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1. RESUMEN

Cualquier tipo de organismo se puede identificar al examinar las secuencias de ADN
(Acido desoxirribonucleico) Unicas de ésa especie. La identificacion de individuos dentro
de una especie es menos exacta en esta época, por lo que la tecnologia progresa cada
vez para obtener segmentos muy grandes del ADN, e incluso genomas enteros que
permiten la identificacion individual exacta, como es la reacciébn en cadena de la

polimerasa.

Para identificar a individuos, los cientificos forenses exploran regiones del ADN que
varien de persona a persona y utilizan estos datos para crear un perfil del ADN
(llamado huella digital del ADN). Solamente un solo por ciento del ADN (cerca de 3
millones de bases) se diferencia a partir de una persona a otra. Los cientificos pueden
utilizar estas regiones variables para generar un perfil de ADN de un individuo, usando
muestras de sangre, semen, saliva, hueso, pelo, y otros tejidos finos y componentes del

cuerpo.

En casos criminales, generalmente se obtienen las muestras de la evidencia del crimen-
escena y de un sospechoso, se extrae el ADN, y se analiza de ella la presencia de un
sistema de regiones especificas de ADN (marcadores). Ya encontrados los
marcadores en la muestra del ADN disefiado, los pedazos pequefios de ADN (puntas
de prueba) se enlazan a una secuencia complementaria del ADN de la muestra. Y una
vez obtenida una serie de limite de puntas de prueba a una muestra de ADN se crea un
patron distintivo para un individuo, los cientificos forenses comparan estos perfiles de
ADN para determinar si la muestra del sospechoso coincide con la muestra de la

evidencia, para confirmar su culpabilidad o de excluirlo.



2. INTRODUCCION

El desarrollo social ha traido consigo una modificacion de la tipologia delictiva, que ha
hecho determinar tipos de actos criminales caracterizados por su violencia con una
notable desproporcién de fuerzas entre victima y agresor al igual que la utilizacion de
instrumentos y armas que hacen que las evidencias o indicios dejados en el lugar de los
hechos, por el autor o autores sean minimas. Paralelamente, el desarrollo cientifico ha
posibilitado la aplicacion de nuevas tecnologias, que han ido profundizando en su
capacidad de identificacion sobre indicios cada vez mas pequefios; debido a que el

méaximo exponente en el momento actual es la denominada tecnologia del ADN.*

Hablar hoy en dia del ADN en el campo de la Genética Forense no resulta desconocido,
ni siquiera novedoso. En general ha conllevado un desarrollo que ha obligado a una
notable evolucion de las técnicas aplicables en la identificacion forense, y para poder
estudiar determinados fragmentos del ADN de una longitud relativamente grande, a
analizar pequefas regiones procedentes de indicios minimos por medio de su
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Todo ello ha supuesto
una importante modificacion tanto en lo cuantitativo como en lo cualitativo de los

indicios biolégicos.?

Sin embargo, para que de los indicios biolégicos se pueda obtener informacion genética
que conduzca a la identificacion de personas, los procesos de recogida,
almacenamiento y envio de dichos indicios o restos biolégicos, deben tratarse con
extremadamente cuidado, siguiendo normas especificas, haciendo hincapié en algunos
tipos delictivos que por sus caracteristicas en relacion a la gravedad y trascendencia

de los mismos, deben ser estudiados mas detenidamente.®*®

Es importante tener una visidn y concepto integral del indicio en el proceso de la
investigacion biolégica en cada una de las fases de la investigacion criminal, asi como
un conocimiento del papel que se debe desempefar para la buena marcha de la
investigacion, y la consecucion del objetivo final. La cual es la identificacion de un perfil

genético del presunto sospechoso para su valoracién en el proceso judicial.”



3. MARCO TEORICO
3.1 ADN (Acido Desoxirribonucleico)

El ADN (Acido desoxirribonucleico) es la molécula portadora de la informacion genética
en la célula. Su estructura consiste en una hélice formada por una doble cadena en la
que los eslabones son unas unidades quimicas denominadas nucleétidos. Los
nucleétidos estan constituidos por tres componentes: un azucar, un fosfato y una base
nitrogenada. Existen cuatro nucleotidos distintos que se diferencian en la base que
portan: A (adenina), C (citosina), G (guanina), o T (timina).Por tanto, puede decirse que
el alfabeto del ADN esta compuesto por cuatro letras cuya combinacién a lo largo de la
molécula puede dar lugar a infinidad de secuencias distintas. El orden o secuencia en
que se disponen los diferentes nucledtidos a lo largo de la cadena determina la

informacién genética.’
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Fig 1. Bases presentes en los acidos nucleicos: guanina (G), adenina (A) y citosina (C),
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En la estructura de doble hélice del ADN (descrita por primera vez por Watson y Crik en
1953), las dos cadenas permanecen unidas mediante un proceso llamado hibridacion.
En esa doble cadena hay unas reglas fijas de complementariedad: la Adenina de una
cadena siempre se aparea con la Timina en la cadena complementaria (mediante dos
puentes de hidrogeno) y la Citosina con la Guanina (mediante tres puentes de
hidrégeno). Esto permite que conociendo la secuencia de una de las cadenas pueda

deducirse la cadena complementaria.* *

La hibridacidon es una propiedad fundamental del ADN en su estado natural en la célula.
Sin embargo, los puentes de hidrégeno que mantienen unidas las dos cadenas pueden
romperse mediante elevacion de la temperatura o tratamiento quimico, proceso llamado
desnaturalizacién. Un procedimiento comun para desnaturalizar la doble cadena del
ADN es calentarlo a temperaturas cerca al punto de ebullicion o bien exponerlo a
agentes quimicos desnaturalizantes, como la urea o formamida. La desnaturalizacion

es un proceso reversible: si un fragmento de ADN se calienta se separan sus dos

cadenas, pero si se disminuye la temperatura, las cadenas de ADN encontraran a su
17,18

complementaria y se uniran mediante un proceso llamado renaturalizacion.
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Fig 2. Representacion esquematica de la estructura de la doble hélice del ADN.*®



3.2 EL ADN COMO MATERIAL GENETICO Y HEREDITARIO

La unidad vital basica es la célula, que funciona como una fabrica en miniatura
produciendo los mismos materiales y la energia necesaria para mantener la vida. Un
ser humano esta compuesto por un promedio de aproximadamente 100 billones de
células, las cuales se originan a partir de una unica célula: el cigoto originado por la

fertilizacion de un ovulo por un espermatozoide.

En una célula humana, el ADN se localiza principalmente en el nicleo, aunque también
existe una pequefia cantidad de ADN en las mitocondrias, que son los organelos
celulares encargados de la produccién de energia. EI ADN nuclear se encuentra
dividido y muy compactado en los cromosomas, que son unas estructuras muy densas
formadas por ADN y proteinas. EI genoma humano nuclear consiste en 22 pares de
cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales (X e Y), cuya combinacion
determina el sexo femenino (XX) o masculino (XY).En conjunto cada célula somatica

tiene 46 cromosomas.
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Fig.3 Posicion del ADN dentro del nticleo celular.™



La mayor parte de los andlisis de identificacibn genética humana se centra en
marcadores polimorficos localizados en los cromosomas autosomicos, y la
determinacion del sexo se lleva a cabo con algunos marcadores localizados en los
cromosomas sexuales. No obstante, el analisis del ADN mitocondrial y de otros
marcadores polimérficos en los cromosomas sexuales (principalmente en el cromosoma

Y) esta ganando un creciente interés debido a sus especiales particularidades. °*°

En todas las células soméaticas del cuerpo, el ADN se encuentra en estado diploide, o
sea, existe dos ejemplares de cada cromosoma. Sin embargo, en las células
germinales (como consecuencia de la meiosis en la gametogénesis) el ADN esta en
estado haploide, es decir, el évulo y el espermatozoide contienen una Unica dotacion de
cada uno de los cromosomas. Cuando ambos gametos se combinan durante la
fecundacion, el cigoto originado vuelve a ser diploide y el individuo resultante (formado
por multitud de células soméaticas genéticamente idénticas originadas como
consecuencia de la mitosis) habra heredado un 50% de la informacion genética del
padre y el otro 50% de la madre.

El genoma humano esta constituido por unos 3,000 millones de pares de bases. Solo el
2 % del ADN es codificante, o sea, forma parte de los genes. El 98% restante constituye
el ADN no codificante al que se le atribuye una funcién estructural y reguladora. En este
ADN se concentra la mayor parte de la variabilidad genética entre individuos, ya que
sus mutaciones no estdn sometidas a una seleccion tan fuerte como las que ocurre en

el ADN codificante, que puede tener consecuencias fenotipicas. *°



3.3 POLIMORFISMOS DEL ADN

Todos los individuos de la especie humana son idénticos entre si en un 99.98% de su
ADN, y solo en el 0.02% restante (aproximadamente 600 mil nucleétidos) residen las
diferencias entre unos y otros y que nos hacen un ser Unico (salvo en el caso de
gemelos univitelinos que son genéticamente idénticos). Dentro de esta pequefa
proporcion de ADN existen regiones hipervariables o polimorficas que son las que

permiten usar la informacion genética con fines de identificacion.

Un polimorfismo puede consistir en la sustituciéon de una simple base nitrogenada (por
ejemplo, la sustitucion de una A (adenina) por una C (citosina) o puede ser mas
complicado (por ejemplo, la repeticion de una secuencia determinada del ADN). Este
hecho es de suma importancia pues confiere a este tipo de secuencias la caracteristica

primordial del analisis genético, la variabilidad.

La posicién que ocupa una determinada secuencia de ADN en el cromosoma se llama
locus y las variantes de este es lo que conocemos como alelos. Sin embargo, este tipo
de alelos son, afortunadamente muy poco frecuentes entre individuos. Un polimorfismo
es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la poblacién es
superior al 1%. Es importante resefiar que la variabilidad genética entre individuos se
concentra principalmente en el ADN no codificante y que, por tanto, un andlisis de
individualizacion genética con fines forenses no se puede extraer ningun tipo de
informacion sobre caracteristicas fenotipicas (rasgos fisicos, susceptibilidad a

enfermedades o farmacos).

Cabe mencionar que la variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la
susceptibilidad o la resistencia individual a distintas enfermedades radica
principalmente en los SNP’s (Polimorfismos de Nucleétido Sencillo) y en menor grado a
inserciones, deleciones, secuencia repetidas y/o rearreglos cromosomicos, debido a
qgue el genoma humano no es una estructura pasiva; al contrario el ADN esta expuesto
a un sin numero de alteraciones. Estos cambios en el ADN son llamadas mutaciones,
los cuales pueden ser originados por errores en los mecanismos de replicacion y

reaparicién del ADN, asi como por factores ambientales.*


http://es.wikipedia.org/wiki/Base_nitrogenada
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosina

Las aplicaciones del estudio de los polimorfismos son diversas; por un lado sirven para
tratar de explicar el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la historia
evolutiva. Por otro, tienen gran aplicacion en campos como la medicina forense y en el

estudio de las enfermedades multigénicas.?



3.4 TIPOS DE POLIMORFISMOS

Basicamente existen dos tipos de polimorfismos, los que derivan de la substitucién de
un nucleétido por otro (polimorfismos de secuencia) y los que derivan de la insercion o
delecién de fragmentos de ADN vy las repeticiones de secuencias de entre dos y cientos

de nucleétidos (polimorfismos de longitud o de secuencia repetida).
3.4.1 Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)

Las diferentes formas de polimorfismos llamados alelos, son mas frecuentes que las
mutaciones. La gran mayoria de los SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism) tienen
dos alelos los cuales estan representados por una sustitucion de base por otra. En las
poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo principal y alelo raro o mutante,
clasificacion basada en la frecuencia observada en las poblaciones. Debido a que los
humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto

para alelo mas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para alelo menos frecuente.

Actualmente, en el “dbSNP” (base publica de datos de PNS, dbSNP’s por sus siglas en
ingles) se han catalogado méas de 9 millones de variantes en la secuencia de ADN. 2?3
Se describe que los SNP’s se presentan uno cada 200 pares de bases en el genoma
humano. Basado en ello se esperaria que existieran aproximadamente 6 mil millones de
SNP’s en el genoma humano, muchos de los cuales ya han sido descritos en el
dbSNP.?* Los SNP’s pueden estar presentes en regiones codificantes y provocar
cambio de un aminoacido; a este tipo de SNP’s se les conoce como “no sinénimos”.
Puesto que a este tipo de SNP’s afecta directamente la funcion de la proteina. Asi
mismo, existen variaciones funcionales que pueden producir alguna enfermedad o
susceptibilidad a ésta, pueden estar localizados en la regiébn promotora del gen,
influenciando la actividad transcripcional del gen (modulando la unién de factores de
transcripcion), en intrones (modulando la estabilidad de la proteina), en sitios de splicing
(sitios donde ocurre la eliminacion de intrones y union de exones) 0 en regiones

intragénicas.?>?’


http://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismo_de_un_solo_nucle%C3%B3tido

Otro tipo de SNP’s son los llamados “sinénimos o silenciosos” los cuales no alteran la
conformacion del gen; sin embargo se ha descrito que alguno de estos polimorfismos
puede tener consecuencias funcionales por algun tipo de mecanismo aun desconocido.
Segun su localizacion en el genoma, los SNP’s se clasifican en: iSNP, si estan
localizados en regiones intronicas; cSNP, en regiones codificantes (exones); rSNP, en
regiones reguladoras, y gSNP, localizados en regiones intragendémicas. Los cSNP
pueden estar representados por SNP’s sindnimos (sSNP) o no sinénimos (nsSNP).2%2°
Los SNP’s a diferencia de otros tipos de polimorfismos es que presentan una tasa

menor de mutacion por lo que es de gran ayuda en estudios de genética.

Un nivel de variabilidad genética lo constituyen los haplotipos, los cuales estan
compuestos de un conjunto de SNP’s a lo largo de un mismo cromosoma que son
heredados como una unidad. La diferencia fundamental entre un haplotipo y los SNP’s
individuales, es que los alelos en los haplotipos son asignados a un cromosoma.
Practicamente cada individuo tendra dos haplotipos para un fragmento del genoma,
representados por los cromosomas materno y paterno. Estos haplotipos son de utilidad,
ya que proporcionan informacion acerca de la recombinacién. La informacion de este
tipo de datos es importante ya que nos permite mutaciones que pueden ser causantes

de alguna enfermedad.*°

Inicio de Codoén de
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UTR UTR [—
rSNP cSNP iSNP gSNP
nsSNP ~ sSNP

Fig.4 Clasificacién de los SNP’s de acuerdo a su localizacién en el genoma.
(E: exones, I: intrones, UTR: Regiones no codificantes).29
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3.4.2 Polimorfismos de secuencia repetida

Este tipo de polimorfismos tienen mayor aplicacion en el diagnéstico genético y son
conocidos como VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), minisatélites; vy
microsatélites o STR (Short Tandem Repeats). En ambos casos presentan un numero

variable de repeticiones en tandem.

Los VNTR o minisatélites son locus que corresponden a secuencias de ADN de unas
pocas decenas de nucleétidos repetidos en tAndem. El nimero de dichas repeticiones
varia de cromosoma a cromosoma, de forma que en un cromosoma el nimero de
repeticiones en tdndem puede ser de 10, en otro de 15, etc. La singularidad mas
especial de este tipo de polimorfismos esta en que cada locus puede presentar muchos
alelos distintos (tantos como repeticiones), sin embargo presentan el inconveniente de
gue no estan distribuidos por todo el genoma y so6lo pueden ser utilizados en el
diagnéstico de un niumero muy reducido de enfermedades. Los VNTR han encontrado
su maxima aplicacion en la determinacion de la paternidad y en los protocolos de
identificaciébn genética en el ambito judicial. Cuando se habla de huellas digitales se

esta hablando de este tipo de polimorfismo.

Los STR o microsatélites son por excelencia los polimorfismos anonimos utilizados en
el diagnostico genético. Corresponden a la repeticion en tandem de secuencia entre 2 y
6 nucledtidos. Los microsatélites presentan dos caracteristicas que los hacen ideales
para su uso. En primer lugar estan distribuidos de forma casi homogénea en todo el
genoma, y en segundo presentan un numero elevado de alelos con frecuencias
similares entre si, de forma que la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto es

muy elevada.®
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3.5 OTROS MARCADORES DE ADN CON INTERES FORENSE

Existen otros marcadores genéticos de especial relevancia, algunos de los cuales
presentan determinadas peculiaridades que los hacen iddéneos para aplicaciones

concretas.

3.5.1 Amelogenina: marcador de sexo

La amelogenina es un locus localizado en una region homologa de los cromosomas
sexuales. Existe una diferencia de 6 pares de bases entre el tamafio del alelo presente
en el cromosoma X y Y, que se debe a una pequefia delecién en el cromosoma X. El
resultado de la amplificacion por PCR de este locus en un ADN femenino (XX) sera de
una Unica banda (de 106 pares de bases, con los cebadores mas comunmente
utilizados), mientras que si el ADN es masculino (XY), el resultado seran dos bandas de
distinto tamafio (106 y 112 pares de bases, comunmente).

La mayoria de los kits comerciales actuales incluyen este marcador, que permite la
designacion del sexo del individuo donante de la muestra. No obstante, hay que tener
en cuenta que, aunque ocurre con muy baja frecuencia, se ha detectado la existencia
de deleciones en esta region del cromosoma Y, de tal forma que una muestra
masculina podria asignarse errbneamente como femenina. En este caso, el analisis de

marcadores especificos del cromosoma Y permitirian una correcta asignacion del sexo.

3.5.2 STRs del cromosoma 'Y

El cromosoma Y presenta una diferencia importante respecto al resto de cromosomas,
su herencia es exclusivamente paterna, es decir, se transmite de padres a hijos varones
sin que exista la posibilidad de recombinacion. Por tanto, la informacion genética
contenida en el mismo se hereda como haplotipo, 0 sea, los genotipos para cada uno
de los marcadores del cromosoma Y se transmiten en bloque y no de forma
independiente. De esta forma, salvo posibles mutaciones, todos los individuos varones
emparentados por via paterna comparten el mismo haplotipo para el cromosoma Y.

12



En Genética Forense, resulta de especial utilidad en los casos de agresion sexual. En
estos es comun encontrar evidencias donde existe una mezcla de células femeninas de
la victima y masculinas del agresor. Aunque existen métodos de extraccion basados en
una lisis diferencial que permite la separacion del ADN de las células epiteliales
(normalmente vaginales) del ADN de los espermatozoides, esta separacion no siempre
es posible, especialmente si los espermatozoides estdn muy deteriorados o el agresor
es azoospérmico. En estos casos, el uso de marcadores especificos del cromosoma Y
aumenta las posibilidades de detectar pequeiias cantidades de ADN masculino
presentes en una mezcla con abundante ADN femenino. Estos marcadores han
demostrado también su utilidad en casos de mezclas complejas y en estudios de

filiaciébn cuando los individuos implicados son varones.

La limitacion de este tipo de analisis reside en que, dado que el cromosoma Y no esta
sujeto a recombinacion, es menos variable entre individuos, por lo que es necesario el

andlisis de muchos marcadores para obtener un alto poder de discriminacién.**%

3.5.3 ADN mitocondrial

Las mitocondrias (organulos presentes en el citoplasma y que proporcionan la energia a
la célula) se encuentra el ADN mitocondrial (ADNmt). Se trata de una molécula circular
de 16 569 pares de bases, en la que se localizan 37 genes implicados principalmente
en los procesos de fosforilacion oxidativa, y que ademas posee una region no
codificante, denominada region control o «D-loop». La regidn control presenta una gran
variacion entre individuos y, por tanto, es de utilidad con fines de identificacion. El
ADNmt se secuencié por primera vez en 1981 y hoy en dia esa secuencia original,
denominada de Anderson o secuencia de referencia de Cambridge, es la que se usa

cominmente como referencia con la que comparar las nuevas secuencias obtenidas.>*
Una célula posee numerosas mitocondrias, las cuales a su vez contienen mdultiples

moléculas de ADN, por lo que en cada célula existen entre 1.000-10.000 copias de

ADNmt. Este hecho, unido a que la molécula de ADNmt es circular y a su localizacion
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en el interior de las mitocondrias (factores que lo hacen mas resistente a agentes
externos), hacen del ADNmt un candidato ideal para su estudio en muestras antiguas,
degradadas o minimas, asi como en aquellos tejidos con muy bajo o nulo contenido en

ADN nuclear, como los huesos, dientes y pelos.

El ADNmt es de herencia exclusivamente materna, es decir, se transmite de la madre a
toda su descendencia ya que unicamente el 6vulo aporta las mitocondrias al cigoto. Por
tanto, de forma similar a lo que ocurre en el cromosoma Y, el ADNmt no es Unico para
cada individuo, sino que éste comparte la misma secuencia con los individuos
relacionados con él por via materna. Por ello, el andlisis de ADNmt es de utilidad en
casos de filiacion y en estudios de evolucion para trazar linajes maternos. Dentro de la
region control del ADNmt, existen dos regiones hipervariables principales, HV1 y HV2,
gue comprenden en total unas 610 pares de bases y que concentran la mayor parte de
la variacion entre individuos. Estas dos regiones son normalmente examinadas
mediante amplificacion por PCR y secuenciacién, que consiste en la determinacion de
Su secuencia u orden en que se disponen las bases a lo largo de ambos segmentos.
Los resultados obtenidos se reflejan como las diferencias encontradas respecto a la
secuencia de Anderson.*® Aunque en la mayoria de los casos, todas las moléculas de
ADNmt son idénticas en un mismo individuo, puede ocurrir que coexistan moléculas con

alguna diferencia puntual entre ellas, fendmeno que se conoce como heteroplasmia.

Tanto en el analisis de marcadores del cromosoma Y como de ADNmt, la estimacion de
la frecuencia de un haplotipo determinado en la poblacion general se lleva a cabo
mediante conteo del numero de veces que esta presente ese haplotipo en una base de

datos de individuos no relacionados.>®
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3.6 METODOS PARA EL ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE INTERES FORENSE

El ADN nuclear esta presente en todas las células del cuerpo humano (excepto en los
eritrocitos que carecen de nucleo), por lo que es posible extraerlo a partir de cualquier
material biol6gico. La seleccion de las muestras a analizar, su toma y recogida,
identificacién, conservacion, custodia y transporte hasta el laboratorio son factores de

vital trascendencia en cualquier analisis de ADN.

En el laboratorio se procede a la extraccion de ADN a partir de la muestra a analizar
siendo necesario ajustar el método de extraccion a las particularidades de la muestra
en cuestion. Tras la cuantificacion de ADN presente en el extracto se procede a su
individualizacién, que puede llevarse a cabo principalmente mediante dos tipos de

analisis.®’

3.6.1 FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LONGITUD POLIMORFICA (RFLP)

Los RFLP por sus siglas en ingles (Restriction Fragment Length Polymorphism) es un
método de analisis que se basa en la utilizacion de unas enzimas de restriccidn o
restrictasas que funcionan a modo de tijeras moleculares y cortan el ADN de forma
especifica en determinadas secuencias que han reconocido previamente. Las posibles
diferencias del ADN entre dos individuos hacen que, para cada marcador, el tamafio de
los fragmentos de ADN generados pueda ser distinto. Los fragmentos de ADN
resultantes pueden separarse en funcién de su tamafio mediante electroforesis en gel,
que consiste en la aplicacién de un campo eléctrico a una matriz gelificada sobre la que
se han cargado las muestras objetos de estudio, tras su reaccion de restriccion. Como
consecuencia de la diferencia de potencial entre ambos extremos del gel, los
fragmentos mas pequefios alcanzan posiciones mas adelantes en el gel que los mas

grandes.

A continuacion se desnaturaliza la doble cadena por inmersion en élcali (0.5 M de

NaOH), se transfiere el gel de agarosa en donde se encuentran los fragmentos de
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ADN a una membrana de nitrocelulosa de tal modo que en el papel se reproduzca la
distribucion de fragmentos del gel las cadenas simples de ADN a una membrana por
efecto capilar (método Southern blot), se hace una deteccion especifica para cada
marcador mediante hibridacion con un fragmento pequefio de ADN marcado
radiactivamente (sonda unilocus), lo que revelara la posicion de una banda
correspondiente a un alelo determinado (si el individuo es homocigoto) o de dos bandas
correspondientes (si el individuo es heterocigoto). La posicion dependera del tamafio de
los fragmentos de ADN vy el conjunto de todos los marcadores analizados permitira

establecer el perfil genético de un individuo.

No obstante, dados los problemas de interpretacion estadistica de los resultados de
realizacion de estudios poblacionales y la dificultad para la estandarizaciéon de la
técnica, posteriormente se desarrollaron sistemas que generan patrones mas sencillos
mediante la hibridacién con varias sondas unilocus Yy cuyos resultados son mas faciles

de interpretar, manteniendo un alto poder de discriminacion.

Este método se usa para el analisis de marcadores VNTR pero presenta una serie de
limitaciones que no lo hacen apropiado para el andlisis de un buen nimero de vestigios
biolégicos. A parte de la complejidad y laboriosidad de esta técnica, el principal
inconveniente reside en que requiere entre 100 y 200 ng de ADN y ademas que este no
se encuentre degradado, ya que los fragmentos a analizar son de un tamafo

relativamente grande.
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3.6.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular descrita en 1985
por Kary Mullis, (ganador de premio Nobel de Quimica en 1993) cuyo objetivo es
obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular, la cual ha sido

adaptada como una herramienta esencial en la investigacion.®*®

Esta técnica sirve para amplificar mas de mil millones de veces un ADN obtenido a
partir de una region seleccionada del genoma, siempre y cuando previamente se
conozca al menos una parte de su secuencia de nucleétidos.’® Tras la amplificacion,
resulta mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad virus o bacterias
causante de una enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer investigacion
cientifica sobre el ADN amplificado.**?

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de
replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan a unirse para que vuelvan a ser

duplicadas.™

Inicialmente la técnica era lenta, ya que las polimerasas se desnaturalizaban al realizar
los cambios de temperatura y era necesario agregar nuevas polimerasas en cada ciclo.
Puesto que las temperaturas del ciclo (94°C en algunos momentos) suponen la
inmediata desnaturalizacion de toda proteina por lo que ya se emplean ADN
polimerasas termoestables, extraidas de microorganismos adaptados a vivir a esas
temperaturas, restrictivas para la mayoria de los seres vivos. Dichos microorganismos
son: Thermus aquaticus (polimerasa Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus

litoralis (Vent) y Thermus termophilus (Tth).****

Todo este proceso de la PCR estd automatizado mediante un aparato llamado

termociclador.*
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Muchos de los vestigios bioldgicos de interés forense presentan cantidades muy
pequefias de ADN o un ADN muy deteriorado, por lo que no son susceptibles de ser
analizados mediante analisis de RLFPs. Para estos casos resulta de gran utilidad el uso
de la técnica de amplificacion de ADN mediante la Reaccidén en Cadena de Polimerasa.
La introduccién de la PCR en la genética forense ha hecho posible el analisis de una
gran variedad de muestras cuyo estudio resultaba imposible mediante las técnicas
convencionales. La PCR permite la obtencién in vitro de millones de copias de un
fragmento de ADN especifico a partir de una cantidad minima de ADN (hasta

picogramos) mediante una reaccién enzimatica ciclica.*®
Los componentes basicos en una mezcla de reaccion de PCR son:
» EI ADN molde extraido a partir de la muestra objeto de analisis.

» Primers (par de oligonucleotidos o cebadores): Son pequefios hebras de ADN de
cadena simple de secuencia complementaria a las regiones que flaquean al
segmento de ADN de interés), se requieren dos, sentido y antisentido, que

mediante su union especifica al ADN molde permiten iniciar la reaccion.

» La ADN polimerasa: La PCR requiere de una enzima polimerasa termoestable, lo
cual es esencial para poder tolerar las diferentes temperaturas requeridas para la

desnaturalizacién, hibridacién y sintesis de ADN.
» Desoxinucleottidos trifosfatos(ANTPs): Son los sustratos clave para que la
polimerasa pueda extender los primers para dar lugar a los fragmentos

amplificados.

» Amortiguador: Contiene 10Mm de TRIS (pH 8.4), 50 mM KCI y 1.5 mM MgCl,, el

cual es el cofactor que utiliza la Taq polimerasa para su 6ptimo funcionamiento.
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Todos los componentes son mezclados en un tubo Eppendorf e insertarse en un
termociclador que permite variar la temperatura de manera automatica y programable.
Un proceso de PCR implica la repeticion de un namero determinado de ciclos, uno de

los cuales consta de tres pasos.

a) Desnaturalizacion: Mediante la elevacion de la temperatura 94-95°C las dos
cadenas de la doble hélice de ADN molde se separan, quedando en forma

de cadena simple.

b)  Hibridacion: Al disminuir la temperatura a 50-60°C, los primers se unen al

ADN molde justo en el lugar de sus secuencias complementarias.

c) Extension: El calentamiento a 72°C (temperatura 6ptima de funcionamiento
de la polimerasa), permite la extension de la cadena de ADN a partir de los
cebadores mediante la adicion sucesiva de nucledtidos tomando como
referencia la secuencia de ADN molde.
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Fig 5. Pasos basicos de la PCR.*®

Estos pasos se repiten ciclicamente entre 25 y 35 veces, de forma que el proceso total
de la reaccion dura aproximadamente 3 horas. En cada ciclo se produce un incremento
exponencial en el nimero de copias, de forma que el resultado de la reaccion de PCR
es la obtencion de una solucion con millones de copias del segmento de ADN

interesado.'®

20



La PCR se lleva acabo en un termociclador; aparato que permite un rapido y preciso
calentamiento y enfriamiento de las muestras y admite numerosas variaciones de los
programas de reaccion para su ajuste al analisis interesado. La separacion de los
fragmentos se lleva a cabo mediante electroforesis en gel o electroforesis capilar y para
la estimacion del tamafio se usa un estandar interno de tamafio en cada muestra.
Ademas se requieren patrones alélicos de cada marcador que sirvan de referencia para

la asignacion de los alelos presentes en la muestra problema.*®
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" Primer ciclo - e Sl
D& molde o
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[&ndy Vierstracte 2001]

Fig 6. Amplificaciéon exponencial de la PCR
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3.7 RIESGOS Y LIMITACIONES DE LA PCR

La principal ventaja de la aplicacion de la PCR al laboratorio forense reside en el
incremento en la sensibilidad de la técnica de individualizacion por ADN. No obstante,
ello conlleva el inconveniente de un elevado riesgo de contaminacién, ya que cualquier
resto de ADN exdgeno presente en una muestra es susceptible de amplificacion. Por
ello, desde el momento de la toma de muestra (del individuo implicado o bien del lugar
de los hechos) hasta la ultima etapa de la amplificacién en el laboratorio, es necesario
seguir estrictamente una serie de precauciones que eviten la contaminacion cruzada
con otras muestras o con material bioldégico proveniente del personal implicado en la

investigacion.

Por ello, en un laboratorio de genética forense se precisa una separacion maxima de
las areas de trabajo dedicadas a la toma de muestras, extraccion de ADN, amplificacion
y deteccién de los productos amplificados, asi como de los reactivos y material usado
en cada etapa. La manipulacién de las muestras y sus extractos de ADN debe
realizarse siempre con la proteccion adecuada. La extraccion y la amplificacion de ADN
deben llevarse a cabo en campanas de flujo laminar utilizando reactivos y material
conveniente esterilizados. A pesar de extremar las precauciones, es necesario incluir
controles positivos y negativos en la amplificacion, asi como disponer de los perfiles
genéticos de todo el personal del laboratorio para trazar una posible contaminacion por

parte del profesional.

Durante la amplificacion por PCR de marcadores STRs pueden originarse una serie de
artefactos que pueden interferir con una clara interpretacion de los resultados y cuya
consideracion es necesaria para garantizar un correcto genotipado. Entre los mas
comunes cabe citar las bandas (stutter), que son fragmentos con una o varias unidades
de repeticibn menos que el alelo verdadero y generados por un fendmeno de
tartamudeo de la polimerasa durante la amplificacion. Por otra parte, la polimerasa
usada en la PCR normalmente afiade un nucledtido extra, generalmente adenosina, al

extremo del producto amplificado, proceso conocido como adenilacion, y que es
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favorecida mediante la adicién de un paso de incubacién a 60°C al final del proceso
ciclico de la PCR. En determinadas circunstancias puede ocurrir que esta adenilacion
es parcial y coexistan fragmentos adenilados y no adenilados, que se diferencian en un
nucledtido de tamafo y que se detectaran como tales, lo cual puede dificultar una

correcta asignacion de alelos.

Existen otros fendmenos que pueden complicar el analisis de los resultados, como la
deteccion de alelos no presentes en el patrén alélico, la no amplificacion (o pérdida) de
algun alelo (alelo nulo), bien por amplificacion preferencial bien por la existencia de una
mutacion en la zona de apareamiento del cebador, o la deteccion de mas de dos alelos
para un marcador que puede deberse a una duplicacién o traslocacion de la region

analizada o también a una mutacién parcial en la zona de apareamiento del cebador.’
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3.8 ELECTROFORESIS

No solo las proteinas presentan carga y son solubles, también los &cidos nucleicos
tienen la capacidad de migrar en un campo eléctrico y, por tanto, son susceptibles de
ser separados mediante electroforesis después de la amplificacion por PCR. La
electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica
controlada con la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafio y carga eléctrica a
través de una matriz gelatinosa. Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con
carga neta son colocadas en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de
atraccion hacia el polo que posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las
moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) y
aquellas cargadas positivamente se desplazaran hacia el &nodo (el polo positivo).

Los &cidos nucleicos ya disponen de una carga eléctrica negativa, que los dirigira al
polo positivo, mientras que las proteinas se cargan con sustancias como el detergente
SDS (dodecil sulfato de sodio), que incorpora cargas negativas de una manera
dependiente del peso molecular. En los acidos nucleicos la direccion de migracion es
del electrodo negativo al positivo, y esto es debido a la carga negativa presente en el
esqueleto azucar-fosfato. En los fragmentos de ADN dobles (con estructura de doble
hélice) la velocidad de migracion es proporcional a su tamafo. En fragmentos simples
de ADN (cadena simple) y ARN, dichas moléculas tienden a plegarse de forma
compleja y a migrar de forma mas complicada, segun la estructura terciaria formada
tras el plegamiento. Sin embargo, compuestos que puedan romper los enlaces de
puente de hidrogeno, como el hidroxido de sodio o formamida, son empleados para
desplegar las moléculas y permitir que la velocidad de migracion dependa Unicamente
del tamafio y no de la estructura formada tras el plegamiento. Cuando se ha
completado la electroforesis, se puede revelar mediante la adicion de un colorante
especifico para hacerlas visibles como el bromuro de etidio. Asi mismo se emplean
otros métodos para visualizar la separacion de la mezcla en el gel. Si el reactivo es
fluorescente bajo la luz UV, se puede simplemente hacer una fotografia de la placa bajo

dicha luz.*°
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3.9 PROBLEMATICA QUE SE PLANTEA DURANTE LA RECOGIDA Y ENVIO DE
MUESTRAS

Los problemas que se plantean de forma concreta durante los procesos de recogida,
mantenimiento y envio de muestras son: la contaminacién biolégica de origen humana,
la transferencia de indicios biolégicos, la putrefaccion, los tratamientos fisicos y

guimicos a los que se pueden ver sometidas las muestras.

3.9.1 Contaminacion biolégica de origen humano

Este tipo de contaminacion se produce por la presencia, en la escena del delito o en el
cuerpo de la victima, de indicios biologicos no relacionados con los hechos y puede ser

anterior o posterior a la producciéon de los mismos.

La contaminacion biolégica anterior a los hechos se debe a la presencia de material
biologico humano previo a la produccién del delito, por lo que es inevitable. Suele ser
frecuente en algunos tipos de muestras (p.e. las toallas o los pafios de cocina, que son
muestras en las que por su propia funcidon suelen encontrarse restos de células
epiteliales, manchas de sangre, sudor... etc). Otras muestras en las que también es
frecuente que exista una contaminacion previa a los hechos son las tapicerias,
alfombras, fundas de asientos en los coches... etc. Por ello es muy importante
establecer el valor de los indicios recogidos en este tipo de muestras y de los resultados
obtenidos a partir de ellos. En el cuerpo de la victima también podemos encontrar
material bioldgico anterior a la produccion de los hechos. (p.e. es posible que personas
gue sufren una agresion sexual hayan mantenido relaciones consentidas previas, por lo

que podemos encontrar restos de semen anteriores a la agresion).**

La contaminacion biol6gica posterior a los hechos se debe al depdsito de material
biolégico humano con posterioridad a la produccion del delito, por lo que puede ser
evitable. Este tipo de contaminacién puede estar producida por personas ajenas a la

investigacion como curiosos, familiares, testigos... etc. Es relativamente frecuente ver,
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en la escena del crimen, a familiares fumando o a testigos reproduciendo los hechos y
tocando pruebas. Para evitarla es fundamental aislar r@pidamente la escena del delito y
mantener a los familiares y testigos, fuera de ella.

Sin embargo, este tipo de contaminacion también puede estar producida por personas
gue colaboran en la investigacion y que de forma accidental o por desconocimiento
dejan indicios en el lugar de los hechos o en el cuerpo de la victima. En estos casos la
contaminacion se debe fundamentalmente a las personas que realizan la recogida y no
mantienen las minimas precauciones como el uso de guantes (para evitar la
contaminacion por células descamadas de la piel), mascarillas (para evitar la
contaminacion por saliva al hablar o toser), material desechable de un solo uso (para
evitar mezclas de fluidos)... etc., o bien, a defectos en el empaquetado de las muestras
(p. e. si las muestras pertenecientes al sospechoso se envian junto con las de la
victima, habra que extremar las precauciones para que no exista la posibilidad de una

contaminacion cruzada).

Los pelos son muestras ubicuas y muy abundantes que pueden ser introducidos en la
escena del delito con anterioridad o posterioridad a la produccion de los hechos. Por
ello cuando se selecciona este tipo de muestra para su analisis es fundamental conocer
la importancia que puede tener. Normalmente, en el laboratorio se estudian cuando no
hay otros indicios biolégicos que aporten datos de valor a la investigacion. Ademas, hay
gue tener en cuenta que son muestras en las que el porcentaje de éxito en la extraccion
de ADN nuclear es bajo y con frecuencia hay que recurrir a técnicas mas complejas
como el ADN mitocondrial.

La transferencia de indicios biol6gicos es normalmente accidental, lo que puede dar
lugar a una contaminacion o puede ocasionar la perdida de una prueba. Los indicios

biolégicos que sufren con mas facilidad este cambio de localizacién son los pelos. 4443
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3.9.2 Putrefaccién de las muestras

Este proceso tiene lugar por el desarrollo de microorganismos que degradan los indicios
biolégicos. Suele estar favorecida por las condiciones de humedad y altas temperaturas

y es problematica porque produce la degradacion del ADN.

Los procesos de putrefaccion pueden ser:

Inherentes a la propia muestra por efecto de la antigiedad o de las condiciones
ambientales, o provocados por un defecto en el empaquetamiento y conservacion de
las muestras durante periodo de mantenimiento y envio al laboratorio, lo que puede ser
evitable. Las muestras méas sensibles a este tipo de contaminacion son las que
contienen indicios humedos (p. e. ropas de vestir o del hogar con grandes manchas de
sangre o de orina), los fluidos biologicos que son recogidos con hisopos secos (p. e.
tomas de saliva, tomas vaginales, tomas anales... etc.) o los hisopos humedecidos que
son utilizados para recoger manchas secas en el lugar de los hechos y en el cuerpo de
la victima (p. e. manchas de semen, saliva en marcas de mordeduras...etc.). Para evitar
la putrefaccion es necesario dejar las muestras secar a temperatura ambiente, en un
lugar protegido y una vez secas introducirlas en bolsas de papel o cajas de cartdén para

su envio.

También son susceptibles a este tipo de contaminacion los indicios liquidos (sangre,
orina, liquido amnidtico... etc.) y los drganos y restos de tejidos blandos. Este tipo de
muestras deben mantenerse y enviarse refrigeradas al laboratorio, para evitar que se

establezcan o desarrollen los procesos de putrefaccién.**

27



3.9.3 Utilizacién de tratamientos fisicos y/o quimicos

La utilizacion de tratamientos fisicos y/o quimicos puede dificultar algunos de los
procesos del andlisis genético, fundamentalmente los procesos de amplificacion y

extraccion de ADN.

Estos tratamientos pueden ser:

Inherentes a la propia muestra, cuando el producto quimico forma parte del soporte o
sustrato donde cae la mancha (p. e. tintes, colorantes, pinturas, esmaltes, aceites...
etc.) o bien, cuando las muestras son sometidas a la accion de productos quimicos (p.
e. ropas lavadas con lejias y detergentes) en estos casos suele ser inevitable, salvo que
la mancha afecte a distintos soportes y haya posibilidad de seleccionar alguno que no

haya sufrido este tipo de tratamientos.

Provocados cuando las muestras se envian inmersas en productos conservantes (p. e.
organos en formol, tomas vaginales recogidas con hisopos en medio de
mantenimiento... etc.) o han sido tratadas con productos (p. e. la utilizacion de
reveladores de huellas dactilares) que pueden afectar al analisis de los indicios
biolégicos. En este sentido, hay que insistir en que el formol produce una intensa
degradacion del ADN, aunque este poco tiempo (menos de 24 horas) en contacto con
las muestras. Por ello siempre que sea posible debe evitarse la fijacion con formol o con
soluciones que lo contengan como el Bouin o el Zenker.** Si por algin motivo las
muestras dedicadas al andlisis genético tuviesen que estar fijadas, se recomienda una

fijacion en etanol.

También se debe tener cuidado con los sistemas de luz UV utilizados para la deteccién
de manchas, ya que la luz UV se utiliza para descontaminar las superficies y material

N*47 por ello,

empleados entre los procesos de extraccion y amplificacion de AD
siempre que se realice algun estudio previo que implique cualquier tipo de tratamiento
fisico o quimico que pueda comprometer el andlisis de ADN es conveniente

comunicarlo, para valorar cdmo puede afectar al analisis.
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4. PRECAUCIONES GENERALES DURANTE LOS PROCESOS DE RECOGIDA' Y
ENVIO DE MUESTRAS.

Se deben adoptar medidas basicas para proteger tanto a la muestra como al personal
encargado de realizar los procesos de recogida y envio de muestras. Siempre que se
manipula material biolégico es prudente asumir que este tipo de material puede ser una

posible fuente de infeccién y contener patégenos peligrosos.

Las precauciones basicas que deben adoptarse para la proteccion del personal son:
— Usar guantes, cubrebocas y ropa protectora.
— Utilizar material desechable y cuando sea posible estéril.

— Evitar comer, beber y fumar en las zonas de recogida de muestras.

Las precauciones basicas que deben adoptarse para la proteccion de la muestra son:

— Utilizar instrumental desechable (guantes que deben cambiarse con frecuencia).

— Evitar hablar, toser o estornudar sobre las muestras. Usar cubrebocas siempre que
sea posible.

—Usar bata y otro tipo de ropa protectora (gorro, calzas... etc.) cuando sea necesario.

— Dejar las muestras secar a temperatura ambiente, en un lugar protegido, antes de
empaquetarlas para su envio definitivo al laboratorio. No utilizar aire caliente ni dejar
secar las muestras al sol.

— Empaquetar las muestras en bolsas de papel, evitando utilizar plastico.

—Empaquetar las muestras por separado, en recipientes etiquetados, de cierre
irreversible o en doble envase. Separar las muestras de distinto origen, victima y
sospechoso.

— No afadir conservantes cuando las muestras sean para estudios de identificacion
genética.

— Una vez terminada la recogida de muestras, guardar todo el material desechable
utilizado (guantes, pipetas, papeles...) en bolsas de basura o contenedores, para
eliminarlo posteriormente siguiendo las normas de destrucciéon de residuos vigentes en

cada Centro. 448
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4.1 GESTION DE MUESTRAS Y CADENA DE CUSTODIA

Se denomina gestion de muestras a todos los procesos que conlleva la manipulacion de
las muestras desde su toma hasta su destruccion, y cuyo control asegura su integridad
y fiabilidad. Mientras que la cadena de custodia es el conjunto de documentos escritos

donde queda registrada la gestion de las muestras desde su toma hasta su destruccion.

En estos documentos deben quedar bien resefiadas todas las manipulaciones que se
realizan sobre las muestras y quien las realiza. Por ello, tanto en los formularios como
en los recipientes debe existir un apartado dedicado a la cadena de custodia en los que
debe constar, al menos: El nombre o identificacion de la persona que realiza la recogida
y su firma. La fecha y hora (si es necesario) en que se realiza la recogida.>® Asi como
todo el tiempo que dure el analisis en el laboratorio e incluso después del mismo,
comunicando al juzgado solicitante, las caracteristicas de la conservacion de las
muestras biolégicas (tiempo de almacenaje de la muestra bioldgicas y/o de sus
extractos de ADN, asi como la temperatura de conservacion y personas que manipulan

o intervienen en el andlisis) incluso después de haber finalizado el estudio.*®
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4.2 BASE DE DATOS CON FINES DE INVESTIGACION FORENSE

Las bases de datos de ADN con fines de investigacion criminal son actualmente las
bases de datos genéticas de mayor interés para los laboratorios forenses. Gracias a la
experiencia acumulada por un gran niumero de paises en todo el mundo (que ya han
desarrollado una legislacion especifica) hoy sabemos que el sistema automatizado de
los perfiles de ADN estructurados en Bases de Datos de ADN pueden ser comparados

por este medio.

Por otro lado, las bases de datos poblacionales de marcadores de ADN humanos
utilizados en genética forense (muchas de ellas publicas y accesibles por Internet) se
han convertido en una herramienta esencial para poder realizar una evaluacién
bioestadistica adecuada del valor de la prueba del ADN, tanto de marcadores STR

autosémicos como de datos haplotipicos (Y-STR o mtDNA).

La mayoria de los paises han desarrollado ya o estan en vias de desarrollar bases de
datos de ADN con fines de investigacion criminal en las que se estructuran
fundamentalmente dos indices de busqueda. Por un lado, un indice de perfiles de ADN
anonimos obtenidos de vestigios bioldgicos de la escena del delito, y por otro lado, un
indice de perfiles de ADN obtenido de individuos que son sospechosos o condenados
(segun las distintas legislaciones) en una causa penal. La busqueda de coincidencias
entre los distintos perfiles de ADN en el indice de vestigios anénimos puede revelar la
presencia de un mismo perfil en distintas escenas del delito, lo que permite relacionar

distintos delitos con un mismo individuo.

La busqueda de coincidencias de los perfiles de ADN del indice de vestigios anénimos
con los perfiles de ADN del indice de sospechosos o condenados permite obtener un

dato primario de identificacion de la procedencia individual del vestigio.**°
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el ambito criminalistico se buscan herramientas del campo de la bioquimica que
permitieran identificar individuos mediante muestras y evidencias bioldgicas, ademas
de las huellas dactilares; utilizando la PCR que es una técnica muy confiable para la
identificaciéon del genoma humano. Sin embargo esta técnica no tiene la relevancia que
debiera de tener ya en la cuestion legal, debido a que se cuestiona mucho todo el
procedimiento que se lleva acabo desde el momento que se toma la muestra, el

levantamiento y su manejo en el desarrollo de esta técnica.

La PCR es de gran importancia ya que se utiliza para hacer millones de copias exactas
del ADN de una muestra biologica. La capacidad de amplificacion del ADN mediante
esta técnica permite el analisis de ADN en las muestras bioldgicas tan pequefias como
algunas células de la piel, e incluso con muestras altamente degradadas. Con la PCR,
se marca otra etapa dentro de la genética forense ya que esta técnica presenta una
sensibilidad y alto grado de especificidad, al ser aplicada al indicio biologico, logrando
hoy en dia hasta un nanogramo (1x10°g) y obtener perfiles genéticos, por lo que es

importante aislar las areas de trabajo y evitar contaminaciones.

Con la aplicacion de la PCR en las ciencias forenses, se puede obtener una base de
datos genética de referencia, para establecer la identidad con una confiabilidad del
99.99%, valor que se acepta hoy en dia por diferentes organismos internacionales bajo

marco de procesos de calidad certificados dentro del @mbito forense.
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5. OBJETIVO

» Demostrar la importancia de la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para la identificacion de personas involucradas en

la comisién de un delito.
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7. METODOLOGIA

La busqueda bibliografica se llevo a cabo en Bibliotecas y via Internet

bajo los siguientes criterios:

= Libros relacionados con el tema

» Revistas de caracter cientifico

* Internet, en paginas de la base de datos de la Direccién General de
Bibliotecas de la UNAM.

Para el desarrollo de la tesis se recopilé informacién bibliografica que

procede principalmente de México y Estados Unidos.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La tecnologia del ADN es en la actualidad una herramienta imprescindible en la
investigacion y resolucion de casos en el ambito forense, ya que se tiene la certeza de
identificar al culpable y de excluir a personas que han sido falsamente asociadas con
una muestra bioldgica relacionada con un delito, pero su eficacia depende de que se
haya realizado una cuidadosa identificacion de los vestigios en el lugar de los hechos
(escena del crimen), en el sospechoso y en la victima, como también en su recogida,
empaquetado y envio al laboratorio en condiciones que preserven su integridad, para
gue no se deterioren ni contaminen, asegurando la cadena de custodia hasta su llegada
al laboratorio ya que de todos estos procesos depende la admisibilidad de la prueba

ante los Tribunales de Justicia.

No solo la fase preanalitica es importante para proceder al inicio de la prueba pericial, si
no también toda la etapa analitica en la que se lleva acabo la PCR, la cual debe
cumplir requisitos fundamentales debido a su alta sensibilidad, sin los cuales la prueba
podria carecer de valor ante los tribunales, por posibles errores técnicos que la

invalidarian.

Debido a la importancia de la PCR en el dmbito legal hay dos cuestiones que son
fundamentales, una contar con los medios materiales y necesarios para realizar este
proceso de una manera Optima y la otra es que los especialistas encargados de llegar
al lugar de los hechos tengan un buen conocimiento y una buena formacion sobre el
tema, por lo que es prioritario la organizacion de cursos, seminarios... etc., para poder
realizar de una forma adecuada el proceso de recogida de muestras y lo que ello

conlleva.
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9. CONCLUSIONES

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica con alta confiabilidad para la
obtencion de perfiles genéticos, ya que solo se necesita una minima cantidad de indicio
biolégico, e incluso muestras muy degradadas como son los cadaveres para llevar

acabo esta prueba.

La aplicacion de la PCR en el ambito legal es de suma importancia ya que se tiene la
seguridad de obtener el perfil genético del autor o autores de un delito, cabe mencionar
gue esta técnica en conjunto con las técnicas policiacas usuales se utilizan para que

finalmente se lleve acabo un proceso legal justo.

Otro beneficio de la PCR es que ayuda a la elaboracion de perfiles de ADN
estructurados en base de datos genéticos, para ser comparados sistematicamente, la
cual es un elemento de trabajo muy eficaz para reducir el indice de criminalidad de
determinados delitos sin autor conocido y, especialmente aquellos en los que existe una

alta residencia.

Esta técnica no solo se encarga del reconocimiento de personas a fin de brindar apoyo
en la procuracion e imparticion de justicia, si no también se utiliza en casos para la
identificacion de personas desaparecidas, investigacion de paternidades, huella
genética, diagnostico de enfermedades hereditarias, clonacion de genes, analisis de
ADN fosil, genotipado de mutaciones especificas, identificacion de especies, etc..,
debido a la utilidad de la PCR se debe tomar en cuenta la importancia de las muestras
biolégicas en cada una de las fases del desarrollo experimental ya que de esos pasos

depende la buena marcha de la investigacion.
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GLOSARIO

ADN mitocondrial: ADN circular que se encuentra en el interior de las mitocondrias.

ADN molde: ADN del que se pretende obtener mdultiples copias de un determinado

segmento.

ADN nuclear: ADN que se encuentra en el interior del nucleo celular formando parte de

los cromosomas.

Alelo: variantes que pueden estar presentes en un locus determinado.

Cebador: fragmento corto de ADN de cadena simple que ligado a la cadena de ADN

complementaria permite a la polimerasa extender una nueva cadena de ADN.

Cromosoma: estructura muy compacta que en humanos esta constituida por ADN y

proteinas.

Delecién: mutacion que consiste en la pérdida de un fragmento de ADN.

Desnaturalizacién: separacion de las dos cadenas complementarias de una molécula
de ADN.

Diploide: estado en el que una célula posee doble dotacion cromosdmica, formada por

parejas de cromosomas homoélogos (células somaticas).

Electroforesis: técnica que permite la separacion de moléculas de distinto tamafio

cargadas en una matriz mediante la aplicacion de un campo eléctrico.

Enzima de restriccion: enzima que funciona como una «tijera molecular» cortando el

ADN de forma especifica en determinada secuencia que ha reconocido previamente.
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Gen: segmento de ADN que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una

proteina o de un ARN (acido ribonucleico).

Genoma: contenido total de ADN en una célula.

Haploide: estado en el que una célula posee una Unica dotacion cromosomica,

gametos (6vulo y espermatozoide).

Haplotipo: combinacién de genotipos de diferentes loci que se heredan en bloque.

Heterocigoto: individuo que para un locus determinado presenta en el cromosoma

paterno un alelo distinto al presente en el cromosoma materno.

Heteroplasmia: fenédmeno por el que en un mismo individuo pueden coexistir

moléculas de ADN mitocondrial que presentan alguna diferencia puntual entre ellas.

Hibridacion: proceso por el que dos cadenas de ADN complementarias permanecen

unidas.

Homocigoto: individuo que para un locus determinado presenta en ambos

cromosomas homaologos el mismo alelo.

Locus: posicidn que ocupa una determinada secuencia de ADN en el cromosoma.

Marcador genético: segmento de ADN con una ubicacién fisica identificable en un

cromosoma.

Nucleétido: unidad quimica de la molécula de ADN de cadena simple constituida por

un azucar, un fosfato y una base nitrogenada.
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Oligonucledétido: pequefio fragmento de ADN de cadena simple compuesto por varias

decenas de nucledtidos.

PCR (Polymerase Chain Reaction): técnica in vitro que permite la obtencion de
millones de copias de un fragmento de ADN especifico a partir de una pequefia
cantidad de ADN mediante una reaccion enzimética ciclica.

Polimerasa de ADN: enzima capaz de sintetizar una cadena doble de ADN.
Polimorfismo: variacién en el ADN entre individuos de una misma especie.
Renaturalizacion: proceso por el que las dos cadenas complementarias de una
molécula de ADN desnaturalizada vuelven a asociarse al retirar su exposicion al agente
desnaturalizante.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): variaciones en la secuencia de
un determinado locus que afectan al sitio donde una enzima de restriccidn corta un
segmento de ADN y que, por tanto, determinan el tamafio de los fragmentos que
resultan del corte.

Secuencia repetida en tandem: region de ADN repetitivo constituida por una
secuencia determinada que se repite consecutivamente, una detras de la otra, un
numero variable de veces.

SNP (Single Nucleotide Polymorphism): polimorfismo de un solo nucledtido.

STR (Short Tandem Repeats): unidad de repeticién de 2 - 6 nucledétidos.

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats): unidad de repeticion de 7-100

nucledtidos.
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