MEMORIA TECNICA

TITULO DEL PROYECTO: Andlisis genético de muestras criticas

» Datos del proponente:

las dos proponentes pertenecen al Departamento de Medicina Ledal, Psiguiatria v

Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

Las responsables internas son las docentes e investidadoras Claudia Lopes Gomes vy Sara
Pzlomo Diez, expertas en el andlisis de materal genético en awanzado estado de
descomposicion. Ambas investidadoras estan colediadas en el Coledio Oficial de
Bidlogos de la Comunidad de Madrid, con los respectivos ndmeros de colegiadas: 20633-

My 20646-M.

. Deschnsishdel _

E. analisis genético de muestras bioldgicas dedradadas o criticas es un area de estudio
gue requiere de una dran especializacion, tanto técnica como de instalaciones, aparatos
yreactivos necesarios para su realizacion. Entendemos por muestras biologicas criticas
aguellas que hayan sufrido un proceso de descomposicidn/degradacian gue las lleve a
tener una concentracion de ADN inferior a 1 ng por ul, gue conlleve la pérdida, alteracion
yvdafo de las moléculas de ADM. Pudiendo tratarse tanto de muestras contemporaneas,
gue hayan sufrido un awvanzado drado de dedradacion molecular debido a cuestiones
amnbientales; asi como de muestras de interés arguecldgico que pueden tener de cientos

amiles de afios de antiduedad.

E. tipo de muestras a analizar en estos contextos suele ser predominantemente dseo vy
dental; sin embargo, también se llevaran a cabo analisis de sedimentos v tierras
cdrocundantes a los enterramientos, con la finalidad de detectar transferencias de ADN
desde las muestras humanas hacia el terreno, o bien para analizar la presencia de
determinados microordanismos. Existe también otro tipo de muestras que, debido a la
forma como han sido conservadas, reguieren un procesamiento y un analisis genéticos
diferentes, especificos de muestras en avanzado estado de descomposicidn, como son
muestras de sangre dedradada impregnadas en tejidos, muestras de cabello, tejidos

momificados, entre otras muestras humanas.

1



Los objetivos de los analisis llevados a cabo mediante técnicas de genética aplicada a

rmuestras criticas son diversos, siendo los principales los siguientes:

1. E estudio del origen biogeodrafico: Mediante el analisis de marcadores de linaje,
principalmente el ADN mitocondrialy el cromosoma Y.

2. H estudio de relaciones de parentesco cercano: Mediante el estudio de
rmarcadores STRs autosdmicos, U otros tipos de polimorfismos autosdmicos;
cumplimentado con analisis de cromosoma ¥ v de ADN mitocondrial. Este tipo de
estudios resulta especialmente interesante en casos de enterramientos multiples
w0 colectivos, asi como en ciertos casos de identificacidn denética.

3. L= identificacion personal: mediante el estudio de marcadores autosdmicos
nucleares, asi como complementada con ADN mitocondrial vy cromosoma Y.

4, Diagndstico molecular del sexo: se pueden analizar marcadores geneticos
ubicados en los cromosomas sexuales o la cuantificacion de marcadores de
cromasoma .

9. Estudio de marcadores genéticos no humanos: por ejemplo, con fines de
investidacion paleopatolddica; analizando el denoma de microordanismos de
interés; tanto ambientales como potenciales patddenos gue pudieron haber
desencadenado algdn tipo de enfermedad en Los individuos estudiados.

E. Estudio de marcadores denéticos patolddicos: por ejemplo, marcadores
asociados aintolerancias alimentarias, o a determinadas enfermedades con base
denetica.

7. Estudio de marcadores fenotipicos (E¥Cs, o External Yisible Characters): Con la
finalidad de aproximarnos al conocimiento del aspecto fisico del individuo,
incluyendo su color de ojos, cabello v piel.

8. Estudio geolddico v guimico: este estudio permite contextualizar el analisis

denetico de suelo, materiales de interés arqueoldgicao.

Todos estos analisis contribuyen al mejor conocimiento de las poblaciones humanas,
contribuyendo de este modo a otras areas de conocimiento como la historia, la
argueclogia, la forense v la evolucidn de las poblaciones. Asi como complementando
informacidn en el caso de muestras actuales, gue pueden aportar informacion relevante

en el ambito forense.



e Justificacion de | , lizacion:

La realizacidn de analisis de ADM critico no puede llevarse a cabo en un laboratorio de
denetica cualguiera, reguiere de unas instalaciones especificas debido a la fradilidad v la

propianaturaleza de las muestras.

Las muestras trabajadas en este ambitc son de gran walor por ser unicas e
irremplazables, lo que requiere un trabajo muy especializado v profesional. Ademas, se
trata de muestras en las que 3 concentracidn de ADNM es baja, pudiendo encontrar la
malécula fragmentada, v dafiada; v siendo mas susceptible de ser contaminada con ADN

exddena.

For estas razones, para llevar a cabo este tipo de analisis se necesitan laboratorios
dslados de acceso restringido, que dispongan de diversas salas para llevar a cabo las
diferentes etapas del procedimiento analitico. Concretamente se reguiere de tres areas

fisicamente separadas:

- Un drea pre-PCR: en la gue se reciben las muestras, son fotografiadas, ¥ se
someten a un pretratamiento, para eliminar posibles particulas de ADN
contaminante adherido a sus superficies. Posteriormente, en otra sala dentro de
esta darea pre-PCR sellevard a cabo la extraccion de ADM a partir de las muestras.

- Un area de preparacion de PCR. Donde se lleva a cabo la preparacion de las
rmezclas de PCR de forma prewvia a su procesamiento en el termociclador, gue se
encuentra en un area fisicamente separada. También en esta area se prepara la
reaccion para cuantificacion por Beal-Time PCR o cuantificacidn absoluta.

- Un drea post-PCR: donde se realizan todos los procesos posteriores a la PCR,

tales como geles de agarosa, preparacion de reacciones para secuenciacidn, etc.

E. laboratorio en el gue se ubican nuestros servicios cuenta con todas estas areas,
estando todas ellas fisicamente separadas v aisladas. Tanto el area pre-PCR como el
area de preparacion de PCR, son de acceso restringido, al que solo accede el personal
especializado en el analisis de muestras criticas. Estas dos salas estan dotadas de luz UV
para inhabilitar las posibles moléculas de ADM contaminante, vy son sometidas a
Impiezas recurrentes, antes v después de cada uso, con lejla v etanol diluidos. Los

trabajadores siempre acceden a estas salas con vestuario exclusivo de un dnico uso, gque
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consta de: buzo, patucos, dorro, mascarilla, dafas ¥ guantes. Siempre se trabaja con

doble guante. Elvestuario es radiado con luz LY previo uso.

Las labores de extracciony PCR se llevan a cabo dentro de cabinas de flujo laminar, v el
instrumental de cada sala es de uso unico vy exclusivo dentro de esa sala, no pudiendo

intercambiarse material entre las diferentes dreas de trabajo.

Todo este protocolo de trabajo esta claramente estandarizado, para asegurar la
ocbtencion de resultados fiables; cumpliendo con los criterios de autenticidad del ADN

critico para garantizar resultados sdlidos v libres de contaminacion.

JUSTIFICACION DE LA NECESIDAD DE EXTERNALIZACION

Fundamentalmente podemos centrarnos en dos razones primordiales para justificar la

recesidad de externalizacion del servicio:

1. En base a la explicacion anterior, podemos entender que se trata de un tipo de
gservicio altamente cualificado v especifico, gue requiere de instalaciones,
materiales v conocimientos para trabajar adecuadamente. Muestro equipo consta
de estos tres elementos, pudiendo dar un servicio adecuado para posibles
interesados: como  historiadores, arguedlogos, antropdlodos, o otros
especialistas de otros ambitos de conocimiento gue puedan tener interés en el

analisis denético de este tipo de muestras.

2. For otro lado, es cierto gue en algunos casos hemos trabajado con peguefos
encargos utilizando contratos por el Articulo B0. Sin embardo, esto supone un
problema importante de gestion. La dificultad radica en el elevado coste de los
reactivos que utilizamos para la realizacion del proceso analitico, especialmente
en la etapa de amplificacidon del ADN v de secuenciacion (ya sea mediante
tecnicas clasicas como Sander, o mediante secuenciacion masiva, NGS).

Lz dificultad esta en gue cuando recibimos un encardo particular, narmalmente
éste consiste en el analisis de un numero reducido de muestras, gue pueden ir
desde un unico individuo hasta decenas de ellos. Pero sea un encargo para el
analisis de una muestra o warias, si debemos levar a cabo, por gjemplo, un

estudio de STRs autosdmicos, requiere la compra de un kit comercial cuyo coste
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pscila entre logs 4000 v los 8000 euros (por favor, consultar

4484578 ). Este kit puede servir para llevar a cabo 200 analisis; sin embargo,
necesitamos comprarlo a pesar de gue ese encargo concreto consista en un
Unico analisis, v, por ende, el coste del contrato por el articulo B0 sea muy inferior
a Lo gue pueda cubrir el coste del gasto del kit. Siendo este kit ademnas sdlo una
parte del material necesario para llevar a cabo la analitica.

Por esta razdn, la posibilidad de realizar un contrato de Servicios BExternos nos
facilitaria mucho La forma de gestionar los gastos del laboratorio; dado que
permitiria acumular los importes de diferentes encargos, para poder obtener los
reactivos fungibles necesarios v asi cubrir el analisis de esos diferentes proyectos;
lo que es imposible por las wias alternativas al encontrarse los importes
fraccionados v no alcanzar el monto necesario para poder realizar La compra de

dertos materiales de alto coste.

Protocolo de anilisis genético:

1. Qhtencidn de la muestra: Se leva a cabo la toma de la muestra, a ser
posible, in sitv por parte del personal especializado. Si esto no fuera posible,
los especialistas en antropologia fisica, argueolodia, o médicos forenses que
atiendan el caso, tomaran la muestra de acuerdo con las recomendaciones
indicadas por el laboratoric. Siempre tratando de tomar dos muestras por
cada individuo para asi poder replicar el proceso analitico, cumpliendo de
este modo con otro de los criterios de autenticacidn de resultados de ADN
critico.

2. Pretratamiente de la muestra: Las muestras son fotogdrafiadas, v
adecuadamente registradas a la llegada al laboratorio, manteniendo
actualizado el redistro de muestras procesadas. Posteriormente su superficie
es lUmpiada mediante abrasidn utilizando una arenadora con dxido de
aluminio a presidn. Tras este procedimiento las muestras son radiadas con
z Y durante un periodo de tiempo determinado en funcidn de cada
muestra.

3. Tecnicas de extraccion y cuantificacion de ADN: ELADN se extrae mediante

un proceso de extraccidn organica no destructiva, basado en la utilizacidn de
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silica combinada con tiocianato de guanidina, de acuerdo con el protocolo de
Gomes and Palomo-Diez 2013, Posteriormente los extractos de ADN son
cuantificados mediante cuantificacidn absoluta o especifica, segun la
necesidad de la prueba solicitada.

Amplificacion del material genético: Sedln la necesidad especifica del
analisis solicitado, se amplifica el material genético correspondiente, bien el
ADM nuclear autosamico, los cromosomas sexuales, el ADN mitocondrial o
marcadores genéticos no humanos.

Protocolos de secuenciacion: En funcion de la necesidad especifica del
analisis solicitado, se optara por la secuenciacion Sanger clasica, el analisis
de fragmentos cromosdmicos, secuenciacidn masiva o el analisis
metagendmico. En este paso del procedimiento analitico, cabe destacar que
ciertos analisis, tales como la secuenciacion mediante Sanger y el analisis de
fragmentos cromosdmicos, se llevaran a cabo a través de la Unidad de
Gendmica del C.AL de Técnicas Bioldgicas de la Universidad Complutense
de Madrid.

a. S hace constar explicitamente la ausencia de conflicto de
competencias con dicha Unidad; de hecho, el procedimiento operativo
de esta bolsa de sendcios contempla la utilizacion del C.AlL como
proveedor interno para las fases de electroforesis capilar, cuyos costes
publicos videntes ya han sido integrados en nuestra propuesta de tarifas.

b. Muestro servicio aporta un valor diferenciador que va mas alla de la
obtencion del perfil denético base. Muestra labor abarca tanto el
tratamiento especializado de muestras criticas previo a |la fase analitica,
como la  posterior  interpretacion técnica de los resultados,
especialmente compleja en muestras con bajo contenido de ADN. Por
tanto, nuestra actividad se define como una extension especializada v
gnérdica gue complementa la capacidad tecnoldgica del C.AL,
transformando datos brutos en informes técnicos o periciales de alto
walor afiadida.

Resultados y objetivos cientificos: B analisis de resultados se realizara por
el personal del propio laboratorio, utilizando los softwares especificos para
cada tipo diferente de analisis; tales como Chromas y Mutatio Surveyar para

el analisis de secuencias; Gene Mapper ® para el analisis de fragmentos;
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Snipper ® para el analisis de SMNPs de EVCs, etc. U otros en funcidn de las
necesidades de cada tipo de sendcio solicitado.

7. Emision de informe final: Todo trabajo realizado se detallara, asl como los
resultados obtenidos atraveés de un informe técnico final.

8. Otro tipo de analisis: En ciertos casos puede ser recomendable la
realizacidn de andlisis de prospeccidon molecular (analisis quimico] para
valorar el estado de preservacidn de la molécula de ADNM o bien para realizar
estudios complementarios. En estos casos, d senvicio serd solicitado a

entidades colaboradoras externas o servicios externos.

» Presupuesto detallado:

A continuacion, se desglosan los wvalores para cada tipo de posible gasto clasificados en
los diferentes procedimientos que se llewan a cabo en el laboratorio, de modo gue el
solicitante del servicio podra seleccionar aguel procedimiento o aguellos procedimientos
gue necesite, no siendo obligatoro realizar todos ellos:
a) Personal: En caso necesario para pagar a un profesional autdnomeo, el precio por
hora serd de 25€ + IMA,

b) Materiales: El coste de los consumibles depende del objetivo del cliente en

cuestidn, llevandose a cabo el andlisis genético pertinente.

¢l Se haconsiderado un 10% de gasto de mantenimiento de equipos del Llaboratorio,

Acontinuacidn, se indican los precios para el analisis de 1 individuo (2 muestras):

PRECIC

PROCEDIMIENTO PRECIO UCH PRECIO QPIZ EXTERNOS
Limpieza (en caso demuestras dseas y dentales) 2EE+ WA 25 A58 + VA 2B FoE+ VA
Ertr.accn:un }'CUEH!‘:ITICECI’DI.'W' Eualuau:mn?ela TAB A€+ VA B, 55 € + VA 31056+ VA
Calidad delmaterial Eenético [muestras 0seas)
Estraccian v Cuantificaciony Evaluacidn dela

: . B ; B2E + WA 10,5B€ + WA 11,5€ + WA
Calidad delmaterial Eenético [mMuestras no 0seas;
Linaje materna ZEZE VA ET0EE+ VA 402 SE+ VA
Linaje paterno 1EL £ + W8 211,68 + WA 230E + WA
!Je'Fe.rmlnal:u:un parentesco bioldgico cercano [par 136 € + VA, 158, 7€ + VA 1725 €+ [VA
ndividuo)
Estudio delinajemixto [AlMs) 136 €+ 156, 7€+ WA 17 5€+ 1WA
Estudio de EVCs [ExternalVisible Characters) 165,56 €+ WA 180,44 £+ WA 207 £+ WA
Intolerancias alimentarias 165,56 €+ WA 180,44 £+ WA 207 £ + 1WA
Metagenamica de microorganismaos 161 £+ TES 15 €+ WA 201 Z5 & + W
Informe cientifico-técnico 46 €+ WA S2OE+1VA S575E+ VA




» Analisis y Justificacion del Coste Unitario

Los precios se calcularon con base en una inwestigacion de mercado, asi como de
enpresas presentes en el Acuerdo Marco, consultando los walores de proveedores de
reactivos v materal fungible (incluyendo ThermoFisher SCIENTIFIC, Bictools, Qiagen,
Deltal ab, Labbox v Prameda), ademas de las tarifas internas del Centro de Apoyo a la

Investigacion de Gendmica de la UCM.

» Previsionde gastos

Los beneficios obtenidos por Lla prestacidn del servicio seran destinados a las siguientes

finalidades:

s  Compra de material fungible para larealizacidn del servicio.

o  Compra de material inventariable para la realizacion del senvicio.

* Padode cuotas de los casi (Centros de Apovo ala lnvestigacion) de la UCM
» Condresos

» Traducciones

* PRublicaciones

* Viajes, alojamiento v dietas

o  (Cftros servicios, como puede ser el caso de profesionales autdonomos

* Ponencias

Fdo.: Dra. Sara Palomo Diez Fdo.: Dra. Claudia Lopes Gomes
. Firmado por LOPES GOMES
e e e B CLAUDIA FILIPA - ****5728* ¢l dia
T e 28/05/2026 con un certificado emitido
an por AC FNMT Usuarios

certificado emitido por
AC FWNMT Usuariaos



UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE
MADRID

SOLICITUD SERVICIOS EXTERNOS ANEXOD IV

D./DRA. Sara Palomo Diez. v Clédudia F. Lopes GomesCON DNI N° 702529173 yY2345729E, respectivamente. DEL DEPARTAMENTO DE Medicina Lepal, Peiquiatria ¥ Patologia
CE LA FACULTAD DE Medicina. IMPORTE: 100%. DURACION 3 afics.

GASTODS GENERALES Desploze Eetribuciones PRI UCM [**)
EETRIBUCICNER [***|
: : - Cuantia
: : Tipo Vinculacidn
- Importe sin IVA Nombre 7 Apellidos [,,,,p,,} Cuantia final | Cuanta dela | Bruta en
& percibir retericidn coficegto
100% retribucion
- Costes de gfecucidn (% 0% Prof L
- DOastos penerales
oL T .. Tz
sdmindetracidn r Feebiin [
ecoridinica [5% del 5%
Enporte sin IVA . Elegir Fouc X
Eeetidn UCM o FOUCM): Prof 2
- Castos penerales UCM [2.5% del Importe =in
TVAl} 2,5% Frof 3
- DOastos penerales DPTO [2.5% del Importe =in
TVAl} 2,5% Prof 4
- Total costes
[Costes gjecucddn + pastos FOUCMAUCMADETD) LO0% Prof 5
- Cuantiz pata retribuciones
: : : Frof &
[diferenicia entre inpresos ¥y pastos)
X Marcar en el cazo de utilizacién de 1a Flataforma de talleres de Apoyo ala Prof 7
Investpacidn. Frof &
Fn caso afirmativo, deberd adjuntar el presupuesto emitido por la _
Hataforma. 2
Prof 10
Total Totzl Total

'l Incluye= material fungibl=, inventariable, visjez ¥ di=tas, varice ¥ personsl axt=rno [colaboradores | En =1 caso de contratos laboral=s contactar con =1 departaments de recurscs humancs de la Fundaciém General THOM.

%] Sa d=b=n incluir T:UﬂICH]:IENT‘E =l PLI de 1o, TFCHM |personsl docente = investigador de 1a TROH)| ) :
Firmado por PALCMG DIEZ Firmado par LOPES GOMES CLAUDIA
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- Ctra vinculacién Fdo : jnembre 3 apelllides] oL~ 9291 2l diafF|LIPA - ****5720" el dia 28/05/2026 con
28/05/2026 con un un certificado emitido por AC FNMT
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[+ Exclucivement= al FLI de la THCM parman=nt= & tempo compl=to == aplicara una ret=ncifo adicicnal schre la cantidad d=ctinada en conce=pto de retribucidén d= pearzons por tramcos de retribucidn de acuardo a la signi=nt=
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