reportados
por estos autores incluyeron la retencion de grasa y restos de tejidos blandos, descamacion, y
aparicion de grietas micro y macroscopicas. Dentro de las técnicas de preparacion propuestas por
los autores mencionados podemos destacar el uso de derméstidos, siendo el método preferido para
limpiar huesos y craneos por taxidermistas, museos, cientificos, coleccionistas, aficionados,
bidlogos y educadores, especialmente en Europa. Sin embargo, ademas del potencial riesgo
contaminante, la superficie 6sea resulta dafiada (surcos, agujeros) por las poderosas mandibulas
de estos animales. Los métodos que favorecen la proliferacion bacteriana, tales como la
maceracion o putrefaccion, pueden provocar pérdidas de material organico, especialmente
colageno (Smith etal, 2002) y ADN (Jans, 2008). El ataque bacteriano puede frenarse
sometiendo el hueso a ebulliciéon durante algunas horas, pero las altas temperaturas ocasionan
desnaturalizacion del colageno, provocando aumento de porosidad, deformacion y alteracion de

la microestructura 6sea (Fernandez-Jalvo & Monfort 2008).

El uso de enzimas proteoliticas permite obtener buenos resultados, pero el proceso debe ser
controlado estrictamente en cuanto a los tiempos de exposicion para evitar que la digestion
progrese hacia la matriz 6sea (Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008). Las enzimas proteoliticas o
proteasas son enzimas altamente especificas que inducen la descomposicion de proteinas. Estas
proteasas tienen como objetivo primario degradar al contenido proteico de los musculos y tejidos
conectivos blandos (ligamentos, tendones y cartilago) en vez de la matriz dsea (Leeper, 2015).
Las enzimas mas utilizadas son papaina, pepsina, pancreatina y tripsina. Sin embargo, ademas del
alto costo de las mismas (Chapman & Chapman, 1969; Sandstrom, 1969; Hill, 1975;) presentan
un fuerte olor, especialmente en el caso de la papaina (Davis & Payne, 1992; Fenton et al., 2003;

Mairs et al., 2004). Finalmente, pueden irritar y/o dafiar la mucosa respiratoria al ser inhaladas en



forma de polvo (Mairs et al., 2004; Simonsen et al., 2011). Para evitar todos estos inconvenientes,
una alternativa valida es el uso de detergentes comerciales de accion enzimatica, que han
demostrado buenos resultados a un bajo costo, sin olores desagradables y menores dafios a la
salud (Ossian, 1970; Mairs et al., 2004). Sumado a esto, Steadman et al. (2006) han reportado la

extraccion de ADN de calidad a partir de material 6seo tratado con detergentes comerciales.

Entre las técnicas de digestion quimica, las soluciones alcalinas son las preferidas debido a
que degradan colageno y otras proteinas. Las soluciones de hidréxido de potasio en agua caliente
maceran y desgrasan el hueso en simultaneo, con resultados similares a los obtenidos por
digestion enzimatica. Un aspecto a tener en cuenta, es el de lavar rapidamente el material
osteologico al finalizar el tratamiento para evitar dafios permanentes. Estos tratamientos de
limpieza presentan la ventaja de ser econdmicos y sencillos en su preparacion (Steadman et al.,
2006; Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008). Los autores previamente mencionados sugieren
ademas, que el uso de soluciones de hidroxido de potasio podria ofrecer la ventaja adicional de

preservar el ADN, pero no existen estudios concluyentes al respecto.

Dado que las demandas actuales de las colecciones bioldgicas no solo se restringen a la
exposicion del material, y que cada vez con mas frecuencia son fuente de estudios morfoldgicos
y genéticos, resulta de vital importancia valorar el efecto de los tratamientos en el mismo. El uso
de diferentes productos de limpieza sin un protocolo probado puede provocar modificaciones
cualitativas y/o cuantitativas en la muestra a estudiar (Mateo-Lomba et al., 2023). Es deseable
entonces que las consecuencias de cada uno de los tratamientos aplicados sean conocidas antes

de iniciar el proceso de limpieza.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de dos técnicas convencionales de preparacion (digestion enzimatica y
quimica) de material osteologico de mamiferos sobre sus caracteristicas morfologicas y su

material genético.

Objetivos especificos

e Analizar la eficiencia, de tratamientos de limpieza enzimaticos (jabon liquido) y quimicos
(KOH), sobre miembros posteriores de ratas Wistar a diferentes tiempos de exposicion,
concentraciones y temperaturas de los agentes utilizados.

e Estudiar macroscopicamente y microscopicamente los efectos de dichos tratamientos
sobre la condicion de la superficie osea.

e Determinar el efecto de los tratamientos sobre el ADN del material 6seo, a través de la
cuantificacion de la concentracion, pureza y contaminacion del material genético extraido
luego de la limpieza.

e Definir un tratamiento de limpieza 6ptimo en funciéon de las variables previamente

consideradas.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion del material

Como modelo para evaluar los efectos de técnicas convencionales de preparacion de material
osteologico de mamiferos, se utilizaron 85 ratas Wistar (Rattus norvegicus) de 45 dias de edad
procedentes del Bioterio del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad
Nacional del Sur. La eleccion de este modelo se debe a que estas ratas se encuentran
estandarizadas y son ampliamente utilizadas en investigaciones de laboratorio (Clause, 1998;
Cossio-Bolafios etal., 2013). A su vez, los ejemplares utilizados para el presente estudio
pertenecian al descarte de otros estudios que no incluyeron tratamientos quimicos ni infeccion

con patdgenos (Protocolo CICUAE N° 181/2021).

Las ratas fueron sometidas a eutanasia por el personal del Bioterio mediante exposicion a
dioxido de carbono, siendo registradas las fechas de eutanasia, de inicio del procesamiento y de
nacimiento de las mismas, asi como la cantidad de ejemplares. Mediante elementos de diseccion,
se aislaron los complejos musculo-esqueléticos de los miembros posteriores (estilopodio,
zeugopodio y autopodio), removiendo la piel para la extraccion, y registrando el peso con carne
de cada miembro (Figura 2a). Luego de fotografiarlos en su cara externa, se removio el tejido
muscular de los miembros, con especial cuidado de no dafiar mecanicamente los huesos (Figura
2b). Se registro el peso luego de la remocion, procurando que los pesos sean homogéneos entre

si.

Figura 2. Vista de cara externa del miembro posterior izquierdo (a) con tejido muscular; (b)
luego de la remociéon mecanica del musculo.



Tratamientos de limpieza

En base a trabajos preliminares de nuestro grupo de estudio (Popp et al., 2023) se establecieron
16 tratamientos, basados en inmersion en una solucion enzimatica (n = 8; Skip® Bio-Enzymes
Liquid Soap E) e inmersion en una solucion de hidroxido de potasio (n = 8; KOH), que variaron
en el tiempo (2 h'y 4 h), la concentracion (KOH 5 % y 10%; Jabon 10% y 15%) y temperatura
del agente utilizado (40°C y 70°C; Tabla 1). Ambos agentes fueron disueltos en agua bidestilada.
Cada tratamiento y el grupo control (miembros posteriores no sometidos a tratamientos) consto
de 5 réplicas.

Tabla 1. Tratamientos de limpieza aplicados a los miembros posteriores de ratas Wistar. Se

indica en cada caso la duracion del tratamiento (h: horas), como asi también la concentracion
(%) y la temperatura (°C) en los ensayos de digestion quimica (KOH) y enzimatica (Jabon).

Método de limpieza Tratamiento Descripcion
40°C
2h
KOH 6% 70°C
40°C
4h
70°C
Disesti .
igestion quimica 10°C
2h
70°C
(10%)
KOH 40°C
4h
70°C
40°C
2h
70°C
£ (10%)
Jabon 30°C
4h
70°C
Disesti P
igestion enzimatica 10°C
2h
70°C
o (15%)
Jabon 30°C
4h
70°C

Cada par de miembros posteriores (pertenecientes a la misma rata) fueron colocados en un
frasco de vidrio, con 250 ml de la solucion correspondiente a cada tratamiento. Dichos frascos

fueron llevados a una estufa precalentada con la temperatura correspondiente a su tratamiento.



Luego de cumplir el tiempo especificado se los extrajo, registrandose una serie de variables

cualitativas (olor, calidad del hueso, textura y facilidad de remocioén del tejido blando) de acuerdo

a los parametros establecidos por Thompson, 2015. Dicho autor asigno6 un valor de 1 a 5 conforme

a las caracteristicas de las variables observadas (Tabla 2).

Tabla 2. Variables cuantitativas observadas y su valoracion (Val), en escala de 1 a 5, segin
Thompson, 2015.

Val Olor Textura del tejido blando

Facilidad de remocion del tejido
blando

Calidad del hueso

Firme y/o solida; puede
sentirse mas resistente o mas
elastica que cuando se

Fuerte. Impregna el
medio y se disipa

rapidamente. ., .
sumergio por primera vez.

Firme y/o elastico; remocion dificil,
si no imposible, sin dafiar el hueso.

Calidad osea fragil,
facilmente rota.

Fuerte. Impregna el
medio y se disipa
lentamente.

Tan maleable como cuando se
observo originalmente.

Adherencia al hueso bastante
fuerte; poco posible remover tejido
sin dafar el hueso.

Sin erosion cortical,
hueso mas ligero y
Pporoso.

Considerablemente mas suave

Moderado, que se ,
que cuando comenzo6 el

Aln elastico; removible con una
considerable fuerza manual.

Mas suave y maleable
que lo normal. Sin
dafio cortical.

3 disipa lentamente .
p experimento. Muy maleable.
Mas elastico que cuando fue
4 Moderado, que se sumergido; aparente

disipa rapidamente. licuefaccion y separacion del

tejido del hueso.

Adherencia al hueso
moderadamente fuerte, porciones
grandes facilmente removibles; el

nucleo de tejido cerca del hueso
aun esta adherido.

Erosioén y/o
descamacion de la
corteza, pero el hueso
no se rompe
facilmente.

Casi licuado, flota en la
5 Poco oninguno.  superficie con poca o ninguna

conexion al hueso.

Adherencia minima o nula; el
tejido se desprende al remover los
huesos en la solucién, o
simplemente es removido al tacto

Fuerte y normal en
textura y calidad.

Finalizados los tratamientos, el material se enjuag6 para eliminar los restos de los agentes de

limpieza, y se dejo secar al aire libre.

Anadlisis morfologico de los huesos sometidos a los tratamientos de limpieza

Para el analisis morfolégico, los estilopodios izquierdos fueron procesados y fotografiados por

microscopia electronica de barrido SEM. Para el estudio se empleé un SEM marca LEO, modelo

EVO 40 XVP (2004) acoplado a un sistema EDS marca Oxford, modelo X-Max 50 (2017), con

la finalidad de evaluar la limpieza (en funcion de los tejidos remanentes adheridos al hueso) y la

condicion de la superficie 6sea (porosidad, descamacion, grietas).

A partir de las iméagenes obtenidas por microscopia electronica, se realizaron los siguientes

analisis:



-Cuantitativos: en cada imagen, se colore6 digitalmente las porciones libres y las cubiertas
de tejidos, mediante el programa de edicion de imagenes Gimp (GIMP: GNU Image Manipulation
Program; Figura 3). Luego, se desarrollé un aplicativo para computar el nimero de pixeles con
tejido y sin tejido, utilizando las librerias ImagelO y Numphy (Phyton). De esta manera, se calculd

el porcentaje de tejido remanente, bajo las siguientes condiciones:

e Fotografias del fémur izquierdo, con aumento 25X.
e Campo de analisis de 600 x 400 pixeles, el cual siempre debia incluir la cabeza del

fémur en el extremo izquierdo superior.

EHT= 5004V Mag= 25X wo Smm Signal A= SE1 ge — EHT = 500 kV Mag= 25X WD =225mm Signal A= SE1 cc

Figura 3. Imagenes de microscopia electronica. En (a) se observa la imagen original, y en (b) la
edicion mediante GIMP.

Como variable de respuesta del modelo se consider6 el nimero de pixeles con tejido respecto
del numero total de pixeles. En general este tipo de variables siguen una distribucion binomial.
Un método adecuado para analizar estos datos son los modelos lineales generalizados (GLM).
Dado que los datos presentaron una sobredispersion (la variabilidad observada en los datos fue
mayor a lo esperada segun la distribucion binomial), se asigné un factor aleatorio a cada
observacion (Harrison, 2014). Para incorporar estos efectos, frecuentemente se utilizan modelos
mixtos, y en este caso se utilizo la funcion glmer del paquete Ime4 (Bates et al., 2008). Los

tratamientos donde el nimero de pixeles con tejido fue O fueron excluidos del analisis.

Para evaluar estadisticamente si existian diferencias en la eficiencia de limpieza de los
diferentes tratamientos, se utilizo la funcion ANOVA del paquete car (Fox & Weisberg, 2018),
mientras que para las comparaciones entre tratamientos se realizo un test de Tukey, con la funcién
emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2022). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el

software R Studio version 2023.12.1+402 (R Core Team, 2020).

-Cualitativos: Se examinaron las fotografias de microscopia electronica (con aumento de 25 X)
con el objeto de evaluar el grado de deterioro, en funcion de la porosidad observable. Al igual que
con las otras variables cualitativas observadas post-tratamiento, se utiliz6 una valoracion de los

grados de porosidad, pero en una escala de 1 a 3 (Tabla 3, Figura 4).
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Tabla 3. Grado de porosidad observada en imagenes de microscopia electronica con
aumento de 25X y su correspondiente valoracion.

Valoracion Grado de porosidad
1 Alta, porosidad marcada en epifisis y diafisis,
claramente carcomidas.
) Media, porosidad moderada en epifisis y
diafisis.
3 Baja o nula, o0 no es observable debido a los

restos de tejido.

KOH 10%4h70 Jabon 10% 4h 70°C

1 mm Tmm 1 mm
— BT 500KV Sieg= 25X WD=220mm  SignalA= SE1 — ENT= 500KV Mag= 25X WD=230mm  SignalA=SEt O |4 EHT= 500KV Seg= 25X  WD=205mm  SignalA=SE{

Figura 4. Imagenes de microscopia electronica con aumento de 25X de un hueso con
porosidad: a: alta (valoracion 1), b: media (valoracion 2) y c: baja o nula (valoracion 3).

Andlisis de la concentracion, calidad y pureza del ADN de los huesos sometidos a los
tratamientos de limpieza

Con el objetivo de evaluar si la aplicacion de los diferentes métodos de limpieza afectaba la
concentracion, calidad y pureza del ADN, se procedid a su extraccion. Con este fin se molieron,
con mortero, 5 mg de hueso (zeugopodio izquierdo) previamente sometido a tratamiento. Dicho
procedimiento se realizd en el Laboratorio de Genética para la Conservacion (GENCON-
INBIOSUR) mediante un protocolo modificado de fenol-cloroformo (Samsuwan et al., 2018;
Anexo I), utilizandose en todo momento una mascara con filtro como medida de seguridad. Con
el objeto de minimizar la contaminacion del ADN extraido, entre cada muestra procesada, se
procedia a la limpieza con lavandina y alcohol de las superficies del laboratorio, mientras que el
mortero era expuesto durante 5 minutos a luz UV. Una vez que el ADN era extraido, el mismo se
resuspendia en 50 pl de buffer TE (Tris-EDTA), y se almacenaba a -20°C hasta el momento de su

cuantificacion.

La cuantificacion de la concentracion de ADN de cada una de las muestras se realizo mediante
espectrofotometria, utilizando un NanoDrop® (ThermoFisher). La molécula de ADN absorbe la
energia radiante a una longitud de onda especifica (260 nm), a partir de lo cual es posible medir

su concentracion en solucion. Es bastante comun que, durante el proceso de extraccion, las
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muestras de acido nucleico se contaminen con otras moléculas (proteinas, compuestos organicos).
Una de las ventajas de usar el analisis espectrofotométrico es la capacidad de determinar la pureza
de la muestra usando la relacion de absorbancia a 260 nm y 280 nm (A260/280, la cual para el
ADN puro debe ser cercana a 1,8). La presencia de contaminantes (proteinas y fenol) dan como
resultado relaciones menores a 1,6. Si la relacion es mayor que 2,1 indica contaminacion del ADN
con ARN. Finalmente, el valor de esta relacion también se ve afectado por el pH de la solucion
(pH éacido baja el valor; pH bésico lo incrementa). Otra proporcion a tener en cuenta es la
A260/230, que deberia ser mayor a 2. Valores inferiores indican contaminacion por compuestos
organicos: EDTA, TRIzol, derivados de guanidina, fenoles, sales caotropicas o hidratos de

carbono.

En forma exploratoria se realizaron histogramas de frecuencia para la concentracion de ADN,
y se observo que dicha variable era asimétrica por lo que se utilizaron modelos lineales
generalizados, con funcion de enlace logaritmo. En particular, modelos con distribucion gamma
que presentan mas flexibilidad que la distribucion normal que ajustaron exitosamente a los datos,

con la funcion glm del paquete stats (R Core Team, 2020).

En cuanto a la pureza del ADN y la contaminacion de las muestras, el analisis previo evidencio
heterocedasticidad entre los tratamientos, por lo que se utilizaron modelos mixtos para incorporar
una estimacion de varianza para cada tratamiento, con la funcion varldent del paquete nlme

(Pinheiro et al., 2007). Para el ajuste del modelo se usoé la funcion gls del paquete nlme.

Para detectar si existian diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en las
tres variables examinadas (concentracion de ADN, pureza y contaminacion) se utilizé la funcion
ANOVA del paquete car (Fox & Weisberg, 2018), mientras que para las comparaciones de a pares

se realizo un test de Tukey, con la funcion emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2022).
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RESULTADOS

Andlisis morfologico de los huesos sometidos a los tratamientos de limpieza

En términos de limpieza de la superficie 0sea, los tratamientos quimicos mostraron un mejor
desempefio que los enzimaticos en cuanto al porcentaje de tejido remanente (Tabla 4). En los
tratamientos de KOH>* " 7°C K OH'?" 20 70°C K OH'" 4h 40°C y KOH'"" M 7°C 1o se observaron
restos de tejido en la superficie evaluada (Tabla 4). En promedio, en ninguno de los tratamientos

enzimaticos a 40°C la superficie libre de restos de tejido alcanzoé el 50 % (Tabla 4).

Tabla 4. Media y desvio estandar (DE) del porcentaje de tejido remanente sobre la superficie de
hueso analizada, obtenida en los diferentes tratamientos de limpieza.

Promedio del porcentaje

Tratamientos de restos de tejido DE
Control 67,79 14,21
Jabon ' 20 40°C 56,12 19,22
Jabon ' 20 70°C 30,12 17,91
Jabon!0%4h40°C 63,41 21,09
Jabon!0% #h 70°C 32,76 8
Jabon ' 20 40°C 58,76 22,61
Jabon!5%2h 70°C 35,82 15,64
Jabon!5% #h 40°C 70,98 19,25
Jabon '3 40 70°C 55,37 19,21
KOQH?" 2h40°C 9,82 6,19
KOQH>”2h 70°C 0,38 0,86
KOQH>" #h40°C 1,98 2,94
KOHS% 4h 70°C 0 0
KOQH!0%2h40°C 5,31 7,75
KOHIO% 2h 70°C 0 0
KOHIO% 4h 40°C 0 0
KOHIO% 4h 70°C 0 0

Excluyendo aquellos que limpiaron completamente la superficie del hueso, los analisis
revelaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la proporcion de tejidos
remanentes entre los diferentes tratamientos (y* = 189,81; g.1. =12; p <0,001). No se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre el control y los tratamientos enzimaticos (Tabla 4,

Figura 5, Anexo 2). Al evaluar los tratamientos enzimaticos, solo Jabon ' * 40°C difiri6

10% 2h 70°C 10%

estadisticamente de Jabon y Jabon 4h70°C (Figura 5, Anexo 2). En cambio, todos los

tratamientos quimicos evaluados dejaron significativamente una menor proporcion de tejido que

el control. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de Jabon'%% 2" 70°C,
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Jabon'? 4 70°C y Jabon'3" 21 7°C con los tratamientos de KOH*"2"40°C y KOH 34" 7°C (Figura 5,

Anexo 2).

KOH 5% 4h 40C - *—
KOH 5% 2h 70C - R
KOH 5% 2h 40C - ——>

KOH 10% 2h 40C - *>

A

L ]
v

Jabon 15% 4h 70C -

Jabon 15% 4h 40C - <+ .

=)
[=
2
E Jabon 15% 2n 70C - < . >
©
e
=

Jabon 15% 2h 40C - < ° >

Jabon 10% 4h 70C - < L >

[ ]
v

Jabon 10% 4h 40C -

A

Jabon 10% 2h 70C - < ® >

A
[ ]
v

Jabon 10% 2h 40C -

Control - < ® >

0.00 0.25 0.50 0.75
Proporcidn de restos de tejido

Figura 5. Medias (puntos), varianzas (sombreado) e intervalos de confianza del 95% (lineas
rojas) de la proporcion de restos de tejido sobre la superficie de hueso analizada, en los
diferentes tratamientos de limpieza.

El resultado del analisis morfolégico cualitativo se resume en la Figura 6. En todos los
tratamientos, los restos fueron removidos con mas facilidad que en el control y exceptuando el

10% 4h 40°C 7 15% 2h 40°C r_15% 4h 40°C
° , Jabon™"”" , Jabon™"”"

Jabon , también fueron superiores cuando se evaluo la

H!0% 4 70°C "e] cual produjo un visible deterioro del

textura del tejido blando. Exceptuando al KO
material, no se detectaron diferencias al analizar la calidad del hueso entre todos los tratamientos
(Figura 6). En general, los procedimientos con KOH tuvieron mayores puntajes en las categorias
de olor, textura del tejido blando y la facilidad de remocion que los tratamientos enzimaticos,

aunque mostraron desempefio inferior a estos cuando se evalud la porosidad (Figura 6).
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Figura 6. Valoracion promedio del olor, textura del tejido blando, calidad del hueso, facilidad de remocion del tejido blando (de 1 a 5 segiin Thompson,
(2015) y porosidad observable en las imagenes de microscopia electronica (de 1 a 3) del material 6seo sometido a los diferentes tratamientos de limpieza. Los
puntos negros se corresponden con los valores alcanzados por el tratamiento control.
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Andalisis de la concentracion, calidad y pureza del ADN de los huesos sometidos a los tratamientos
de limpieza

La concentracion de ADN en las muestras d0seas varid significativamente entre los diferentes
tratamientos (y* = 130,15; g.1. = 16; p < 0,001). Se observd que, en general, los tratamientos con jabon

presentan una mayor concentracion de ADN que los tratamientos con KOH (Tabla 5).

Tabla 5. Medias y desvios estandares (DE) de la concentracion, indice de pureza (A260/280) y
contaminacion (A260/230) del ADN extraido de los huesos sometidos en los diferentes tratamientos
de limpieza.

Tratamiento  Concentracion DE A260/280 DE A260/230 DE
(ng/ul))

Control 4842,14 1877,92 1,89 0,05 2,06 0,09
Jabon'®*2h4°C 330681 2617,34 1,79 0,09 1,90 0,17
Jabon'®* 20 7°C 13096,01 1696,54 1,75 0,04 1,86 0,14
Jabon'®4h40°C - 4240,07 3304,93 1,82 0,08 1,81 0,14
Jabon'®4h7°C 1502, 99 1424,98 1,73 0,15 1,96 0,21
Jabon'>7204°C 9221,88 878,28 1,70 0,09 1,77 0,11
Jabon'>" 20 7°C - 4890,91 3047,83 1,83 0,05 1,95 0,17
Jabon'¥ 4 4°C 310315 1,81 0,09 1,81 0,14

1478,60
Jabon'>74h7°C 2693 22 1936,49 1,80 0,04 1,83 0,16
KOQH?>%2h40°C 966,34 469,02 1,55 0,06 1,57 0,16
KOQH>%2h70°C 933,88 641,85 1,66 0,08 1,78 0,14
KOQH?>% 4h40°C 536,12 317,78 1,55 0,11 1,51 0,15
KOQH>%4h70°C 602,77 258,43 1,81 0,08 2,16 0,09
KOQH!0%2h40°C 500,13 182,45 1,59 0,07 1,78 0,11
KOQH!0%2h70°C 924,06 327,85 1,82 0,05 2,05 0,08
KOQH!0% 4 40°C 630,72 267,55 1,62 0,14 1,72 0,23
KOQH!0% 4 70°C 599,81 198,97 1,76 0,10 2,14 0,20

A pesar de ser menores, no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de
ADN de las muestras de los tratamientos enzimaticos y el control (Figura 7, Anexo 2). Por el contrario,
los tratamientos quimicos presentaron concentraciones estadisticamente menores cuando se compararon

con el control (Figura 7, Anexo 2).

Entre los tratamientos enzimaticos, las diferencias en las concentraciones de ADN no fueron

significativas (Figura 7, Anexo 2). Lo mismo sucedio entre los tratamientos de quimicos. Al comparar
. . ;. .y . ’ %

los tratamientos enziméticos con los quimicos, la concentraciéon de ADN del tratamiento de Jabon'>* 2"

°C fiye significativamente mayor a la de todos los tratamientos con KOH (Figura 7, Anexo 2).
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Figura 7. Concentracion (ng/uL) del ADN extraido de los huesos sometidos en los diferentes
tratamientos de limpieza. Los puntos grises indican la concentracion de cada réplica, y los rojos la
media de cada tratamiento. Las lineas rojas muestran los intervalos de confianza del 95%.

Con respecto a la pureza del ADN obtenido, esta vario entre los tratamientos (y*> = 152,92; g.1. = 16;
p < 0,001). El grado de pureza promedio del ADN extraido de los huesos sometidos a los diferentes
tratamientos, en general fue aceptable (ADN puro: A260/280 ~ 1,8). Solo los tratamientos de KOH>"**"
40°C KOQH#40°C y KOH'" 2 4°C presentaron proporciones promedio menores a 1,6 que podrian indicar

la presencia de proteinas y fenol (Tabla 5, Figura 8).

Las comparaciones de a pares (Figura 8, Anexo 2) no detectaron diferencias significativas entre los
distintos tratamientos enzimaticos y el control en cuanto al grado de pureza del ADN. De los
tratamientos quimicos, KOQH!0% #h 40°C K OQH 5% 2 40°C KQH>" 20 70°C KOH3” #h 40°C i presentaron

diferencias significativas con el control (Figura 8, Anexo 2).
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Figura 8. Pureza (relacion A260/280) del ADN extraido de los huesos sometidos a los diferentes
tratamientos de limpieza. Los puntos grises indican la concentracion de cada réplica, y los rojos la
media de cada tratamiento. Las lineas rojas muestran los intervalos de confianza del 95%.

Finalmente, el analisis de la contaminacion del ADN extraido, definida por la relacion de absorbancia
260 nm/230 nm, también varid entre los tratamientos (y*>= 111,92; g..= 16; p < 0,001). Exceptuando
KOH!0% 2 70°C " g Q> 4h 70°C g QH!0% 2h 70°C y KOH!"% 40 70°C g restantes tratamientos presentaron
valores promedios menores a 2 que indican una posible contaminacion por compuestos organicos (Tabla
5, Figura 9).

Las comparaciones de a pares (Figura 9, Anexo 2) no encontraron diferencias significativas en el
grado de contaminacion entre el control y los tratamientos enzimaticos, a excepcion del de Jabon'*” 2

4°C (p = 0,019). Los tratamientos quimicos de KOH'?"2h40°C K QU !0 4hs40°C g Q" 2bs40°C K Q" 2h

70°C y KOH> 4 4°C_ difirieron significativamente del control (Figura 9, Anexo 2).
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Figura 9. Contaminacion (relacion A260/230) del ADN extraido de los huesos sometidos a los
diferentes tratamientos de limpieza. Los puntos grises indican la concentracion de cada réplica, y los
rojos la media de cada tratamiento. Las lineas rojas muestran los intervalos de confianza del 95%.
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DISCUSION

Los distintos tratamientos enzimaticos y quimicos desarrollados en este estudio presentaron
diferencias en los términos de limpieza de hueso y conservacion del tejido dseo. A su vez, se encontraron

diferencias en la concentracion, pureza y contaminacion del ADN.

Los huesos de ratas sometidos a los tratamientos de remocion de tejidos blandos presentaron elevados
niveles de limpieza de los tejidos en todos los tratamientos quimicos, con un rendimiento creciente a
medida que aumentaban la concentracion de hidroxido de potasio, la temperatura o el tiempo de
exposicion a los agentes. Es sabido que las soluciones con hidroxido de potasio maceran y desgrasan
los huesos, aunque debe vigilarse su concentracion y tiempo de exposicion para evitar dafios en los
mismos (Steadman et al., 2006; Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008). Asi mismo, se recomienda lavar el
material con agua al finalizar el tratamiento (Steadman et al., 2006). Los aumentos de temperatura
aceleran los procesos de digestion, desnaturalizando las proteinas de los tejidos blandos. A partir de los
60°C el colageno se desnaturaliza, afectando también al tejido 6seo (Leeper, 2015). Esto explica que

HIO% 4h 40°C 0 KOHS% 4h 70°C

tratamientos como KO a pesar de realizar una completa remocion del tejido

adherido al hueso, ocasiona un dafio de la superficie mayor a los tratamientos como KOH?>” 2 40°C y

o o
KOHS % 2h 70 C.

Es importante destacar que el dafio sobre la superficie 6sea (aumento de la porosidad y fracturas),
solo pudo ser observado microscopicamente, ya que a simple vista solo el tratamiento KOQH'?" #s70°C
(que posee la mayor concentracion, tiempo de exposicion y temperatura) mostro un deterioro evidente
del material. Un incremento de la porosidad del hueso, ademés aumentar su fragilidad, puede afectar la
conservacion del mismo a largo plazo, debido que representa un area aumentada en la que los
microorganismos pueden actuar (Jans et al., 2004). Este trabajo suma evidencias a lo que ya ha sido
reportado en otros estudios (Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008), donde este tipo de tratamientos

quimicos suele destruir la superficie 6sea y la macroestructura del hueso cuando se excede en el tiempo

de exposicion o la concentracion de los agentes.

Los métodos de limpieza enzimaticos fueron menos eficientes al momento de remover el tejido
blando de los huesos tratados. Solo aquellos que utilizaban una temperatura de 70°C tuvieron
rendimientos estadisticamente similares, a los métodos quimicos de peor desempefio. Si bien en estos
tratamientos no se observaron, a nivel macroscdpico, dafios en la superficie 6sea, microscopicamente la
misma presentd porosidades comparables a la de los tratamientos KOH>* 2" 4°C yy KOH*" 2" 70°C, La
desnaturalizacion del colageno producida por la alta temperatura de la solucion podria explicar este

resultado (Fernandez-Jalvo & Monfort, 2008).

En las muestras sometidas a tratamientos quimicos, las concentraciones de ADN obtenido fueron
menores que las observadas en el control y en los métodos enzimaticos. E1 ADN de los huesos proviene
de los osteoblastos, los cuales se encuentran inmersos en la matriz 6sea (Wisely et al., 2004). El efecto

deletéreo de algunos agentes quimicos sobre el ADN ha sido descrito con anterioridad (Steadman et al
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2006) y podria ser la causa de estas diferencias. Las mayores concentraciones de ADN en huesos tratados
enzimaticamente pueden ser el resultado del estado de los mismos, y la presencia de tejido blando

remante en ellos el cual aporta ADN en buena cantidad.

Indudablemente es necesario profundizar en el efecto de los tratamientos de limpieza aplicados y sus
consecuencias sobre el ADN contenido en los huesos. Este estudio solo se limité a evaluar la
concentracion, pureza y contaminacion del ADN, y no la calidad del mismo. Si bien es cierto que existe
una correlacion positiva entre la concentracion de ADN vy el éxito de la amplificacion y secuenciacion
de fragmentos especificos del mismo (Pacheco et al., 2022), no siempre grandes cantidades de ADN

aseguran el éxito de estos procesos.

Los parametros de pureza y la contaminacion del ADN para los distintos tratamientos realizados
fueron variables. En general, se observa que las muestras derivadas de los tratamientos quimicos
presentan los valores de pureza y contaminacion mas alejados de los 6ptimos. El protocolo de fenol-
cloroformo es un procedimiento basico de extraccion de ADN (Sambrook & Russell, 2006; McKiernan
& Danielson, 2017; Samsuwan et al., 2018), de buenos rendimientos para muestras 6seas, aun si el
mismo puede favorecer la presencia de compuestos organicos en el material resultante. El uso de otros
métodos especificos extraccion, como la purificacion por columna y aislamiento por perlas magnéticas,
puede aumentar la concentracion, pureza y bajar la contaminacion del ADN. Sin embargo, este tipo de
técnicas suelen ser econdmicamente demandantes, por lo cual el protocolo de fenol-cloroformo se

convierte una alternativa viable (Samsuwan et al., 2018).

Entre los tratamientos evaluados el de mejor desempefio, considerando las variables analizadas, fue
el KOH>” 2 7°C_ Este tratamiento presentd valores minimos de restos de tejidos blandos, al mismo
tiempo que presentd menor porosidad que otros tratamientos quimicos. Con respecto a la concentracion,

pureza y contaminacion de ADN, para las tres variables present6 valores satisfactorios.

Aun si la utilizacion de la microscopia electronica de barrido constituye un instrumento que
proporciona imagenes tridimensionales de alta resolucion, no es un recurso utilizado con frecuencia a la
hora de evaluar el estado de conservacion del material dseo (Lai et al., 2015). En este estudio, el uso del
microscopio electronico de barrido fue una valiosa herramienta a la hora de caracterizar cada uno de los
tratamientos de limpieza ya que permitié observar particulas o restos de tejido no detectables a nivel
macroscopico. Ademas, posibilitd la deteccion detallada de fracturas y grietas sobre la superficie del

hueso.

Este trabajo evalu6 la calidad 6sea y del ADN luego de un breve periodo transcurrido desde la
limpieza, por lo que no deberia descartarse el potencial dafio a largo plazo de la integridad d6sea y del
ADN debido a los tratamientos enzimaticos y quimicos utilizados (Coy, 1980). A pesar de que se
aplicaba un protocolo de enjuague luego del procedimiento, la acciéon enzimatica y quimica podria

continuar produciendo la degradacion de los huesos. Seguramente este sea un aspecto a estudiar a futuro,
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ya que los efectos del proceso de limpieza sobre los huesos constituyen un aspecto de vital importancia

en colecciones bioldgicas, donde este material debe ser conservado en el tiempo.
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ANEXO 1

Protocolo de extraccion de fenol-cloroformo

10-
11-
12-

En un tubo de 1,5 ml colocar 5 mg de hueso previamente molido en mortero

Anadir 300 pl de buffer de lisis [0,75 mol/l NaCl, 0,024 mol/l EDTA (pH 8,0), 10% dodecil
sulfato sodico y 20 pl de Proteinasa K (20 mg/ml)].

Incubar toda la noche a 50°C con una rotacion constante de 0,25 RPM.

Centrifugar (4°C por 2’) y transferir sobrenadante a un tubo nuevo.

Agregar un volumen equivalente de solucion de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en
proporciones de 25/24/1. Mezclar por inversion.

Centrifugar a méaxima velocidad a 4°C por 2.

Remover la fase superior (sobrenadante) y transferir a un nuevo tubo.

Precipitar ADN agregando 1/10 V de Acetato de Na 3M. Mezclar por inversion.

Agregar 2V/V de etanol 100% frio.

Centrifugar por 30’ a 4°C a maxima velocidad.

Descartar sobrenadante y agregar 500 pul de etanol 70% frio.

Lavar y secar al aire, y resuspender en 50 pl de buffer TE.
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ANEXO 2

Tabla A. Significancia de las diferencias en el porcentaje de restos de tejido remanente sobre la
superficie de hueso analizada, obtenida en los diferentes tratamientos de limpieza (Test de Tukey).

*: <0,05; **: <0,001; ns:>0,05.
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Tabla B. Significancia de las diferencias en la concentracion del ADN extraido de huesos sometidos a

diferentes tratamientos de limpieza (Test de Tukey). *: <0,05; **: <0,001; ns:>0,05
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Tabla C. Significancia de las diferencias en el grado de pureza del ADN extraido de huesos sometidos

a diferentes tratamientos de limpieza (Test de Tukey). *: <0,05; **: <0,001; ns:>0,05.
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Tabla D. Significancia de las diferencias en el grado de contaminacion del ADN extraido de huesos

sometidos a diferentes tratamientos de limpieza (Test de Tukey). *: <0,05; **: <0,001; ns:>0,05.
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