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Las instituciones encargadas de ta administracion de justicia, se caracterizan por los rapidos
y profundos cambios en las metodologias aplicadas para 1a resolucién de un hecho delictivo
con una gran dependencia respecto a los desarrollos tecnologicos, por lo que estas
instituciones tienen una constante y creciente necesidad de apoyo por parte de la ciencia y la
tecnologia. ’

El objetivo fundamenta! de los laboratorios forenses es examinar los indicios con ] fin de
obtener toda la informacion que ayude a solucionar las interrogantes sobre un hecho o acto
criminal, asi como la relacibn de parentesco que exista entre un individuo y otro,
fundamentando veraz y eficazmente los resultados que se obtengan.

Los resultados del proceso de cambio social que se ha verificado en los Gltimos aftos han
sido todos y cada uno de los elementos que dan origen a un nuevo sistema de identificacién,
el cual se basa en el analisis directo del material genético dcido desoxirribonucleico (ADN),
mediante la utilizacién de técnicas como el analisis de los Polimorfismos de Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (PLFR) y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

No pudiéndose escapar el sistema de grupo sanguineo ABO se decidi6 realizar este estudio
prospectivo, transversal y descriptivo, que permitié estandarizar la técnica de 1a Reaccion en
Cadena de la Polimerasa para la determinacion de las formas alélicas del locus ABO, toda
vez que entre los indicios que frecuentemente se producen durante la comision de diversos
delitos, las manchas de sangre ocupan un lugar predominante, de shi la importancia de
efectuar sobre esta evidencia fisica un estudio eficiente, que sea de verdadera utilidad para
el esclarecimiento de los hechos que se investigan.

El AND se obtuvo mediante extraccion no organica y pare su amplificacion por medio de la
PCR se utilizaron “oligos” especificos para este locus identificando los alelos presentes en la
muestra mediante la observacién visual de las bandas presente en un gel de poliacrilamida
comparéindolas con el marcador de peso molecular de 100pb.

Evaluando diferentes concentraciones de cada uno de los componentes de la mezcla de PCR
se logro la optimizacion de la reaccidn, permitié conocer tanto el femotipo como el
genotipo de la muestras en estudio, es decir el par de alelos que heredo de los padres,
incluyendo las seis posibles combinaciones A/A, B/B, A/B, A/O, B/O, 0/0, no solamente
de muestras sanguineas sino también a partir de virtualmente todos los especimenes
biolégicos de los cuales se pueda extracr ADN
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La cantidad minina de ADN que se requiere para obtener resultados confiables es de 2ng
por muestra en un volumen final de 60p!. Lo que la hace sumamente utdl para la tipificacién
de muestras forenses donde frecuentemente la cantidad de material encontrado como
evidencia disponible para el analisis es muy pequefia ¢ irremplazable..

Posteriormente se analizaron 210 muestras provenientes de personas voluntarias (visitantes)
y de aquellas personas relacionadas con alguna de las averiguaciones previas, sin parentesco
familiar y que nacieron y/o radican en el D.F. o en la zona metropolitana de la ciudad de
Mexico.

A cada muestra s¢ le determind el fenotipo sanguineo ABO por medio de reacciones
serologicas “ prueba serologica en lamina” utilizando los antisueron comerciales Anti -A 'y
Anti-B

Tomando como referencia la técnica serologico para la determinacién de grupo sanguineo
ABO, se encontraron que la confiabilidad para la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa para la determinacion de grupo sanguinco del sistema ABO en cualquier tipo de
muestra biologica fue del 99.8%.

Como era de esperarse el grupo sanguineo de mayor incidencia en la poblacion analizada fué
el grupo “O” sin embargo, gracias al analisis por la técnica de PCR el poder de discriminacidén
encontrado se incremento en un 43% con respecto al reportado para la técnica serologica.

Para concluir, puede decirse que se trata de definir y valorar los puntos medulares del
sisterna de identificacion por ADN para el sistema de grupo sanguineo ABO, no para poner
de manifiesto los que ya existen si no para demostrar que su aplicacion es factible en el area
de la identificacién. Asi con la interpretacién de esta técnica se contard con un marcador
genético mas para poder hacer un analisis discriminativo en caso de violacitn, homicidio, asi
como para excluir o no excluir a una persona como padre, madre o hijo bioldgico, o para
poder llevar a cabo la identificacion de cadéveres con mayor seguridad y exactitud basadas
en la informacion genética presente en cada uno de los individuos en cuestién.



La identificacion es una necesidad social que se remonta a los primeros siglos de la
humanidad, v dia a dia se hace mas indispensable, sobre todo en el cambiante mundo en el
gue vivimos, lo cual nos ha obligado a buscar la manera més edecuada para lograr la
identificacién .

Entre las Ciencias Forenses; que son muchas y muy diversas se encuentra la criminalistica
donde se aplican los sistemas de identificacion tales como la antropometria fisica, el retrato
hablado, la dactiloscopia (situada en la sociedad desde su descubrimiento como el simbolo
unico y permanente para diferenciar & una persona de otra), etc.; mismas que han servido a
través de la historia para la identificacién de personas vivas, muertas o de hallazgos
corporales, contando con la intervencion de las comrespondientes instituciones de
investigacion, imparticion y procuracion de justicia, para corroborar o en su caso determinar
con gran certeza mediante un detallado andlisis de las evidencias fisicas y bioldgicas
obtenidas, la identidad de un ser humano.

Una herramienta importante de la criminalistica son los Laboratorios Forenses, los cuales
utilizan un nimero incalculable de métodos constituidos por técnicas biologicas,
inmunolégicas, bioquimicas, quimicas, matematicas, microscépicas y fisicas; que pueden ser
instrumentales, ordinarias y/o extraordinarias.

Uno de los primeros investigadores que tratd de resolver el problema de identificacion a
través de fluidos biolégicos fue Karl Landsteiner, quien clasificd a la sangre en base a
reacciones inmunolégicas en cuatro grupos sanguineos A, B, AB, y O dependiendo del
antigeno presente en el eritrocito.

Con el descubrimiento de la estructura del material genético, se inicia el nacimiento de la
biologia molecular (la cual introduce la era del acido desoxirribonucleico ADN en la
criminalistica 2 mediados de los 80’s) y con ello una etapa en la historia de la biologia,
motivo que da lugar a la creacion de la Genética Forense, la cual es el drea especializada en
trabajar con diversos tipos de muestras biologicas con la finalidad de que aporten datos
valiosos, certeros y confiables en €l proceso de la cuantificacion y confronta de muestras
bioldgicas, la cual utiliza diversas técnicas para llegar a sus resultados.

La genética forense trabaja basicamente con la tecnologia del ADN (el cual puede ser
extraido virtualmente de todas las formas biologicas de evidencias) definida como DNA
fingerprinting (Huella Genética), utilizada para lograr la identificacién inequivoca de
personas independientemente del estado en el que se encuentren; vivas, muertas,
parcialmente quemadas, ahogadas, putrefactas, y descarnadas.



Esta tecnologia permitid incrementar el niimero de marcadores genéticos factibles de ser
estudiados en una muestra bioldgica con Iz finalided de obtener la méxima informacion que
permita lograr con éxito el propésito de identificacion.

Los esfuerzos iniciales dentro de la comunidad forense para desarrollar Ia tipificacion de
ADN se basaron en el analisis de los Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de
Restriccion (RFLP). Poco después de la introduccién del anilisis de RFLP se introdujo el
sistema de tipificacién basado en Ia Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el
andlisis de muestras forenses (1)

Tal es el caso de la secuencia polimérfica del sistema ABO la cual permite desarrollar un
método para identificar los tipos sanguineos ABO usando la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa.

Simplificando aun mas esta forma de identificar los tipos sanguineos ABO a través de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa se hace necesario el uso de oligonucleotidos
especificos, para amplificar el sitio especifico correspondiente a los alelés A, B u O,
permitiendo identificar de esta manera mediante una visualizacion directa en gel de agarosa
seis posibles genotipos AB, AA, BB, AO, BO, y OO. Con esto se contara un marcador més
que aunado a los ya existentes nos permita individualizar con mayor confiabilidad cualquier
tipo de evidencia bioldgica .
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Identificar al autor de un acto delictucso como un asalto de tipo sexual o un homicidio, es
importante para asi poder determinar el castigo correspondiente. Es por esto que todas las
evidencias encontradas en e} lugar de los hechos son importantes y deben seguir un
determinado proceso de analisis a fin de excluir 6 no excluir a un sospechoso como
responsable del crimen en cuestion. Asi, cuando el ministerio publico envia la evidencia
(sangre, semen, cabello, etc.) al laboratorio de genética forense se le aplica un proceso de
anilisis iniciando con pruebas de orientacién ( que por lo general son reacciones con
desarrollo de color ) a fin de determinar la naturaleza de las muestras enviadas, si los
resultados de las pruehas presuntivas son positivos para el tipo de evidencia enviada, se
procede a realizar pruebas confirmatorias que validen los resultados anteriores y que
corroboren que la muestra enviada es en realidad el tipo de fluido o evidencia de la que se
sospecha. En seguida, se aplican las pruebas de identificacion, entre las que se encuentra la
determinacién de anticuerpos secretores y/o la determinacién de grupo sanguineo ABO por
medio de técnicas que involucran reacciones serologicas, sinembargo, para el érea forense
estds técnicas presentan una serie de inconvenientes, por ejemplo en el caso de las
secreciones (saliva, semen), no todos los individuos presentan los antigenos
comrespondientes a su tipo sanguineo ( solo aproximsdamente el 80 % de la poblacién
secreta dichos antigenos en sus fluidos corporales ); ademés, no siempre se cuenta con la
cantidad y calidad de las muestras para poder realizar pruebas serologicas, e incluso en
algunas ocasiones sélo se cuenta con tejidos, huesos, ¢ cabello, en las cuales no es posible
realizar la determinaci6n serologica de los tipos sanguineos, surgiendo asi la necesidad de
implementar una técnica que permita determinar el tipo sanguineo ABO a partir de
pricticamente cualquier tipo de muestra biologica. La técnica de la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) permite lograr esto, valiéndose de la amplificacién especifica del gen
que codifica para el sistema sanguineo ABO, conociéndose de esta manera no slo el
fenotipo sino también el genotipo ABO que posea un individuo determinado, es por esto
indispensable estandarizar la técnica para la determinacién genotipica de los grupos
sanguineos del sistema ABO y analizar su confiabilidad para aplicarla en el rea forense
conparacién con la técnica serologica en los procesos de identificacion con el fin de que este
marcador se anexe a los ya existentes en el Laboratorio de Genética Forense de Ia Direccién
General de Servicios Periciales de la Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal.
De esta forma se presentard la ventaja de que no sélo se contard con una prueba de
identificacion confiable y rapida, si mo que ademids se contard con un sistema de
identificacién de un marcador genético mais en el laboratorio, que aunado a los que ya
existen (HLA-DQA;, PM, DI1S80) incrementaran el poder de discriminacion de
sospechosos en casos criminales y en los problemas de paternidad.
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En 1950 se sabia ya que el acido desoxirribonucleico (ADN) era una macromolécula
compuesta de cuatro tipos de desoxinucledtidos: desoxiadenilato (A), desoxitimidilato (T),
desoxiguanilato (G) y desoxicitidilato (C) ¢2.3).

En 1953 se dilucida la estructura del ADN, observandose que en la naturaleza ¢! ADN
generalmente se encuentra formado por dos hebras apareadas, las cuales poseen secuencias
complementarias, el apareamiento de las bases con que contribuyen las dos hebras es tal,
que solo encajan en la estructura determinados pares de bases que pueden ligarse entre si
por enlaces de hidrogeno. Los pares permisibles son A-T y G-C, que son precisamente los
pares de bases que muestran equivalencia en el ADN. El modo de como se forman los
puentes de hidrogeno se muestra en la figura 1 (4.5).

Timina

Vﬁdenina
‘Q l\.
& g

Citosina Gusnina

Figural: Las hebras complementarias del ADN y dibujos a escala de los pares de bases adenina-limina y
guanina-citoging, vnidos por puentes de hidrégeno, ¢l primero tiene dos enlaces de hidrbgeno v €l segundo
presenta tres, Los pares de guanina-citosing estdn m4s proximos entre si, son mas compactos y, par tanto,
mAs densos que los pares de adenina-timina { J. R. Pellon 1988).



Dentro de Iz célula, la hélice de ADN se encuentra rodeada y enrollada por proteinas
ltamadas histonas y no histonas .Con el aislamiento del ADN quedd comprobade que segin
el organismo, el ADN tiene diferentes proporciones de las bases nitrogenadas y que es la
secuencia de estas bases la que codifica la informacion genética, en tanto que los grupos de
azircar y fosfato poseen un papel estructural (6,7)

Para 1955 Arthur Komberg de la Universidad de Stanford y su personal asociado,
descubrieron la polimerasa del ADN, enzima que presenta diversas funciones naturales
entre las que se incluye la replicacion del ADN (2).

En 1970 se descubrieron unas enzimas que son capaces de fragmemtar el ADN en lugares
especificos a las que se les llamo endonucleasas de restriccion. Estas enzimas permiten
cortar el ADN en fragmentos mas pequeifios y faciles de identificar (2).

Esto descubrimientos permitieron que los investigadores desarrollaran téenicas para el
analisis de! ADN humano, uno de estos procedimientos llamado Polimortismos de Longitud
en los Fragmentos de Restriccion (RFLP} utilizaba las enzimas de restriceion las cuales eran
empleadas para dividir e] ADN en varios fragmentos los cuales podian separarse entre si por
electroforesis, sin embargo este procedimiento ademas de ser complicado era extenso y
tedioso, y no resulto funcional para muestras de ADN degradado o desnaturalizado.

Otra técnica empleada es la clonacién, pero también presenta el inconveniente de ser muy
larga y lenta para el analisis rutinario del ADN. La secuencia de interés del ADN humano
puede clonarse, ¢ copiarse en un pequeiio anillo de ADN conocido como plasmido, por
medio de una bacteria se pueden producir copias del plasmido y la secuencia deseada.

A finales de los 70’s, jos bidlogos moleculares se ocupaban en estudiar el ADN por medio
de las endonucleasas y la ayuda de otras moléculas conocidas como sondas de
oligonucledtidos (2.3 ).

En 1977 se desarrollé una técnica para secuenciar ¢l ADN llamada dideoxisecuenciacion o
técnica de Sanger (cuyo investigador fue Frederick Sanger del British Medical Research
Council Laboratory of Molecular Biology quien recibi6 €l premio Nobel de Quimica en
1980 ) la cual emplea una polimerasa del ADN, una muestra de ADN, cebadores,
nucledtidos trifosfato y dideoxinucledtidos especificos (ddNTPs) (8).

En 1979 la Corporacién Cetus de Emeryville, California contratd a Kary B. Mullis para
sintetizar sondas de oligonucléotidos ( 9).

En 1983 se logré automatizar la sintesis de oligonucledtidos, lo cual fue un notable adelanto
puesto que la técnica manual resultaba muy laboriosa (3 ).



Ese mismo afio K. Mullis establece los principios de ]a Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RCP), esta técnica se volvid un método sencillo y susceptible de automatizacion ¢ 9).

Hoy en dia existen numerosas variantes de la técnica original de RCP que permiten
amplificar ¢! DNA en las més diversas condiciones, introducir cambios aleatorics o dirigidos
en regiones genéticas determinadas, asi como realizar pruebas diagnosticas para localizar
mutaciones en secuencias problema, las cuales pueden ser transicionales ( wn par de
purinas-pirimidinas es sustituido por otro), transversionales (un par de purina-pirimidina
es sustituido por un par pirimidina-puring), y de corrimiento de armazén (implica la
insercion de un par de bases extra o supresion de una o mds bases del dcido
desoxirribonucleico ADN) (6).

La reaccién en Cadena de la Polimeras (RCP) se ha convertido ya en una poderosa
herramienta para la investigacion basica y aplicada, empleadose tanto en las investigaciones
en biologia molecular como en el diagnostico molecular de enfermedades hereditarias. No
obstante, aun nos encontramos en los comienzos del desarrollo de una de las mas
prometedoras tecnologias de nuestro tiempo, tanto por la variedad como por la importancia
de sus aplicaciones. ( 10). :

En fa actualidad dado el potencial para amplificar secuencias de ADN a partir incluso de
una molécula, esta técnica ha sido acoplada a metodologias de identificacién de individuos
por medio de las llamadas huellas génicas, usadas en medicina forense e investigaciones
criminalisticas, asi como es el caso de restos arqueolégicos orginicos, sin embargo las
esperanzas son todavia mucho mas numerosas que las realidades, y hara falta algin tiempo
para conocer los limites y logros de ésta(11).




La individualidad genética de la raza humana es el dogma central de la biologia humana.
Esta individualidad se define por la combinacion de marcadores genéticos que un individuo
hereda de sus padres.

Los marcadores genéticos se pueden analizar a nivel de variacién de proteinas o a nivet de
variacion en la secuencia de ADN.

Las proteinas son codificadas por genes en los cromosomas (exones), y el genoma humano
presenta dos copias de cada cromosoma, una copia obtenida de cada uno de los padres.

Los genes estan localizados en una posicién particular (locus) en el cromosoma, pero
también pueden existir en formas alternativas, llamadas alelos, los cuales difieren a nivel de
la secuencia de ADN. Los genes pueden sintetizar proteinas que exhiben diferentes
propiedades, o que pueden tener diferencias no detectables.

Un individuo que pose dos copias idénticas de un gene particular, o copias que sintetizan un
solo tipo de proteina se dice que es homocigoto en ese Iocus. Un individuo que tenga
diferentes alelos en un locus particular se dice que es heterocigoto (12.13).

Cuando los dos alelos presentes se expresan por completo se les llama alelos codomiantes |
un ¢jemplo de estos es €l que presentan los grupos sanguineos ABO.

El objetivo de la tipificacion de marcadores genéticos es determinar qué alelos estan
presentes en un loci genéticamente variable.

En el campo de las ciencias forenses, el objetivo del anilisis de evidencia biolégica ha sido
tradicionalmente dirigido hacia la deteccion de la variacién genética expresada a nivel del
grupo sanguineo y marcadores proteicos solubles.

Estos métodos de tipificacion serolégica involucran la separacion electroforética de las
proteinas y/o la identificaciéon inmunologica de grupos sanguineos en fluidos corporales. La
variacién genética en proteinas puede detectarse facilmente por estos métodos debido a que
algunos cambios en la secuencia de aminoacido de una proteina afectard la carga total de la
misma, y por lo tanto su movilidad elecroforética, mientras que otros cambios pueden
alterar un determinante antigénico y afectar las interacciones proteina-anticuerpo ( 12).
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Una clara ventaja de la determinacién de los genotipos de diversos marcadores genéticos es
el potencial de detectar variacion genética mas alla de la que resulta en un cambio sobre una

- propiedad fisica de una proteina.

De hecho, una gran parte del genoma humano (25%) consiste en secuencias repetitivas de
ADN localizado en diferentes regiones de los cromosomas que lo constituyen (figura 2),
cuya caracteristica polimorfica inherente proporciona el mas reciente banco de informacién
molecular para ¢! diagnostico clinico e identificacion forense.

-
s
telomero talomers
| I Loty
/ \ HHA <> U] \
repeticiones gengs familias Centromero ‘e\eﬁ{ ke wpeﬁginnes
teloméricas.  vnica multi- '0“3““ repedcio teloméricas
a
copla. genes. repeticion espocificas
en ( repeaticiones
tandem Alu y minlsatelltes ).
{ secuencias
repetitivas
satelites )

Figura 2.- Organizacién de la informacién genética en un cremosoma. Los cromosomas no estin
solamente bien orpanizados, si no que ademds para cada miembro del genoma la organizacién es
diferente, no solo porque lleva diferentes genes, sino porque éste puede levar secuencias repetitivas
especificas. (. Wagner R. P.; Raymond P. 1993 ).
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Las secuencias polimorficas son divididas en dos categorias

a).- Los polimorfismos de secuencia; en donde fa variabilidad alélica es debida a ciertas
diferencias en sitios especificos en la molécula de ADN. En estos loci polimérficos la
presencia de varias bases quimicas (secuencias polindromicas) que confiere susceptibilidad a
la accion de ciertas enzimas conocidas como endonucleasas de restriccion, Los fragmentos
resultantes de! tratamiento enzimatico se separan por tamafio por medio de una
electroforesis en gel ( 12.14). :

b).- Los polimorfismos de longited: También pucden presentarse en repeticiones muitiples
de segmentos de corta longitud de ADN. En cada uno de los segmentos repetidos de la
secuencia es similar, pero el segmento de longitud varia ( 14). '

Entre estas secuencias repetidas del ADN se encuentran el ADN minisatélite, el cual
consiste en repeticiones polidispersas, repeticiones de cabeza o cola de un monomero de
Iongitud intermedia (aproximadamente 15 a 70 pares de bases) que ocurren en una regién
de, unos miles de pares de bases ( hasta 20 kb) (15).

Otra clase de repeticiones que se han convertido en el foco de atencién para discriminar
individuos, son los microsatélites, tos cuales son pequefios fragmentos de ADN de menos de
300 pares de bases, que estin compuestos por mondmeros de 2 a 5 pares de bases,
repetidos en tandem y asi como los minisatélites, s¢ encuentran dispersos a lo largo del
genoma { 15).

En ambos tipos de polimorfismos, se puede emplear PCR para amplificar fragmentos de
ADN que contengan regiones polimorficas y posteriormente se pueden emplear diferentes
estrategias para distinguir los diferentes alelos (16).

El polimorfismo de secuencia se puede detectar de una manera facil y rapida empleando
sondas de oligonucledtidos alelo-especificos (ASO). Bajo las condiciones adecuadas, este
tipo de sondas solo hibridan con las secuencias con las que se aparean perfectamente. (6).

Dentro de este tipo se encuentra el DQ Ay, ¢l cual es un gene que pertenece al complejo
mayor de histocompatibilidad clase II y contiene una region potimorfica dentro de! segundo
exon el cual se ha empleado exitosamente para la tipificacion, de este sistema en el area
forense(17).
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Por otro lado los polimorfismos de longitud en los que se incluye a todos los nimero
variable de repeticiones en tindem (VNTRs) de los microsatelites y algunos de los
minisatélites, se amplifican facilmente a través de condiciones tipicas de PCR, se les conoce
como fragmentos amplificados de longitud polimérfica (AMP-FLPs) cuando son
mondmeros de 15-70 pares de bases. Desde su descubrimiento, estas regiones han
revolucionado el campo de la identificacion humana y son responsables de! importante
progreso en el desarrollo de los mapas de ligamiento genético humano y de nuevos
procedimientos para el diagndstico clinico ( i8,19v20).

Los AMP-FLP requieren escasa muestra, son faciles de resolver en geles discontinuos de
poliacrilamida y se detectan rapidamente por medio de tinciones, con plata 0 bromuro de
etidio.

Entre los sistemas AMP-FLP que se han empleado exitosamente para la tipificacion se
encuentran ef DIS80 y D17530 ( 15.16).

A pesar de esto actualmente, s6lo se han caracterizado adecuadamente para uso forense
pocos sistemas. Por esta razon, el poder de discriminacion de estos sistemas no es tan alto
como los empleados en el analisis por RFLP. Sin embargo existen como ya se menciond
muchas regiones polimérficas en el ADN humanc que pueden explotarse por métodos de
andlisis con PCR, por lo que en un futuro muy cercano, se va a mejorar €l poder de
discriminacion ( 2i ).
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Los individuos pueden distinguirse por su perfil de marcadores genéticos. Si el nimero de
marcadores fuera ilimitado, mas diferencias entre los individuos serian reveladas. Sin
embargo, no todos los marcadores genéticos son adecuados para aplicaciones forenses, y
éstos deben seleccionarse cuidadosamente.

Los criterios para evaluar los marcadores genéticos para su uso forense son diversos (tabla
1) Algunos factores se relacionan con el método de anlisis y otros con la naturaleza del
marcador. Las ventajas de la seleccion de los marcadores genéticos forenses son que

incrementan el poder de discriminacién para obtener informacion util de muestras forenses
(12). .

Tabla 1 CRITERIOS PARA EVALUAR LOS MARCADORES GENETICOS

Herado independientemente de otros marcadores a ser analizados

Polimérfico con unalto grado de heterocigocidad.

Datos de frecuencia poblacional conocidos.

{ Tugeon M. L. 1989 ).

Vale ia pena remarcar la importancia de tener disponible un método analitico que requiera
solo una pequefia cantidad de material para tipificacion de muestras forenses.
Frecuentemente la cantidad de material encontrado como evidencia disponible para andlisis
es muy pequefia ¢ irremplazable. Mientras menos cantidad de muestra se consuma en el
anilisis, habrg mas oportunidades de tipificar la muestra y analizar marcadores adicionales.
Ademas, es deseable retener una porcion de la muestra para pruebas subsecuentes; esta
prictica, se realiza como parte del sistema de chequeo y balance en todas las ciencias que
comprenden el sistema judicial (22).

Los tres criterios relacionados con la naturaleza de un marcador genético util estin basados
en la informacién que se puede obtener a partir de estudios genéticos y analisis estadisticos
de las frecuencias del gen ( alelo ) (12).
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El objetivo principal del analisis forense del ADN es obtener una identificacién confiable del
donador de la evidencia. Por lo que para lograrlo el anilisis debe emplear marcadores
genéticos altamente informativos y debe desarrollarse de forma facil en un laboratorio
forense tipico en donde, los fluidos biolégicos son en mayor frecuencia los elementos clave
en la investigacion de muchos tipos de crimenes.

En casos de violacion, el violador puede dejar semen en la victima, sobre ropa o en el sitio
del crimen. En casos de homicidio la sangre de la victima puede encontrarse sobre la ropa o
sobre ¢l arma del sospechoso. El objetivo de los estudios criminalisticos que lleva el Perito
en Genética Forense es determinar, por medio de la tipificacion de marcadores genéticos s
la evidencia biologica pudo originarse a partir de un individuo en particular, ya sea de la
victima o del sospechoso. Decidir que pruebas de tipificacion deben ser aplicadas basandose
en ¢l origen, tiempo, y condicién de las muestras, seleccionando aquellas pruebas que
proporcionen una mayor discriminacion.

Si un unico marcador genético obtendo a partir de la evidencia no concuerda con el
marcador de referencia del individuo en cuestion, entonces el sujeto puede excluirse como
el donador del fluido bioldgico con absoluta seguridad. Si, por otra parte, los marcadores
genéticos del individuo concuerdan con todos aquellos obtenidos a partir de la evidencia
entonces un origen comun es posible.

Una concordancia en la tipificacion genética,, no constituye una identificacion, ya que una
porcion de la poblacion en general puede también compartir €l mismo arreglo de los tipos
de marcadores genéticos en cuestion .Por lo tanto, mientras més grande sea la proporcion
de la poblacion excluida, mas grande sera el peso de la evidencia.

E! perito presenta los resultados de las pruebas de tipificacion junto con la interpretacion
estadistica apropiada a! jurado o al juez, quienes entonces consideran esta evidencia junto
con otras circunstancias del crimen para rendir su veredicto.
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El descubrimiento de los grupos sanguineos es inseparable de la historia, desde el
descubrimiento de la circulacion de la sangre en 1628, por el médico inglés W. Harvey, se
inician las transfusiones de personas con sangre extraida de animales. Pero los accidentes
mortales ocasionaron la prohibicion de esta practica (23 ).

Van Deen en 1861 descubre que la hemoglobina (responsable de! pigmento de la sangre) era
capaz de asimilar el oxigeno llevandolo a todo el torrente sanguineo.

Mas tarde en 1872 J. Bludell reafiza la primera transfusion entre humanos, sin embargo los
accidentes seguian ocurriendo por lo que hubo que seguir esperando (24).

Hasta principios de 1900 Landsteiner reconocio la presencia de dos antigenos eritrocitarios
diferentes, los antigenos A y B, basado en sus observaciones de las reacciones de
aglutinacion de los eritrocitos y la presencia de anticuerpos séricos en el sucro de individuos
dirigidos contra estos antigenos, €l establecié la existencia del primer sistema de grupo
sanguineo conocido, ¢l sistema ABO, proponiendo tres grupos diferentes: A, B, y 0(25).

Poco después en 1902 Von Decastello y Sturli identificaron un cuarto grupo, el AB (23).

El haltazgo de los grupos sanguineos dio por resultado el nacimiento de una nueva rama de
la biologia humana. Fue entonces cuando se comprobé que ningun suero contenia el
anticuerpo correspondiente al antigeno presente en los hematies de la misma sangre, pero
que, salvo raras excepciones; €l anti-A o el anti-B o ambos se encontraban en €l suero
cuando los eritrocitos no poseian los antigenos corespondientes. {26 ). .

Las reacciones serologicas de los grupos sanguineos ABO se presentan en la Tabla 2 (2324).

Tabla 2 CLASIFICACION DE LOS GRUPOS SANGUINEOS
_DEL SISTEMA ABCQ

A A Anti-B
B B Anti-A
AB AyB Ninguno
0 Ninguno Anti-A y Anti-B

( Turgeon M. L. 1989 ).

15



En 1911, Von Dungem y Hirszfeld descubrieron los subgrupos de A, pero nuestros
conocimientos actuales derivan de los trabajos de Thomsen Friedenreich, Worsane
Friedenreich y Zacho Friedenreich (25).

Los grupos A y AB se dividen en A;, Az, y AiB, A;B. El suero anti-A (donador del gripo
B) contiene dos anticuerpos, anti-A y anti-A; ; se cree que A tiene dos antigenos A y
A, mientras que Ay, tiene sdlo uno A (25.26).

Mias adelante se comprobo que en los glébulos rojos del grupo O esta presente un antigeno
flamado H (figura 3).

Galactosa
pl143

N-acetilglucosamina
E 13)

S s
AR intema

jral,

¢ Menbrana celular

con glicolipidos base

Wp, _de la estructura precursora

Figura 3.-LosgenaABOnomdiﬁcanpmu]apmdmcibudemtigenos,nmbienprmenla glicosil
uansfcmsacspec{.ﬁmqucadicimamcarwaunprecursor,mbstminbésim,aquiscmmlacéluh
sangninea roja, asl como la estructurs precursorz la cual suministra el azucar que confiere la
especificidad ABO (Harmening D. 1989 }.

No obstante, pese a su importancia en diferentes campos de la medicina (no olvidemos la
medicina legal) los grupos sanguineos del sitema ABO todavia son poco conocidos, apenas
se empicza a comprender c6mo se constituyen las moléculas de estos grupos sanguineos, y a
entrever, através de situaciones patologicas cuales pueden ser sus funciones ( 27).
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En 1908, Epstein y Ottenberg sugirieron que los grupos sanguineos ABO eran heredados.
Ello se comprobo, en 1910, por von Dungern y Hirszfeld, ain cuando el modo exacto del
proceso hereditario fue determinado hasta 1924 que Bernstein postuld la existencia de tres
genes alélicos, A, B,y 0.
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El propuse que un individuo hereda dos genes, es decir que estan presentes por duplicado
en ¢l cigoto, provenientes tanto de la madre como del padre, y que estos genes
determinarian qué antigenos ABQ estarian presentes sobre los eritrocitos de la persona. El
gene O se describié como amoérfico debido a que se produce un antigeno no detectable en
respuesta a la herencia de este gen.

En 1927, Furuhata propuse un esquema para la herencia del sistema ABQ, que comprendia
dos sitios de mutacion, uno para A y otro para B,

En 1930, Thompson propuso la teoria de la herencia de un cuarto alelo, basado en el
descubrimiento de von Dungern y Hirszfeld en 1911, el cual demostrd que el antigeno A
podia dividirse en subgrupos A; y Az La teoria de fos cuatro alelos de Thompson abarcaba
las cuatro formas alélicas Ay, A;, By O (28)

La expresion de los genes A y B en los eritrocitos o en fluidos corporales resulta de la
herencia independiente de los genes Hh, Sese, y A,B.

Se sabe que el locus ABO reside en el brazo corto del cromosoma namero 9, clasificado
como submetacentrico (figura 4), mientras que el loci de los genes Hy Se, es desconocido.
Bajo circunstancias normales, ya sea que el gen A 0 el B estén presentes en cada
cromosoma, el gen puede ser demostrado fenotipicamente sobre los Efitrocitos (29).

Las cuatro formas alélicas del sistema ABO ( Al,A2, B y O) y fenotipos resultantes se
muestran en la Tabla 3 (24). .

Los cuatro grupos (A, B, O Y AB), se heredan como caracteres mendelianos ( los genes no
se mezclan sino que se comportan como unidades independientes pasan intactos de una
generacion a otra donde pueden o no producir caracteres individuales segun sus
caracteristicas de dominancia o recesividad, los genes se segregan al azar produciendo con
ellos proporciones predecibles de caracteres visibles en Ia desendencia) por medio de tres
genes alélicos A, B y O. Siendo los genes 4 y B codominantes { 30)
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Cromosoma Humano Nimero 9

Figura 4.- De acuerdo con la localiznacitn del centromero, hay tres tipos de cromosomas en el humano; a).-
Si el cetrémero esta localizado en la parte media, el cromosema se llama metacéntrico y, por supesto, los
brazos son visiblernente ignales; b).- Si el centrémero estd mas cerca de uno de los extremos que del otro,
determinAndose asi claramente un brazo corto ¥ un brazo largo, €] cromosoms es submetacéntrico, ¥ €).- Si
el centrémero esth situado muy préximo a uno de los extremos, quedando un brazo corto muy reducido, el
cromosoma es acrocéntrico. Los diez cromosomas acrocéntricos del humano tienen, ademds, en ¢l brazo
corto unas fonnaciones que recuerdan palillos de tambor y que se denominan satélites { Strickberger
Monroe W. 1985 )

Tabla 3 FENOTIPOS Y GENOT]POS ABO PRINCIPALES

Al A]’A| Aierz Au’o
Az AJAz AJO
AB TS
AB /D

B B/B 6 B/O

o 0/0

(Turgeon M. L 1989; Harmening D 1989).



DESARROLLO DE LOS ANTIGENOSAYB

Los antigenos A y B no estan completamente desarrollados en infantes recién nacides, pero
se puede detectar un desarrollo antigénico débil sobre los eritrocitos embricnarios a las
cinco semanas de edad gestacional. Aunque la fuerza de los antigenos A y B no se
incrementa durante Iz vida fetal, estos antigenos ganan fuerza poco después del nacimiento.
Se observan reacciones de aglutinacion mas débiles con entrocitos fetales y de recién
nacidos comparadas con las de eritrocitos maduros debido a que el numero y la fuerza de
sitios antigénicos A y B son menores (31}

ACTIVIDADES BIOQUIMICAS RELACIONADAS CON EL DESARROLLO DE
LOS ANTIGENOS A,BY H.

El misterio que durante mucho tiempo ha rodeado a los antigenos de los grupos sanguineos
se debe en gran parte a su naturaleza quimica. En efecto, se trata de moléculas resultantes
del encadenamiento de varios azucares (oligosacaridos) cuyo andlisis estructural es largo v
dificil.

Los oligosacaridos pueden formar estructuras muy complejas muy variadas y portadoras de
numerosos motivos distintos susceptibles de ser reconocidos por anticuerpos. Asi, los
oligosaciridos de los grupos sanguineos son el resultado del encadenamiento de algunas
decenas de azicares, como la ficosa, la galactosa, la galactosamina y la glucosamina.

La herencia de los genes A y B son el resultado de la expresion de los productos (antigenos)
de los genes A y B sobre los eritrocitos.Pero los antigenos H, A y B no son productos
directos de los genes H, A y B, respectivamente (23,24 ).

Cada gen codifica para la produccion de una enzima transferasa especifica ( Tabla 4 ), que
catalizan la transferencia de una molécula de monosacarido de un sustrato donador a una
sustancia precursora ( 32 ).

a-L-fucosiltranferasa
¢t-3-N-acetil-D-galactosaminil transferasa

a-3-D-galactosil transferasa
Ninguna

(Harmening DeniseS. 1989 ).
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DESARROLLO DE LOS ANTIGENOSA Y B

Los antigenos A y B no estan completamente desarrollados en infantes recién nacidos, pero
se puede detectar un desarrollo amigénico débil sobre los eritrocitos embrionarios a las
cinco semanas de edad gestacional. Aunque la fuerza de los antigenos A y B no se
incrementa durante la vida fetal, estos antigenos ganan fuerza poco después del nacimiento.
Se observan reacciones de aglutinacion mas débiles con eritrocitos fetales y de recién
nacidos comparadas con fas de eritrocitos maduros debido a que el nitmero y la fuerza de
sitios antigénicos A y B son menores ( 31)

ACTIVIDADES BIOQUIMICAS RELACIONADAS CON EL DESARROLLO DE
LOS ANTIGENOSA,BY H.

El misterio que durante mucho tiempo ha rodeado a los antigenos de los grupos sanguineos
se debe en gran parte a su naturaleza quimica. En efecto, se trata de moléculas resultantes
del encadenamiento de varios azicares (oligosacaridos) cuyo andlisis estructural es largo y
dificil.

Los oligosacaridos pueden formar estructuras muy complejas muy variadas y portadoras de
numerosos motivos distintos susceptibles de ser reconocidos por anticuerpos. Asi, los
oligosacaridos de los grupos sanguineos son el resultado del encadenamiento de algunas
decenas de azicares, como la fucosa, la galactosa, ta galactosamina y la glucosamina.

La herencia de los genes A y B son el resultado de la expresion de los productos (antigenos)
de los genes A y B sobre los eritrocitos.Pero los antigenos H, A y B no son productos
directos de los genes H, A y B, respectivamente (2324 ).

Cada gen codifica para la produccion de una enzima transferasa especifica ( Tabla 4 ), que
catalizan la transferencia de una molécula de monosacarido de un sustrato donador a una
sustancia precursora ( 32 ).

A ot-3-N-acetil-D-galactosamini! transferasa
B a-3-D-galactosil transferasa
(8] Ninguna

{Harmening DeniseS. 1989 ).
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EXPRESION DE LOS ANTIGENOS H, A y B.

Las investigaciones revelan que la especificidad de grupo sanguineo esté aociada con
estructuras de hidratos de carbono, con un peso motecular de 3xI0 % a Ix10° éstos estin
compuestos por un 85% aproximadamente de carbohidratos y un 15 de aminoécidos (23).

S6lo una pequefia parte de estos oligosacéridos complejos, constituida por uno o dos
hidratos de carbono, representa el motivo antigénico, que es reconocido especificamente
per un anticuerpo ( 33 ).

Puesto que el material genético contenido en los cromosomas (ADN) Heva informacion para
la sintesis de proteinas, y los genes controlan la formacién o funcionamiento de protéinas
que son enzimas especificas responsables de la unién de las subunidades de hidratos de
corbono (Figura 5). Estas enzimas catalizan la transferencia de azucares de un sustrato
deonador activado a cadenas de hidratos de carbono en la molécula precursora ( 23,24 ).

Genes ANAoAnﬂgenos AYH
Genes BB/BH Antigenos By H
Sustancia
H. Antigenos ABY H
Antl;
Genes HH 6 Hh geno H.
Sustancia
precursora.
Genes hh.

Sustancla Genes AOAA
precursora po BB,AB,00 Ausencla de antigeno,

Figura 5. Ruta genética de la expresién de las sustancias ABH sobre la superficie de los erittocitos.
(Turgeon M. L. 1989, Harmening D. 1989).
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El gen H codifica para la produccion de la @-L-fucosiltransferasa que cataliza la adicion de
L-fucosa {una galactosa) que Hevan las células del grupo O, la estructura inmunodominante
del antigeno H, a dos estructuras ligeramente diferentes conocidas como cadenas
precursoras tipo 1 y tipo 2. Una vez que la transferasa especifica del gen H ha actuado y la
L-ficosa ha sido afiadida a las cadenas, los productos especificos de los genes A y B pueden
entonces actuar para afiadir un monosacarido a estas cadenas H de soporte (2324 y34).

Las enzimas transferasas especificas son los productos de los genes A 6 B. Los antigenos A
y B resultantes unen los monosacaridos especificos al sustrato H (Figura 6). El gen A

- produce la enzima @-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferasa que une una N-acetil-D-
galactosamina a la molécuta receptora; e gen B produce la enzima a-3-D-
galactosiltrasferasa, la cual une una D-galactosa a la molécula receptora. Debido a que las
transferasas A y B convierten a la misma molécula receptora, éstas compiten entre si por el
sustrato. Las células A y B (con antigenos A y B) tienen muchos azicares
inmunodominantes afiadidos, o cual resulta en un bajo nivel de antigeno H detectable sobre
eritrocitos A y B (23.24).

Antigeno H m @
{Fue )

Gal GNAc
Antigeno A < GALNAC - |

G
@

Figura 6: Configuraciones bioquimicas que confieren especificidad antigénica.El carbohidruto residual
unide al tercer carbono de la galactosa determing la actividad antigénica. 1.a N-acetil galuctosamina
confiere la especificidad A y 1a galactosa confiere la especificidad B. Si la fucosa residual que conficre la
especificidad a H no esta unida al segundo carbono, la galactosa residual no puede reaccionar ni con la
galactosa ni con la N-aoetil-galactosamina en el tercer carbono. Donde Gal= Galaciosa, GNAc=N-acetil-
glucosamina, Fuc=fucosa, GALNAc=N-acetil-galactosamina (Turgeon M. L. 1989, Harmening D. 1989).

Antigeno B
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Existen genes supresores (es decir que inhiben las reacciones controladas por otros genes);
en el hombre, un ejemplo de gen supresor, es ¢l responsable de un fenotipo poco frecuente,
el Bombay, descubierto por Bendhey, el cual se caracteriza por 1a falta de antigeno ABH en
la superficie de globulos rojos y saliva (23 ).

A nivel Bioquimico la accién de este gen es la siguiente:

Una enzima Fucosil transferasa que parece ser el producto del gen H, provoca que una
molécula de L-Fucosa se pegue al precursor constituyendo la sustancia H (antigénica ), esta
més tarde es modificada por los genes del sistema ABO, que también codifican para
transferasas por cuya accién se unen los aziicares representantes de los oligosacaridos de
los antigenos del sistema ABO como se muestra en la figura 7(35).

Transrouy

Gal GNAc m Gal GNAc m

Coume> CD
@ Grpo @ Grpos

Figura 7.- En el genoﬁpoBomhaydebidoalaausmciad:henzimaqu:pmvoulaadiciéndclaFuma
alanmléculﬂprecusomnosepuedefarmﬂrlasusmmiapmcmmquedarﬁuﬁgmalosanugmsdel
sistema ABO por lo que estos no pueden ser expresados { Watkins W.M 1980)
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En el grupo Bombay los individuos no poseen la enzima fucosil transferasa que transforma
al precursor en antigeno H. Por lo que no es posible la formacion de la sustancia H, siendo
imposible que pueda llevarse a cabo cualquier otra reaccion que permita a las transferasas
adicionar cualquiera de los azucares que darian origen a los grupos sanguineos A o B
respectivamente (36 )

Esta diferencia enzimética explica porqué sus gldbulos rojos y sus otros tejidos no expresen
ninguno de los antigenos A, B, o H. Entonces al no existir sustancia H, los genes del
sistema ABO no se pueden expresar.

Las personas con genotipo Bombay no reaccionan con los antisueros, Anti-A, Anti-B ni
Anti-H y son homocigotos para el gen h (Wh).

Otro gen supresor, es el de los alelos secretores, el cual controla que los antigenos H, Ay
B, sean secretados en los fluidos corporales. Aproximadamente el 97% de las personas
secretan antigenos H, H y A, 6 H y B hidrosolubles en saliva y otros fluidos corporales
como lagrimas y semen. Estas secreciones tienen la misma especificidad que los antigenos
ABH sobre los eritrocitos de una persona (Tabla 5). Una segunda forma soluble en alcohot
de estos antigenos se presenta en todos los tejidos del cuerpo (excepto cerebro) y sobre los
eritrocitos , pero no estd presente en secreciones (37).

La produccion de antigenos A, B y H en saliva u otros fluidos corporales se controla por
medio del gen secretor Se (en su forma dominante), el cual es heredado independientemente
de los genes ABQ y H., aunque este control genético se conoce desde el principio de los
afios 1930 todavia se ignora completamente tanto el locus del gen secretor Se y su alelo
se (forma recesiva ), asi como los mecanismos bioquimicos y genéticos implicados.

Se sabe que al menos un gen Se (genotipo Se,Se 6 Se,se) es esencial para la expresion de
los antigencs ABH en secreciones, ya que éste estimula la produccién de antigeno H por el
tejido, lo que seria incapaz de hacer la forma se.’

Los individuos que son homocigoticos para se (se,se) no secretan antigenos H, A6 B a
pesar de la presencia de genes H, A 6 B (23).

La secrecion es solo de los antigenos ABH y Lewis y ninguno de los antigenos presentes en
otros grupos sanguineos es secretado en los fluidos corporales (33).

Los antigenos solubles en alcohol no estan influenciados por el gen secretor.

Los antigenos en saliva se detectan por pruebas de precipitacion mediante los anticuerpos
correspondientes.
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Tabla 5 ANT IGENOS ABH EN SECRECIONES.

Se/Se 6 Sefse H
0
Se/Se 6 Se/fse AH
A
Se/Se & Sefse B.H
B
Se/Se 6 Sefse ABH
AB
sefse Ninguno
8]
. se/se Ninguno
A
se/se Ninguno
B
sefse Ninguno
AB
Se/Se Ninguno
On (Bombay)
Selse Ninguno
O (Bombay)
se/se Ninguno
Oy, {Bombay)

( Turgeron M. L. 1989)
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El grupo sanguinec ABQ sigue siendo el mis importante en la actualidad. La presencia o
ausencia de los antigenos de grupo sanguinco A y B determinan los 4 grupos del sistema,
por lo tanto es importante conocer cuales son las técnicas que permiten tipificar dichos
grupos sanguineos ( A, B, ABy O ) 28

Las técnicas empleadas para demostrar la presencia de los diferentes tipos sanguineos son
basicamente inmunoldgicas y se basan principalmente en la determinacion de los antigenos
mediante su reaccion antigenc-anticuerpo, la cual puede detectarse de varias maneras.
Quiza la reaccion mas simple es la denominada aglutinacién que tiene lugar cuando el
antigeno se encuentra sobre la superficie de una célula. La aglutinacion consiste,
simplemente, en la formacién de conglomerados celulares unidos mediante moléculas de
anticuerpos enlazados quimicamente con los antigenos de la superficie celular ( 39).

Células Anti-A Anti-B
s® a*
AB 8 gy ;5‘9’&
cﬂ ;A P
&
]
B e
ﬁ <
&
ﬂsf‘
A c- <
o

Figure 8: Esquema de lus reacciones utilizando sueros especificos Anti-A y Anti-B con eélulas A, B, AB y
0. Si la aglatinacion es observada con anti-A el grupo sanguineo es A, si la aglutinacién es observada
con anti-B ¢l grupo sanguinee es B, si la aglutinacién es observada con  anti-A y anti-B el grupo

s AB, si no se observe aglutinacién con anti-A y anti-B el grupo sanguineo es O ( Watkins
W.M. 1980).
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Por ejemplo, un anticuerpo especifico del antigeno A del sistema ABO de los gldbulos
rojos, llamado a menudo anti-A, determina la aglutinacion o agrupamiento de las células Ay
AB pero no de las célules B o las O. El anti-B determina la aglutinacion de las céhulas B y
AB pero no en las A ni las O (figura 7) (20).

La determinacién de grupo sanguineo en muestras de sangre fresca resulta relativamente
sencillo, sin embargo, la hematologia forense tiene que recurTir a otros métodos que le
permitan determinar el grupo sanguineo en muesiras, de sangre seca, liquido seminal,
fluidos organicos ya que en estos las células se han roto y por lo tanto las pruebas de
aglutinacion directa no son factibles.

El método tradicional de adsorcién-inhibicién, fue utilizado por varios afios para
determinar el grupo sanguieno ABO en manchas de sangre seca. En esta e! material
antigénico (en forma soluble) se coloca en contacto con su anticuerpo homélogo a fin de
efectuar su absorcion especifica. El anticuerpo en el sobrenadante, se observa con
eritrocitos de propiedades antigénicas conocidas Los resultados seran interpretados como se
muestra en la figura 9 (40).

Testigo

Anti-A

Anti-B

Anti-H

Figura 9.- Si al colocar la muestra que contendra los antigenos se observa aglutinacion con anti-A y con
anti-B, pero no con anti-H(Lectina), ¢ grupo buscado serd O Si hay aglutinacién con anti-B y con anti-H,
pero no en el de Anti-A, el grupo corresponderd al Ay, Si no existe aglutinacin con anti-A ni con anti-B,
pero si con anti-H, €l grupo corresponderd ak AB. Si se observa aglutinacion con Anti-B, pere no la hay
con anti-A ni con anti-H, el grupo correspondera al A;. St hay aghutinacién con anti-A y con anti-H, pero
no con anti-B, el grupo serd B ( Ambriz M. F. 1991},
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Otra técnica mas reciente es la de adsorcién-elucion, esta técnica tiene como fundamento

un primer proceso de absorcion especifica entre la mancha problema y su anticuerpo
homologo; después de que la absorcion es completa, el excedente de anticuerpo se elimina
por medio de lavados con solucion salina fria. E! complejo antigeno anticuerpo se disocia
por calentamiento, generalmente a 56°C; el anticuerpo eluido se pone en contacto con
eritrocitos lavados de propiedades antigénicas conocidas; finalmente la aglutinacion indica la
presencia de un antigeno de la misma especificidad que el de las células usadas como testigo
conocido (figura 10), esta técnica es actualmente la més satisfactoria para la determinacién
de grupo del sistema ABO en manchas de sangre seca (40)

La técnica de adsorcion-inhibicion debe ser empleada de todas maneras paralelamente a la
anterior para la determinacion del grupo en manchas de sangre.

— S
- el
— Do
/‘ -
1.- Tratamiento con antisuero 2.- Ei exceso de anticuerpo
el Anficuespo se une a su se remueve mediante
Antigenc especifico. lavados.

,:n" , /’4')‘\.-

-/— / conacidas. o

4.- Se observa aglutinacidn si el Ag
presante en los Gr agregados se
encuentra en [a muestra proble-
ma.

3.- Si hubo reacclén Ag-Ac so saparan
al elulr por calentamlento, quedan-
da en 1a fase liquida el Ac.

Figura 9: Donde Gr= Globuloes rojos. Ag= Antigeno. Ac= anticuerpe. Las manchas de sangre se colocan en
varios tubos de ensayo adicionar posteriorments antigenos lavades con solucién salina estéril. Observandose los
siguientes resultados. Si hay aglutinacién en el tubo problema al adicionar €] anti-A, el grupo corresponderd al
A, puede aglutinar ligeramente en ¢l tubo al que s¢ le adiciond anti-AB. Si hay sglitinacién en el tubo
problemn &l adicionar ei anti-B, el grupo corresponderd &l B, puede aglutinar ligeramente en el tubo al que sele
adiciond anti-AB. Si hay aglutinacién en ¢} tubo problema al adicionar el anti-A, anti-B, y anti-AB pero no en ¢l
tubo a1 que se le adicioné anti-H, el grupo de ln muestra analizada corresponderd al AB. 81 exisle aglutinacién
¢l bo problema at adicionar el anti-H y simultineamente en el thbo el cual se le adiciond anti-A, el grupo
en cueslion correspondera al A;. Si no hay aglutinacién en el tubo problems al adicionar el anti-A, el anti-B,
pero si en el del tubo 2l cual se le adiciont €] anti-H, ¢l grupo sanguineo corresponderd al O (M. F. Ambriz.
1991)
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Como se puede observar la formacion del complejo antigeno-anticuerpo es la base de todos
los métodos empleados en la deteccion del grupo sanguineo del sistema ABO.

FRECUENCIAS DE GRUPO SANGUINEO ABO OBTENIDAS POR TECNICAS
DE AGLUTINACION.

En un estudio realizado por el Banco Central de sangre del Centro Médico Nacicnal en
1980, con 1215 donadores residentes en el Valle de México, se encontré que la frecuencia

de los fenotipos son variables (tabla 6).

) 72.02%
Al 18.85%
A2 0.90%
B 7.01%
AB 1.13%
AB 0.05%

{ Aguilar M. R. 1982 ).

28



Como se menciond anteriormente, la manera mas ficil, para determinar el grupo sanguineo
ABO, es por medio de reacciones serologicas.

Sin embargo para comprender la forma en que esté regulada la produccién de los antigenos
de los grupos sanguineos ABO es necesario recurrir a otras técnicas distintas que permitan
la determinacion de las estructuras de los oligosacaridos. Por lo que es necesario aislar el
gen que codifica para la enzima que realiza tal o cual operacion. Luego se tienen que
estudiar las regiones del ADN cromosdémico que regula la sintesis de este enzima, para
comprender como actian estas sefiales de regulacion (41).

Se han aislado las secuencias de ADN que codifican algunos enzimas. En especial J. Lowe y
sus colaboradores de la universidad de Michigan caracterizaron, en 1966, ¢l ADN de una de
las enzimas responsables de la biosintesis del antigeno H (fa a1-2 fucosil transferasa).

Los trabajos de R. Oriol y R. Mollicone, en 1992 sugieren que existen al menos cinco tipos
diferentes de enzimas de tipo fiscosil transferasa implicados en [a sintesis de los antigenos de
los grupos sanguineos ABO. No obstante, los conocimientos actuales siguen stendo muy
fragmentarios. Se sabe que existen varias familias de enzimas, pero todavia se ignora todo
sobre los mecanismos moleculares que rigen su produccion en la célula. Solo se han podido
precisar los mecanismos que presiden la sintesis de los antigenos A y B a partir de la
molécula del grupo H. (42).

Después de haber aislado en 1990 por Yamamoto y colaboradores los ADN que codifican
las dos enzimas implicados (A y B), se observ que sus secuencias solo difieren en cuatro
nucleétidos, lo que conduce a una diferencia de tan sdlo cuatro aminoécidos entre las dos
proteinas, asi B tendra una arginina y histidina, mientras que A tendra una prolina y
acidoglutamico. ( 43}

Los ADN aislados en las células O {con antigenos H) difieren de los ADN Ay B por la
ausencia de estos nucledtido, como se muestra en la tabla 7. Esta perdida al desplazar toda
la secuencia del ADN transcrito, lleva a la sintesis de una enzima biologicamente inactiva,
incapaz de transformar la molécula H en antigeno A o B (44).
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RENTES ALELOS DEL SISTEMA ABO.

o = 5’ GGA AGG ATG TCC TCG TGG TA*

3 GGT GGT GIT CTG GAG CCT G
AuB SGGA AGG ATG TCC TCG TGG TG*
3 GGT GGT GIT CTG GAG CCT G
B 5" GTG GAG ATC CIG ACT CCG CTG
3’ GAA GAA CG*C CCC CAT* GTA G
Au0 5" GTG GAG ATC CTG ACT CCG CTG
3" GAA GAA CC*C CCC CAG* GTA G

Las primeras dos columnas muestran las secuencias correspondeintes al extremo tres de la cadena de
ADN que codifica para el sistema de grupo sanguines ABO.tnientras que las cotras dos colummas
corresponden al extremo 5 de esta cadena { Crouse C. y Vineek V. 1995 )

La secuencia polimérfica del sistema ABO coinciden con la presencia o ausencia de sitios de
restriccion y esto permite desarrollar técnicas mas avanzadas de anilisis, basadas en la
informacién genética (ADN) que presenta un individuo, tales como el anlisis de los
Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccidon ( RFLP) y la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), gracias a la cual es posible llevar & cabo estas
determinaciones obteniéndose resultados confiables utilizando una cantidad minima de
muestra (45)

Una manera de simplificar esta forma de identificar los tipos ABO a través de PCR requiere
del uso de alelos especifico, para amplificar ¢! ADN de las secuencias especificas para cada
alelo A, B u O, permitiendo identificar de esta manera mediante una visualizacion directa en
gel de agarosa seis posibles genotipos AB, AA, BB, AQ, BO, y OO. (figura 11) (46).

Asi, la habilidad de tipificar el grupo sanguineo atraves del ADN en muestras forenses ha
revolucionado el campo de la serologia forense, anterjormente la tipificacién de los
diferentes fenotipos estaba limitada al analisis de grupo grupo sanguineo y algunas proteinas
polimorficas solubles por métodos convencionales, sin embargo debido a las limitaciones de
la misma metodologia, un presunto sospechoso no se podia excluir o no excluir como fuente
biologica del fluido en algin caso determinado. Asi la habilidad de aislar y tipificar el grupo
sanguineo atraves del ADN en muestras forenses ha revolucionado el campo de la
criminalistica.
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Figura 11: Amplificaciém por PCR. usando oligos alelo -especificos las direcciones 5' y 3* estén indicadas
por las flechas a la mitad , 1a X rep a la mala alineacién en la regién 3. ( Botterma et al, 1993).

Sin embargo, el desarrollo de métodos de extraccion de ADN a partir de virtualmente todos

los especimenes biolégicos ha incrementado grandemente el potencial de identificacion
individual,

El anélisis de RFLP fue el primer método basado en el ADN que se aplicd a los problemas
de tidentificacion individual. Este método, poderoso en su habilidad para diferenciar
individuos, se limita por la cantidad y calidad del ADN requerido para obtener un resultado
confiable y por el tiempo que toma el obtener un resultado. A pesar de estas limitaciones,
muchos laboratorios continian usando el anilisis de RFLP exitosamente para la deteccion de
polimorfismos de ADN en muestras de casos forenses. Mientras que el campo de la
serologia forense fue revolucionado por el analisis del ADN, el campo de la biologia
molecular lo fue por la PCR (47).

La amplificacion de un determinado locus def ADN por PCR se adapta idealmente al anilisis
de muestras forenses de una manera sensible y ripida y no esta limitada por el tamafio y la
antigitedad del ADN como ent el método de RFLP (12).
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Esta técnica se basa en la accién de una enzima, la ADN polimerasa, la cual es capaz de
sintetizar una hebra nueva formada por mucledtidos complementarios, tomande como
modelo un fragento especifico de las hebras def ADN. La estrategia consiste en amplificar
una secuencia de ADN, en presencia de dos oligonucledtidos o cebadores, que defimitan la
regién que se va a amplificar, los cuales s¢ unen al extremo 3’ de cada una de las cadenas de
ADN. El fragmento de ADN sintetizado, generalmente posee de 50 a 2,500 nucledtidos.
Cada ciclo de amplificacién consta de tres etapas (figura 12) (48,49):

ETAPAS DE UN CICLO PARA RCP.

100 =

sasc
21 12°C /
60 =1 pESNATU

°c [RALIZACION eoec
© - PRIMERA
UNION EXTENSION.
DEL
20 - CEBADOR
° 9 3 r 3 3 o L IT
MINUTOS

Figura-12 sc muestra de manera grifica las tres etapas que conformen un ciclo de amplificacion de Ia
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). (P4 bos S. 1990 ).

1.- Desnaturalizacion - La doble hélice de ADN se calienta a 94°C, lo que permite romper
los puentes de hidrogeno existentes entre las bases de las dos hebras.
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2 - Unidn de los cebadores .- La temperatura se disminuye hasta aproximadamente 50 °C en
presencia de los cebadores. Entonces, éstos se unen especificamente en los extremos de la
region a amplificar, cada uno en la hebra que le corresponde.

3.- Elongacion.- La temperatura se eleva a 72°C, la ADN polimerasa alarga las nuevas
hebras de ADN a partic de los cebadores, uniendo nucleotidos trifosfato (dATP, dGTP,
dTTP y dCTP ).

Estas operaciones constituyen un ciclo de amplificacién y resultan dos nuevas copias del
fragmento de ADN. En el ciclo de amplificacién siguiente, que pasa por las mismas tres
etapas, estas nuevas hebras servirdn, a su vez, de matrices para la ADN polimerasa. De este
modo se obtienen 2" fragmentos después de n ciclos. El aumento del nimero de moleculas
de ADN es exponencial, como se observa en la figura 13 (50). )

ETAPAS DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

dATP dCTP dGTP JTTP

Figura 13.-Etapas que conforman 1a Reaccién en Cadenn de 1a Polimerasa, las cuales estan conformadas
por separacion de las hebras, unién de los cebadores y elogacitn de los mismos {Innis M.A.; Gelfand D H.
1993).
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Tiempo y Temperatura de Desnaturalizacion.

Las condiciones tipicas de desnaturalizaciéon son de 95°C por 30 segundos o 97 °C por 15
segundos; sin embargo temperaturas mayores pueden ser apropiadas, especialmente para
moléculas ricas en pares G + C, por las razones antes mencionadas. Solamente se requiere
de unos segundos para desnaturalizar al ADN en su Tm (es la temperatura a la cual el 50%
de la doble helice se encuentra desnaturalizda, no obstante puede haber un intervalo
requerido para alcanzar la Tm dentro del tubo de reaccion ( 51).

La desnaturalizacion incompleta permite al ADN reasociarse entre si, ocasicando que se
reduzca la amplificacion.

En cambio procesos de desnaturalizacion que son muy largos y/o que ia temperatura es muy
alta, conducen a una innecesaria pérdida de la actividad enzimatica. Debe tomarse en cuenta
que la vida media de la ADN Taq polimerasa es: mayor a 2 horas a 92,5°C, 40 minutos a
95°C y 5 minutos a 97.5°C ( 52).

Unién al Cebador

La temperatura y ¢l tiempo requerido para la union del cebador a la secuecia del ADN
molde depende de varios factores intrinsecos:

a).- composicion de bases (G +C)
b).- longitud.
c).- concentracion a Ia que se encuentren

Una temperatura aplicable para 1 union es de 5°C por debajo del Tm verdadero de los
cebadores. En vista de que la ADN polimerasa Taq es activa en un amplio intervalo de
temperaturas, la extension del cebador ocurre a bajas temperaturas, incluyendo la de la etapa
de union al ADN molde (53 ).

El intervalo de actividad enzimatica varia entre dos drdenes de magnitud, los 20°C y 85°C.
Las temperaturas de unidn entre 55 °C y 72°C generalmente dan los mejores resultados. A
las concentraciones tipias de cebador { 0.2 uM ) el proceso de unién al ADN molde requiere
{inicamente de unos segundos, ya que el cebador en la muestra se encuentra en exceso lo
que permite una hidridacién con el ADN molde casi inmediatamente ( 54 ).

Al incrementar la temperatura de unién, aumenta la discriminacién del cebador hacia el
apareamiento a secuencias incorrectas y se reduce la extension con nucledtidos incorrectos
en el extremo 3’ de los cebadores. Por lo tanto, temperaturas de union estrictas en los
primeros ciclos, ayudan & aumentar la especificidad ( 55)



Para lograr la maxima especificidad en los ciclos iniciales la polimerasa puede ser adicionada
después del primer paso de desnaturalizacion durante el primer periodo de unién ( 36 ).

Las temperaturas bajas de extension, junto con altas concentraciones de dNTPs favorecen
las extensiones errdneas de los cebadores asi como la extension de nucleétidos incorporados
en forma equivocada ( 54,55 ).

En algunas situaciones, Gnicamente se encuentran disponibles cebadores constituidos por 12
a 15 bases y que reguieren de una temperatura de unién de 40 a 45°C. Sin embargo, los
cebadores de esta longitud no permanecen unidos al ADN molde a la temperatura de
clongacién (72°C). El problema puede resolverse aprovechando la actividad parcial
enzimatica de la polimerasa a bajas temperaturas para elongar los cebadores en cierto
nimero de bases, lo cual los estabiliza. Esto se logra en la practica por medio de una
incubacion intermedia a 50-60°C o por un calentamiento gradual de 40 a 72°C.( 54),

Los cebadores degenerados frecuentemente presentan muiitiples pares mal apareados con el
ADN molde, por lo que se sugiere un tratamiento como e} antes mencionado.

Elongacidén del Cebador.
El tiempo requerido para la elongacion del cebador depende de:

a).- la longitud del ADN molde.
b).- la concentracion del ADN molde
c).- la temperatura de reaccion.

I
Las extensiones se realizan tradicionalmente a 72°C ya que esta temperatura estd muy cerca
de la temperatura 6ptima encontrada para la extension de cebadores unidos al ADN del fago
M13 (56).

Estimando la velocidad de incorporacion de nucledtidos a 72°C varia de 35 a 100
nucledtidos/segundo dependiendo del amortiguador, pH, concentracion de sales y la
naturaleza del ADN molde (56 ).

Un tiempo de elongacion de un minuto a 72°C se considera suficiente para productos hasta
de 2Kb de longitud. Sin embargo, tiempos mayores de elongacion pueden ser utiles en los
primeros ciclos si la concentracion de sustrato es muy baja, o en ciclos avanzados cuando la
concentracion de producto excede a la concentracion de la enzima ( 57).

El paso de extension puede ser eliminado si la secuencia que se requiere posee 150 pares de
bases o menos, ya que la polimerasa conserva en forma significativa su activided a
temperaturas menores y la elongacion completa ocurrird durante la transicién térmica de la
temperatura de unién a la desnaturalizacién ( 58 ).
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La condiciones de la reaccién PCR (Tabla 8) que se presentan a continuacion deben ser

adecuadas para la mayoria de los casos, o por lo menos sirven como condiciones iniciales
(59).

Tabla 8.- COMPONENTES DE LA REACCION

“ADNnmmestra ]  10°a 10 100210

moléculag* moléculas*
Cebadores 0.12 M 0.2 yM
Amortiguador Tris 10 mM 20mM
HC! (pH 8.4)

ADN Tagq polimerasa 2.5 unidades 2 unidades
«NTPs 200 pM c/uno 50 pM c/uno
MgCl, 1.5 mM 1.5mM

Gelatina o Albamina 100 pg/ml 100 pg/ml

Sérica Bovina
KCl 50mM 25mM

*] pg de ADN gendmico humano de copia sencilla equivale a 3x 10 moléculas blanco
(Persing. 1991, Higuchi 1989)

Concentracion de Enzima:

Inicialmente, en la técnica se empleaba la polimerasa I de E.coli, especificamente el
fragmento Klenow (PO1I-kF) para la extensién de los cebadores, pero esta enzima se
inactiva por las elevadas temperaturas que se requieren para separar las dos hebras del ADN
al comienzo de cada ciclo, por lo tanto se requeria adicionar enzima fresca & cada nuevo
ciclo. (54).

La enzima que da resultados satisfactorios es la obtenida de Thermus aquaticus cepa YT1,

que es una eubacteria termofila, descrita por primera vez hace mas de veinte afios (1969)
(55).

Ei intervalo de concentraciones recomendado para la enzima ADN Taq polimerasa (Perkin -
Elmer Cetus) es entre 1 y 2.5 unidades para un volumen de reaccién de 100 pl cuando los
demas parimetros se encuentran optimizados. Sin embargo, los requerimientos de enzima
pueden variar con respecto a cebadores o a muestras de ADN particulares ( 56 ).



Cuando se desea optimizar una técnica de PCR es recomendable ensayar con
concentraciones de enzima que varien desde 0.5 a 5 unidades / 100 pl y. valorar los
resultados por electroforesis en gel ( 56.60 ).

Ya que st la concentracién de enzima es muy alta, se puede llegar 2 acumular productos
inespecificos de fondo y si la concentracion es muy baja, se produce una cantidad
insuficiente del producto deseado ( 56 ).

Desoxirribonucledtidos Trifosfato (dANTPs):

Las concentraciones de desoxirribonucledtidos (dATP, dCTP, dTTP y dGTP ) deben ser
entre 20 y 200 uM de cada uno, obteniendose el balance optimo de produccién,
especificidad y fidelida ( 55,56 ).

Los cuatro desoximmbonucledtidos deben de adicionarse en concentraciones equivalentes
para minimizar errores de mala incorporacién.

Las soluciones patron de dNTPs deben de neutralizarse a pH 7 y sus concentraciones se
determinan por espectofotometria. Las soluciones ya neutralizadas se pueden obtener de
diversas fuentes.

Los estandares se diluyen a 10mM, se dispensan y almacenan a -20 °C es recomendable
contar con una solucion de trabajo de 1 mM de cada dNTP. La estabilidad de los dNTPs
durante los ciclos de PCR es tal que el 50% permanece como dNTP después de 50 ciclos.
La especificidad y la fidelidad del RCP se incrementa al emplear menores concentraciones
de dNTPs que las que se empleaban cuando se utilizaba el fragmento de Klenow de E. coli
{1.5 nM de cada uno) ( 56.60.61 ).

Bajas concentraciones de dNTPs minimizan los errores de unién del cebador y reducen la
posibilidad de extender los nucledtidos mal incorporados.

En cada caso se debe elegir la concentracion minima de dNTPs que sea suficiente para la
composicion y longitud de las secuencia requerida. Por ejemplo 20 uM de cada ANTP en
una reaccion de 100 pl es tedricamente suficiente para sintetizar 2.6 pg de ADN ¢ 10 pmol
de una secuencia de 400 pares de bases { 59).
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Concentracidn de Magnesio:

Aporta gran beneficio a la técnica optimizar la concentracién de magnesio. Ya que esta
concentracion puede afectar lo siguiente:

1.- Union del cebador.

2.- Temperatura de disociacién del ADN que servird como molde y del ADN que se
obtendra como producto.

3.- Especificidad del producto.

4 - Formacion de artefactos como los dimeros de cebador.

5 - Fidelidad y actividad de la enzima.

Generalmente concentraciones excesivas de magnesio resultarin en lz acumulacién de
productos inespecificos de amplificacion, y concentraciones subdptimas del ién disminuyen
la produccién de ADN (55).

En vista de que los INTPS aparentemente se unen en forma cuantitativa al ion Mg™ | la
cantidad de dNTPs presente en la reaccion determinard la cantidad de magnesio libre
disponible para la enzima. La concentracién de magnesio debe de ser de 0.5 a 2.5 mM por
encima de la concentracion total de dNTPs. Por ejemplo cuando la concentracién total de
dNTPs es de 0.8 mM, si se adiciona 1.5 mM de MgCl; quedara libre 0.7 mM de magnesio
para ser utilizado por la enzima. Cuando se medifican las concentraciones de dNTPs hay
que compensar modificando también la concentracidn en el MgCl; (57).

La presencia de EDTA u otro agente quelante en alguna de la sotuciones o en la muestra de
ADN puede perturbar la concentracion, aparentemente Optima, de magnesio ( 55).
Seleccién de Cebadores:

Las concentraciones Optimas de cebadores generalmente son de 0.05 a 0.5uM,
concentraciones mayores promueven la unién equivocada al ADN molde y la acumulacion

de producto inespecifico, ademas puede aumentar la probabilidad de generar artefactos |

como los Hamados dimeros de cebadores, los cuales son productos de la amplificacion del
ADN que se observan en el producto de PCR, especialmente cuando se realizan muchos
ciclos de amplificacién en una muestra que contiene inicialmente muy pocas copias del
ADN matriz. Los fragmentos de ADN de doble cadena que se forman, son de longitud
similar a la suma del tamafio de los cebadores, debido a que estos se producen por la
superposicion de algunas bases entre ellos. El resultado de esto, es una elongacidn de
ambos cebadores en la misma molécula. La concentracion resultante, es ADN matriz
{producto amplificado) muy eficiente que si ocurre en los primeros cicles del proceso, su
amplificacion sobrepasa a la del ADN muestra volviéndose el producto mayoritario al final
de la reaccion.
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El mecanismo por el que se forman los dimeros entre cebador no esta completamente claro,
la observacion de ‘que cebadores que son complementarios en ¢l extremo 3’ estin
predispuestos a formar estos dimeros sugiere que el evento inicial sea Iz interaccién pasajera
que ocasiona que fos extremos terminales se encuentren cerca el uno del otro.

Diversas polimerasas, incluyendo a la Taq, han demostrado poseer una débil actividad de '

polimerizacién no dirigida por un ADN molde, por la cual pueden adicionarse bases a un
duplex despuntado { “blunt-ended™) (55,56 ).

Asi los productos inespecificos y los dimeros de cebador se vuelven sustrato para los
subsecuentes ciclos de RCP y compiten con el producto deseado por la enzima, dNTPs y
cebadores, resultando una baja sintesis del producto deseado (356).

La mayoria de los cebadores poseen de 20 a 30 pares de bases y presentan una composicion
de G + C del 50 al 60 %. Se puede sintetizar cebadores mis largos, pero generalmente no
SON necesarios.

Desafortunadamente 1a seleccion o disefio de un cebador especifico y eficiente sigue siendo
de forma empirica. No existe un juego de reglas que aseguren un par de cebadores
efectivos. Sin embargo existe una serie de reglas o guias para ayudar en el disefio de un
cebador eficiente. Entre ellas se encuentran las sigientes (62).

a).- Generalmente los cebadores poseen 20 a 30 pares de bases y su composicion es
de202al60%deG +C.

b).- Las Tm calculadas para un par de cebadores deberan estar balanceadas. Para este
propésito se pueden calcular otorgandole 2°C a cada A6 T y4°CacadaG6C
(dependiendo de la amplificacién las Tm varian entre 55 y 80°C).

c).- Se debe evitar cuando sea posible, secuencias (de 3 o mis ) de C o Gen el
extremo 3° de los cebadores pues estos pueden provocar una unién equivocada en
regiones ricas en G + C y también secuencias palindromicas.

d).-Se recomienda elegir un cebador con una distribucién al azar de bases y un
contenido de G,C similar al fragmento que s¢ desea amplificar. Se debe de tratar de
evitar cebadores que contengan secuencias’ de polipurinas, polipirimidinas v otras
secuencias inusuales.

¢).- Evitar secuencias con estructuras secundarias significativa, particularmente en el
extremo 3’ ¢ ‘

f).- Hay que analizar los cebadores entre si para asegurat que no exista
complementariedad entre sus bases. En particular hay que evitar la
complementariedad de los extremos 3’ de los cebadores, ya que ésto promueve la

formacidn de dimeros de cebadores, lo que disminuye la sintesis del producto deseado
(56).
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OTROS COMPONENTES DE LA REACCION:

Amortiguador.

Un amortiguador que se recomienda para la técnica de de PCR es Tris-HCl de 10 a 50mM
{con un pH entre 8.3 y 8.8 medio a 20°C). No se han realizado estudios sobre otros
amortiguadores diferentes.

El amortiguador de Tris es un amortiguador idnico, dipolar, que presenta un pKa de 8.3 a
20°C y un delta pKa de de -0.021/°C. El valor real de pH del Tris 20mM (pH 8.3 a 20 °C)
varia entre 7.8 y 6.8 en las condiciones tipicas de ciclizacidn térmica ( 56 ).

Sales.

Para facilitar 1a unién del cebador con el ADN matriz se puede adicionar hasta 50 mM de
KCl. Concentraciones mayores a 50mM inhiben la actividad de la ADN Taq polimerasa. El
NaCl puede ser adicionado pero en concentraciones menores a 50 mM, pues de otra forma
resulta inhibitorio para la enzima (63 ).

Detergentes y Proteinas:

La gelatina o alblimina sérica bovina en concentraciones de 100 pug/ml y detergentes no
idnicos como el Tween 20 ( 0.05 al 0.1 % ) se incluyen para estabilizar a la enzima. Se
prefiere la gelatina a la albimina sérica bovina, ya que esta Ultima es mas facil que se
coagule durante la etapa de desnaturalizacién ademais la gelatina se puede esterilizar en

autoclave. Varios de los protocolos funcionan adecuadamente sin la presencia de proteina
(55). .
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Los productos amplificados pueden ser andlizados por alguna de los siguientes metodos:

( 1) Hibridizacién con sondas de oligonucledtidos especificos de secuencia.

En un ensayo Dot-Blot, los productos de amplificacién de RCP se fijan a una membrana de
nylon y se incuban con sondas de oligonuclettidos especificos de secuencia ( OES )
marcadas. Las sondas OES marcadas (con biotina o fosfatasa écida) hibridizaran solo
productos que contengan la secuencia especifica se visualizara un punto colorido cuando el
producto de amplificacion hibrida con el oligonucledtido especifico ( Figura 14 ) (54).

( 2 ) Analisis electroforético de los productos de RCP.

Los productos de RCP que difieren en tamaiio debido a secuencias repetidas, deleciones, o
inserciones pueden ser analizadas pormedio de electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida ¢ 48).

( 3 ) Andlisis de los fragmentos amplificados en secuenciador por medio de diagramas,

Lo mas reciente en analisis de productos de RCP es determinar la secuencia del ADN del
producto de amplificacién ( Figura 14 ). Una secuenciacién enzimética directa de los
productos de PCR es posible si dichos productos son parcialmente purificados.

En lugar de fraccionar el ADN con una enzima de restriccion, la técnica de amplificacion
PCR es utilizada para producir millones de copias de solamente la porcién especifica del
cromosoma ( 54 ).
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FIGURA. 14: Anélisis de los productos generados por PCR de los primers (oligonuclebtidos) flanqueantes
a 1 regién del polimorfismo, Los primers son complementarios a las secuencias conservadas en cada lado
del polimorfismo, indicados por 1as flechas. Tres métodos se ilustran para ¢l andlisis de los productos. Al
utilizar ¢l método reverso de Dot Blot, los productos de PCR se fijan a una membrana de nylon. Las dos
sondas de oligonuclestidos especificos (SSO) marcadas hibridizarin con las tiras idénticas bajo
condiciones que permitan perfectamenete unirse a las secuencias complementarias. La sonda | podrd
hibridizar especificamente con los productos que contengan la secuencia A, ¥y la sonda 2 podra hibridizar
con los productos que contienen la secuencia B. Consecuentemente, prodictoes heterocigotos (tma mezcla
de los productos de secuencia A y B) hibridizarin con ambes sondas, mientras que los productos
homocigotos hibridizarén con una sonda. La electroforesis en gel permite facilitar la determinacién de
genotipes cuando una secuencia de reconucimiento s afectada por €] polimorfismo. Este técnica permite
observer los patrones de homocigotos y heterocigotos por medie de bandas. El anélisis de la secuencia de
ADN de los productos de PCR provee Ia secuencia actual del producto a través de la regién polimérfica.
La posicién del polimorfismose marca con un asterisco (*). Las secuencias son leidas desde el final a la
parte superior del gel. La secuencia del producto A es 5-GAATTC mientms que ta del producto B es 5-
GAACTC. La secuencia heterocigota see distingue de la homocigota por la presencia de ambos residucs
en la posicidn polimérfica ( Reynolds 1591).
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La habilidad para detectar polimorfismos, en el ADN utilizando la tecnologiz de
amplificacién por PCR es simple, répida, y sin paralelos en sensibilidad y aplicabilidad.
Como tal, 1a tipificacién de ADN usando la PCR ha distinguido ventajas sobre el método de
RFLP, '

Primero, 1a tipificacion basada en PCR es més ficil y mas ripida de realizar. Los resultados
de 1a tipificacién por PCR pueden ser obtenidos en uno o dos dias comparado con el tiempo
( minino un mes) que se requiere para obtener resultedos de RFLP.

Una segunda ventaja basada en PCR es su sensibilidad; tan poco como un nanogramo de
ADN o menos se requiere para el andlisis. Mientras que para la técnica de RFLP se
requieren aproximadamente 50ng de ADN de peso molecular alto para el este anilisis
usando solo una sonda para un loci, y se requiere mis de 100ng para analizar varios locus,
pero en la practica no siempre se obtiene la cantidad de ADN que se requiere para realizar
este tipo de anilisis. Este tipo de limitaciones son superadas empleando la PCR ya que el
ADN extraido de un simple cabello, manchas pequeitas de sangre, semen y saliva, tejidos, e
incluso fragmentos de bueso y dientes se han tipificados usando esta técmica. Ademis,
debido a que los métodos de tipificacidn basados en lza PCR consumen tan poco ADN, los
andlisis de las muestras pueden repetirse. Un gran logro para e! trabajo forense. En
contraste, en el anilisis de RFLP [a repeticion no siempre es posible (63 ).

Otra ventaja de los sistemas de tipificacién basados en la PCR es que éstos son menos
sensibles al grado de degradacién de ADN que los sistemas basados en RFLP. La
degradacion progresiva de las muestras de ADN conduce a la pérdida de RFLP haciendo el
analisis imposible. En contraste, las muestras de ADN degradado extraido de tejidos viejos
y materiales sin preservar de hasta 1200 afios se han amplificado exitosamente(n). La
amplificacion de las muestras de ADN degradado requieren slo que ¢l tamafio del
fragmento promedio en fa muestra sea igual o exceda al tamafio de las regiones que van a
ser sometidas a PCR.

La simplicidad y sensibilidad de la PCR acoplada con la habilidad de tipificar muestras de

ADN degradado expande ampliamente los nimeros y tipes de casos que se pueden analizar
(65),
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Observando la dificultad para determinar el grupo sanguineoc ABO por técnicas
serologicas ya que la mayoria de las muestras biologicas que se trabajan en el area forense
no son de muy buena calidad, lo que impide que en muchos casos no seles puedan practicar
los analisis adecuados para la determinacién de grupo sanguineo ABO, propiciando que no
se pueda detectar si el sospechosos participo o no en el acto criminal, la estandarizacion de
la técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la determinacion de las
diferentes formas alélicas del sistema ABO (A, B y O ) utilizando oligonuclettidos
especificos, permitird determinar este sistema sanguineo no solo en sangre, saliva o semen,
sino en practicamente cualquier tipo de muestra biologica, con una sensibilidad y
especificidad por arriba del 99% al compararla con la técnica serolégica.

Considerando que se podri determinar no solo el fenotipo si no también el genotipo de
grupo sanguineo ABQ de una determinada muestra bioldgica se estableceran las frecuencias
genotipicas del locus ABO lo cual no puede hacerse utilizando la técnica serolégica y asi se
contard con otro marcador genético més para el anélisis de muestras de tipo forense.
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Estandarizar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa ( PCR ) para
determinar las formas aléficas del locus AaBb ( Genotipo y Fenotipo ) y aplicarla como
rutina en el area forense.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Obtencion de las muestras biolégicas de origen humano ( minimo 200 muestras).

2.- Determinacion fenotipica de los grupos sanguineos ABO, en muestras de sangre fresca,
sangre seca, saliva, semen, y diferentes tejidos.

3.- Optimizar las condiciones de reaccién para la amplificacién enzimatica del ADN por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los oligo-primers
especificos que flanquean ¢l ocus AaBb.

4.- Determinacion genética de los grupos sanguineos ABO, en muestras de sangre fresca,
sangre seca, saliva, semen, y diferentes tejidos.

5.- Analisis estadistico de la estandarizacién de la PCR para la determinacidn del locus
AsBb.

6.- Determinar la sensibilidad y especificidad de la reaccion en cadena de la polimerasa
{PCR) para determinar el grupo sanguineo del sistema ABO.
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TIPO DE ESTUDIO

La investigacion se realizd de acuerdo con un disefio observacional, prospectivo, transversal
y descriptivo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron personas del sexo femenino y masculino de edad entre 18 y 40 ailos, sin
parentesco familiar y que nacieron y/o radican en ¢l D.F. o en la zona metropolitana de la
ciudad de México.

CRITERIOS DE EXCLUSION

No se incluyeron personas con parentesco familiar y que no hayan nacido o que no radiquen
enel DF. o en la zona metropolitana de la cludad de México.

POBLACION

Se estudiaron 210 muestras provenientes de personas voluntarias (visitantes) y de aquellas
personas que estan relacionadas con alguna de las averiguaciones previas, sin parentesco
familiar y que nacieron y/o radican en el D.F. o en la zona metropolitana de la ciudad de
México.

VARIABLE

Concentracién de Taq polimerasa, Cloruro de magnesio, NTPS.

Variacion del numero de ciclos de amplificacion .
Concentracion de ADN.
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1) TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS.

MATERIAL:

- Ligadura.

- Hisopos ¢ torundas de algodon,

- Jeringas de plastico estériles (5 m! ) o bos Vacutainer.
- Agujas ( calibre entre el 18 a1 22 ).

- Tubos conicos de 50 ml.

REACTIVOS:
- Etanol al 70%.
-EDTA.

PROCEDIMIENTO:

1.- Se prepard el tubo en el que colocd la muestra sanguinea, colocando la cantidad de
anticoagulante adecuada, para el EDTA se utilizé una concentracion al 10% y en una
proporcion de 0.1 ml por 5 ml de sangre.

2.- Una vez obtenida la cantidad la cantidad necesaria de sangre ( 3 a 5 mi) se retiro la
geringa de l1a puncidn. .

3.-Se vacid la sangre por las paredes del tubo.

4.-Se mezclo perfectamente la sangre con el anticoagulante hasta su total homogeneizacion.

NOTA: Riesgo de infeccion:

Las muestras de sangre deben manejarse con cuidado para evitar la contaminacién del
operador y del 4rea de trabajo. E! operador que trabaja con materiales de alto riesgo debe
usar guantes protectores y si es posible llevar a cabo sus procedimientos en un gabinete de
seguridad.
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I) DETERMINACION DE GRUPO SANGUINEQ POR MEDIQ DE REACCIONES
SEROLOUGICAS ( PRUEBA CELULAR EN A)

MATERIAL:

- 200 muestras de Sangre venosa anticoagulada.

- Pipetas estériles desechables.

- Placa de vidrio.
- Aplicadores de madera.

REACTIVOS:
- Sueros comerciales anti-A, anti-A,, Anti-B y anti-AB.

PROCEDIMIENTO:

1.- Se colocd una gota de cada uno de los antisueros comerciales (anti-A, anti-A;, Anti-B,
Anti-AB) en una placa de vidrio.

2.- Se afladié una gota de sangre anticoagulada a un lado de cada uno de los antisueros
comerciales ya depositados en la placa de vidrio.

3.- Se homogeneizaron los globulos rojos con sus respectivos antisueros, con la ayuda de
un aplicador.

4 - Se observo si se presento aglutinacion en alguno de los antisueros { la muestra no debe
secarse ).

5.- Se anotaron inmediatamente los resultados de la aglutinacion.

HI } EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO (ADN) DE L.AS MUESTRAS
SANGUINEAS (TECNICA DE LIFECODES):

MATERIAL:

-200 muestras sanguineas cuyo grupo sanguineo ABO fué determino previamente por la
técnica serologica. .

-Tubos para microcentrifuga.

-Pipetas estériles desechables.

-Cubeta para hielo Fisher.

-Pipeta semiautomética de 1000 i, 200 pl, 5-50 pl.

-Puntas desechables estériles de 1000 ul., 200 pl, 50 pl.

EQUIPO:

-Microcentrifuga Dupont.

-Agitador Vortex marca Baxter,

-Modulo de calentamiento temp-block equatherm con termostato ajustable.

REACTIVOS:

-Buffer de Lisis Celular ( Lifecodes corporation ).
-Buffer de Lisis Protéica ( Lifecodes corporation ).
-Proteinasa K y Hielo.
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PROCEDIMIENTO:

Nota: Todos los reactivos deben almacenarse a 4°C durante su uso. Cada muestra se trabaja

por separado.

1.-Se adiciond un mililitro de sangre total bien mezclada para homogeneizaria, a un tubo de
microcentrifuga de 1.5ml. Centrifugue en una microcentrifuga a 1200C rpm durante 5
minutos a 4°C.

2.-Cuidadosamente se eliminé el plasma, evitando tocar la capa blanca formada.

3.-Se adicioné un mililitro de buffer de lisis celular (para lisar los eritrocitos). Se tap6 y
agito con vortex un minuto.

4.. Se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se decanto ¢l sobrenadante.

5.-Se repitieron los pasos tres y cuatro dos veces.

6.-Se adiciond un milifitro de buffer de lisis protéica (para romper los leucositos). Se agitd
con vortex para resuspender el boton celular.

7.-Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se decanto el sobrenadante. Se
colocardn las muestras en hielo.

8.-Se prepar6 la mezcla maestra con 225 pl.de buffer de lisis pratéica y 25 pl. de proteinasa
K (para romper el micleo y obtener el ADN) por muestra. Se agitd con vortex para
mezclar.

Nota: Preparar la siguiente mezcla maestra inmediatamente antes de usarse. Preparar un

volumen total suficiente para todas las muestras, mAs una alicuota extra para compensar las

perdidas por pipeteo. la proteinasa K, debe mantenerse en hielo todo el tiempo.

9 .-Se proceso unz muestra a la vez:

Se adiciond 250 pl. de la mezcla maestra. Se pipeted hacia arriba y hacia abajo para

resuspender ¢l boton. Se mezclé bien. Se coloct el tube en el thermo-block a 65°C.

10.- Se incubarén por 2 horas. Agitandose con vortex cada 15 6 20 minutos para
asegurarse que el botdn nuclear se resuspendio.

Nota: Para dptimos resultados el boton nuclear debe resuspenderse completamente.

11.-Se¢ agité con vortex vigorosamente durante 30 segundos después de completar la
incubacién se centrifugé por 2 minutos.

Nota: El procedimiento puede ser detenido en este punto y las muestras pueden

almacenarse a 4°C aproximadamente por un afio.

IV ). CUANTIFICACION DEL MATERIAL GENETICQ ( ADN ) EN GEL DE
AGAROSA.

MATERIAL.:

-ADN extraido de las 200 muestras sanguineas..

-Probeta de 100 ml.

-Matraz Erlenmeyer de un volumen tal que pueda contener al menos dos veces la cantidad
de buffer afiadido.

-Espétula.

-Peines para 14 y 24 posos.
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-Molde para gel horizontal de 12 por 14 cm.
-Rollo de masking tape.

-Barra de agitacion magnética.

-Pipeta semiautomatica de 1-20 pl.

-Puntas desechables estériles de 20 pl.

-Puntas para cargar geles desechables estériles.
-Guantes de latex desechables.

-Placas de microtitulacién en fondo U.

EQUIPQ:

-Balanza semianalitica sartorius.

-Parrilla de calentamiento con agitacién Corning,

-Camara para electroforesis con cubierta modelo 14x11 GIBCO BRL.

-Regulador de poder para camara de electroforesis de 330 volts GIBCO BRL.

-Mezclador con plataforma orbital de 40 a 400 rpm

-Eagle eye still video system, que se integra de cidmara de video, lentes zoom, thremal
printer, filtro de interferencia, monitor de video y almacenadora de imagen (Stratagene).

REACTIVOS (VER APENDICE C):

-Agua destilada y desionizada.

-Agarosa grado electroforetico. _
-Amortiguador TAE 1X ( Tris base 1M, EDTA 0.5M pH 8, acido acético glacial y agua)
-Amortiguador de carga Buffer (azil de bromofenol 0.1g ,Tris-HCL 1M pH 8, EDTA

0.5M. glicerol y agua)
-Bromuro de Etidio 1000X (0.5mg/ml).

-Controles de ADN de concentracién conocida ( 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30 pg/uL. ).
PROCEDIMIENT(:

a) Preparacion del gef de agarosa:
1.-Preparar los geles de agarosa de acuerdo a la tabla siguiente.

Gel de cuantificacion.
Cantidad de agarosa. 08g
Cantidad de buffer. 100 ml..
% de agarosa. 08%

2.-Se preparo el molde y se nivelo con una burbuja para gel horizontal cubriendo los
extremos con cinta masking tape, para tener un molde con las caracteristicas deseadas.

3.-Se midierén 100ml de amortiguador TAE 1X en una probeta, se colocaron en un matraz
Erlenmeyer de 500mi para evitar que se derramara durante su calentamiento.
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4.- Se pesardn 0.8g de agarosa grado electroforetico, se adiciond al matraz, y se agité
sugvemente se marco sobre &l matras el volumen total formado, para restituirlo con agua
el que se evapore . Calentindose en un horno de microondas ¢ en una parrilla de
calentamiento hasta que toda la agarosa se disuelva. Asegiirese de que todos los cristales
se hayan disuelto antes de proseguir.

5.- Después de calentar, se adiciond agua destilada para rempiazar el volumen perdido
durante el calentamiento.

6. Se colocd la mezcla en el centro del molde para gel. Se permiti6 a la agarosa enfriar
ligeramente ( ~60°C ) antes de vertirfa. Se removierdn todas las burbujas con una punta
0 una pipeta desechable del gel sobre el molde. Se colocarén los peines en su posicion y
se permito que al gel solidificara por 30 6 60 minutos.

b) Cuantificacién de material genético ( ADN ).

1.-Se agitaron con vortex las muestras de ADN que se van a cuantificar por 15 segundos. se
centrifugd brevemente para eliminar las impurezas contenidas en el tubo. Se incubé
durante 5 minutos a 65°C.

2.- Se centrifugd brevemente para llevar las impurezas al fondo de! tubo.

3.-Se retiro la cinta masking tape y los peines del molde. Se colocé el molde dentro de la
cdmara de electroforesis de manera que los posos del gel se encuentren del lado del
electrodo negativo,

4.-Se adicioné a la camara amortiguador TAE 1X en cantidad suficiente para cubrir el gel
en su totalidad.

5.-Se adicionarén 3 pl. de amortiguador de carga a cada pozo de la placa de
microtitulacion. Usando un poso por muestra.

6.-Se adicionarén 7 yl de los estindares de concentracién conocida de ADN en cada pozo
del gel. Utilice un pozo por muestra.

7.-Por otro lado se adicionaron 7 pl de las muestras de ADN a cada uno de los pozos de la
placa de microtitulacion que contenian el amortiguador de carga, se mezclo bien, y se
colocarén los 10u del volumen total de cada muestra en cada pozo del gel.

8.-Una vez que todas las muestras se colocar6n en €l gel, se realizd la electroforesis a 50
volts durante una hora, o bien hasta que el primer colorante se desplazd tinicamente 1.5
cm del punto de aplicacion..

9.-Se retird el gel de la cidmara de electroforesis, se colocd en un recipiente plastico,
adicionandole agua suficiente para cubrir el gel y entonces se agregarén 5 ul de Bromuro
de Etidio 0.5pg/ml..

10.-8e coloco € recipiente en ¢l agitador orbital y se agité a 50 rpm. durante 5 minutos.

11.-Se realizarén por lo menos tres lavados del gel con agua de la llave por 5 minutos,
tirando el agua de cada lavado.

12 -Se fotografio el gel bajo luz U.V,

13.-Se determin6 la cantidad de ADN presente en las muestras comparando la banda
obtenida con las bandas generadas por cada uro de los estindares.

Precaucion: El Bromuro de Ftidio es mutigeno e irritante. Use guantes, evite el contacto

con la piel
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NOTA: Debido a que para que se¢ lleve acabo la amplificacién del ADN por medio de la
técnica de PCR se requiere una concentracion que va de 2ng & 25ng se eligieron todas las
muestras cuya concentracion estuviera dentro de este rango siendo necesario en algunas
ocasiones realizar diluciones de las muestras para obtener dicha concentracién.

V) HIDRATACION DE LOS OLIGO-PRIMERS (VER APENDICE A).

MATERIAL,

-Matraz Erlenmeyer de 1000ml.

-Tubos conicos de 15ml.

-Pipetas estériles desechables.

-Pipetas semiautomaticas de 1000pl, 1-20u
-Puntas estériles desechables de 1000pul, 20ul
-Tubos para microcentrifuga de 0.5ml de tapa plana.

EQUIFQ.

-Esterilizador Foundry Co. Inc.

-Balanza semianalitica sartorius.
-Agitador vortex marca Baxter.

-Microcentrifuga Dupont.

REACTIVOS:
-Oligonucledtidos ( 5°0p, 3'Op, 5'Bp, 3'Bp, 5’A/Op, 3’A/Op, 5’A/Bpy 3’A/Bp ).
-Agua destilada y desionizada.

PROCEDIMIENTO:

1.-Se esterilizaron 300 ml de agua destilada y desionizada a 121°C, a 15 Ibs de presion
durante 15 minutos.

3.-Cada primer liofilizado se hidrato por separado en tubos estériles, utilizando 1ml de agua
destilada estéril para cada primer, (Nota: usar puntas estériles).

4 - Preparar los stocks de cada primer, de acuerdo a las siguientes indtcaciones:

Primer | Tomar | Llevar con agua estérila | Concentracién final
50p | 1.oul 1499. 1l 350 pM.
3'0p 1.0ul 1499l 350 pM.
5’Bp 1.6 1498 4L 525 pM
3Bp | 174 1498 3uL 525 pM

5A/Op | 18ul 1498 2L 525 pM

AOp | L7l 1498.3uL 525 pM

SA/Bp | 1.1yl 1498.9uL 350 pM.

3’'A/Bp 1.2ul 1498 8ul 350 pM.
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5.- Se mezclaron con vortex por 3 minutos.
6.- Cada uno de los stocks firerdn almacenados a -6°C.
Nota: Descongelarse cada que se utilizen,

Vi) DETERMINACION DE LA CONCNETRACION _OPTIMA_DE _LOS
COMPONENTES DE LA PCR. (VER APENDICE C).

MATERIAL.

-De las 200 muestras sanguineas cuyo grupo sanguineo ABO fué determino previamente
por la técnica serolégica, se eligieron solo tres cuyos grupos sanguineos fueronO By A

-Tubos para microcentrifuga de 0.5ml con tapa plana.

-Pipetas semiautomaticas de 1000pl y 1-20pd

-Puntas estériles desechables de 1000p] y 20pl

REACTIVOS.

- Stocks de cada primer preparados en el punto V.

-Taq-polimerasa SU/ul.

-Sulfato de amonio 150mM

-Albimina Sérica Bovina ( BSA ) 1.1 mg/mL.

~Trifosfato de desoxiribonucleotidos (dNTP) 4 mM.

-Buffer I 10X PCR. ( Tris-HC! (pH 8.3} 100 mM, KCl 500 mM, MgCi, 15 mM y gelatina
0.01% (wiv) ).

PROCEDIMIENTO: .

1.- Las muestra sanguineaselegidas (O, B y A) se sometieron a la amptificacién por PCR.

- 2- Se utilizaron las mismas condiciones de amplificacion marcadas en el punto VI
varidndose & concentracion de los sigueintes reactivos.
a).- Primeramente sélo se vario la Taq polimerasa para lo cual se utilizarén las
concnetraciones de 2.0, 2.5 y 3.0 unidades, se realizo la electroforesis de los productos
obtenidos.
b).-Utilizindose la concentracion adecuada de enzima se vario la canentracion de cloruro
de magnesio uzandose 1, 1.5 y 2mM se realizo la electroforesis de los productos
optenidos.
b).- Utiliznadose la concentracién adecuada de enzima y cloruro se vario la
concentracion de dNTPs para lo cual se utilizarén 150, 200 y 250 pM se realizo la
electroforesis de los productos obtenidos.

Nota: Esto se realizd para cada uno de los duplex.

3.- Usandose las concentraciones adecuadas de cada uno de los compornentes de las mezclas
de reaccion se variaron el mimero de ciclos utilizadé 30, 32 y 34 ciclos se realizo la
electroforesis de los productos obtenidos.
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VII) DETERMINACION DEL GRUPQ SANGUINEO EN SALIVA, SEMEN,
MEDULA Y PIEL. (VER APENDICE D).

a).- Se extrajd el material genético o ADN, de tres muestras de saliva,tres de semen y
cuatro de tejido..
b)- Se siguierén los procedimientos marcados con los siguientes puntos:
IV - Cuantificacién det material genético (ADN) en gel de agarosa.
XI Amplificacion de las muestras.
XI -Electroforesis.
XII.- Identificacion de los alelos presentes.

VIII) PREPARACION DE LAS MEZCLAS DE REACCION ( VER APENDICE B).

MATERIAL.

-Tubos para microcentrifiiga de 0.5ml con tapa plana,
-Pipetas semiautomiticas de 1000p] y 1-20ul
-Puntas estériles desechables de 1000l y 20ul

REACTIVOS.

- Stocks de cada primer preparados en el punto 4 del V.

-Tag-polimerasa SU/ul.

-Sulfato de amonio 150mM

-Albiimina Sérica Bovina ( BSA) 1.1 mg/mL.

-Trifosfato de desoxiribonucleotidos (AINTP) 4 mM.

-Buffer I 10X PCR. ( Tris-HCI (pH 8.3) 100 mM, KCl 500 mM, MgCl; 15 mM y gelatina
0.01% (w/v) ). ;

PROCEDIMIENTOQ:

1.- Se usaron puntas estériles, para afiadir la cantidades encontradas como optimas para
cada uno de los reactivos que conforman la mezcla de reaccion de la PCR, en los tubos
para microcentrifuga de 0.5ml con taps plana:



MEZCLA DE | MEZCLA DE CONCENTRACION | CONCENTRACION
REACCION { REACCION | VOLUMEN ENLA DE LA
PARA EL PARA EL (nh REACCION. SOLUCION
pDOPLEX1 | DUPLEX 2 STOCK
5'0p 5'A/ Bp 7.0 17.12 pM 350pM
3'Cp 3A/Bp 7.0 17,96 pM 350pM
5'Bp 5'AJ Op 7.0 26.25 pM 525pM
IBp 3A/ Op 7.0 25.56 pM 525pM
Buffer 10X Buffer 10X 5.0 S0mM 10X
RCP RCP
Tag Tag 0.5 25U SU/ut
polimerasa polimerasa
Mg Cl; Mg Cl; 1.5 1.5 mM 50 mM
dNTP dNTP 25 4 mM 200 pM
(NH9),S0. {NH.),50, 50 30 mM 150 mM
BSA BSA 7.0 8 ug 1.1 mg/mi

Nota: Preparar las mezclas de reaccién inmediatamente antes de usarse.

IX} AMPLIFICACION DE LAS MUESTRAS.

MATERIAL:

-200 muestras de sangre, 3 de saliva, 3 de semen, 2 de medula y 2 de piel.
-Tubos para microcentrifuga de 0.5ml. con tapa plana.
-Pipetas semiautomatica de 1-20ul.
~Puntas estériles desechables 201,

EQUIPO:

-Microcentrifuga Dupont.

-Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9600,

PROCEDIMIENTO:
1.- Se afladirén 4ng de la muestra de ADN problema al tubo que contiene la mezcla de
reaccion para el diplex 1 y duplex 2.

2.-Se centrifugo la muestra y se colocd dentro dei termociclador.
3.- Programar el Thermal-cycler bajo las siguientes condiciones:

PRECALENTAMIENTO 32 CICLOS TEMPERATURA FINAL
94°C 94°C 60°C 72°C 72°C
30segundes 59 sequndos | 69 sepundos | 48 segondos 10 minutos

55




[}

4.- Una vez terminados los ciclos se retirarén las muestras y se procedié a realizar Ia
electroforesis en gel de poliacrilamida, Para determinar los alelos correspondientes.
Nota: Cada muestra se amplifica dos veces una con el daplex 1 y otra con el duplex 2.

X) PREPARACION DE GEL DE POLIACRIT.AMIDA. (VER APENDICE C)

MATERIAL.

-Dos placas de vidrio de 17 X 32 cm.
-Peine de 20 pozos

-Espaciadores de 0.8mm.

-Matraz Erlenmeyer de 100ml.
-Agitador magnético

-Cinta canela. '

EQUIPO.
-Parrilla de calentamiento y agitacion.

REACTIVOS.

-Etanol.

-Agua destilada.

-Buffer 10X TBE.

-Persulfato de amonio al 10% p/v (APS).
.TEMED

~Acrilamida al 30 %.

PROCEDIMEINTO:

1.- Preparacitn del molde para el gel.

1.1.- Las placas de vidrio se limpiaron perfectamente . Para asegurar que todos los residuos
de detergente fuerén removidos se limpiaron las placas con etanol al 95% y se
limpiarén con toallas de papel que no dejan residuos.

1.2 -Se colocardn espaciadores de 0.8mm de grosor a lo largo de los bordes derecho,
izquierdo e inferior de la placa, se sobre puso la otra placa de vidrio.

1.3.- Se sujetar ambas placas con ayuda de cinta adhesiva canela.

1.4.- Se elevo la parte abierta del molde de tal forma que la terminal sbierta quedo mas
elevada que la terminal sellada. Esta orientacion facilité tanto la entrada del gel como
la eliminacién de burbujas de aire que se formarén durante et vaciado del gel.

2.- Preparacifn del gel: Preparar todas las soluciones usando agua destilada 6 desionizada

2.1.- Se adicionarén 35ml de agua destilada ¢ desionizada estéril a un metraz Erlenmeyer de
100ml perfectamente limpio.

2.2.- Se adiccionario 5ml de amortiguador 10X TBE al matraz, se agit¢ para mezclar.
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2.3.- Se adicionaron 8.5 de acrilamida al 30% ( Para obtener una concentracion del gel al
8% ) se agitd para mezclar completamente. La acrilamida debe estar a temperatura
ambiente antes de usarse.

Nota: Los pasos 2.4 al 2.6 deben ser llevados acabo en una sucesidon ripida ya que la
adicion del APS y del TEMED iniciaran € proceso de polimerizacidn.

2.4.- Se adicionan 6350ulL. de APS al 10% y 25ul de TEMED al matraz. Se agitd hasta
mezclar completamente. Se evito introducir burbujas de aire.

2.5.- Se virtio inmediatamente la mezcla entre las placas de vidrio, gel lentamente y
manteniéndose el flujo tan continuo comeo fuera posible. Evitandose la formacion de
burbujas de aire, golpeando cuidadosamente las placas para eliminar cualquier burbuja.

2.6.- Se insertd el peine en la parte superior del gel, con cuidado de no formar burbujas
alrededor de los dientes del peine. Colocindose el gel sobre una superficie plana.

2.7.- Se permita la polimerizacion del gel en una posicion horizontal por lo menos 45 min.
antes de realizar la electroforesis.

X} ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS..

MATERIAL.

-Los productos de PCR de cada una de las 210 muestras biologicas amplificadas,
-Pipetas semiautomaticas de 1-20ul.

-Puntas estériles desechables de 20ul.

-Placa de microtitulacion con fondo U.

EQUIPO.

-Camara para electroforesis vertical con cubieria GIBCO BRL. modelo 17x16.
-Regulador de poder para cimara de electroforesis de 300 volts GIBCO BRL.

REACTIVOS:

-Aziil de bromofenol

-Marcador de peso molecular de 100 pb GIBCO BRL.

-Buffer 0.5X TBE (5.4 g Tris base, 2.5 g écido borico, 2.0 g EDTA, 1000 ml agua
destilada)

PROCEDIMIENTO:

1.- Electroforesis blanco del gel.

1.1.- Después de que el gel se polimerizd, se adiciond amortiguador 0.5X TBE al rededor
del peine, se quitd cuidadosamente.

1.2.- Se coloco el gel dentro de la cimara de electroforesis vertical adicionédndose
amortiguador 0.5X TBE a la cimara superior. Cuidadosamente se llenarén los pozos
del gel con amortiguador 0.5X TBE usandose una pipeta .
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1.3.- Se llené la camara inferior con amortiguador 0.5X TBE. Se elimino cualquier burbuja
de aire que quedd atrapada entre el fondo y los vidirios que forman el molde y el
amortiguador de la camara inferior.

1.4.- Asegiirese de que la camara de poder este apagada antes de conectarla al aparato.
Conectar los cables de tal manera que el electrodo positivo el cual generalmente es de
color rojo se encuentre en el fondo de la cimara de electroforesis.

1.5.- Se realizé un corrimiento por 20min a 100 volts sin adicionar muestras ni marcadores.
Este tiempo se usd para preparar las muestras.

2.~ Preparacién de las muestra y electroforesis del gel.

2.1.- Se prepararén las muestras mezclando 1pl de amortiguador de carga y 9ul de los
productos de amplificacion.

22.- Se preparé el marcador de peso mezclando 1u! de amortiguador de carga y 9ul det
estandar.

2.3 .- Después de que la fuente de poder fue desconectada, se llenarén cuidadosamente los
pozos con las muestras usando pipetas semisutométicas. Tenga cuidado de no
introducir burbujas dentro del pozo.

2.4.- Se conectd el aparato de electroforesis a la fuente de poder de tal manera que el
electrodo positivo se adapté al citodo ubicado en la parte inferior de la cAmara .Se
encendi6 la fuente de poder a un voltaje constante de 140 volts por 1 hora.

2.5.- Después de que el gel corrid las 3/4 partes se desconecto la fuente de poder y se
removierdn las placa del aparato de electroforesis.

2.6.- Se separaron las placas y se removio el gel.

XID DETERMINACION_ DEL GRUPQO SANGUINEQ CORRESPONDIENTE
ATRAVES DE LOS ALELOS PRESENTES.

MATERIAL,

-Puntas estériles desechables de 20l
-Pipeta semiautomatica de 201

EQUIPO.

-Mezclador con plataforma orbital de 40 a 400 rpm. New Brunswick Scientific.

-Eagle eye still video system, que se integra de cimara de video, lentes zoom, thremat
printer, filtro de interferencia, monitor de video y almacenadora de imagen. Stratagene.
REACTIVOS:

-Bromuro de Etidio 1000X (0.5mg/ml).



PROCEDIMIENTO:

1.~ Introducir el gel en un recipiente de plastico y afiadir agua suficiente para cubrirlo.

2.- Se afiadieron Sul de Bromuro de etidio (0.5pG/ml).

3 .- Se coloco el recipiente en el agitador orbital y se agit6 durante 5 min.

4.- Se retird el recipiente det mezclador agitador, se retiré el bromuro de etidio y se
efectuarén tres lavados con agua..

5.- Se adiciono agua suficiente para cubrir el gel, colocandose el recipiente sobre el agitador
y se agito durante 1 Smin.

6.- Se repitio 3 veces mas del punto 4 al 5.

7.- Después de los lavados el ge! se coloco sobre la lampara de ultravioleta.

8.- Bajo medidas de proteccion de la luz UV, tome fotografias de las bandas que fluorescen.

9.- Se identificardn los alelos presentes.

10.- Se determino €l grupo sanguineo.
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Las pruebas estadisticas que se presentan a continuacion, permiten demostrar la
confiabilidad de una técnica o método.

Los resultados fueron sometidos al analisis estadistico propuesto en el teorema de Bayes.
Matematicamente los términos involucrados en este analisis son interpretadas como sigue:

La sensibilidad es 1a probabilidad de que la prueba resulte positiva cuando realmente se
tiene determinado grupo sanguineo (GS), y se representa:

Como P (+/GS) (probabilidad P, de que la prueba sea positiva +, dado /, que se presenta
determinado grupo sanguineo GS).

5= P (+/GS)
La especificidad es 1a probabilidad de que !a prueba sea negativa cuando realmente no se
tiene determinado grupo sanguineo (GS) y se representa:
Como P (~/NGS) (probabilidad P, de que la prueba sea negativa -; dado /, que no se
presenta determinado grupo sanguineo NSG)

E= P (/NGS)

Para calcular dichas caracteristicas; sensibilidad y especificidad de 1a PCR, se utiliz6 la
tabla de contingencia estadistica para el teorema de Bayes.

DONDE:FeseIMdcmvadﬁammumkcsduﬁmm&mmmum.;
= et ¢l niitnero de casos falsos negativos.d= es ¢l nimero de casos verdaderos negativos.
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En donde la sensibilidad se calcula al dividir el mimero de casos verdaderos positivos entre
el total de personas que presentan el grupo sanguineo esperado.

P(+1GS)= -2
a+c

El valor de la especificidad se calcula al dividir et mimero de casos verdaderos negativos
entre el mimero total de personas que no presentan ese grupo sanguineo esperado.

P(- 1 NGS) = ?5%3

En este caso para obtener tanto la sensibilidad como la especificidad de la técnica de la
Reaccion en cadena de 1a Polimerasa parg la determinacion del grupo sanguineo ABO, se
utiliz6 el tecrema de Bayes en el cual se tiene que:

PGS 14 = PHIGHPGS) _ PIGHPEY)
P(+1GS)P(GS) + P(+/ NGS)P(NGS) P(+)
PGS 1-)= P(- NGS)P(NGS) _ P(-1GHPGS)
P(-1 NGS)P(NGS) + P(- | GHYP(GS) B()

Donde P(GS) es la probabilidad a priori de poseer determinado grupo sanguineo,
es decir, es la probabilidad de que la muestra presente ese grupo sanguineo en una
poblacion en particular, por lo que se tiene:

P(NGS) = 1—-P(GS)
La probabilidad de que la muestra realmente presente determinado grupo sanguineo esta.

dada por los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) los cuales se calcularon
como sigue:
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Finalmente la confiabilidad diagnostica de la PCR en comparacion con la técnica serologica
se calculo con la siguiente formuta.

(a+d)

CD=————
(a+b+c+d)

Finalmente se calculo el poder de discriminacion (PDY) mediante la siguiente formula:
PD=% P}

2 . ; .
Endonde Z Pl = la sumatona de los cuadrados de las frecuencias relativas de los

genotipos diferentes encontrados.
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a)- DE LA DETERMINACION DEL GRUPQ ABO POR LA TECNICA
SEROLOGICA.

Se les determino el grupo sanguineo ABO por la técnica serologica a 210 muestras
biologicas (200 de sangre total, 3 de saliva, 3 de semen, 3 de medula y 2 de piel)
provenientes de personas voluntarias (visitantes de la PGJ) y de aquellas que estuvieran
relacionadas con alguna de las averiguaciones previas y que no compartieran parentesco
familiar, no pudiéndoseles determinar este grupo a 4 de estas muestras (cuadro 1).

CUADRO 1. DETERMINACION SEROLOGICA DEL GRUPO
ABO

17 Sanguineas

8)

A

11 Sanguineas B

28 Sanguineas A

21 Senguineas B
4 Sanguineas A/B

0

A

A

-

_*

=

2 Saliva
] Saliva
3 Semen
1 Medula
1 Medula
2 piel
-*No pudo ser obtenido ¢l fenotipo sanguineo par la técnica seraldgica.

Una vez extraido el material genético, de las 200 muestras sanguineas a 1as cuales se les
determino el grupo sanguineo por serologia solo se eligieron tres muestra una cuyo grupo
sanguineo correspondicra al 0,Ay B.



Se les cuantifico e! ADN por comparacion visual en un gel de agarosa utilizando estandares
de concentracion corocida, la muestra perteneciente al grupo sanguineo O, presento una
concentracién de 4ng/pl, la concentracidn de la segunda muestra correspondiente al grupo
sanguineo B, fue mayor a los 30ng/ul y finalmente la muestra del grupo sanguineo, presento
una concentracion de aproximadamente 4ng/ul (figura 15).

12 34 5 67 8 910

Figura 15.- Cusntificacién del ADN obtenido por In extracdén no orginica (Lifecode).de Ias tres
muestras sanguineas elegidas. Del carril | &l 7 se observa ¢l corrimiento de los controles de ADN de
concentracién conocida que van de 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30ng/pl respectivamente. En el camil 8 se
muestra e! corrimiento de la muestra correspondiente al grupo sanguineo O/0. Ex el carril @ se observa ¢l
corrimiento de 1a mucstra correspondiente al grupo sanguineo B/O, y por ultimo el carril 10 muestra la
concentracion de 1a muestra correspondiente al grupo A/O. Las muestras fueron corridas utilizando 7jt
tanto de 1a muestra como de los controfes ¢on 1 de amortiguador de carga y fucron corridos a 90 volis
por 30 mimtos.

Determinacién de la concentracion optima de cada une de los componentes de 1a
mezcla de reaccién para la PCR.

La tres muestras elegidas (A; B Y 0), fueron amplificadas usando el protocolo descrito por
Office Crime Laboratory ;. Para todas las amplificaciones se partio de una concentracién
de 2ng de ADN en un volumen final de 60ul, y todas las muestras fueron amplificadas como
sigue:

PRECALENTAMIENTO 32 CICLOS TEMPERATURA FINAL
94°C 94°C 60°C 72°C 72°C
30scgundos 59 segundos | 69 segundos | 48 segundos 10 minutos

Se procedi6 variando los siguientes parimetros, primeramente fue la concentracién de la
enzima Taq polimerasa, usando 2,2.5 y 3U (figura 16). Donde tanto para el diplex 1 como
para el duplex 2 la concentracion de 2.5U de enzima optimizarén la reaccion.

Utilizando 2.5U de enzima se evaluaron las concentraciones de 1, 1.5 y 2mM de cloruro de
magnesio, en ambos diplex. La concentracién que otimizo la reaccion para los dos duplex
fue de 1.5mM de cloruro de magnesio (figura 17).
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Usando 2.5U de Taq polimerasa y 1.5mM de cloruro de magnesio se determino que con la
concentracién de 150pM dNTPs no se obtiene la amplificacién deseada, mientras que tanto
con 200uM come con 250 pM si se obtiene el producto de PCR en ambos diplex, por lo
que se eligié como concentracion optima de este componente 1a de 200uM en los 60p! de
reaccién para minimizar errores de incorporacién.. (figura 18).

Utilizando la concentracidn optima de Taq polimerasa, Cloruro de Magnesio y dNTPs se
determino que el mimero de ciclos optimos para ambos diplex , es de 32 ciclos, ya que con
30 ciclos no se obtienen productos de PCR, lo que si ocurre cuando se utilizan 34 ciclos de
reaccion peor sin sumentar la concentracién de los productos obtenidos con 32
ciclos..(figura 19).
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FIGURA 16.- Efecto de Ia concentracitn de Taq polimerssa en la syoplificacién del locus AaBb. Los
productes de amplificacién (10l ) se comieron electroforeticamente en gel de poliacrilamida a 140 volts
por 45 min. En los carriles 1, 12 y 23 se observa ¢ comrimicnto del marcador de peso molécula de 100pb.
En los carriles 2 y 3 se percibe el corrimiento de los blancos de reaccion correspondientes at Daplex 1 y 2
fespectivamente. Del carril 4 al % se muestra el corrimiento de las muestras (A/D, B/O Y O/0)
amplificadss utilizAndose 2U de enzima Del carnl 10 2l 16 se visualiza el comrimiento de las
amplificaciones con 2.5U . y finalmente en los carriles 17 al 22 sc presenta &l corrimiento de los
productos de PCR en los que se utilizé 3U de enzima,
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FIGURA 17.- Efecto de Ia concetitracién de cloruro de magnesio en la amplificacibn del locus AaBb.
En los carriles 1, 12 y 23 se cbserva ¢l comimicnto del marcador de peso molécula de 100pb. En los
mrﬂaZyBszmuﬁmelwmmicnmdclmblmmsdcreamiOnmdDﬁplﬂxlyZIHpecﬁvmte.
Del camil 4 al % se visualiza ¢ corrimiento de las muestras (A/O, B/O Y O/O) amplificadas utilizAndose
tmM de cloquro de magnesio. Del carril 10 al 16 sc observa el comimisnto de las emplificaciones con
1.5mM de clonuro de magnesio y por ultimo en los carriles del 17 a1 22 se presenta el comimiento de las
amplificaciones en las que se utilizé 2mM de cloruro.
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FIGURA 18.- Efecto de Ia concentracién de ANTPs en la amplificacién del locus AaBb. En los
carriles 1, 12y 23 se observa ¢l comrimiento del marcador de peso molécula de 100pb. En los carriles 2 y
3 9¢ muestra ¢l corrimiento de los biancos de reaccion para el Diplex 1 y 2 respectivamente. Del camil 4
al 9 se presenta el corrimiento de las muestras (A0, B/O Y O/O) amplificadas utilizdndose 150uM de
ANTPs. Del carril 10 al 16 s¢ observa €] comrimiento de las amplificaciones con 200uM de dNTPs y por
ultimo en los carsiles del 17 11 22 se percibe ¢} corrimiento de las muestras amplificadas en 1as que se
utilizé 250pM de ANTPs.
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FIGURA 19.- Optimizacién del niimero de ciclos para la amplificacién del locus AaBb. Los camiles
1, 12 y 23 muestran el corrimiento del marcador de peso melécula de 100pb. En los carriles 2 ¥ 3 se
observa el corrimiento de los blancos de reaccién para el Diiplex 1 y 2 respectivamente, Del camil 4 al 9
3¢ presenta el corrimiento de las muestras (A/Q, B/Q Y O/0) amplificadas con 30 ciclos, del carril 10 al
16 sz observa el corrimiento de las amplificaciones con 32 cicles ¥ por Witimo ¢n los carriles del 17 11 22
¢ percibe ¢! corrimiento de las muestras amplificadas en las que se utilizaron 34 ciclos. -

Las concentraciones de cada uno de los componentes de la reaccion en cadena de la
polimerasa que permitieron su optimizacion, para la determinacion del locus AaBb en los
dos Duiplex utilizados se presentan resumidas en el cuadro 2

CONCENTRACION:| CONCENTRACION
- ENLA CUDE LA i
REACCION. | ' SOLUCION
o i STOCK
17.12 pM 80000 pM
17,9 pM 80000 pM
26.25 pM 100000 pM
25,56 pM 100000 pM
50mM 10X
25U St
Mg Cl; Mg Cl; L5 1.5 mM 50 mM
dNTP dNTP 2.5 4 mM 200 pM
(NH.),50, (NH,),50, 5.0 30 mM 150 mM
BSA BSA 7.0 8 pg 1.1 mg/ml

Cada mmestra tiene dos productos de amplificacién, una formada por el Diplex 1 y otra ¢l Déplex 2. Los oligos 5°Op,
3°0p, 5’Bp y 3’'Bp son utilizados en Ia amplificacién del Diplex 1 mientras que los oligos 5°A/Op, 3'A/Op, S°A/Bp vy

3'A/Bp lo 0 para €l Diplex 2.
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Sensibilidad.

Con las condiciones optimas determinadas para llevar a cabo la PCR se evalio la
concentracion minima y mixima de ADN que podria ser amplificada para un volumen final
de 60pl de reaccidn. Por lo que de las tres muestras antes elegidas solo se utilizo la
correspondiente al grupo O (figura 20)

FIGURA 20.- Cantidad de ADN quc pode scr amplificada por Ia técnica PCR. En los
carriles 2 y 3 s¢ observa el corrimiento de las muestras ( 0/0) amplificadas con Ing de ADN
comrespondientes al diplex 1y 2 respectivamente. Los carriles 4 y 5 se presenta ¢l corrimiento
de las muestras ( O/O) amplificadas con 2ng de ADN. En los carriles 6 ¥ 7 se observa el
corrimicntio de las amplificacioncs con 6ng de ADN. Los carriles 8 y 9 mucstran ¢l comrimiento
de las amplificaciones con 10ng de ADN Los carriles 11 y 12 presentan ¢l corrimients de las
amplificaciones con 14ng de ADN. En los carriles 13 y 14 s visualiza el comrimients de las
amplificaciones con 18ng de ADN. En los camiles 15y 16 se observa el comrimiento de las
amplificaciones con 22ng d= ADN. LOS carriles 17 y 18 muestran ¢l corrimicnto de las
smplificaciones con 25ng de ADN En los carriles 19 y 20 se pressata ¢] corrimiento de las
amplificaciones con 26ng de ADN En los carriles 21 y 22 se presenia el corrimiento de los
blancos de reaccién correspondientes al duplex 1 y 2 respectivamente. y finalmente en los
carriles 1, 12 y 23 sc muestra el comimiento de los marcadores de peso molecular 100ph.




b!;- CONFIABILIDAD DE IA_TECNICA PCR_EN_COMPARACION CON 1A
CNICA SEROLOGICA PARA LA DETERMINACION DE GRUPO SANGUINEQ
DEL SISTEMA ABQ.

Amplificacién de los genotipos sanguineos ABO.

La técnica de PCR permiti¢ identificar clararnente los diferentes genotipos (A/A, B/B, 0/0,

A/O, B/O y A/B), del sistema sanguineo ABO mediante 1a visualizacion € interpretacion de
las bandas caracteristicas de cada uno de estos genotipos (figura 21).
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FIGURA 21.- Corrimieato de los genotipos ABQ. En ¢l duplex 1 ¢l alelo 0 en la
electroforesis s¢ determina a la altura de 100pb. El alelo B se manifiesta por la presencia de
una banda de¢ 147pb. En el duplex 2 los alelos A o O se presenian a [a aliura de 147pb.
Mientras que los alelos A o B s manifiestan a la altura de 210pb. En el carril 1,8 y 15 s¢
presenta ¢l corrimiento del marcador de peso molecular de 100pb utilizado para la
interpretacién de los genotipos. En los carril 2 y 3 se distingue ¢l genotipo 0/0, en los carril
4 y 5 s¢c percibe ¢l genotipo A/A, en los carmiles 6 y 7 se muestra ¢l genotipo B/B, en los
carriles 9 y 10 se observa ¢l genotipo B/O, en los carriles 11y 12 se advierte el genotipo A/Q
finalmente en los carriles 13 y 14 se visualiza ¢ genotipo A/B/,
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Asi .mientras que solo a 206 muestras se les determino el grupo sanguineo ABO por medio
de la técnica serologica (fenotipo), la técnica de PCR permitid determinar el grupo
sanguineo (genotipo) a las 210 muestras analizadas. (cuadro 2).

CUADRO 2,
 NOMERO DE MUESTRAS | R
: S o ) PCR:
119 Sanguineas 0 0/0
17 Sanguineas A A/A
11 Sanguineas B B/B
28 Sanguineas A A/O
21 Sanguineas B B/O
4 Sanguineas AB A/B
2 Saliva 0 0/0
1 Saliva A AQ
3 Semen A A/O
1 Medula -* B/O
1Medula -* A/B
2 piel -+ 0/0

-* A estas cuatro muestras no s¢ les pudo determinar el fenotipo por 1a técnica seroldgica.

La técnica serolégica reporté que de las 210 muestras analizadas 121 presentaron el
fenotipo sanguineo O y 2 fenotipos sanguineos © no pudieron ser determinados por esta
técnica. De igual forma para el grupo sanguineo se determinaron 4 muestras con fenotipos
sanguineos A/B y | fenotipo A/B no pudo ser determinado por esta técnica.

Estos resultados fueron asignados con un 100% de sensibilidad y especificidad debido a que
en este caso esta técnica seria utilizada como referencia para evaluar la confiabilidad de 1a
técnica de PCR para la determinacion de grupo sanguineo del sistema ABO.
Con base en el disefio estadistico aplicado se tiene que:
8= P (+/GS)™= 121/122= 0.991
E= P (/NGS)= 87/88=0.98
Es decir que la técnica de PCR tiene la capacidad de determinar el grupo sanguineo de una

determinada muestra biolégica con una sensibilidad (S) del 0.991 y una especificidad (E) del
0.98,

7




Asi tambien sg tiene que:

VPP=121/123=0.998
VPN= 86/87= 0.988
Ei valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, es decir la probabilidad de que 1a

muestra realmente presente determinado grupo sanguineo o no lo presente fue del 0.99.8 y
0.988 respectivamente (cuadro 3).

] CUADRO 3
METODO PRUEBAS ESTADISTICAS.
SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | VPP | VPN | CONFIABILIDAD
DE LA TECNICA
TECNICA 98 97 98 | 98 98%
SEROLOGICA :
TECNICA 99 98 99 { 98 99.8%
PCR

Donde VPP Y VPN soun el valor predictiva positivo y el valor predictivo negativo respectivamente,

ch-FRECUENCIA DE 1L0OS GENOTIPOS SANGUINEQOS ABQ DETERMINADAS
POR LA PCR

En el estudio realizado se pudieron determinar los diferentes genotipos para el sistema
sanguineo ABO de manera directa de las muestras bioldgicas tales como tejidos, saliva,
semen, hueso etc.

El genotipo homicigoto con mayo frecuencia fue el O/Q, representando el 58.57% de las
muestras analizadas, es decir que de las 200 solo 123 correspondieron a este grupo {119 de
muestras sanguineas, 2 de saliva y 2 de tejido).

En segundo termino se presento el genotipo heterocigoto A/O, representando el 15.23% de
las muestras analizadas, solo 32 correspondieron a este grupo (28 de sangre, 1 de saliva y 3
de semen).




El genotipo heterocigoto B/O se presento en un 10.47% en muestras, con 22 muestras de
este grupo (21 de sangre y 1 de tejido).

El genotipo homocigoto A/A, se presento con una frecuencia del 8.1% en el total de las
muestras, solo 17 correspondieron a este grupo (17 de sangre).

El genotipo homocigoto B/B se presentd con una frecuencia del 5.23% del total de las
muestras estudiadas, solo 11 fueron de este grupo (las 11 de sangre)

El genotipo heterocigoto A/B con una frecuencia del 2.38%, del total de las muestras
analizadas § presentaron este grupo {4 de sangre y 1 de tejido) cuadro 4 y grafica 1.

Con estas frecuencia el poder de discriminacién, es decir la probabilidad de que dos
individuos tomados al azar puedan poseer genotipos diferentes para el locus ABO, fue de
0.62.
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CUADRO 4.

FRECUENCIAS GEN

OTIPICAS DEL LOCUS ABO EN 210 INDIVIDUOS

123

58.571

H
0
M
0
C
Y A/A 17 8.100
G
0
T
0 B/B 11 5.238
S
H
E A/O 32 15.238
T
E
R
0
C B/O 22 10.476
1
G
o
T
0 AB 5 2.38
S
TOTAL 210 100
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Con base en los resultados obtenidos, 1a técnica de PCR para la determinacién del locus
ABO puede ser aplicada a todos los ADNs aislados de diferentes muestras biolégicas, que s¢
trabaje en el laboratorio de genética forense de la PGIDF, asiendo hincapié en muestras de
sangre, tejido muscular y 6seo, salivase y semen, que fueron las que se trabajaron.

Para lo cual fue necesario optimizar las condiciones de reaccidn para la amplificacion de las
muestras en estudio, tanto para el diplex 1 que es especifico para el alelo O y B, como para
el diplex 2 especifico para los tres alelos A; B y O puesto que ambos son indispensables
para la de terminacion de un genotipo cualquiera.

Se eligieron tres muestras sanguineas cuyos grupos sanguineos correspondian A/O, B/O y
0/0, con la finalidad de comprobar si las condiciones de reaccion analizadas tenian el mismo
efecto (rendimiento) para los diferentes genotipos sanguineos en estudio.

Para realizar la electroforesis se decidio utilizar el gel de poliacrilamida debido a que permite
resolver claramente las bandas de amplificacién del locus ABQ, siendo factible diferenciar
los polimorfismos de esta region, cosa que no sucede con ¢! gel de agarosa en donde no es
posible observar la diferencia que existe entre cada una de las bandas obtenidas para cada
genotipo.

~ Con el fin de determinar los genotipos de cada muestra, se utilizé un marcador de peso
molecular “Ladder de 100pb™ el cual presenta 15 bandas que van de 100 en 100pb hasta
2,072pb. Se eligi6 este marcador debido a que permite diferenciar claramente los productos
de amplificacion; asi por ejemplo el alele O en la electroforesis se determina a la altura de
100pb, el alelo B se manifiesta por la presencia de una banda de 147pb o de 216pb, segin el
duplex utilizado y el alelo A se presenta a la altura de 216pb. El amortiguador de carga
utilizado fue el azul de bromofenol ya que no coincide electroforeticamente con los
fragmentos ABO-amplificados.

Para estandarizar [a técnica de reaccitn en cadena de la polimerasa, primeramente se vario la
concentracidn de la Taq polimerasa, de una concentracién de 2 U hasta 3 U, observandose
que cuando la concentracion fue de 2 U/60ul no hube producto de amplificacion, esto se
presento debido a que esta concentracién no fue suficiente para unir los ANTPs al cebador y
cOmo consecuencia se evito la formacion y polimerizacion de nuevas cadenas de ADN.
Mientras que cundo la concentracién de Taq polimerasa fue de 3 U/60p, si hubo productos
de amplificacion, pero se observaron una serie de bandas de naturaleza inespecifica, quizd
debido a que la enzima incorporo los dNTPs de manera erronea favoreciendo las extensiones
o polimerizaciones equivocadas entre los cebadores. Por lo que la concentracion que
permitié resolver claramente las bandas correspondientes a cada alelo del sistema sanguineo
ABO fue de 2.5 U/60pI (ver figura 16).
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En cuanto a la concentracion de cloruro de magnesio, cuando esta fue de 1mM/60pl el
rendimiento de los productos obtenidos fue muy bajo posiblemente porque la cantidad de
magnesio libre disponible para la enzima no fue suficiente para que esta presentara su
méxima actividad, ya que aparentemente los dNTPs determinan la cantidad de magnesio
libre puesto que estos se unen en forma cuantitativa al ion Mg, por lo que la concentracion
de este ion debe ser mayor a la de los dNTPs. Cuando la concentracion de clorure de
magnesio fue de 2mM/60ul los productos cobtenidos presentaron bandas inespecificas
posiblemente producto de los errores de incorporacion de los dNTPs al cebador. Asi la
concentracidn optima de cloruro para identificar claramente cada uno de los alelos presentes
en el sistema sanguineo ABO es de 1.5mM/60pI (ver figura 17) .

Otro componente de la reaccioén que se evahio fue la concentracién de dNTPs cuando esta
concentracion fue de 150mM/60pd 1a amplificacién no tuvo lugar posiblemente porque esta
cantidad no era suficiente para extender los cebadores y dar el producto deseado. Cuando la
concentracion de dNTPs se encontrd en 250mM/60u! el rendimiento de los productos
amphﬁcados fue similar al rendimiento obtenido con 200mM/60ul, por lo que para
minimizar errores de unién del cebador y reducir la posibilidad de extender los nucleGtidos
mal ncorporados se decidio elegir como concentracion optima para la PCR de 200mM/60ul
(ver figora 18) .

La concentracion de la albumina sérica bovina.y sulfato de amonio que permitié resolver
claramente las bandas que corresponden a cada uno de los alelo que conforman el sistema
sanguineo ABO fueron 8ug/60p y 30mM/60p respectivamente.

Finalmente un parémetro importante para obtener resultados optimos de amphﬁcamén esel
niimero de ciclos, cada ciclo formado por las siguientes temperaturas.,

PRECALENTAMIENTO 32 CICLOS TEMPERATURA FINAL
94°C 94°C 60°C 72°C 72°C
3(scgundos 59 segundos 69 48 10 minutos
segundos | segundos

Priemramente las mezclas de reaccion fueron sometidas a 30 ciclos de reaccién, no se dic la
amplificacién, posiblemente porque no fueron suficientes para completar los productos
deseados apartir de la concentracién de ADN muestra adicionado a la mezcla de reaccion.
Por el contrario cuando el nimero de ciclos fue de 34 el rendimiento de los productos
obtenidos fue similar al rendimiento obtenido con 32 ciclos posiblemente porque con este
nimero de ciclos la RCP ya se encuentra en ¢ efecto “plateau”, por lo que el nimero de
ciclos elegidos como optimas para esta reaccion fue de 32, puesto que aunque el nimero de
ciclos sea aumnentado el rendimiento seré e! mismo y de esta manera se asegura también la
especificidad de la reaccién ya que un niimero muy alto de ciclos podria aumenta la cantidad
y complejidad de preductos inespecificos de fondo [ (ver figura 19).
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Usandose las condiciones optimas para la amplificacion de locus ABOQ por PCR se
determiné la sensibilidad de la técnica, es decir la cantidad de ADN que podia ser
amplificada por esta. Para lo cual se decidi6 utifizar una muestra cuyo grupo sanguineo fue
O, puesto que de esta manera también se evaluaria la especificidad de la PCR.
Encontrandose que cuando la cantidad de ADN es de 1ng no se obtiene ningiin producto,
debido a que esta cantidad es insuficiente para que se puedan formar los productos deseados
apartir de cada uno de los componentes de las mezclas de reaccion. Mientras que cuando la
concentracion de ADN de la muestra es aumentada en un rango de 2ng hasta 25ng el
rendimiento del producto obtenido aumenta también gradualmente con la concentracién del
ADN, este comportamiento se observo tanto en el diplex 1 como en €l diplex 2. Cuando la
congcentracion de AND. fiue mayor a los 25ng la amplificacion fue inhibida, posiblemente
porque la cantidad de cebadores, INTPS, enzima y magnesio no fue suficiente para formar
las copias de la region deseada apartir de una cantidad tan grande de ADN muestra (ver figura
20) .

Optimizar las condiciones de reaccién, asi como determinar la sensibilidad de la PCR fueron

los puntos esenciales para poder distinguir los diferentes genotipos reportados para el

gistema sanguineo ABQ. Asi de las 49 muestras cuyo grupo sanguineo determinado

serologicamente fue A, solo 17 muestras presentaron el genotipo A/A, dando como

producto de amplificacion en el diiplex 2 un fragmento de 147pb y otro de 216pb, debido a
que el daplex 1 es especifico para el alelo O y B.

Mientras que de las 33 muestras con fenotipo B obtenido por aerologia solo 11 muestras
presentaron el genotipo B/B, donde se obtuvieron dos producto de amplificacion uno para
cada diaplex, un fragmento de 147pb y otro de 216pb. respectivamente.

Para el grupo sanguineo O a 121 muestras se les determind este grupo mediante la técnica
serolégica, mientras que a dos muestras fire imposible determinarles su grupo sanguineo por
esta técnica, sin embargo con la utilizacién de la PCR se determinaron 123 muestras con
genotipo O/0, las cuales fueron identificadas al obtenerse producto en ambos diplex un
fragmento de 100pb correspondiente al daplex 1y otro fragmento de 147pb correspondiente
al diplex 2.

De las 33 muestras cuyo fenotipo obtenido de manera serolégica fue B Unicamente 22
presentaron el genotipo B/O, manifestindose por la amplificacion en ambos diplex un
fragmento de 100pb y otro de 147 para el diplex 1 mientras que para el diplex 2 los
fragmentos obtenidos son de 147pb y 216pb.

Otro genotipo identificado fue el A/O en 32 muestras de las 49 que presentaron fenotipo A
por la técnica serologica. En la PCR este genotipo se manifestd por la amplificacion en el
duplex 1 de un fragmento de 100pb y dos fragmentos uno de 147pb y otro de 216pb en el
duplex 2.
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Finalmente 4 muestras a las que se les determino el grupo sanguineo por aerologia
presentaron el fenotipo A/B siendo imposible determinarle el grupo a una muestra por esta
técnica . Sin encambio por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa se determinaron
5 muestras con genotipo A/B, el cual se manifiesta por la amplificacién em ambos diplex en
¢l primero se obtiene un fragmento de 147pb, en el segundo se obtienen dos fragmentos uno
de 147pb y otro de 216pb.

Manifestandose claramente que cuando la muestra presente un genotipo homocigoto sélo se
observaran en el gel de electorforesis dos bandas como productos de amplificacion, mientras
que si la muestra presenta genotipo hetorocigoto se observaran de tres 2 4 bandas como
resultado de la amplificacién por PCR, esto es por que cada alelo esta representado por dos
bandas (ver figura 21).

De acuerdo a los resultados genéticos de grupo sanguineo que se¢ determinaron por medio
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa,

La técnica de PCR se propone como una alternativa a la clasica tipificacion serologica del -

grupo sanguineo ABO en muestras de tipo forense debido a que de las 210 muestras
procesadas Gnicamente a 206 se les pudo determino el grupo sanguinec de manera
sercldgica como se observa en el cuadro 2.

Para determinar la sensibilidad y especificidad de Ia técnica PCR, se utilizo la técnica
serologica como referencia por ser la de mayor uso en ¢l érea forense, para lo cual se
eligieron las muestras cuyos grupos sanguineos fueron AB y O, envirtud de que el genotipo
ser el mismo, ya que los alelos A y B son codominantes y siempre se manifestaran
fenotipicamente cuando ambos esten presentes, mientras que ¢l fenotipo O solo se
manifestara cuando el alelo este en su forma homocigota por ser recesivo.

Asi la sensibilidad (99.8) y especificidad (98.8%) obtenidas para la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa para la determinacitn de! grupo sanguineo del sistema ABO en muestras de tipo
forense fueron mayores a las establecidas para la técnica serologica, debido a que esta
técnica no permite determinar el grupo sanguineo ABO en muestras tales como tejidos,
médula hueso, donde solo puede hacerse atravéz del material genético (ADN) cuadro 3.

Como se observa con los resultados obtenidos existe una considerable ventaja al aplicar la
metodologia para determinar el grupo sanguineo del sistema ABO sobre la técnica rutinaria
serologica. Por medio de la técnica PCR se logra determinar los dos alelos que presenta la
persona ademis de que se logra obtener este grupo en cualquier tipo de muestra biologica,
permitiendo determinar la frecuencia de los genotipos ABO como sigue:
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GENOTIPO FRECUECNCIA
0/0 58.57
A/O 15.23
B/O 10.47
A/A 8.10
B/B 5.23
AB 2.38

El poder de discriminacién cuyo valor fue de 0.62 indica que el poder de individualizacion
no es muy grande por lo tanto una proporcion sonsiderable de la poblacion puede ser
excluida, por loque determinar el grupo senguineo de manera genetica es una herramienta
ati! para el trabajo forense siempre y cuando se complete con el empleo del estudic de otros

genes.
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El sistema sanguineo ABO ha tenido y tiene aplicacién en el campo de la
identificacion, pues si bien es cierto que no permite un diagnostico individual afirmativo no
es menos cieito, que atravez de los grupos sanguineos ABO, es posible eliminar a
determinadas personas involucradas en ilicitos penales o atribuirles cierto parentesco.

Considerando los problemas a los que se enfrenta el 4rea forense para poder
determinar el grupo sanguineo ABO de las muestras sanguineas involucradas en un hecho
delictivo, toda vez que entre los indicios que frecuentemente se producen durante la
comision de diversos delitos { robo, aviolacion asesinato etc.), las manchas de sangre ocupan
un lugar predominante sin embargo en la mayoria de estos sélo se cuenta con cantidades
sumamente pequefias y de muy mala calidad que hacen imposible el estudio serolégico,
impidiendo con ello apartar datos importantes para el esclarecimiento de las investigaciones
realizadas.

Se propone la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa como alternativa de
tipificacion del grupo sanguineo del sistema ABO para determinar de manera ripida, sensible
y cenfiable el grupo sanguineo del sistema ABO, apartir de pequefias cantidades de muestra
sanguinea, asi como de cualquier tipo de muestra bioldgica involucrada.

Por lo antes expuesto se estandarizo 1a técnica de PCR para la determinzacion del locus
ABO, para poder ser implementada como prueba de rutina en e} laboratorio de genética
forense de la PGIDF, estableciéndose les siguientes conclusiones puntuales.

La concentracion optima de Taq polimerasa para la amplificacién fue de 2.5U ya que
si esta se encuentra por abajo no se obtienen los productos de amplificacién mientras que si
esta por arriba s acumulan los productos inespecificos.

La concentracién optima de cloruro de magnesio para la amplificacion fue de 1.5mM,
si esta es menor el rendimiento de los productos amplificados es muy bajo, mientras que si
la concentracion de. cloruros es mayor se obtienen productos inespecificos.

La concentracién de ANTPS que optimiza la reaccion fue de 200uM, puésto que a
menor concentracion la amplificacion no tiene lugar, mientras que por arriba de esta
concentracion el rendimiento de los productos obtemdos es igual al obtenido con los
200uM.
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El nimero de ciclos optimos para obtener los productos deseados fue de 32 ya que
por abajo de este nimero de ciclos la amplificacion no tiene lugar mientras que por arriba
de este numero ¢! rendimiento de fos productos obtenidos es igual al que se obtiene con 32
ciclos.

La cantidad minima de ADN que se requiere para obtener resultados confiables fue de
2ng por muestra en un volumen final de 60pl, fo que la hace sumamente 1til para la
tipificaciéon de muestras forenses donde frecuentemente la cantidad de material encontrado
como evidencia disponible para el anslisis es muy pequefia e irremplazable.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa permitié la tipificacion de todos los
genotipos posibles del sistema sanguineo ABOQ. entre los que se incluyen A/A, B/B, 0/0,
A/O, B/O, y A/B, apartir de cualquier tipo de muestra biolégica.

La técnica de PCR para la determinacién del grupo sanguineo del sistema ABO brindo
una confiabilidad (99.8%) mayor que la de la técnica serologica (98%), es relativamente
rapida y permitio tipificar el grupo sanguineo en muestras tales como tejido, medula etc., lo
cual no es posible realizarlo con la técnica de serologica.

Las frecuencias alélicas encontradas en la poblacion analizada con Ia utilizacion de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa no se vieron modificadas a las obtenidas por la técnica
serologica.

El poder de discriminacion para grupo sanguinec ABQ, obtenido por PCR fue mayor
al establecido para la tipificacion de grupo sanguineo por la técnica serologica

Para los propositos Criminalisticos, el tipo y naturaleza de las muestras juegan un
papel trascendental, ya que estas se pueden encontrar en buen estado o parcialmente en
descompaosicion, por lo que con la técnica de Reaccion en Cadena de Iz Polimerasa se
trabajo con muestras que contaban con antigiiedad que de manera serolégica no se les puede
determinar el grupo sanguineo ABO, trabajindose también con muestras tales como tejido,
hueso, muestras que con frecuencia se les tiene que determinar ¢l grupo sanguineo como
otro marcador que permita la clara identificacion de un individuo dado, y como reporta con
la PCR si se logro determinar el grupo sanguineo de cualquier tipo de muestra biologica de
origen humane, por tal razoén es recomendable aplicar esta técnica en dreas criminalisticas
donde se requiere los dados de grupo sanguineo ABO, que aunados a otros genotipos de
diferentes genes,, se presenta conformando un buen sistema de identificacton.
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Por lo que la utilidad de esta prueba se vera reflejada en el andlisis criminalistico del
sistema de identificacion por ADN logrando que la imparticion de justicia se profesionalice,
y garantice la obtencion de resultados confiables que en beneficio de la sociedad se
traduzcan desde reintegrar a un menor a sus padres en caso de robo de infante, entregar €l
cadiver irreconocible de un ser querido (padre, madre, hijo) a sus familiares, concluir la
presencia de un sospechoso en el lugar de los hechos y su participacion en el hecho delictivo
o retirar de las calles a un violador, entre otros.

Lz tipificacion del ADN con propdsitos de identificacion legal y forense, requiere
indiscutiblemente de profesionales como quimicos, bidlogos etc., conscientes del valor de la
ética profesional y moral par poder servir a la sociedad de la que forman parte.

83



1.- Rolfs A.; Schuller Y., Finckh U. PCR Clinical diagnostics and research. New York:
Springer-Verlag, 1992: 1-28.

2 - Stryer L.. Bioquimica: 3a ed. Espaiia: Reverté. 1990: 71-83, 117-141, 671-692..
* 3.- Sittman D. Recambinant DNA in biochemistry. Harwald Publishing. 1994: 231-249.
4.- Lehninger A L. Bioquimica. 2a ed. New York; Worth Publisher Inc. 1975: 891-908.

5.- Damell 1,; Lodish H.; y Baltimore D. DNA Replication, Repair and Recombination In
Molecular Cell Biology. 4a ed. Scienttific American Books, 1990: 447-467.

6.- Alberts B.; BrayD,; Lewis J.; Raff M.; Roberts K.; Watson JD. Molecular Biology of the
Cell. 2a ed. Garland Publishing Inc. 1989: 269-270.

7.- Watson J D.; Hopkins N H. Molecular Biology of de Genes. 4a de. Benjamin Cummings
Publishing Co. 1987: 282-310.

8.- Delpch M. PCR Un nuevo Instrumento para el Diagnostico Médico. Mundo Cientifico.
1993: 13; 174-180. ’

9.- Mullis K B. The Unusual Origin of the Polymerase Chain Reaction Scientific American.
1990: Abril.; 56-65.

10.- Ronert P_; Wagner M;. Marjorie P. M Monroe W. Chromosomes a Synthesis. U.S.A:
Wiley -Liss. 1993; 414-418,

11.-Pellon R J. La Ingenieria Genética y sus Aplicaciones. Espafia: Acribia. 1995: 13-16,

12.- Reynolds R ; Sensabaugh G.; Blake E. Analisis of Genetic Markers in Forensic DNA
Samples using the Polymerase Chain Reaction. Analytical Chemistry. 1991: 63, 2-15,

13.- Chakraborty R_; Kidd K. The utility of DNA Typing in Forensic Work. Science 1991:
: 254; 1735-1739.

14.- Robertson; Ross A_; Bugoyne |. DNA in Forensic Science Techniques and Aplication.
Ellis Hood imited, 1990.



15.- Frégeau C.J. y Fourney R M. DNA Typing with Flourescentrly Tagged Short Tandem
Repeats: A Sensitive and Accurate Aprroach to Human Identification. Biotechniques;
1993: 1; 100 119.

16.- Von Beroldingen C H:; Blake E T. Aplication of PCR to the Analysis of Biological
Evidence in PCR Protocols. A Guide to Methods and Application. Academic Press
Inc. 1990: 209-223.

17.- Perkon Elmer. HLA DQalfa PCR-Based System Validated for Forensic Casework.
Amplifications. A Forum for PCR User s Issue. 1993: 11; 14-15.

18.- Higuchi R ; von Berlildingen ¢ H. DNA Typing from Single Hairs Nature. 1988: 332::
543-546.

19.- Perkin Elmer. New AmpliFLP D1880 DNA Typing for Forensic Analysis and Bone
Marrow Typing Research Amplifications. A Forum for PCR Users. Issue. 1993: 11; 15.

20.- Holland M M.; Fisher D Y. Short Tandem Repear loci; Application to Forensic and
Human Remains Identification, EXS Suiza. 1993: 67; 267-274.

21.- Know S.; Sninsky J J. In PCR Technology: Principles and aplications for DNA
Amplification. New York: Stockton Press: 1989: 62: 235-244.

22.- Syviinen A C:, Sajantila A. Forensic DNA Typing by the Solid Phase Minisequensing
Method EXS Suiza. 1993: 67; 275-280.

23 - Harmening D. Modern Blood Banking and Transfusion Practices, 2a de. Philadelfhia:
F. A Davis Company. 1989; 78-83.

24.-Turgeon M L. fundamentals of Inmunohematology. Philadelpjia: Lea & Febiger. 1989;
95-125.

25.- Stites p D.; Terr I A. Inmunologia Basica y Clinica. México d. F.: El manual modemno
1993,

26.-Erskine, W W.;Socha. Principales and Practice of Blood Grouping. 2a de. E. U. A.:
The C. U. Mosby Company 1988: 55-90.

27.- Hakomori S. Blood Grups ABH and of human erythrocyte. Chemistry, Polimorphism
and their developmental change. Senun Hematol. 1991: 39 18-20.

28.- Watkins W.M. Biochemistry and genetics of the ABO, Lewis and B blood group
systems, in advances in human genetics. Plenun press 1980: 52; 25-30



29.- Yamamoto F H ;Clausen T.; White J.; Markin and Hakamori S. Molecular Genetic
Basic of the Histo Blood Group ABO System. Batue 1990: 345; 229-233.

30.- Fukumori Y.; Ohnoki S.; Shibata H.; Nishimuka H. Suballeles of the ABO Blood
Group System in a Jaoanese Population. Human Heredity 1996: 46; 85-91.

31.- Kushi Y.; Tsunoda A; Komatsuzaki A; Watanabe K.; Kasama T.; Handa S.
Caracterization of Blood Grup ABO Active Glycosphingolipids in type AB human
erythocytes.Eur J Biochem. 1995: 3; 862-867.

32.-Herin J. A Simplification Procedure for Two Regions of the Glycosyl Transferase
(ABO Blood Group) gene. Journal of Forensic Science. 1996: 41; 138-141.

33.-Racer R R.; Sanger Ruth. los Grupos Sanguineos Humanos. 2a ed. México: La Prensa
Médica. 1975 8-17.

34.-Levine L.; and Lawrence K. reliability Versus validity if Test Used in Genetic
Identification. New York: Social Biology. 1995 42; 274-275.

35.- Watkins W.M. Biochemistry and genetics of the ABO, Lewis and B blood group
systems, in advances in human genetics. Plenun press 1981: 60; 15-20

36.- Kopec M.; Donantewska The Distribution of the human Blood Group adn other
polimorphisms. 2a ed. E. A. U.: Oxford 1989: 271-275.

37.-Erskine A. G.; Sicha W W. The Principles and Practice of Blood Grouping. ea ed.
The C. V. Mosby company E.U.A. 1992: §2-91.

38.- Aguilar M R. Inmunohematologla Aplicada al Banco de Sangre.2a ed. Socwdad de
Mexicana de Hematologia. 1989: 58-69.

39.- Gell P. G. H; Sacha W W.; Lachmann P J. Clinica Inmunoldgica . 2a ed. México:
Salvat. 1990: 132-243.

40.- Franco A. M. Hematologiia Forense. 2a ed. México; Porrua S. A, 1991: 49-71.

41.-Ssaki M. and Hiroshi Shiono M D, ABO Genotyping of Suspects Sperm DNA Isolated
from Postcoital Samples in Sex Crimes. Journal of Forensic Sciences 1996: 41; 275-
278.

42.--Ladd C.; Michael T B.; Carol A.; Scherezinger.; Elaine M .; Plagiaro M S. A PCR
Based Strategy for ABO Genotype determination. Journal of Forensic Sciences. 1996:
41; 134-137.




43.- Malcolm L.; Beck F I ;Alan D.; Yates B A ; Hardman M A ; and Kowalski B S.
Identification of a subset of Group B Donors Reactive With Monoclonal Anti A
Resagent. Inmunochemical Genetics. 1989: 92; 625-629.

44 - Crouse C; Vincek V. Identificacion of ABO Alleles on Forensic-type Specimens Using
rapid -ABO Genotyping. Biotechniques. 1995: 18; 478-483.

45.- Tun Z.; Honda K., Nakatome M_; Islam M N,; Bai H.; Ogura Y. Rapid and Clear
Detection of ABO Genotypes by simultaneous PCR-RFLP Method. J Forensic Sci.
1996: 41, 1027-1030.

46.- Ram S V; Babu A. Human Chromosomes, Principles and Thechniques. 2a ed. Mac
Grawa-Hill, Inc. 1995. 312-335.

47.- Pasbos S. Amplifying Ancient DNA in PCR Protocols. A Guide to Methods and
Application. Editores: Innis M A.; Gelfand D H:; Sninsky J J.; White TJ. EUA.:
Academic Press Inc 1990: 159-166.

48.- White T.J.; Armheim N.; Erlich H A. The Polymerase Chain Reaction. Trends in
Genetics, 1989: 6; 185-188.

49.- Gelfand D H. Taq Polymerase in PCR Technology. Principles and Application for
DNA Amplification. Stockton Press- 1990: 17-22.

50.- Sardello A D. Plateau Effect-Undestanding PCR Limitations Amplifications, A fourm
for PCR users. Issue 1993: 9; 1-7,

51.- Persing D H. Polymerase Chain Reaction: Trenches to Benches, J Clin Microbiology.
1991: 7; 1281-1285.

52.- Saiki R K. The Design and Optimization of the PCR Technology. principles and
Application. E.U A.: Academic Press Inc.1989: 7-16.

53.- Sninsky J.; Gelfand D. ULTma DNA Polymerase: The only proofreading enzyme
guaranteed for PCR Amplifications. Amplifications, A forum for PCR users. Issue.
1993: 11; 12-13.

54 -Kunkel T A.; Eckert K A:; Fidelity of DNA Polymerase Used in Polymerase Chain
Reaction in Polymerase Chain Reaction. Current Communications in Molecular
Biology. Cold Spring Harbor lqaboratory Press. 1991: 5-10.

55.-Saiki R K: Optimization of the polymerase Chain Reaction in Polymerase Chain
Reaction. Communications in Molecular Biology. Cold Spring Harbor Laboratory
Press. 1990: 25-30.

87



L3

56.-innis M A.; Gelfand D H: Optimization of PCRs inPCR protocols. A guide to Methods
and Aplication. E.-U.A.: Academic Press, Ien.1993: 3-12.

57.- Higuchi R. Simple and Rapid Preparation of Samples por PCR in PCR Technology.
Principles and Application for DNA Amplification. Stockton Press 1990: 31-38.

58.-Cimino G D.; Metchette k C. Posty-PCR Sterilization: a Method to Control Carryover
Contamination for the Polimerase Chain Reaction. Nucleic. Acid Research. 1990: 19;
99-107.

59.-Gelfand D H. Thermus aquaticus DNA Polymerase in Polymerase Chain Reaction.
Curvent Communications in Molecular Biology. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
1990: 11-17.

60.- Gelfand D. H.; White T J. Thermostable DNA Polymerases in PCR Protocols. A guide
to Methods and Application. E.U.A.: Academic Press, Inc. 1990: 129-141.

61.- Aguilar M. R. Inmunohematologia Aplicada al Banco de Sangre. Sociedad Mexicana
de Hematologia. 1985: 12; 25-29.

62.- Lisker R.; Ramirez E; Bricefio P. R: and Babinisky V. Gene Frequencies and
Admixture Estimates in Four Mexican Urban Centers. Human Biology. 1999: 62; 791-
301.

63.- Rodriguez E. Determinacién de las Frecuancias Fenotipicas de las Poblaciones
Indigenas Mexicanas. Ciencia y Desarrollo 1990: 12; 56-89.

64.- Berumen C J; Casa A L., Hernandez M A; Segura S E.; Medina L R.; Larriva § J.
Diversidad Genética de tres sondas de DNA en la huella digital de DNA de una
peblacion Mexicana. La revista de Investigacion Clinica, 1994: 46, 457-464,

65.-Dougles C. M. Design and Analysisi of experiments 3a ed. Arizona State University ;
Jhohn Wyley & Sons. 1991

66.- Menden H W, Introduction to Probabilyty and Statistics. 7a ed. US.A; PWS
Poblishers. 1987:

88



4
|

il

I
il li]l l m}ﬂ i

HIDRATACION DE LOS PRIMERS:

Primer 5'0p
Peso de todo el polve liofilizado=542.316).g
A los 542.316pg adicionar 1 ml de H,O mezclar perfectamente.

Primer 3'0Op
Peso de todo el polvo liofilizado=499.212ng
A los 499.212ug adicionar 1 ml de HyQ mezclar perfectamente,

Primer 5'Bp
Peso de todo el polvo liofilizado=536.48ug
A los 536.48ug adicionar 1 mt de H,O mezclar perfectamente.

Primer3'Bp
Peso de todo el polvo liofilizado=447.59ug
A los 447.59ug adicionar 1 ml de H,O mezclar perfectamente.

Primer 5'A/Op
Peso de todo el polvo liofilizado=463.404ug
A los 463.40.316pg adicionar 1 ml de H,O mezclar perfectamente.

Primer 3'A/Op
Peso de todo el polvo liofilizado=444.034ug
A los 444.034pg adicionar 1 ml de H;O mezclar perfectamente.

Primer 5'A/Bp
Peso de todo el polvo liofilizado=481.568ug
Alos 481.568 316pg adicionar 1 ml de HO mezclar perfectamente.

Primer 3'A/Bp
Peso de todo el polvo liofilizado=416.433g
A los 416.433pg adicionar 1 ml de HyO mezclar perfectamente.

il
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PREPARACION DE LOS OLIGOS PARA LAS REACCION DUPLEX 1 Y
DUPLEX 2.

Para determinar el volumen en el cual se disolvera cada oligo use la siguiente formula.

Absorbancia a 260nm =ml de H,0Q
{ (EM) X concentracion molar requerida)

Donde:

EM= Es el coeficiente de extincion molar y se calcula como sigue: No.de Adeninas
(16,000)+No.de Guaninas(12,000)+No.de Citosinas (7,000)+No.de Timinas (9,600).

No.de Adeninas  No.de.Gauninas  No.de Citocinas No.de Timinas

Primer 5°Op 4 8 3 5

Primer 3°Op 1 9 3 6

Primer 5’Bp 3 7 6 5

Primer 3'Bp 6 5 6 2
DUPLEX 1.

Primer 5

Como 2 todo el polvo liofilizado (542.316ug) se le adiciondlml de agua se detrmino la
cocnetnraciéon de este utilizando 1a formula antes escrita.

Concentracién molar = | 17.2 . =7.5109X10* Moles.
(229000) (1ml)
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Se requieren 12,5 pM por cada 25ul de reaccion para 50ul de reaccién se requerirdn 25
pM.
Si cada ml equivale a 7.5109X10”° Moles.

Y para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50ul se requieren 250 pM
tomando un volumen de 5pl de 1a solucién stock,
Entonces:

Para que en Syl tengan 250pM se requiere partir de una solcucion cuya concentracion sea
de 75000pM en 1500pl, por lo que de la solucidn stock se tomaran 1pl y se Hevara a
1560ul con agua esteril,

Primer 3'0Op

Como a todo el polvo liofilizado (499.212pg) se le adiciondlml de agua se detrmino la
cocnetnracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracion molar = 147 _=7.25567X10" Moles.
(202600) (1m)

Si cada ml equivale a 7.25567X10”* Moles.
Para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50pl se requieren 250 pM

tomando un volumen de Sul de la solucidn stock.
Entonces :

Para que en 5pl tengan 250pM se requiere partir de una solucion cuya concentracion sea de
75000pM en 15004, por lo que de la solucion stock se tomaran 1pl y se llevara a 1500ul
con agua estéril.

Primer 5'Bp

Como a todo el polvo liofilizado (536.48ug) se le adicionolinl de agua se determiné la
concentracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracién molar = 16,0 _=7.20720X10"* Moles.
(202000) (1ml)

Si cada ml equivale a 7.20720X 10" Motes
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Para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50ul se requieren 375pM
tomando un volumen de 5ul de 1a solucion stock.
Entonces :

Para que en 5pl tengan 375pM se requiere partir de una solucién cuya concentracion sea de
112500pM en 1500ul, por lo que de la solucion stock se tomaran 1.6ul y se flevara a
1500pl con agua estéril.

Primer 3’Bp

Como a todo ¢! polvo liofilizado (447.59ug) se le adiciondlml de agua se determind la
concentracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracion molar = 143 = 6.58379X10" Moles.
(217200) (Imi)

Si cada ml equivale a 6.58379X10”° Moles

Para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50ul se requieren 375 pM
tomando un volumen de 5pl de la solucion stock.
Entonces :

Para que en Sl tengan 375pM se requiere partir de una solucién cuya concentracion sea de

112500pM en 1500, por lo que de la solucton stock se tomaran 1.7ul y se llevara a
1500ul con agua estéril.

DUPLEX 2.

Primer 5’A/Op

Como a todo el polvo liofilizado (463.404pg) se le adiciondlmt de agua se determind la
concentracion de este utilizando Ia formula antes escrita.

Concentracién molar = 13.8 . =6.21621X10° Moles.
(222000) { 1ml)

Si cada ml equivale a 6.21621X10"* Moles



-

Para obtener la concentracion que se desea del primer en los 30ul se requieren 375 pM
tormando un volumen de 5pl de la solucion stock.
Entonces :

Para que en 5pl tengan 375pM se requiere partir de una solucién cuya concentracion sea de
112500pM en 1500pul, por lo que de la solucion stock se tomaran 1.8ul y se llevara a
1500ul con agua estéril.

Primer 3’A/Op

Como a todo el polvo liofilizado (444 .034pg) se le adiciondim! de agua se determind la
concentracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracion molar= | 14.2 . =6.61696X10° Moles.
(214600) (1ml)

Si cada ml equivale a 6.61696X10"* Moles

Y para obtener fa concentracidn que se desea del primer en los 50p! se requieren 375 pM
tomando un volumen de 5ul de la solucién stock.
Entonces :

Para que en 5pl tengan 375pM se requiere partir de una solucién cuya concentracion sea de
112500pM en 1500ul, por lo que de la solucion stock se tomaran 1.7ul y se llevara a
1500l con agua estéril.

r

Primer 5’A/Bp -

Como a todo el polvo liofilizado (481.568ug) se le adiciond1ml de agua se determiné la
concentracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracion molar = 14,9 = 6.62222X10" Moles.
(225000) (1ml)

Se requieren 12,5 pM por cada 25ul de reaccién para 50ul de reaccidn se requeriran 25
pM.
Si cada mi equivale a 6.62222X10”* Moles

Y para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50ul se requieren 250 pM
tomando un volumen de 5ul de la solucidn stock.
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Entonces :

Para que en Sl tengan 250pM se requiere partir de una solucion cuya concentracion sea de
75000pM en 1500ul, por lo que de la solucion stock se tomaran 1.1ul y se llevara a 1500t
con agua estéril.

Primer 3'A/Bp

Como a todo el polvo liofilizado (416.433ug) se le adiciono1ml de agua se determind la
concentracion de este utilizando la formula antes escrita.

Concentracion molar = 12.7 . =6.03612X10° Moles.
{210400) (1ml)

Si cada ml equivale a 6.03612X10* Moles.

Para obtener la concentracion que se desea del primer en los 50ul se requieren 250 pM
tomando un volumen de 5ul de la solucién stock.
Entonces :

Para que en 5ul tengan 250pM se requiere partir de una solucién cuya concentracion sea de
75000pM en 15004, por fo que de la solucion stock se tomaran 1.2ul y se llevara a 1500u1
con agua estéril.



PREPARACION DE SOLUCIONES.

Agarosa gl 0.8%.
Pesar 0.8g de agarosa grado electroforesis y adicionar 100ml de TAE 1X, colocar en el

horno de microondas hasta que los cristales desaparezcan, agregar agua desionizada par
completar el volumen original.

Agul de bromofenol:

Disolver 0.1g de azul de bromofenol en 23.75 ml de H,0 desionizada, agitar y adicionar 1ml
de Tris-HCL IM (pH8), 0.25ml de EDTA 0.5M y 25ml de glicerol, mezclar vigorosamente.

Bromuro de Etidio:

Solucion 1000X (0.5mg/ml), adicionar 50mg de bromuro de etidio en 80m! de Hy0. Aforar
a 100ml y almacenar & 4 °C protegido d¢ la luz en un recipiente 4mbar.
Solucion de trabajo: Hacer una dilucion de la solucién anterior 1:1000 (para tefiir los geles).

Buffer TAE:

Disolver 242.2g de Tris Base en 400m! de H;0 destilada, 200ml de EDTA 0.5M y 57.1 ml
de Acido acético glacial. Ajustar el pH a 8.0 y aforar a un litro.

Buffer TBE 10X:

A 40ml de 0.5M EDTA, pH 8.0 adicionar aproximadamente 900 ml de H,0 destilada.
Adicionar 108 g de Tris base y 55 g de 4cido borico para diluir la solucion de EDTA, Agitar
vigorosamente con una barra magnética. Ajustar el volumen a un litro con H;0 desionizada.
Fiitrar la mezcla utilizando un filtro Nalgene de 0.2 a 0.4 pm para remover las particulas
sélidas y prevenir la formacién de un precipitado. Almacenar en un contenedor de vidrio
para facilitar la inspeccion visual del precipitado. Si se observa un precipitado blanco, el
buffer debera desecharse.
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Sulfato de amonio (NH,),S0,

Se requieren 15mM por cada 25pL de reaccion para S0uL de reaccion se requeriran 30mM.
Concentracidon deseada 300 mM ( 0.30 M ) en los SOL para obtener una dilucion 1:10
Peso molecular{NH,),50Q, = 132g/motl
Si 1M equivale a 132g
0.30M estarén contenidas en 39.6g de (NH,),S0,
Si 39.6g de (NH,),S0, estan en 1000ml
Para 100ml se requeriran 3.96g de (NH, .50,

Albimina sérica bobina BSA

Se requieren 4ug por cada 25uL de reaccion para SOpL de reaccion se requeririn 8ug
Si por cada 100ml se tienen 22g de BSA
en 0.5ml se tendrin 0.11g de BSA
Para obtener la concentracién deseada realice una dilucién 1;100 para lo cual
Sil m! contiene 1.Img de BSA
Los 0.008mg requeridos estardn en 7.27ul.

Acrilamida af 30 %
En 100 ml de agua desionizada. adicionar:

Acrilamida 29 g.
N.N-Methylenebisacrylamida 0.1 g.

Persulfato de amonio al 10%.
Adicionar a 1ml. de agua deshionizada 0.1 g. de persulfato de amonio.
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EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO ADN.

Extraccion de ADN de células gerrmftu:as.

1.- En un micro tubo de 1.5mi con 200u! de Chelex al 5% se colocaron 3l de semen.

2.- Se adiciond 2ul de proteinasa K (10mg/ml) y 7ut de DTT 1M, por inversién se mezclé
suavemente y se incubd a 56°C de 30 a 60 minutos.

3.- Una vez terminado el tiempo de incubacion se agito el tubo con la muestra en el vortex
de 5 a 10 segundos a alta velocidad y se centrifugo a 5000 rpm durante 5 o 10 segundos
y se incubb a 100°C por 8 minutos.

4.- A continuacion se agitt vigorosamente la muestra en el vortex durante 5 2 10 segundos
a alta velocidad y se centrifugé de 2 a 3 minutos a 5000 rpm.

NOTA: la muestra ahora esta lista para el proceso de amplificaciéon. Se recomienda utilizar
20ul del sobrenadante para la técnica de PCR y almacenar las muestras de 2 a 8 °C. Para
reutilizarse repita el punto 4.

Extraccion de ADN de células epiteliales obtenidas de saliva:

1.-. Se colocaron aproximadamente 2 ml de saliva en un tubo flacén estéril y se adiciond
dos veces el volumen de etanol al 96%.

2.- Al dia siguiente se centrifug6 el tubo a 2100 rpm por cinco minutos y decantd el
sobrenadante después se adiciond 0.5ml de buffer de digestion, 12ul de proteinasa K

(10mg/ml) y 15ul de DTT y se incubo a 56°C por dos horas, durante este lapso se agitd
vigorosamente cada 15 o 20 minutos.

3.- Una vez terminado el tiempo de incubacion se centrifugd a 2100 rpm durante 5 minutos

y con mucho cuidado se separd el sobrenadante y se colocé en un tubo estéril limpio de
1.5ml y se deseché el pellet.
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4.- Posteriormente s¢ agregd el mismo volumen de etanol absoluto fiio al que se obtuvo en
la etapa anterior y se invirtid el tubo varias veces a continuacion se congelé por 30
nminutos.

5.- Una vez transcurridos el tiempo de congelacion se centrifugé el tubo a 2100rpm durante
Sminutos, se elimind el sobrenadante por decantacion sin perder el pellet y se coloco el
tubo sobre una superficie absorbente (papel) para quitar el exceso de etanol absoluto.

6.-Después se lavo el pellet con 1.5ml etanol al 705 a temperatura ambiente, se centrifugd a
2100 rpm durante 15 minutos y s¢ decanto et etanol.

7.-A continuacion se colocod Ia muestra en el hibridizador a 56°C hasta que el etanol se
evapord completamente y se adiciond 200ul de buffer TE pHS.

8 - Se dejé que la muestra se disolviera toda la noche a 37°C.

NOTA: La muestra esta lista para el proceso de amplificacion.

1.- El tejido (musculo, medula etc) se seccioné una parte y se lavo perfectamente con agua
esteéril.

2.- Utilizando un tubo flacon estéril se adiciond la fiaccion del tejido limpio y se agregaron
500ul de buffer de digestién, S0ul de proteinasa K y 50ul de DTT. se incuba 2 56°C
hasta que el tejido se deshizo.

3.- Después de la incubacién se centrifugd 5 minutos a 2100 rpm y del sobrenadante se
toma 1ml al cual se le adiciond Iml de fenol-cloroformo para precipitar las proteinas, se
agit6 con vortex y se centrifugo Sminutos a 2100,

4 - Retirar la fase orginica y correr un gel de la fase acuosa para cuantificar el ADN.
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Acido Desaxirribonucleico: Molécula en forma de doble hélice, portadora de los genes y
formas de subunidades nucleotidicas. Contien toda Ia
informacion genética de la célula.

ADN complementario:

ADN polimerasa:

ADN recombinante:

Amplificacién de AND:

Molécula bioldgica acida lineal y portadora de informacion,
que pertenece a una de dos familias quimicas ADN ARN.

ADN cuyas bases son complementarias al ARNm, se .

emplea para clonacion o como sonda especifica en estudios de
hibridacién.

Enzima que puede sintetizar una nueva cadena de ADN,
usando como molde una otra cadena de ADN ya existente.

Secuencia nueva de ADN, producida poria union enun
laboratorio de porciones de ADN de distintos organismos.
Puede introducirse en las células donde puede ser funcional.

Una de las dos o mis formas alternativas de un gen en un
locus determinado, que da lugar a caracteristicas hereditarias
alternativas.

Es el incremento en el nimero de copias de un fragmentd
especifico de ADN, puede efectuarse en material invitro o
invitro.

A estas se les denomina también pares de bases, y a cada par
lo conforman la unién de Adenina y Timina (o Adenina y
Uracilo en el caso de ARN), y Citosina y Guanina.
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Biotecnologia;

Carbohidrato:

Célula:

niromero.

iminalistica:

lejo HLA:

Cualquier tecnologia que utilice organismos vivientes
opartes de organismos para hacer o modificar productos que
mejoren [as plantas o animales 0 desarrollen microorganismos
para usos especificos.

Son compuestos de féormula molecular Cm (H:C)n.
Sin embargo, el término carbohidrato se utiliza normalmente
en un sentido mas limitado apara  designar
polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas y sus derivados.

Esla unidad basica de la vida en cualquier organismo
viviente, capaz de autoreproducirse y constituye el (nico
elemento que proporciona ADN para todo tipo de anilisis
independientemente del érgano o fluido del que proceda,
incluyendo el utilizado en aspectos forenses para
identificacion,

Regién del cromosoma & la que se fijan las cromatinas y
las fibras del huso durante la division celular.

Ciencia penal auxiliar que mediante la aplicacion de su
conocimientos, metodologia y tecnologia al estudio de las
evidencias materiales descubre y verifica cientificamente un
hecho delictuoso y al o los presuntos autores aportando las
pruebas a los organismos que procuran y administran justicia.

Complejo de antigeno leucocitarios en humanos. Ocupa un
segmento de ADN de alrededor 3,500 Kb de largo localizado
en el braze corto del cromosoma 6. La region localizada junto
al telomero contiene los genes que codifican a la molécula
clase I de histocompatibilidad (HLA-B, HLA-C y HLA-A).
La regioén proxima al centrébmero contiene a los genes que
codifican a las moléculas clase I1 (DP, DQ, y DR). Los genes
que codifican a los componentes del sistema del complemento
se ubican en la region media del complejo.
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Cédigo Genético:

Coddn:

Codominacia:

Cromaosoma:

Diploide:

Dominante:

Doble hélice:

" El conjunto de relaciones entre los tripletes de bases

nitrogenadas del ARN mensajero y los 20 aminoicidos que
forman las unidades bésicas de la proteinas.

Triplete de bases del ADN que codifica un aminoécido.

Cuando el par de alelos se expresa en el heterocigoto: Por
ejemplo el grupo sanguineo AB

Estructura de la célula portadora de los genes, bajo el
microscopio parecen pequeilos bastones y est4n hechos de
ADN y proteinas. En las bacterias son cadenas circulares.

Célula que contiene dos juegos completos de cromosomas.

Se refiere a los alelos que manifiestan completamente su
fenotipo cuando estin presentes en estado heterocigoto. los
alelos cuya expresion fenotipica se enmascaran por los alelos
dominantes se denominan alelos recesivos.

Configuracion de la molécula de ADN. Dos cadenas de
nucledtidos se enroscan entre si para formar la doble hélice,
que ¢s la forma de difimetro uniforme que resultaria de
envolver dos alambres alrededor de un cilindro.

La separacién e identificacién de moléculas a partir de su
movimiento a diferentes velocidades (dependiendo de su carga
y tamafio final), generalmente en un gel y através de un campo
eléctricamente cargado. Método de separacién de moléculas.

Enzima que corta las moléculas de ADN enpuntos especificos.

Sustancia orgénica soluble, que provoca o acelera una
reaccion biogquimica.
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Fenotipo:

Gen:

enética molecular:

Las caracteristicas perceptibles asociadas con un genotipo
particular.

La unidad fisica y funcional de la herencia, que se transmite de
un generacién a la siguiente y puede transcribirse en un
polipéptido o proteina.

El estudio de la herencia de caracteristicas especificas.

Estudio de las base molecular de la estructura y funcion de los
genes.

Genética_de poblaciones: Estudia la distribucion de los genes y genotipos de las

poblaciones y el modo que la frecuencia de los mismos se
conservan o modifican. Trata de explicar en términos
cuantitativos y predictivos el proceso de adaptacién.

La dotacion completa de un organismo o individuo.

La constitucién genética de un individuo que subyace a un
rasgo o constelacion de rasgos especificos.

Es una ecuacion matemstica llamada asi en honor a un
cientifico britdnico y otro alemin que a comienzos de este
siglo la desarrollaron para intentar calcular los cambiantes
destinos de un gen através de distintes generactones. La
ecuacion utiliza la frecuencias de los alelos alternativos de un
gen en una poblacidén inicial para calcular sus frecuencias
futuras en cada generacién posteror. Sin embargo las
predicciones solo resultan fiables bajo estricto conjunto de
condiciones previas que son: Que el tamafio de la poblacién
sea muy grande. que todos los aparezmientos se lleven a cabo
al azar, que todos los alelos sean codominantes y que no
lleguen alelos de fuente externa.
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Haploide:

Heterocigoto:

Homocigoto:

Indicio

Ingenieria genética:

Iniciador:

Célula que contiene sdlo un juego (o la mitad del nimero
dipliode usual), de cromosomas.

Cuando ambos alelos en un organismo son diferentes

Caundo los dos alelos en un organismoson son del mismo
tipo.

Es ¢! materiz! que realmente proporciona informacion
significativa para e curso de una identificacién. Por lo que no
cualquier material puede ser un indicio .

La técnica de alterar la constitucién genética de células u
organismos individuales mediante insercién, eliminacién o
alteracién deliberadas de genes individuales.

Son oligonucleotidos sintéticos cada uno complementario a

una secuencia corta en una banda del segmento de ADN’

deseado y que se sitiia cerca del extremo de la secuencia que
se desea amplificar y son utilizados para la replicacién de un
segmento de ADN invitro.

Kilobase , miles de bases en un fragmento.
Un sitio especifico en un cromosoma.

Es una caracteristica simple heredada, la cual es estudiada no

sblo por su interés intrinseco, sino para rastrear este segmento
sobre un cromosoma. Un rasgo puede emplearse como
marcador genético en los estudios de lineas celulares, de
individuos de familias y de poblaciones si estd determinado
genéticamente, se puede clasificar con certeza, si tiene un
patrén de herencia inequivoco y si presenta variactones
hereditarias lo suficientemente comunes para permitir su
clasificacién como polimorfismo genético.
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Mutacion:

ucledtido.

(8

Cambio en una secuencia de nucledtidos de ADN. Si ese
cambio ocurre en una célula sexualmente reproductiva, éste
puede ser transmitido a su descendencia. .

Subunidad quimica compuesta de un azicar com cinco
carbonos, un fosfato y una base nitrogenada, que forma los
#cidos nucleicos ADN y ARN.

Brazo corto de un cromosoma {del francés petit).

Reaccion en cadena de la polimerasa. Procedimiento de
laboratorio en el cual, cantidades diminutas de ADN pueden
ser copiadas millones de veces en unas pocas horas.

Persona experta o experimentada en una ciencia y arte.

Presencia simultinea en una poblacibn de formas
variantes de un gen particular.

Cadena lineal de moléculas nucleotidicas

Brazo largo de un cromosoma:

Se dice que un gen es recesivo si 56lo se expresa cuando esta
en su forma homocigotica.

También conocida como Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion. Variacion en los tamafios de los
fragmentos de ADN cortados por las enzimas de restriccion.
las secuencias de los RFLP son ttiles como marcadores en la
construccion de mapas de ligamiento genético.

Son el conmunto de actividades desamrolladas por
especialistas en determinadas ciencias técnicas las cuales
previo examen de una persona, un hecho un mecanismo, yna
cosa ¢ un cadéver emiten un dictamen traducido en puntos
concretos y fundado en razonamiento técnicos.
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Secuencia del ADN:

Variacion:

El proceso de descifrar el orden de las bases .nitrogenadas que
componen una molécula de ADN:

Diferencias en la frecuencia de genes y rasgos entre
organismos individuales de una poblacion.
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