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1. RESUMEN

Las instituciones encargadas en la administracion de justicia se caracterizan por los rapidos y
profundos cambios en las metodologias aplicadas en la resolucion de un hecho delictivo con
una gran dependencia respecto a los desarrollos tecnolégicos, en la actualidad para garantizar
una correcta comparacion de resultados interlaboratorio, la comunidad forense ha realizado un
enorme esfuerzo para la estandarizacion no solo de las técnicas de analisis sino también de los
marcadores a utilizar, nomenclatura y valoracion estadistica de los resultados. En este proceso
han intervenido diversas organizaciones principalmente de Estados Unidos, Europa e
Hispanoamérica. El objetivo fundamental de los laboratorios forenses es examinar indicios con
el fin de obtener toda la informacién que ayude a solucionar las interrogantes sobre un hecho o
un acto criminal, asi como examinar la relacién de parentesco que exista entre un individuo y
otro, fundamentando veraz y eficazmente los resultados que se obtengan. Este tipo de
identificacion se basa en el andlisis directo del material genético acido desoxirribonucleico
(ADN) mediante la utilizacion de técnicas como el andlisis de polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

De tal manera que se decidié realizar un estudio que permitié estandarizar los diferentes
protocolos para la identificacion humana, mediante 11 STRs, para la asignaciéon de la
paternidad utilizando la técnica de PCR muiltiple y la resolucion de los amplicones en geles de
acrilamida tefidos con bromuro de etidio, evitando el uso de costosos equipos como el

secuenciador.

El ADN se obtuvo mediante los métodos de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y en tarjetas de
papel FTA. El ADN se utiliz6 para amplificar 11 STRs mediante la técnica de PCR. Se
identificaron los alelos presentes en las muestras mediante observacion visual de las bandas
presentes en un gel de poliacrilamida y se compararon con el patron alélico comercial de

Promega.

El proceso de estandarizacion también consistiéo en analizar las condiciones en la mezcla de
PCR para lograr una amplificacion éptima. Después de realizar diversos ensayos con diferentes
concentraciones de ADN se logré establecer que la cantidad minima de ADN que se requiere

para obtener resultados confiables es de 7 ng y 1 disco de 1.2 mm de papel FTA por muestra
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en un volumen de reaccion de 12.5 pl. Posteriormente se evaluaron las condiciones del
corrimiento electroforético y de la preparaciéon del gel de poliacrilamida. Los fabricantes
recomendaban geles desnaturalizantes del tamafio de los de secuenciacion (aproximadamente
60 x 90 cm x 0.4 mm) mismos que requieren camaras de electroforesis especiales asi como
una mayor cantidad de reactivos, por lo que fue necesario modificar las dimensiones del gel, la
concentracion de acrilamida, el tiempo del corrimiento electroforético y el voltaje requerido para
cada una de las 11 regiones a amplificar. Los mejores resultados se obtuvieron en geles no
desnaturalizantes de 16 x 16 cm x 0.75 y 0.5 mm y de 16 x 20 cm x 0.75 y 0.5 mm a una
concentracion de acrilamida del 8% y un tiempo de electroforesis que va desde 90 a 130
minutos dependiendo de la region amplificada a 300 V y 40 mA. Para visualizar el patrén de
bandas obtenido con los controles fue necesario también calibrar la técnica de tincion.
Originalmente se utilizé la descrita por el fabricante (tincién de plata) que ademas de requerir
reactivos sumamente téxicos y costosos, involucraba demasiadas horas en el proceso. Por lo
anterior se procedié a probar modificaciones en esa tincion ademas de la de bromuro de etidio

por lo que fue necesario correr la electroforesis en condiciones no reductoras.

Una vez que fue posible detectar cada uno de los STRs de forma adecuada se di6 por
terminado el proceso de la estandarizacion y se probé esta técnica en dos trios (constituidos
por el supuesto padre, la madre y el hijo), en donde se tenia alguna duda sobre el parentesco
del hijo con su padre. Esta técnica permitié analizar los 11 microsatélites que generaron el perfil
genético de cada individuo. Ademas se realiz6 un analisis estadistico de los resultados en el
que se utilizé la frecuencia alélica de la poblacién de Hispanoamérica para calcular la
probabilidad de paternidad para cada caso. Los resultados obtenidos fueron mayores del

99.999 % lo que indica el poder de individualizacion que poseen los microsatélites en conjunto.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una adecuada estandarizacion de la técnica
dado que se optimizé el uso de reactivos, se redujo el costo y el tiempo en la electroforesis,
ademas que con las modificaciones realizadas se reducen notoriamente los desechos téxicos y
lo mas importante es que se mejora la deteccién de los resultados, lo que permite diferenciar un
individuo de cualquier con otro y adjudicar la paternidad con un nivel de confianza

extraordinariamente alto.

Palabras clave: genética forense, identificacion humana, prueba de paternidad, microsatélites,
STRs, PCR.



2. INTRODUCCION

Con anterioridad al desarrollo de las técnicas moleculares, la identificacion de un individuo solo
se podia realizar mediante el empleo de tatuajes, caravanas o mediante descripciones
fenotipicas. De la misma manera, la determinacion de la paternidad debia resolverse de

acuerdo al parecido fenotipico entre los supuestos padres y el hijo (Giovambattista et al., 2001).

Al comienzo del siglo XX, Landsteiner inici6 el camino de la identificacibn mediante marcadores
genéticos, al evidenciar la existencia de polimorfismos en los grupos sanguineos humanos, ya
gue no todas las personas poseen el mismo tipo de glébulos rojos. Asi, por primera vez, los
individuos se podian agrupar sobre la base de un criterio objetivo y se acufié el término
“marcador genético” (Landsteiner, 1900). Luego de varias décadas se incorporaron nuevos
tipos de marcadores genéticos, como polimorfismos proteicos correspondientes al sistema de
histocompatibilidad, polimorfismos bioquimicos, entre otros, pero fue hasta la década de los
ochenta cuando se generaron las técnicas de analisis del ADN que permitieron analizar los

polimorfismos presentes (Giovambattista et al., 2001).

En los ultimos afios los constantes avances cientificos y técnicos han tenido un profundo
impacto en el desarrollo de las pruebas. La dactiloscopia, la balistica, la criminalistica, la
documentoscopia, etc., son ejemplos de esta proyeccion de los conocimientos cientificos en el
campo policial y judicial. Los avances han sido particularmente espectaculares en el ambito de

la biologia molecular. En concreto, lo que se denomina genética forense (Gascon, 2007).

La genética forense estudia basicamente las regiones de ADN que presentan variabilidad entre
los distintos individuos, es decir, estudia regiones polimérficas del ADN. Asi, analizando un
determinado nimero de estas regiones se puede lograr la identificacion de individuos y en otros

casos adjudicar la paternidad (Entrala, 2000).

Actualmente en muchos paises, particularmente de América Latina, la criminalidad organizada y
la violencia callejera dejan cada vez mas victimas y desaparecidos. En otros casos, como
conflictos armados, atentados terroristas, catastrofes producidas por fenémenos naturales o
accidentes de transito el analisis de ADN se puede utilizar para identificar un individuo fallecido

o para excluir falsos positivos de identificacibn humana (Gonzales et al., 2005). Por otro lado,
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esta prueba es por mucho, mas frecuente y mas solicitada en estudios de paternidad, la razon
mas comun es para determinar la paternidad aunque existen otras situaciones donde establecer
la relacién bioldgica es importante, tales como las preferencias dadas a inmigrantes, problemas
con herencias y seguimiento de transplantes (Gonzales et al., 2005).

En México se ha iniciado el camino de la genética, en particular la Procuraduria General de
Justicia del Distrito Federal, por medio de su departamento de genética forense, es el 6rgano
judicial que ha empezado a aplicarla, aunque en la actualidad existen diversos laboratorios
particulares que se dedican principalmente a elaborar pruebas de paternidad. Dicho
departamento se creé en 1990. Asi mismo, la colaboracién internacional con Estados Unidos ha
sido sumamente activa, por medio del FBI, esto es principalmente para la elaboracion de un
banco de datos de frecuencias alélicas de los marcadores utilizados dentro de la poblacion

mexicana (Fragoso, 1999).

La comunidad genético forense ha realizado un enorme esfuerzo para la estandarizaciéon no
solo de las técnicas de analisis sino también de los marcadores a utilizar, su nomenclatura y la
valoracion estadistica de los resultados para garantizar una correcta comparacion de los
resultados interlaboratorio. El fruto de este esfuerzo es que hoy en dia existe un reconocimiento
internacional de la genética forense como una de las disciplinas cientificas con niveles mas

altos de estandarizacion en las técnicas utilizadas y criterios de andlisis (Farfan, 2006).

Asi, el presente proyecto desarrolla la estandarizacion de la prueba de identificacion humana
con énfasis en las pruebas de paternidad mediante marcadores moleculares STRs individuales
utilizando material y equipo comin de biologia molecular para proveer resultados

estadisticamente confiables y permitir estudios posteriores con estos marcadores.



3. MARCO TEORICO

BASES BIOLOGICAS: LA CELULA

Teoria celular.

Como resultado de las pequefias dimensiones de las células, el estudio de sus propiedades
tuvo que esperar al desarrollo del microscopio. En 1665, Robert Hooke describié por primera
vez el descubrimiento de las células; realiz6 sus observaciones al examinar una rebanada de
corcho muy delgada, Hooke observé el aspecto en forma de panal de abejas del corcho, y
utilizé el término célula para describir los compartimientos que vio. Muy pronto, muchos de los
contemporaneos de Hooke fueron capaces de observar una gran cantidad de diferentes tipos
de células vegetales y animales. En 1838, Mathias Schleiden publicé los resultados de sus
investigaciones en plantas y concluy6 que las plantas estaban formadas por células y que el
embrion de una planta se deriva de una célula Unica. Theodor Schwann publicé en 1839 un
trabajo mas inteligible sobre las bases celulares de la vida animal; también propuso que todos
los tejidos estaban formados por células y todavia fue mas lejos: concluy6 que todas las células

de plantas y animales eran las unidades funcionales de los organismos vivos (Karp, 1987).

Estructura celular

Todos los organismos vivos estan formados por células, éstas se organizan en conjuntos
cooperativos denominados tejidos, que a su vez se asocian formando grandes unidades
funcionales denominadas érganos (Alberts et al., 2002). El tamafio promedio de las células
eucariotes es de 10-100 um, y se subdividen en zonas limitadas por membranas simples o
dobles llamadas organelos, las cuales se encuentran en una sustancia amorfa y homogénea
coloidal denominada citoplasma, con una gran cantidad de membranas y particulas bafiadas en
una sustancia citoplasmatica nombrada citosol granular. Los organelos presentan una compleja
organizacion interna y llevan acabo actividades fisiolégicas especializadas complicadas ademas
de no funcionar de manera aislada (Figura 1) (Karp, 1987; Callen, 2000; Alberts et al., 2002).



Compartimientos intracelulares

La membrana plasmatica rodea a la célula, definiendo su extension y manteniendo las
diferencias esenciales entre el contenido de la célula y su entorno. En todas las células, la
membrana plasmética esta formada por moléculas lipidicas y proteicas. Las moléculas lipidicas
son anfipaticas; es decir, tienen porciones hidrofilicas e hidrofobicas, éstas estdn compuestas
en forma de una doble capa continua de unos 5 nm de grosor. Las proteinas estan asociadas a
las membranas de diferentes maneras y actlan como sensores de sefiales externas,
permitiendo que la célula cambie en respuesta a indicaciones ambientales; estas proteinas
sensoras, o receptores, transfieren informacion, en lugar de iones o de moléculas, a través de la
membrana (Alberts et al., 2002; Karp, 1987).

Las mitocondrias ocupan una parte sustancial del volumen citoplasmatico de las células
eucariotas (Figura 1-A), generan la mayor parte de la energia en forma de ATP por medio de
varias reacciones (ciclo de Krebs) que se utiliza para desplazar las reacciones biosintéticas que
requieren un aporte de energia libre. Dentro de la matriz, las mitocondrias contienen moléculas
de acido desoxirribonucleico o ADN y ribosomas, de tal manera que, son capaces de sintetizar
proteinas (Avers, 1991; Robertis et al., 1978).

Nucleo

El ndcleo es un compartimiento celular contenido en el citoplasma en una posicién central, y su
forma puede ser variable; redondo, oval, eliptico, etc. y ocupa un 10% del volumen celular
(Alberts et al., 2002; Jiménez-Merchant, 2003). En la estructura nuclear, el organulo mas visible
es el nucleolo ademéas de diversas masas de cromatina que corresponden a determinadas
regiones de los cromosomas, tanto el nucleolo como los cromosomas se encuentran en una
masa fluida carente de estructura denominada nucleoplasma (Figura 1-B) (Brown-Bertke, 1979).
El nucleolo es el sitio de sintesis y procesamiento y del ensamblado de las subunidades del
ribosoma. Internamente consta de centros fibrilares, esta constituido por los genes y proteinas
que forman parte del ribosoma. La cromatina es el material cromosémico compactado durante
la interfase, de forma amorfa y aparece aleatoriamente disperso en ciertas partes del nicleo, sin
embargo no toda la cromatina de cada nucleo tiene el mismo estado de compactacién (Nelson-

Cox, 2005). La cromatina que se encuentra en forma muy compacta se le denomina
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heterocromatina del que existen dos tipos: la facultativa y la constitutiva, mientras que el resto
del material cromosémico estd en forma extendida constituyendo la eucromatina. La
heterocromatina facultativa corresponde a regiones que pueden estar activas en algunos tipos
celulares o inactivas en otros dentro del mismo organismo. Con respecto a su distribucion en el
genoma, puede tener secuencias de uno de los miembros de un par alélico, o bien, estar todo el
cromosoma condensado, mientras que el otro miembro del par puede no formar parte de
cumulos compactos semejantes. La heterocromatina constitutiva se encuentra siempre en
ambos miembros de un par en todas las células del organismo y esta formada por secuencias
repetidas abundantemente, como son las regiones del cromosoma cercanas al centrémero
(Jiménez-Merchant, 2003; Hicks, 2006). En su forma mas simple, la cromatina consiste en
fiboras que contienen proteinas y ADN en aproximadamente las mismas masas, con una
pequefia cantidad de ARN (Nelson-Cox, 2005; Hicks, 2006).

Figura 1. Estructura celular; A — Mitocondria, B — Nucleo.



Estructura bioquimica del ADN

Las células contienen varias moléculas de gran peso molecular o macromoléculas, como son
los polisacaridos, las proteinas y los &cidos nucleicos. Estas macromoléculas pueden
clasificarse como polimeros; es decir, moléculas que tienen una unidad estructural que se repite
muchas veces. Los 4cidos nucleicos son de dos clases: 4cido desoxirribonucleico o ADN vy el
acido ribonucleico o ARN (Jiménez-Merchant, 2003). El descubrimiento de la estructura del
ADN comenzé en 1953, cuando James D. Watson y Francis H. C. Crick propusieron
correctamente la estructura doble helicoidal, sobre la base del andlisis de los patrones de

difraccién de rayos X, junto con una cuidadosa construccion del modelo (Lodish et al., 2003).

La molécula de ADN estd constituida por tres componentes caracteristicos: una base
nitrogenada ciclica, un monosacéarido aldehidico tipo pentosa y un &cido fosférico. Las bases
nitrogenadas derivan de los compuestos purina; adenina (A) y guanina (G) y pirimidina; citosina
(C) y la timina (T). La pentosa es la 2"-desoxi-D-ribosa o desoxirribosa (Figura 2) (Hicks, 2000).

La union de la base nitrogenada con la desoxirribosa forma un nucleésido; éste, uniéndose al
acido fosforico constituye un nucleétido. Los nucle6tidos se unen para formar el polinucleétido,
en el cual el grupo fosfato en posicién 5’ de la desoxirribosa se une por enlace covalente
fosfodiester con el hidroxilo 3’ de la desoxirribosa del nucledtido vecino, y asi sucesivamente
(Nelson-Cox, 2001). La estructura secundaria del ADN es una hélice de giro a la derecha
formada por dos hebras de polinucleétidos orientadas en sentido antiparalelo; es decir, el
extremo 5’ de una hebra queda frente al extremo 3’ de la otra (Figura 2-A). Las dos hebras se
unen por puentes de hidrégeno que se establecen de manera especifica 0 complementaria
entre las bases de las dos hebras. Una molécula de adenina se une, por dos puentes de
hidrégeno, a una timina; y una de guanina se une por tres a una de citosina (Figura 2, B)
(Jiménez-Merchant, 2003; Hicks, 2000; Lodish et al., 2003).

Normalmente, las moléculas de ADN se encuentran en las células organizadas en estructuras
compactas, en las que la hélice se encuentra bajo una fuerte tension estructural, generado
principalmente por la interaccién de proteinas con carga positiva, basicas, llamadas histonas y
algunas proteinas no histonas las cuales empaquetan y ordenan el ADN (Jiménez-Merchant,
2003; Nelson-Cox, 2005).



Figura 2. Estructura bioquimica del ADN; A - Estructura secundaria, B — Bases nitrogenadas. Basado
en Alberts et al., 2002.

Replicacion celular y herencia

La division celular, mitética, es el mecanismo fundamental por el cual todos los organismos
duplican sus células. Sin embargo, la mayoria de los organismos eucariotes poseen un modelo
alternativo, meiético, de transmision cromosémica; este modo esta inevitablemente acoplado a
una fase sexual en su ciclo vital en la cual el material genético de dos progenitores distintos
llegan a residir en una Unica célula (Goodenough, 1981). Los ciclos sexuales de vida incluyen
dos fases alternantes en las cuales el nimero de cromosomas en una es el doble del que
corresponde a la otra; una fase diploide 2n, y una haploide n (Avers, 1991). Especificamente, la
meiosis representa la via por la cual se reduce a la mitad el nUmero de cromosomas de una
célula y se especializa para la fusion sexual (gameto) a partir de células diploides en los tejidos
germinales. Estas células pasan por una replicacion tipica en la interfase, una vez completada,
el ndcleo meidtico pasa por una secuencia de etapas de profase, metafase, anafase y telofase

que constituyen la primera division meiotica o meiosis I. En la cual, los conjuntos homologos de
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crométidas hermanas en lugar de separarse, se aparean formando una estructura denominada
bivalente, y en la anafase los dos homodlogos duplicados (cada uno de ellos formado por dos
crométidas hermanas) se separan. A consecuencia de esto, cada célula hija recibe dos copias
de uno de los dos homdélogos. La interfase siguiente suele ser breve, sin embargo en ésta no se
produce ninguna replicacion del ADN cromosémico. Los dos nucleos producidos en la meiosis |
pasan por todas las etapas de profase, metafase, anafase y telofase en la segunda division
meidtica o meiosis I, lo que origina cuatro nicleos, cada uno de los cuales es haploide en el
namero de cromosomas. Asi, la meiosis da lugar a una distribucion completamente al azar de
los cromosomas en los gametos, por esta razon la formacién de los gametos es la base fisica
de las nuevas combinaciones del material hederitario que ocurren en cada generacién (Alberts
et al., 2002; Avers, 1991; Goodenough, 1981).

Herencia Mendeliana

G. Mendel definié en 1865 las leyes bésicas de la transferencia de la informacion genética. El
trabajo de Mendel, basado en la hibridacion de plantas, fue fundamental para determinar el
concepto de gen, utiliz6 como modelo experimental a cepas puras de plantas de chicharo

(Pisum sativum) para estudiar las leyes de la herencia (Jiménez-Merchant, 2003).

Una célula diploide contiene dos cromosomas homoélogos de cada tipo que derivan cada uno de
un gameto masculino y de uno femenino durante un proceso sexual, el conjunto completo de
cromosomas de un organismo se denomina genoma. La posicién fisica que ocupa una
determinada secuencia de ADN, como puede ser un gen, en el cromosoma se denomina locus,
a cada una de las formas alternativas que ocupan un locus se le denomina alelo, un organismo
con dos alelos idénticos en un locus dado se dice que es homocigético, mientras que un

organismo con alelos distintos se dice que es heterocigético (Farfan, 2006),

Durante la meiosis I, los cromosomas homoélogos y los centromeros de cada bivalente se
alinean por encima y por debajo de la placa de la metafase y se segregan en la anafase,
cuando un heterocigoto experimenta meiosis, la segregacion de los cromosomas homoélogos
determina que las células haploides producidas contengan un alelo dado, pero nunca ambos;
este fendbmeno se denomina principio de segregaciéon y a menudo primera ley de Mendel. Una

excepcidn a la generalizacion de que los alelos se segregan en la anafase de la meiosis | surge
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en la formacién de quiasmas y en el intercambio genético (entrecruzamiento) en cualquier punto
entre el locus de los dos alelos en cuestion y el locus del centrémero en donde no se segregan
hasta la anafase de la meiosis I, en la cual los centromeros se dividen y las crométidas se

separan (Goodenough, 1981).

El principio de segregacion es valido para los cromosomas homologos, los cuales se disponen
en el ecuador de la metafase de la meiosis | de una manera independiente y permanecen
independientes a lo largo de la meiosis. El resultado de ello es que los alelos que estan
situados en los cromosomas no homélogos (no ligados) experimentan una distribucion
independiente durante la meiosis. Una célula con un par de cromosomas homodlogos que
presentan dos alelos (A y a), un segundo par de cromosomas homaélogos podria tener un par
distinto de alelos (B y b). Puesto que los homdlogos se distribuyen independientemente, la
probabilidad determina que un cuarto de todas las células haploides resultantes de la meiosis
contengan los alelos Ay B, un cuarto Ay b, un cuarto ay B y un cuarto a 'y b. Este resultado se
denomina principio de la distribucion independiente y representa la segunda ley de Mendel
(Goodenough, 1981; Winchester, 1985).

Clasificacion de las secuencias de nucleétidos

La estructura de un determinado ADN esta definida por la secuencia de las bases nitrogenadas
en la cadena de nucledtidos. El orden en que aparecen las cuatro bases a lo largo de una
cadena en el ADN es critico para la célula, ya que constituye las instrucciones del programa
genético de los organismos (Alberts et al., 2002; Farfan, 2006; Sirchia et al., 1996; Lorente et
al., 1994).

El ADN puede ser de dos tipos segun su funcion, el codificante y no codificante. EI ADN
codificante, esta formado por los fragmentos que contienen la secuencia primaria de los
amino&cidos de las proteinas sintetizadas por ellos, a esta secuencia de nucle6tidos que
codifica para un producto de ARN y se le denomina gen (Lorente et al., 1994). El otro tipo de
ADN es el llamado no codificante, regiones a las cuales no se les atribuye ninguna produccion
de proteinas, a estas secuencias también se les llama ADN de desecho, pero se cree que

tienen alguna funcion reguladora que no esta completamente entendida (Coello et al., 2001).
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Existen tres tipos de ADN no codificante; las regiones intergenéticas, las regiones
intragenéticas y los pseudogenes. Las regiones intergenéticas son la porciones de ADN que se
encuentran entre los genes, se sabe que algunas porciones de regiones intergenéticas regulan
la expresion de los genes adyacentes a ellas, pero otras no tienen ninguna funciéon conocida.
Las regiones intragenéticas, también llamadas intrones, son segmentos de ADN encontrados
dentro de los genes, éstos se transcriben a ARN junto con el resto del gen, pero se remueven
del ARN antes de la traduccién, a los segmentos restantes se les denominan exones. Un
pseudogen es un segmento de ADN que es similar a un gen funcional, pero que contiene
cambios de nucleétido para prevenir su transcripcion o traduccién (Coello et al., 2001; Mattick,
2004).

Estructura del genoma humano

Un ser humano est4 compuesto por un promedio de aproximadamente 100 billones de células,
donde la mayoria contiene toda la informacion genética. EI genoma nuclear diploide humano
consiste en 22 pares de cromosomas autosdmicos y un par de cromosomas sexuales, X e Y, en
conjunto cada célula somética contiene 46 cromosomas. El genoma humano esta constituido
por 3,000 millones de pares de bases. Solo el 2% del ADN humano es codificante, se calcula
gue existen de 28,000 a 80, 000 genes segun los diferentes métodos que se utilicen para su
estimacion (Makalowski, 2001), mientras el 98% restante forma parte del ADN no codificante.
Es en este ADN donde se concentra la mayor parte de la variabilidad genética entre individuos
(Farfan, 2006). Se ha estimado que dos genomas humanos, escogidos al azar, difieren
aproximadamente en uno cada 500 nucleétidos, si el genoma humano contiene 3 x 10° pares
de bases, existen entonces, 6 x 10° bases diferentes entre dos personas (Lennie, 1999). Asi,
todos los individuos de las especie humana son idénticos entre si en un 99. 98% y sélo el
0.02% residen las diferentas entre unos y otros y hacen a cada individuo Unico, a excepcion de

los gemelos univitelinos (Farfan, 2006; Lennie, 1999; Lorente et al., 1994).

El genoma humano nuclear extragénico esta constituido por secuencias Unicas y repetidas que
pueden estar altamente, moderadamente o poco repetidas constituyendo cerca del 50% del
genoma (Naslund et al., 2005). Existen subgrupos de secuencias repetidas, el ADN repetitivo
disperso y el ADN repetitivo en tandem (Figura 3). EI ADN repetitivo disperso, que constituye el

15-20% de genoma, consiste en secuencias intercaladas, distribuidas en diferentes puntos del
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genoma, Y repetidas en tAndem que pueden ser cortas y largas, generalmente representadas
por SINEs y LINEs, los elementos dispersos cortos o SINEs (del inglés short interspersed
nuclear element) tienen menos de 500pb de longitud y se encuentran hasta 500, 000 de ellos
en el genoma, los elementos dispersos largos o LINEs (del inglés long interspersed nuclear
element) en la familia L1 del humano tienen 6,400pb de longitud y se estima que existen unos
40, 000 en el genoma (D’Aiuto, et al. 2003; Makalowski, 2001; Arian, 1999; Venter et al., 2001;
Otieno et al., 2004).

El otro subgrupo que representan aproximadamente el 10% del genoma, son las secuencias
repetidas en tandem, que constituyen un ADN altamente variable (Lennie, 1999). Este ADN
esta constituido por secuencias cortas y que se repiten en tandem, es decir, de manera
continlla una al lado de la otra, un cierto numero de veces. Estos segmentos se subdividen de

acuerdo a la cantidad de pares de bases (pb) que forman la unidad de repeticion como:

e ADN satélite constituido por secuencias de mas de 100 pb, concretamente estas
secuencias constituyen la heterocromatina constitutiva que se acumula en los
centrémeros y regiones subteloméricas principalmente (Venter et al., 2001; Makalowski,
2001).

e ADN minisatélite, también se denomina repeticiones en tandem de nimero variable o
VNTR (del inglés variable number of tandem repeats), constituido por secuencias de
entre 7-100 pb, con un tamafio total de entre 500 y 10,000 nucleétidos, en su mayor
parte se encuentran concentrados en las regiones teloméricas de los cromosomas y se
han identificado 157,549 VNTRs en el genoma humano (Naslund et al., 2005; Hakan-
Rannug, 2006; Makalowski, 2001; Philippe, 2003).

e ADN microsatélite, o STR (del inglés short tandem repeats), formado por secuencias
entre 2-6 pb, su tamafio varia entre 100 y 500 nucleétidos, principalmente se
encuentran en los intrones y en las regiones intergenéticas, contribuyen a la
organizacion de la cromatina en el nicleo y en cromosomas mitéticos. Se ha calculado
que existen cerca de 300,000 STRs en el genoma (Subirana-Messeguer, 2008; Sharma
et al., 2007; Christiakov et al., 2006; Makalowski, 2001).
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Las regiones de ADN nuclear mas importantes en genética forense son los VNTRs y STRs
debido a que reunen todas las condiciones que se exigen para que un marcador genético se
pueda utilizar; ubicacién cromosomica establecida, frecuencias de aparicién 6ptimas, herencia
mendeliana, distribucién de alelos en la poblacién, mutaciéon conocida y no influenciados por
causas externas (Vallejo, 2006).

Estos marcadores poseen una alta mutabilidad, como el ADN no codificante es el de mayor
proporcion, existe una mayor probabilidad de que las mutaciones se presenten en esas zonas,
principalmente por errores en el desdoblamiento de la doble cadena y sus subsecuentes errores
durante la replicacion de ADN, la reparacion o la recombinacién (Sharma et al., 2007;
Christiakov et al., 2006; Hakan-Rannug, 2006; May et al., 2000; Levinson-Gutman, 1987). Como
estas mutaciones se producen en las regiones no codificantes no estan sometidas a una
presion de seleccion tan importante como en las mutaciones que se producen en los genes, se
acumulan a lo largo de la evolucién por lo que sufren una gran variacion en el nimero de
repeticiones de su secuencia, originando un gran niamero de variantes o alelos (Narkuti et al.,
2007; Sirchia et al., 1996; Pastore et al., 1996; Jeffreys et al., 1985; Edwars et al., 1991).
Cuando, dentro de la poblacion, una regién del ADN presenta mas de dos variantes distintas se
le denomina polimérfica. A cada uno de estos loci o segmentos de ADN polimoérfico se les

denomina marcador genético (Farfan, 2006).

Existen dos tipos de polimorfismos, los de secuencia y los de longitud. Los de secuencia por el
gue los alelos de un mismo locus se diferencian en la base presente en una o0 mas posiciones
concretas. Los de longitud, los alelos de un locus se diferencian entre ellos por el niUmero total
de bases que lo componen. El polimorfismo de longitud es muy comin en las secuencias
repetidas en tAndem, en las que el niumero total de unidades de repeticion definen a cada alelo
(Farfan, 2006; Vallejo, 2006).
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Figura 3. Estructura del genoma humano. Basado en Venter et al., 2001.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Una de las principales areas de investigacion en genética de poblaciones es el desarrollo de
una teoria cuantitativa que defina las leyes que gobiernan las estructuras genéticas de las
poblaciones naturales. Esta rama tuvo sus raices en las publicaciones de 1908 de G. Hardy y
W. Weinberg, quienes consideraron el comportamiento de los loci en poblaciones idealizadas o
poblaciones mendelianas, debido al comportamiento Mendeliano de los alelos (apareamiento al
azar, poblacion genéticamente estatica) en donde se pude definir la frecuencia de cada alelo
(Iniesta et al., 2005).
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En una poblacién idealizada todos los gametos constituyen un Gnico patrimonio genético y las
diversas frecuencias alélicas son probabilidades. Suponiendo un Unico locus en el que existen
solo dos alelos Ay a, p es la frecuencia de Ay g ala de a, entonces p + g = 1. Entonces se
puede considerar la probabilidad de que dos gametos se unan para formar un cigoto, la
probabilidad de producir un homocigoto AA esta dado por p?, analogamente la probabilidad de
producir un homocigoto aa es g2 Finalmente la probabilidad de producir un heterocigoto es
igual a pg + pq = 2pq, entonces la multiplicacién de estas frecuencias da como resultado p?+ 2
pg + g° = 1. La aplicacién de esta formula a la genética de poblaciones se ha denominado Ley

de Hardy y Weinberg o equilibrio de Hardy-Weinberg.

La expresion es importante ya que permite calcular la frecuencia de los alelos, definida como p
y g, o la frecuencia de los genotipos, dada como p? + 2 pq + g°, para poblaciones idealizadas.
Unas de las razones por la cual la poblacién puede desviarse del equilibrio de Hardy-Weinberg
son que los individuos de la poblacién puedan no cruzarse al azar formando pequefios grupos
reproductivamente aislados; la poblacién no pueda ser estatica o incluso puedan verificarse

ambos fenédmenos a la vez (Goodenough, 1981; Iniesta et al., 2005).

METODOS MOLECULARES DE IDENTIFICACION HUMANA

Extraccion de ADN

Para aislar los acidos nucleicos en estado natural se requiere de mucho cuidado en la
eliminacion de enzimas hidroliticas, asi como evitar la contaminacién bacteriana, ademas de
emplear maniobras o técnicas quimicas y fisicas muy poco agresivas (Minch, 1989; Hammes-
Hooper, 2000; Darling-Brickell, 1994).

El ADN nuclear esta presente en todas las células del cuerpo humano, excepto en los eritrocitos
debido a que carecen de nucleo, por lo que es posible extraerlo a partir de cualquier material
biol6gico: sangre, saliva, semen, pelos con raiz, huesos, tejidos, etc. asi como de cualquier
vestigio que pueda contener algun resto bioldgico; colilla de cigarro, sello, chicle, cepillo de
dientes, ropa usada (Farfan, 2006; Kochl et al., 2005). La seleccién de las muestras a analizar,
su toma y recogida, identificacibn y conservacion son factores de vital trascendencia en

cualquier andlisis de ADN (Farfan, 2006).
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Existen diferentes técnicas de extraccion del ADN, dependiendo de la naturaleza del material
biol6gico. No se puede extraer igual cantidad de ADN de todos los tipos de muestras, existe un
rango de variacion de rendimiento en la extraccién entre unas y otras (Tabla 1). Las principales
etapas del aislamiento de los &cidos nucleicos por métodos convencionales son: destruccion de
la célula por choque osmotico; homogeneizacion; digestién enzimatica o atague mecénico leve
(Rapley, 2000; Gonzales, 1988; Saremi et al., 2008).

Generalmente, el método mas comun es el de fenol-cloroformo. Puesto que los acidos
nucleicos se unen muy fuertemente a los cationes y las proteinas catiénicas como histonas y
protaminas, es necesario separarlos de estas sustancias con lesiones minimas de la cadena
polinucleotidica. Para esto se utilizan soluciones acuosas de fenol adicionadas de detergentes y
agentes quelantes. Esta mezcla disolvente, afiadida a los fragmentos de tejido, produce un
sistema de dos fases; los acidos nucleicos quedan en la fase acuosa y las proteinas
desnaturalizadas se disuelven en el fenol o precipitan en la interfase. La separacion de los
acidos nucleicos y las proteinas, se facilita por la adicion de detergentes anionicos y de sales
concentradas. También se afiaden agentes quelantes para eliminar metales polivalentes que
podrian formar sales con los grupos fosfato de los acidos nucleicos. Finalmente, se trabaja en
un pH ligeramente alcalino para reducir las interacciones electrostéaticas de los acidos nucleicos
con otros iones (Kochl et al., 2005; Rendina, 1974; Minch, 1989; Jiménez, 2004).

En algunas muestras las cantidades de ADN son extremadamente bajas y la calidad muy
pobre, debido a una degradacioén, por lo que se han propuesto diferentes formas de tratar las
muestras dependiendo del estado en que se encuentren (Gonzdales et al., 2005; Coté et al.,
2008; Franke et al., 2008).

Por tal motivo y por la creciente necesidad de homogenizar protocolos de andlisis y acreditacion
de los laboratorios de genética forense, se trabaja con un conjunto de soluciones y materiales
dispuestos en cajas comerciales denominadas kits. Por ejemplo existen metodologias
comerciales de extraccion diferencial de ADN con resina magnética, para muestras con
espermatozoides y epitelios vaginales para casos de violacion (Differex), FTA Whatman para
muestras de referencia consistentes en sangre y saliva; Chelex o DNA 1Q para muestras en las

gue se presume que el soporte contiene inhibidores (sangre, semen o saliva en tierra), Tissue
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and hair extraction kit para la extraccion de ADN de bulbos de foliculos pilosos (Promega, 2008;

Whatman, 2008).

Tabla 1. Contenido de ADN en diferentes muestras biol6gicas. Tomado de Gonzales et al., 2005.

CANTIDAD DE
TIPO DE MUESTRA ADN CONSERVACION
DISPONIBLE
Sangre liquida 20 a 40 pg/ml Refrigerar a 4° C

Sangre en soportes

250 a 500 ng/ml

Secar al ambiente y guardar en sélidos (manchas)

bolsas de papel

Hisopado vaginal
o rectal

250 a 500 ng/ml

Secar y guardar en un tubo estéril al ambiente

Semen liquido 150 a 300 pg/ml Refrigerar a 4° C
Semen en frotis 10 a 3,000 ng/ml Refrigerar a 4° C
postcoital
Pelo con bulbo 1 a 750 ng/bulbo Al ambiente
arrancado
Saliva 1210 ug/ml Secar y guardar en bolsas de
papel al ambiente
Erotis bucal 1a1.5 ug/ml Secar al ambiente y guardar en
bolsas de papel
Orina 1 a 20 ng/ml Congelara—4°C
Huesos (segun 3 a10 ng/mg de N
condiciones) hueso Limpiar y guardar en bolsas de papel
Fluido amniético 65 ng/ml Congelara—4°C
Vellosidad corial 8 ug/mg Congelara—4°C
Higado 15 pg/mg Congelara—4°C
Musculo 3 yg/mg Congelara—4°C

Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN aislado es una fase importante en un andlisis, un error en la medicion
puede resultar en el fracaso de los resultados. EL ADN se cuantifica usando técnicas de
espectroscopia por absorcion, ésta se basa en la absorcion de luz de las moléculas
dependiendo tanto de la estructura de la molécula como del medio en que se halla ésta
(Freifelder, 1991), la longitud de onda que se utiliza es de 260 nm, los contaminantes también
se pueden identificar por espectroscopia ultravioleta desde los 200 nm a 300 nm. Un radio de
absorbancia a 260 nm en 280 nm de aproximadamente 1.8 indica que las muestras estan libres
de contaminacion proteica, la cual se absorbe fuertemente a 280 nm. Existen diferentes tipos de

espectroscopia de absorcion tales como rayos gamma, rayos X, luz visible, luz polarizada,
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infrarroja y ultravioleta, siendo la uUltima la mas comdn. Los inconvenientes de esta técnica son
gue debido a la existencia de algunas impurezas, las mediciones de ADN pueden tener niveles
de imprecisién de mas de 10 veces sobrestimadas en algunos casos (Yu, et al., 2005).

La espectroscopia de fluorescencia usando varios ADN con tintes intercalantes es la técnica
mas extensamente aceptada por su precision. Sin embargo, el andlisis a llevarse acabo con
esta técnica requiere volumenes altos, por ejemplo 2 ml, lo cual es impractico debido a los tintes
costosos y si se cuenta con poca cantidad de ADN, también se puede llevar a cabo con
pequefios volimenes de ADN usando otros instrumentos tales como microplacas lectoras de
fluorescencia, microplacas fluorbmetras, transluminador de microplacas-CCD, pero los
instrumentos no pueden estar disponibles en muchos laboratorios (Wang et al., 2006;
Rengarajan, 2002). La cuantificacion por electroforesis en geles, cominmente de agarosa, se
basa en tener una cantidad conocida de ADN estandar separarla por electroforesis y
compararla con las muestras, ésta puede proveer datos mas precisos, sin embargo los
procedimientos son mas complicados y los datos frecuentemente aln no son suficientemente

precisos (Wang et al., 2006).

Las necesidades de los laboratorios de genética forense son diferentes a las de cualquier
laboratorio de investigacion debido a que el ADN extraido del indicio con el que se trabaja
puede estar contaminado con ADN de cualquier microorganismo, por lo cual se usa la PCR
cuantitativa (qPCR) en la que se utilizan instrumentos de PCR en tiempo real para medir
fluorescencia. ElI ADN se tifie con agentes intercalantes que emiten fluorescencia a 520 nm bajo
excitacion a 490 nm y cuando la PCR en tiempo real se realiza en tubos de PCR, equivale a las

celdas usadas con un espectrofotémetro de fluorescencia (Wang et al., 2006).

Métodos para el analisis de polimorfismos genéticos de interés forense

Analisis de VNTRs mediante RFLP

El método de andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion o RFLP (del
inglés restriction fragment length polimorphism), se basa en la utilizaciébn de enzimas de
restriccion o restrictasas que cortan el ADN de forma muy especifica en determinadas

secuencias que han reconocido previamente. Las posibles diferencias en la secuencia del ADN
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entre dos individuos, hacen que, para cada marcador el tamafio de los fragmentos generados
de ADN puedan ser distintos (Farfan, 2006; Jacewicz-Miscicka, 2006; Laperche, et al., 1991).

Los fragmentos de ADN resultantes deben separarse mediante un método de fraccionamiento
adecuado, los métodos de separacion se basan en diferentes caracteristicas tales como
tamafio, carga, entre otras, una de las técnicas mas utilizadas es la electroforesis (Maldonado-
Jorrin, 2007). La velocidad de migracién o movilidad a través del campo eléctrico dependera de
varios factores como son la intensidad de dicho campo, la carga neta, tamafio y forma de las
moléculas; asi como la fuerza idnica, viscosidad y temperatura del medio en el cual las
moléculas se estan moviendo. La electroforesis es una herramienta analitica simple, rapida y
muy sensible. Los fragmentos de ADN, con carga negativa, migran hacia el polo positivo y lo
hacen a una velocidad inversamente proporcional a su tamafo de forma que los fragmentos
mas pequefios quedan en posiciones adelantadas en el gel que los fragmentos mas grandes
(Maldonado-Jorrin, 2007; Martinez et al., 2003).

Existen numerosas variaciones de esta técnica en funcion del equipo utilizado, soporte y
condiciones fisico-quimicas en las cuales se va a llevar a cabo la separacion como lo son la
electroforesis capilar, electroforesis en papel, electroforesis en gel de agarosa, electroforesis en
gel de poliacrilamida, isoelectroenfoque, electroforesis bidimensional. El soporte mas utilizado
por su alta resolucidon y separacion para los acidos nucleicos es la poliacrilamida PAGE

(polyacrilamide gel electrophoresis) (Tunez, 2002).

Los geles de poliacrilamida poseen una serie de ventajas como quimicamente inertes, estables
en un alto rango de pH, temperatura, fuerza iénica y facil de generar mediante polimerizacion
de acrilamida. Tal polimerizacién se inicia por un sistema redox de catalisis, el TEMED cataliza
la formacion de iones que dirigen la reaccion a partir del ion persulfato que se afiade en forma
de persulfato de amonio, y que actia como iniciador (Figura 4) (Maldonado-Jorrin, 2007; Wehr
et al.,, 2000). La electroforesis del ADN en geles de poliacrilamida puede llevarse a cabo en
condiciones no desnaturalizantes o nativas (ND-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las
diferencias entre uno y otro tipo radican en los componentes de los geles, asi como el
tratamiento de las muestras que permiten abrir la doble cadena del ADN (Martinez et al, 2003;
Maldonado-Jorrin, 2007).

-20 -



0 Poliacrilamida

NH2
HzN O HNOC HANOC
A \ \". \\\
\ \

Acrilamida

TEMED
PSA

:> e, =— Enlace bis-acrilamida
O, Metilen-bis-acrilamida

HN oc, HaNOC HaNOC
N< Polimerizacion )\ —\ )
— HaC L ) Y \

/ / /
Ha O HaNOC uMoc

Figura 4. Reaccion de polimerizacion de la acrilamida. Modificado de Maldonado-Jorrin, 2007.
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Una vez, separados los fragmentos de restriccion, éstos se transfieren desde el gel a
membranas de nylon o nitrocelulosa, método southern-blotting, y se fijan a ésta. Posteriormente
se realiza una deteccion especifica para cada marcador mediante hibridacién con sondas, que
consisten en fragmentos de ADN previamente marcados con material radioactivo o
quimioluminiscente que se unen de forma complementaria a un fragmento de ADN de la
muestra, si la sonda se une a una region se le denomina sonda mono-locus o SLP, mientras
que si se une a varias regiones se le conoce como sonda multi-locus o MLP. Estas sondas
detectan entre 15 y 20 fragmentos variables de ADN en el individuo, con valores mayores de
3.5 Kb. En los casos con VNTRs con alelos no mayores de 1Kb, utilizando PCR, que se
explicara en el siguiente apartado. Esto revelara la posicion de una banda correspondiente a un
alelo determinado, si el individuo es homocigoto, o de dos bandas correspondientes a dos
alelos distintos, si el individuo es heterocigoto para ese locus. 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 (Farfan, 2006; Lorente et al., 1994; Pineda, 1999;
Helminen et al., 1992; Jacewicz-Miscicka, 2006; Laperche, et al., 1991).

Los polimorfismos VNTRs presentan una alta heterocigosidad, la tasa de mutacion que
presentan estos marcadores es variable y es despreciable en algunos de ellos y demasiado
altas para otros (Tabla 2) (Vallejo, 2007; Pastore et al., 1996). Este método presenta varias

limitaciones que no lo hacen apropiado, a parte de la complejidad y laboriosidad de la técnica,
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el principal inconveniente reside en que requiere entre 100 y 200 ng de ADN y ademds que éste
no se encuentre degradado (Farfan, 2006).

Tabla 2. Principales VNTRs utilizados. Tomado de Vallejo, 2006.

Zona Sonda Heterocigosidad % Tasa de mutacion %

D1S7 MS1 94.6 5.2

D7S21 MS31 92.6 0.7
D12S11 MS43A 90 No observada

D5S43 MS8 77.5 No observada
D16S309 MS205 94.3 0.4

D7S22 G3 91.7 0.3

D2S44 YNH24 91 Menos de 0.2

Probabilidad de exclusion a priori acumulada (CE) mayor de 99.99%

Analisis de STRs mediante PCR

Muchos de los vestigios biol6gicos de interés forense presentan cantidades muy pequefias de
ADN o un ADN muy deteriorado, por lo que no son se pueden analizar mediante andlisis de
RFLPs. Para estos casos se usa la técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa o PCR (polimerase chain reaction). La PCR permite la obtencion in
vitro de millones de copias de un fragmento de ADN especifico mediante una reaccion

enzimatica ciclica (Farfan, 2006).

Los componentes basicos en una mezcla de reaccién de PCR son: el ADN molde extraido a
partir de la muestra, la cual requiere métodos que prevengan la degradacion y eliminacion de
algunos inhibidores los cuales puedan ser problematicos en algunas muestras (Al-soud et al.,
2000). Un par de oligonucledtidos o primers sintéticos de 15-20 nucleétidos que son
complementarios a las zonas flanqueantes de la region que se quiere amplificar. Estos primers
actian como cebadores para la sintesis de ADN la cual esta habitualmente catalizada por una
enzima llamada Taq polimerasa, tal enzima se obtiene a partir de una bacteria termdfila
denominada Thermus aquaticus, capaz de crecer a temperaturas elevadas (79-85°C). A esta
temperatura puede adicionar mas de 60 nucleétidos por segundo en regiones con uniones C-G.
El amortiguador de amplificacion que se utilizan normalmente contienen KCI, Tris y MgCl.. el
MgCl, es el componente que mas influye en la especificidad y rendimiento de la reaccion ya que

los iones Mg?* son necesarios para la actividad de la Taq polimerasa. Los nucleétidos o dNTP’s

-22-



son los que sirven de sustrato para complementar las nuevas cadenas de ADN, estos suelen
usarse en una concentracion de 200 uM para cada uno de ellos. Un proceso estandar de PCR
implica la repeticion de un numero determinado de ciclos, cada uno de los cuales consta de tres
pasos:

Desnaturalizacion: Para que comience la reaccion es necesario que el ADN molde se encuentre
en forma de cadena sencilla. Esto se consigue aplicando temperaturas de 90 a 95°C que
producen la rotura de los puentes de hidrégeno y por lo tanto la separacion de ambas cadenas.
Para conseguir la completa separacion de las hebras de toda la muestra esta temperatura debe
mantenerse unos minutos.

Hibridacion: Esta fase se denomina también fase de annealing o de alineacion. Una vez que el
ADN est4 desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango comprendido entre los
40 y los 60°C para que se pueda producir la unién de los primers a las secuencias flanqueantes
del fragmento que se va a amplificar.

Extension: Durante este paso la Taq polimerasa incorpora nucleétidos en el extremo 3' del
primer utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada. La temperatura
a la que se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la temperatura a la que la Taq
polimerasa alcanza su maxima actividad. Normalmente una extension de 20 segundos es
suficiente para fragmentos menores de 500 pb, y 40 segundos para fragmentos por encima de
1.2Kb (Entrala, 2000; Dieffenbach-Dueksler, 2003; Innis et al., 1990; While, 1993).

Estos tres pasos se repiten ciclicamente entre 25 y 35 veces en donde en cada ciclo se produce
un incremento exponencial en el nimero de copias de forma que el resultado son millones de
copias del segmento de ADN interesado. La PCR se lleva acabo en un termociclador aparato
que permite el calentamiento y enfriamiento de las muestras (Farfan, 2006; Innis et al., 1990;
While, 1993).

Este método se usa principalmente para el andlisis de STRs, aunque también permite el analisis
de VNTRs cortos (Kondopoulou et al, 2001). EI método convencional se basa en la
determinacién del tamafio en pares de bases de los fragmentos de ADN generados en la PCR,
este tamafio esta definido por el nimero de repeticiones presentes en cada alelo. La separacion
de los fragmentos se da mediante una electroforesis en gel y tincion con bromuro de etidio, azul
de Coomasie o nitrato de plata, ademas de esto se requieren patrones alélicos de la poblacion
para cada marcador que sirvan de referencia para la asignacion de los alelos presentes en la

muestra problema, dispuestos por las casas comerciales en forma de kits para obtener el
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méximo rendimiento de la minima cantidad de ADN (Tabla 3). Las dos principales compaiiias
mundiales implicadas en lo anterior son la Applied Biosystems y Promega Corporation (Farfan,
2006; Vallejo, 2006; Pineda, 1999; Lorente ef al., 1994).

Al inicio el estudio de los marcadores STRs requeria de un analisis individual para cada
marcador, mediante reacciones simples de PCR, sin embargo actualmente en los laboratorios
de genética forense se pueden amplificar de forma simultanea hasta 15 loci en una misma
reacciéon de amplificacibn denominada PCR multiplex, gracias al marcaje de los primers con
fluorocromos que emiten sefial a una longitud de onda determinada, asi los productos
amplificados, ya marcados y bajo condiciones desnaturalizantes, se separan de acuerdo a su
tamafio con una gran resolucion y se detectan con un sistema de laser incorporado a sistemas
semiautomaticos llamados secuenciadores de electroforesis capilar. La posterior asignacion de
los alelos se realiza mediante un analisis automatizado con la utilizacion de programas
informaticos que transforman las sefiales detectadas y separadas en funcion de su movilidad y
se comparan automaticamente con un estandar interno marcado con fluorocromo diferente a los
utilizados en los fragmentos amplificados. De esta forma se puede obtener un buen resultado a
partir de un vestigio que contenga tan solo 100 células, mientras que para el analisis de RFLPs
era necesario disponer de unas 20,000 células (Farfan, 2006; Vallejo, 2006; Kondopoulou et al.,
2001; Vallone et al., 2008; Sirchia et al., 1996).

La principal ventaja de la aplicacién de la PCR al laboratorio forense reside en el espectacular
incremento en la sensibilidad de la técnica de individualizacién por ADN. No obstante, ello
conlleva el inconveniente de un elevado riesgo de contaminacion por cualquier resto de ADN
exdgeno ya que también es susceptible de amplificaciébn. Un inconveniente durante la
amplificacion por PCR de marcadores STRs por el método convencional es que 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
repeticion menos que el alelo verdadero y generados por un fendmeno de tartamudeo de la
polimerasa durante la amplificacién (Farfan, 2006; Vallejo, 2006; Innis et al., 1990; Entrala,
2000).

Actualmente se han identificado miles de STRs, entre los distintos tipos, los mas comunes con

fines forenses son aquellos cuyas repeticiones constan de cuatro nucleétidos, llamados STRs
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tetraméricos autonémicos. Estos presentan la ventaja, frente a aquellos con unidades de
repeticion diferentes, de una mejor resolucion entre alelos de tamafio préximo en individuos
heterocigotos, asi como una reduccion en la formacion de bandas sttuter en la PCR (Farfan,
2006).

También existen STRs del cromosoma Y, situados principalmente en la porcién heterocromética
del brazo largo del cromosoma (Tabla 4). Estos presentan una diferencia importante respecto a
los STRs del resto de los cromosomas, ya que su herencia es exclusivamente paterna y por
tanto la informacién genética se hereda como haplotipo, es decir, los genotipos para cada uno
de los marcadores se transmiten en bloque y no de forma independiente. En genética forense
resulta de especial utilidad en los casos de agresién sexual, en donde el uso de marcadores
especificos del cromosoma Y aumenta las posibilidades de detectar pequefias cantidades de
ADN masculino presentes en un fondo de abundante ADN femenino. La limitacién de este tipo
de andlisis reside en que, dado que el cromosoma Y no esta sujeto a recombinaciéon, es menos
variable entre individuos, por lo que es necesario el andlisis de muchos marcadores para

obtener un alto poder de discriminacion (Farfan, 2006; Vallejo, 2006).

Tabla 3. Caracteristicas de STRs incluidos en kits de amplificacion desarrollados por Applied
Biosystem: Proffiler Plus, Cofiler e Identifiler y Promega Corporation: Power Plex 16. Tomado de Vallejo,
2006.

L Localizacion . e . Tasa de mutacién %
ocus - Kit amplificacion CE
cromosoémica materna-paterna
D3S1358 3p Profiler Plus, Cc;)fli‘leexr,llgentifiler, Power 0.5892 0.03-0.15
VWA 12p12-pter Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.6405 0.05-0.32
FGA 4928 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.7253 0.05-0.29
D8S1179 8 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.6382 0.03-0.20
D21S11 21 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.6939 0.11-0.15
D18S51 18921.3 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.7421 0.06-0.20
D5S818 5023.3-32 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.4593 0.02-0.14
D13S317 13922-31 Profiler Plus, Identifiler, Power Plex 16 0.5840 0.05-0.15
D7S820 7q11.21-22 Profiler Plus, C(I)Dflitlaexr,llgentifiler, Power 0.6128 0.02-0.13
D16S539 16q24-qter Cofiler, Identifiler, Power Plex 16 0.5442 0.02-0.11
THO1 11p15.5 Cofiler, Identifiler, Power Plex 16 0.5882 0.01-0.01
TPOX 2p23-2pter Cdfiler, Identifiler, Power Plex 16 0.3740 0.01-0.02
CSF1PO 5q33.3-34 Cdfiler, Identifiler, Power Plex 16 0.4487 0.02-0.14
Penta E 15q Power Plex 16 0.7719 0.02-0.14
Penta D 21q Power Plex 16 0.6826 -
D2S1338 2035-37.1 Identifiler 0.7447 0-0.02
D19S433 19g12-13.1 Identifiler 0.6224 -
Amelogenina X:p22.1-22.3/ Profiler Plus, Cofiler, Identifiler, Power !\lo No aplicable
P:11.2 Plex 16 aplicable
Probabilidad de exclusion a priori (CE total) = 0.999999956
*Valores obtenidos de la base de datos del INTCF de Madrid
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Tabla 4. Caracteristicas de STRs del cromosoma Y. Tomado de Vallejo, 2006.

Localizacion . . Diversidad génica
Locus cromosémica Secuencia repeat 5’-3 %
DYS391 Yq TCTA 56.10
DYS3891/11 Yq (TCTG)(TCTA) Complex 65.54
DYS439 Yq GATA 65.54
DYS393 Yq AGAT 46.25
DYS390 Yq (TCTG)(TCTA) Complex 60.64
DYS385a/b Yq GAAA 83.98
DYS438 Yq TTTTC 58.86
DYS437 Yq (TCTG)(TCTA) Complex 57.43
DYS19 Yq TAGA Complex 56.26
DYS392 Yq TAT 56.46
Diversidad del haplotipo observada >0.9981 (+0.0021)
Valores obtenidos de la base de datos del INTCF de Madrid

Analisis de otros marcadores de ADN

A parte de los STRs autosbmicos, los mas usados para la individualizacién, existen otros
marcadores genéticos de especial relevancia, algunos de los cuales presentan determinadas

peculiaridades que los hacen idéneos para aplicaciones concretas.

ADN mitocondrial

Dentro de las mitocondrias se encuentra el ADN mitocondrial (ADNmt), se trata de una molécula
circular de 16,569 pb en la que se localizan 37 genes implicados principalmente el los procesos
de fosforilacion oxidativa y que ademas posee una region no codificante denominada regién
control o D-loop. Esta region presenta una gran variacion entre individuos y, por lo tanto, es Uutil

para la identificacion (Farfan, 2006).

Una célula posee numerosas mitocondrias, las cuales a su vez contienen numerosas moléculas
de ADN, por lo que en cada célula existen entre 1,000 y 10,000 copias de ADNmt, este hecho
unido a que la molécula es circular, hacen que el ADNmt sea de gran utilidad para muestras
antiguas, degradadas o minimas, asi como en los tejidos con muy bajo o nulo contenido de
ADN nuclear, como los huesos, dientes y pelos. El ADNmt es de herencia exclusivamente
materna, asi que no es Unico para cada individuo, sino que se comparte la misma secuencia
con los individuos relacionados con él por via materna. Dentro de la region control de ADNmt
existen dos regiones hipervariables principales, HV1 y HV2, que comprenden en total 610 pb y

concentran la mayor parte de la variacion entre individuos. Estas dos regiones se analizan por
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PCR y secuenciacion, que consiste en la determinacion de la secuencia de los pares de bases
a lo largo de ambos segmentos. Los resultados obtenidos se reflejan como las diferencias
encontradas respecto a la secuencia de Anderson, que es la primera secuencia de ADNmt
encontrado. Algunas veces puede ocurrir una diferencia puntual entre las secuencias de un
mismo individuo, fendbmeno que se le conoce como heteroplasmia, la cual refuerza la

probabilidad de coincidencia (Farfan, 2006; Moraga et al., 2001).

Analisis de polimorfismos SNPs

Se le denomina polimorfismo de un solo nucle6tido o SNP (del inglés single nucleotide
polimorphism) a la variacién entre individuos en una localizaciébn puntual del genoma,
constituyen pequefios cambios de nucledétidos simples en el DNA, (Farfan, 2006). Los SNPs son
las variaciones mas comunes conocidas en la secuencia del genoma humano, ademas de ser
las mas polimorficas. Se estima que como promedio en el genoma humano existe un SNP cada
1200 pares de bases (Meyerson, 2003). Asi, los SNPs tienen un excelente potencial como

marcadores en estudios genéticos, en especial en genética forense.

El especial interés en genética forense se debe a que estos marcadores no presentan el
fendmeno de bandas stutter, por lo que permiten discriminar mas facilmente si una muestra es
de origen unico o es de una mezcla, presentan un mayor potencial para el desarrollo de
sistemas multiplex, se ha demostrado que pequefios arreglos de aproximadamente 50 loci son
comparables con multiples STRs. El proceso de la muestra y el analisis de los datos son muy
susceptibles a una alta automatizacion, ademas de su aplicacion con muestras muy pequefas y

degradadas, asi como productos de PCR con menos de 100 pb (Petkovski et al., 2003).

Los SNPs son marcadores bialélicos, es decir, s6lo existen dos alelos posibles para cada locus,
determinados por la presencia de una base u otra en esa posicion. Los SNPs autosdmicos son
los mas frecuentemente encontrados en el genoma humano, con una baja tasa de mutacion,
ademas pueden encontrarse en regiones codificantes del ADN. Tienen una herencia altamente
estable a diferencia de los polimorfismos de secuencias repetitivas, los cuales son perjudiciales
en el andlisis de herencia y una transmision sexual inespecifica en el ADNmt o en el
cromosoma Y. Finalmente, la deteccion y andlisis de SNPs son relativamente faciles de llevar
acabo, ademas de no requerir comparaciones con patrones alélicos (Petkovski et al., 2003;
Farfan, 2006).
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En los ultimos afios y aun actualmente, se estan desarrollando nuevas tecnologias para la
miniaturizacion y automatizacion de este tipo de andlisis basadas en ensayos con microchips
que permiten el andlisis simultdneo de miles de SNPs, por ejemplo como en el andlisis de
estructuras poblacionales donde se llegan a analizar cerca de 250,000 SNPs (Salmela et al.,
2008; Yamaguchi et al., 2008).

Valoracion de la prueba de paternidad

Una vez concluido el estudio genético a las personas interesadas, se comparan los perfiles
genéticos de la madre y el hijo con el supuesto padre, basandose en la transmision mendeliana
simple de los caracteres genéticos, en donde tras la valoracion se pueden establecer dos tipos

de conclusiones.

Exclusion de paternidad

Cuando se comprueba en el hijo la presencia de un alelo que no posee al presunto padre ni la
madre, para pruebas de identificacion solo se compara el perfil genético del indicio con el del

sospechoso. Existen dos reglas fundamentales que determinan dos tipos de exclusiones.

La primera regla de Landsteiner o exclusion directa establece que todo caracter presente en el
hijo que no posea la madre, debe forzosamente proceder de su padre bioldgico, si el supuesto
padre no lo posee, se produce la exclusién de primer orden. La segunda regla de Landsteiner o
exclusion indirecta el hijo y el padre son homocigotos para un alelo distinto en un mismo locus.
Si esto sucede se produce la exclusion de segundo orden. En este caso se debe tener en
cuenta la posibilidad de que existan alelos silentes, mutaciones o alelos presentes pero no
identificados en la poblacion (Vallejo, 2006; Narkuti et al., 2008; Narkuti et al., 2007).

Si en la prueba se obtiene una Unica exclusién, para un solo marcador genético, por la primera
regla de Landsteiner o dos por la segunda regla, se debe de calcular la probabilidad de
paternidad, sin tener en cuenta los marcadores que han producido la exclusion. En el supuesto
de que el numero de exclusiones sea mayor que el indicado anteriormente, la exclusién se

considera como probada (Vallejo, 2006; Valentin, 1980).
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No exclusién de paternidad

Cuando se comprueba que en el hijo uno de los alelos procede de su madre y el otro puede
proceder del supuesto padre, para cada uno de los marcadores analizados. Si no observan
inconsistencias genéticas se habla de resultados analiticos con compatibilidad genética entre el
supuesto padre y el hijo y serd obligatoria la evaluacion estadistica de la paternidad (Vallejo,
2006; Valentin, 1980).

Valoracion estadistica

Una vez que se concluye que el presunto padre es compatible genéticamente con el hijo,
entonces debe plantearse si el presunto padre es el Unico hombre compatible genéticamente
con la paternidad de ese hijo o bien si en la poblacién de referencia, existen muchos o pocos
individuos que también se pueden denominar como compatibles genéticamente para la

paternidad planteada (Vallejo, 2006).

Para tal planteamiento se realiza el calculo de la paternidad mediante la aplicacion del teorema
de Bayes, el cual se basa en las probabilidades finales de un suceso a partir de las
probabilidades iniciales, dada cierta informacién o informaciones adicionales obtenidas. En la
prueba de la paternidad se plantean dos hipétesis mutuamente excluyentes, es decir que la
probabilidad de que las dos hipotesis se den a la vez es nula. La hip6tesis nula afirma que el
supuesto padre es el padre bioldgico y la hip6tesis alternativa afirma que el padre biologico es
cualquier otro hombre de la poblacion. El indice de paternidad es el cociente de estas
probabilidades donde el numerador asume la hip6tesis nula y el denominador asume la
hipotesis alternativa. Asi, el indice de paternidad es un indice de verosimilitud de dos
probabilidades condicionales sobre dos hipoétesis excluyentes (Rocheta et al., 2007; Piazza-Lio,
2005; Hummel-Gerchow, 1981; Wenk et al., 2005). El indice de paternidad indica cuantas veces
es mayor la probabilidad del presunto padre de ser el padre biol6gico con respecto a un hombre

tomado al azar y se representa como:

IP = (X) (Y9 + (X*) (Y)
(X) (%) + (X*) (2)
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Donde:

X = es la probabilidad de que la madre haya heredado el primer alelo del hijo.

X* = es la probabilidad de que la madre haya heredado el segundo alelo del hijo.

Y = es la probabilidad de que el supuesto padre haya heredado el primer alelo del hijo.

Y* = es la probabilidad de que el supuesto padre haya heredado el segundo alelo del hijo.
Z =es la probabilidad de que algin otro hombre haya transmitido el primer alelo del hijo.
Z* = es la probabilidad de que algin otro hombre haya transmitido el segundo alelo del hijo.

e La probabilidad de heredar un alelo es del 50% (p=0.5) para cualquier caso ya que segin Mendel
forzosamente un alelo debe provenir de la madre y el otro del padre biolégico.

e La probabilidad de Z y Z* esta dada por la frecuencia de esos alelos en la poblacién (Apéndice 4).

El IP se calcula para cada locus analizado multiplicAndose entre si para obtener el indice
combinado de paternidad ICP. El ICP es el producto que evalla la informacién genética
obtenida en todos los loci analizados, la cual indica si la evidencia ajusta mejor con la hipotesis
de que el hombre estudiado es el padre o con la hipétesis de que alguien mas es el padre.
Expresa el “ajuste” relativo de los datos genéticos a las hip6tesis de paternidad o no paternidad
(Piazza-Lio, 2005).

La probabilidad de la paternidad se calcula:

PP = ICP_ x100
ICP+1

La cual indica la probabilidad que tiene ese individuo de ser el padre biolégico, comparado con
un hombre al azar de la poblaciéon. Para hacer estos resultados mas inteligibles, tanto la
probabilidad de paternidad como el indice de paternidad se comparan con los criterios
internacionalmente aceptados de Hummel (Tabla 5) (Vallejo, 2006; Piazza-Li0, 2005; Hummel-
Gerchow, 1981; Pena-Chakraborty, 1994).

Tabla 5. Criterios de Hummel. Tomado de Vallejo, 2006.

Probabilidad | Indice de Rango de paternidad

de paternidad | paternidad

99.73% 0 mas >399:1 Practicamente probada
Mas de 99% >95:1 Extremadamente probable
Mas de 95% >19:1 Muy probable

Mas de 90% >9:1 Probable
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4. OBJETIVOS

General:

Estandarizar un protocolo para el analisis de 11 regiones STRs en el genoma humano a
partir de sangre periférica en la resolucion de casos de identificacion humana con fines

de exclusion de paternidad.

Particulares:

Extraer ADN a partir de sangre periférica por el método de fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico y por el método de papel FTA Whatman.

Determinar la concentracion optima de ADN y cantidad de discos de papel FTA para la
amplificacion de los STRs CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317, F13A01, F13B,
FESFPS, LPL, THO1, TPOX y VWA.

Estandarizar las condiciones de corrimiento electroforético y concentracion del gel de

poliacrilamida para la separacién de los productos de PCR.

Determinar la mejor tincién de los geles de poliacrilamida con tres variantes de nitrato de

plata y con bromuro de etidio.
Utilizar el protocolo estandarizado para la elaboracion del perfil genético con los 11

STRs de 2 trios (constituidos por el supuesto padre, la madre y el hijo) para adjudicar la

paternidad.
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5. HIPOTESIS

Si se estandarizan de forma adecuada los protocolos para la deteccion de 11 regiones STRs
del genoma humano entonces esta técnica permitira resolver casos de identificacion humana
con énfasis en la exclusion de paternidad mediante la técnica de PCR vy electroforesis en geles
de acrilamida reproducibles en laboratorios de investigacién y permitira realizar posteriores
estudios tales como detectar en la poblacibn mexicana la frecuencia en la que se encuentran
algunos marcadores que solo se tienen registrados para poblaciones europeas o de

hispanoamérica.
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6. MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar los objetivos planteados, el trabajo se dividié en dos etapas, la primera de ellas
fue la estandarizacion del protocolo para 11 regiones STRs dispuestos en los kits comerciales
GenePrint® STR Systems (silver stain detection) de Promega Corporation, la cual incluyé, el
aislamiento, purificacién y cuantificacién del ADN de diferentes personas para lograr la mejor
amplificacién y separacion electroforética de los productos amplificados de los 11 STRs. La
segunda etapa consisti6 en la valoracion del protocolo estandarizado elaborando el perfil
genético de dos trios para adjudicar la paternidad de sus hijos.

Estandarizacion del protocolo

Extraccion de ADN

Se realizd utilizando los métodos de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y en papel FTA

Whatman para dos personas.

Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico: Se extrajeron 3 ml de sangre periférica de dos personas
y se vertieron en tubos Falcon de 15 ml con heparina como anticoagulante, se adicionaron
directamente 12 ml de agua bidestilada estéril y se mezcl6 suavemente, se centrifugaron los
tubos a 5,000 rpm durante 10 minutos, se elimind el agua y se resuspendio el botén en 200 pl
de amortiguador de lisis con pronasa (Tris 10 mM pH 8, EDTA 20 mM, SDS 0.5% y pronasa 25
mg/ml) se incub6 a 37°C durante 1 hora, posteriormente se adicionaron 320 pl de acetato de
sodio 375 mM y se incub6 por 20 minutos a 37°C, se transfirio el contenido a tubos Eppendorf
de 2 ml y se adicionaron 480 ul de mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se
agitdé en vortex durante 5 minutos., se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 minutos. La fase
acuosa se separ0 y se adicion6 el mismo volumen de isopropanol enfriado previamente a -
20°C, se centrifugé nuevamente a 13,000 rpm durante 15 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se adicionaron 980 ul de alcohol etilico al 80%, nuevamente se centrifugd a 13,000 rpm durante

15 minutos, se elimind el sobrenadante y se dejaron secar las muestras a 60°C por 5 minutos.
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Tarjetas FTA: En condiciones estériles, se colocaron gotas de sangre en tarjetas de papel FTA
Whatman hasta llenar los circulos y se permitié que se secaran, se realizaron 20 perforaciones
de 1.2 mm de diametro con un perforador Harris (micropuncher) y se colocaron los discos en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml Se adicionaron 800 pl de reactivo FTA® de lisis y se incubo a
temperatura ambiente con agitacion (500 rpm) por 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
adicionaron 800 pl de agua bidestilada estéril, se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos
a 500 rpm, se elimind el agua y se repitieron nuevamente los dos Ultimos pasos, se eliminé el

agua y se secaron los discos de FTA a 60°C durante 30 minutos.

Cuantificacion del ADN

Una vez seco el ADN extraido por el método de fenol-cloroformo se procedié a hidratarlo con 20
Ml de agua bidestilada libre de nucleasas y agitacion por 5 minutos a 60°C y una dilucién 1:200,

se cuantificé por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260 y 280 nm.

Ampilificaciéon de los STRs

Para determinar los 11 loci se realizé la técnica de PCR, para lo cual se utilizaron juegos de
primers disefiados por Promega Corporation especificos para cada locus (Tabla 6). El volumen
final para cada reaccion fue de 25 y 12.5 ul Se utilizaron las siguientes concentraciones del
ADN (extraido por el método de fenol-cloroformo): 231.5, 200, 139, 120, 69.5, 60, 34.75, 30, 15
y 7 ng diluidos en un volumen final de 2.5 pl de agua libre de nucleasas. También se realizo la
amplificacién de ADN contenido en 1 y dos discos de papel FTA. Las cantidades empleadas de
los distintos reactivos en las mezclas de reaccion utilizadas en el protocolo definitivo se
encuentran en el apéndice 1. Los ciclos de amplificacion para cada locus se llevaron a cabo de

acuerdo a lo que recomienda el fabricante (Tabla 7).
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Tabla 6. Informacidn especifica para cada locus del sistema monoplex® y multiplex (D16S539,
D7S820 y D13S317). Tomado de Promega, 2008.

| Repeticion ) Otros DNA
Localizacion de Tamafio Alelos 3
Locus STR . 1 o alelos K562
cromosomal secuencia pb (# de repeticiones) X |
53" conocidos | (control +)
2 7,8,9,10,11,
1. CSF1PO 5033.3.34 AGAT 295-327 12.13.14,15 6 10,9
2 5,8,9,10,11,
2. D16S539 16g24.qter AGAT 264-304 12.13.14.15 No 12,11
2 6,7,8,9,10,
3. D7S820 7911.21.22 AGAT 215-247 11,12.13.14 No 11,9
2 7,8,9,10,11,
4. D13S317 13g22.g31 AGAT 165-197 12.13.14,15 No 8,8
5. F13A01 6p24.3.p25.1 AAAG? 283-331 f25163712351116 3.2,10 54
6. F13B 1g31.932.1 AAAT? 169-189 6,7,8,9,10,11 12 10,10
7. FESFPS 15g25.qter AAAT? 222-250 7,8,9,10,11,12,13,14 No 12,10
8. LPL 8p22 AAAT? 105-133 7,9,10,11,12,13,14 8 12,10
9. THO1 11p15.5 AATG® 179-203 5,6,7,8,9,10,11 9.3 9.3,9.3
10. TPOX 2p25.1.pter AATG® 224-252 6,7,8,9,10,11,12,13 No 9,8
11. VWA 12p12.pter AGAT? 139-167 113;11211‘212% 11,21 16,16
Poder de exclusién a-priori en la poblacion Hispano-Americana mayor de 0.9986
La longitud de cada alelo en la escala alélica se ha confirmado por analisis de secuencia.
zLaS secuencias repetitivas representas todas las cuatro posibles permutaciones.
Alelos esperados para cada STR.
Tabla 7. Protocolos de amplificacion para cada locus. Tomado de Promega, 2008.
Protocolos de amplificacion
Locus STR Incubacioén inicial 10 ciclos 20 ciclos Extension
94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
FESFPS 96°C — 2 minutos 60°C- 1 minuto 60°C- 1 minuto No

70°C- 1.5 minutos

70°C- 1.5 minutos

LPL, F13B, VWA,

Multiplex 94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
(D16S539, 96°C - 2 minutos 60°C- 1 minuto 60°C- 1 minuto 60°C- 30 minutos
D7S820, 70°C- 1.5 minutos | 70°C- 1.5 minutos
D13S317)
94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
CSF1PO, F13A01, . . . : . .
TPOX. THOL 96°C - 2 minutos 64°C- 1 minuto 64°C- 1 minuto No

70°C- 1.5 minutos

70°C- 1.5 minutos
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Separacion electroforética

A los productos de las reacciones de PCR se les adicionaron 5 pl de la solucion de carga
(Apéndice 2) y se procedi6 a separar los fragmentos amplificados mediante geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes con una dimension de
16x16 cm x 0.75 y 0.5 mm para los locus individuales (monoplex) y 16x20 cm x 0.75 y 0.5 mm
para el sistema multiplex en concentraciones de 4%, 6%, 8%, 10% y 12% utilizando TBE 0.5X
como amortiguador de corrimiento (apéndice 3). Una vez calibrada la cantidad de ADN éptima
para la amplificacién se probé el volumen de producto amplificado que se adiciona al gel de 25,
12.5, 10, 8, 5y 2.5 ul, en cada separacién se utilizd un marcador molecular de 50 pb para
determinar el tamafio molecular de cada locus por comparacién y calibrar el tiempo y voltaje en
una camara de electroforesis vertical. Como control positivo se utilizé el DNA K562 provisto en

cada kit de Promega.

Tincioén

Una vez finalizada la electroforesis, para la visualizacién de los fragmentos, el gel se tifié con

bromuro de etidio y con nitrato de plata.

Tincion con Plata: Se probaron tres variantes para esta tincion, la primera variante fue con el
kit silver stain detection de Promega, la segunda variante con la técnica descrita por Sambrook
et al., 1989 y una tercer variante modificada en el laboratorio de bioquimica del Instituto de

investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Primer variante: consistié en sumergir el gel en 300 ml de las siguientes soluciones: 300 ml de
acido acético al 10% durante 20 minutos, tres lavados con agua desionizada por 2 minutos,
solucion de nitrato de plata 0.1% y 1.5ml/I de formaldehido al 37% por 30 minutos, un lavado
con agua desionizada por 20 segundos, una solucion reveladora (1.5ml/l de formaldehido al
37%, tiosulfato de sodio 10mg/ml, carbonato de sodio 30%) hasta que se detectaron las
bandas, finalmente se incubd en acido acético al 10% por 5 minutos y se realizé un lavado con

agua desionizada.

Segunda variante: el gel se sumergié en una solucién de etanol 10% y &cido acético 0.5% por

5 minutos, se incubd por 10 minutos en una solucion de nitrato de plata al 0.1%, se lavé dos
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veces con agua desionizada por 20 minutos, se eliminé el agua y se adicionaron 300 ml de una
solucién que contenia NaOH 1.5%, NaBH, 0.01%, 4ml/l de formaldehido al 37%, por ultimo se
fij6 en una solucién de carbonato de sodio 0.75%.

Tercer variante: el gel se fij6 en una solucién de TCA al 20% por una hora, se sumergio en una
solucion de etanol al 40% y &cido acético al 10% por 30 minutos dos veces, se lavd por
duplicado con agua desionizada durante 20 minutos, se eliminé el agua y se incubd con
glutaraldehido al 10% por 30 minutos, se lavé el gel tres veces con agua desionizada por 20
minutos, posteriormente se incubd durante 30 minutos con la solucion de plata (nitrato de plata
0.8%, hidroxido de sodio 0.076% y 4 ml de hidroxido de amonio al 25% por cada 100 ml), se
lavé tres veces con agua por cinco minutos, y se adicioné la solucién de revelado (acido citrico
0.025% y 52 pl de formaldehido al 37% por cada 100 ml), una vez que se detectaron las bandas
se adicioné la solucién de etanol 40% y &cido acético 10%, por ultimo el gel se lav6é con agua

desionizada.

Una vez tefidos los geles se colocaron en papel filtro y se secaron con ayuda de un secador de

geles al vacio por 45 minutos a 60°C.

Bromuro de etidio: una vez que finalizé la electroforesis, los geles en condiciones no
desnaturalizantes, se sumergieron en una solucion de bromuro de etidio 0.67 ug/ml por 2
minutos y un posterior lavado con agua desionizada de 3 minutos antes de capturar la imagen

en un analizador de geles acoplado a un transluminador de luz ultravioleta.

Pruebas de paternidad

Para la valoracion de la prueba se tomaron muestras de sangre periférica de la madre, su hijo y

el supuesto padre para dos trios:

Primer pareja Segunda pareja
Donante Edad Sa_mg_re Donante Edad S?”?Te
periférica periférica
Madre 23 afos 3mlyFTA Madre 44 afos FTA
Hijo 7 meses 500 ply FTA Hijo 25 afios FTA
SUPUBSIO | o5 ados | 3miyFTA | SUPUESIO | 45 aos FTA
padre padre
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Extraccion de ADN: La extraccién del ADN se llevd a cabo en tarjetas de papel FTA y por el
método de fenol-cloroformo para el primer trio, mientras que para el segundo trio solo se extrajo

en tarjetas de papel FTA.

Amplificaciéon: Una vez extraido el ADN se amplificaron las 11 regiones STRs para cada
donador con 7 ng de ADN extraido por el método de fenol-cloroformo y 1 disco de papel FTA de
1.2 mm que de acuerdo a lo que describe la casa comercial contiene de 5 a 20 ng de ADN
(Burgos et al., 2007; Whatman, 2008), para el primer trio y solo en FTA para el segundo, en un
volumen total para cada reaccién de 12.5 pl siguiendo los ciclos de amplificacion de la tabla 7

para obtener el perfil genético de cada donador con estas 11 regiones.

Separacion electroforética: Las muestras amplificadas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 8% en condiciones no desnaturalizantes de 16x16 cm x 0.5 mm para los
monoplexes y de 16x20 cm x 0.5mm para el sistema multiplex con TBE 0.5X como
amortiguador de corrimiento a 300V y 40 mA de 90 a 130 minutos dependiendo de la region
amplificada (Tabla 8) con un marcador molecular de 50 pb y patrones alélicos de cada region

entre las muestras de los donantes, asi como un control positivo y uno negativo.

Tincién: La tincién para la visualizacion de las bandas se llevd a cabo con un lavado de
bromuro de etidio 0.67 pg/ml por 2 minutos y un lavado por 3 minutos con agua desionizada
antes de colocar el gel en un analizador de geles acoplado a un transluminador de luz

ultravioleta para capturar las imagenes.
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7. RESULTADOS

Estandarizacién del protocolo

Se realizaron varios ensayos para determinar las condiciones generales necesarias para una
buena amplificacion y separacion electroforética de los STRs, inicialmente se probaron las
regiones LPL, F13B, VWA, FESFPS y multiplex ya que las regiones LPL, F13B y VWA son las
mas cortas, mientras FESFPS y el multiplex son de las mas largas. Las muestras biolégicas que

se utilizaron fueron las siguientes:

ADN extraido
Muestras Edad Sangre periférica fenol-cloroformo
(ng/pl)
A 24 afos 3mlyenFTA 1390
B 25 afios 3mlyenFTA 1200

Determinacion de las condiciones 6ptimas del gel

La primera etapa consisti6 en la calibracibn de la concentracién del gel usando una
concentracion elevada de ADN con geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
no desnaturalizantes que van desde el 4 al 12% y se realizo la tincion con plata. La razén por la
gue se utilizé una concentracion elevada de ADN fue por que durante las tinciones con nitrato
de plata (silver stain detection y la descrita por Sambrook et al.) de los geles en condiciones
desnaturalizantes y no desnaturalizantes se observaban resultados de baja resolucion, en
ciertos casos nulos, ademas de probar estas tinciones se trabajaron diferentes concentraciones
y condiciones del gel, de los cuales los que generaron los mejores resultados fueron los geles
no desnaturalizantes, que ademas de ser mas faciles en su preparacion, requieren de menos
reactivos como lo es la urea, dado que se requerian aproximadamente 25 g para la preparacion
de cada gel. Otros factores importantes que se evitaron fueron la necesidad de desnaturalizar
las muestras antes de separarlas y el mayor tiempo requerido para la electroforesis. Los

resultados mas representativos son los siguientes geles:
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Figura 5. Locus VWA resuelto en un gel desnaturalizante de 16 x 16 cm x 0.75 mm al 4% de
poliacrilamida y tefiido con nitrato de plata (primer variante). En el gel carril M se colocé un marcador de
peso molecular de 50 pb, en el carril E se muestra el patron alélico, los carriles 1 y 2 corresponden a la
muestra A (231.5 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), los carriles 3 y 4 corresponden a la
muestra B (200 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), el control positivo (+) y negativo (-).

Figura 6. Locus VWA resuelto en un gel de poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes de
16 x 16 cm x 0.75 mm y tefiido con nitrato de plata (primer variante). El carril M corresponde al marcador
de peso molecular de 50 pb, el carril E corresponde al patrén alélico, los carriles 1 y 2 corresponden a la
muestra A (231.5 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), los carriles 3 y 4 a la muestra B (200 ng y
2 discos de papel FTA respectivamente), el control positivo (+) y negativo (-).
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Figura 7. Locus F13B. Los productos de la amplificacion se resolvieron en un gel de poliacrilamida al
10% en condiciones desnaturalizantes (arriba) y no desnaturalizantes (abajo) de 16 x 16 cm x 0.75 mm y
tefiidos con nitrato de plata; primer variante (arriba) y segunda variante (abajo). El carril M corresponde al
marcador de peso molecular de 50 pb, el carril E al patrén alélico, los carriles 1, 2 y 3 corresponden a la
muestra A (231.5 ng, 139 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), los carriles 4, 5 y 6 corresponden
a la muestra B (200 ng, 120 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), el control positivo (+) y
negativo (-).
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Figura 8. Locus LPL. Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10%
en condiciones no desnaturalizantes de 16 x 16 cm x 0.75 mm vy se tifié con nitrato de plata (silver stain
detection). El carril M corresponde al marcador de peso molecular de 50 pb, el carril E es el patrén
alélico, los carriles 1, 2 y 3 corresponden a la muestra A (231.5 ng, 139 ng y 2 discos de papel FTA
respectivamente), los carriles 4, 5 y 6 corresponden a la muestra B (200 ng, 120 ng y 2 discos de papel
FTA respectivamente), un control positivo (+) y negativo (-).

Posteriormente se empled la tincién con bromuro de etidio para las regiones LPL y FESFPS,
con el fin de probar si existia una mejor deteccidon de bandas comparada con las tinciones
empleadas anteriormente. Como resultado se obtuvo una mejor visualizacién de las bandas

(Figura 9) y se encontré que las concentraciones 6ptimas del gel fueron de 8 y 10%.

150pb ~» S

Figura 9. Locus LPL. Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10%
en condiciones no desnaturalizantes de 16 x 16 cm x 0.75 mm al 10% y se tifié con bromuro de etidio. El
carril M corresponde al marcador de peso molecular de 50 pb, el carril E es el patron alélico, los carriles 1
y 2 corresponden a la muestra A (231.5 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente), los carriles 3y 4
corresponden a la muestra B (200 ng y 2 discos de papel FTA respectivamente).
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Determinacion de la concentraciéon éptima de ADN en la amplificacion.

La siguiente etapa consisti6 en determinar la concentracion 6ptima de ADN para lograr una
buena amplificacion, asi como determinar la cantidad de producto de PCR necesaria para una
buena visualizacion de los productos de amplificacion. Los amplicones se detectaron en forma
de bandas en geles de poliacrilamida al 8 y 10% corridos en condiciones no desnaturalizantes,
para lo que se requirid tefiir con bromuro de etidio, debido a que no se logr6é detectar los
resultados de forma adecuada con las diferentes modificaciones que se realizaron a la tincién
de nitrato de plata (primera y segunda variante). Finalmente, se evalu6 el tiempo y el voltaje
Optimos durante la electroforesis para obtener la mejor definicion de las bandas para cada locus
(Figura 10y 11).

12 34 5.6 E 78 9101112
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Figura 10. Locus LPL. Los amplicones se visualizaron en un gel de poliacrilamida al 10% de 16 x 16
cm x 0.75 mm tefiido con bromuro de etidio. Los carriles 1 al 6 corresponden a la muestra A con la
siguientes concentraciones en nanogramos de ADN: 231.5, 139, 69.5, 34.75, 2 discos de papel FTA y un
disco de papel FTA respectivamente. E1, E2 y E3 corresponden a: 2.5, 7.5 y 5 pl del patron alélico. Los
carriles 7 al 12 corresponden a diferentes concentraciones en nanogramos de ADN que se utilizaron para
la amplificaciéon de la muestra B: 200, 120, 60, 30, 2 discos de papel FTA y 1 disco de papel FTA
respectivamente.
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Figura 11. Locus FESFPS. Los amplicones se visualizaron en un gel de poliacrilamida al 8% de 16 x
16 cm x 0.75 mm tefido con bromuro de etidio. Los carriles 1 al 4 corresponden a la muestra A con la
siguientes concentraciones en nanogramos de ADN: 34.75, 15, 7 y un disco de papel FTA
respectivamente. E corresponden al patron alélico, los carriles 5 al 8 corresponden a diferentes
concentraciones en nanogramos de ADN que se utilizaron para la amplificacién de la muestra B: 30, 15, 7
y un disco de papel FTA respectivamente, el control positivo (+) y el negativo (-).

Se utilizaron concentraciones del gel de poliacrilamida al 8 y 10%, debido a que generaron una
buena separaciéon en la amplificacién de las regiones mas cortas (LPL, VWA, F13B y THO1) y
una moderada en las regiones més largas (CSF1PO, F13A01, FESFPS, TPOX y multiplex). Sin
embargo, no se detectd diferencia en la separacion de las bandas con estas dos
concentraciones del gel por lo que se utilizé6 la concentraciébn al 8% y un tiempo de

electroforesis de 90 a 130 minutos (Tabla 8).

También se evalu6 una tercera variante de la tincién con nitrato de plata que se modificé en el
laboratorio de bioquimica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, el resultado
se muestra en la Figura 12, la cual se utilizé en un gel pequefio debido a que requeria menos

volumen de cada solucion, el resultado fue el siguiente:
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Figura 12. Locus FESFPS. Los productos de la amplificacion se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 12% de 8.3 x 7.3 cm x 0.75 mm corrido en condiciones no desnaturalizantes y tefiido con
modificaciones a la tincion de nitrato de plata del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El
carril M corresponde al marcador de peso molecular de 50 pb, el carril E corresponde al patrén alélico, los
carriles 1, 2 y 3 corresponden a la muestra A (15 ng, 7 ng y un disco de papel FTA respectivamente), los
carriles 4, 5y 6 corresponden a la muestra B (15 ng, 7 ng y un disco de papel FTA respectivamente), un
control positivo (+) y negativo (-).

La concentracion optima de ADN para la amplificacion fue de 7 ng y la cantidad de producto de
PCR 6ptima que se adiciona al gel va desde 5 a 8 pl de un volumen total por reaccion de PCR
de 12.5 ul. La tabla 8 muestra el tiempo de electroforesis necesaria para cada locus, asi como

las condiciones para el corrimiento electroforético del gel.

Tabla 8. Condiciones utilizadas en el corrimiento electroforético de los geles de poliacrilamida al 8%
en condiciones no desnaturalizantes para cada locus a un voltaje de 300V y 40mA.

Tiempo de
STRs Dimension del gel corrlmlerjtp
electroforético

(minutos)
LPL 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 90
VWA 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 100
F13B 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 100
THO1 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 110
TPOX 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 120
FESFPS 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 120
CSF1PO 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 140
F13A01 16x16cm x 0.5 0 0.75mm 130
Multiplex 16x20cm x 0.5 0 0.75mm 130
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Durante los ensayos se originaron algunos problemas, uno comun fue la presencia de algunos
inhibidores que hacian en algunos casos una amplificacion pobre o nula, generalmente con las
muestras embebidas en los discos de papel FTA, pero se solucioné este problema volviendo a
preparar nuevos discos de papel FTA, sin embargo el principal problema que se presento fue la
contaminacién de las muestras. La contaminacién que se observé en todos los casos aparecia
como el patrén alélico en los carriles donde se depositaron las muestras. La figura 13 muestra

el caso de un gel en donde se presenté la contaminacion.
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Figura 13. Locus LPL. Los amplicones se visualizaron en un gel de poliacrilamida al 8% de 16 x 16
cm x 0.75 mm tefiido con bromuro de etidio. Los carriles 1 al 3 corresponden a la muestra A con la
siguientes concentraciones en nanogramos de ADN: 69.5, 34.75 y un disco de papel FTA
respectivamente. El carril E corresponde al patrén alélico, los carriles 4 al 6 corresponden a diferentes
concentraciones en nanogramos de ADN que se utilizaron para la amplificaciéon de la muestra B: 60, 30 y
un disco de papel FTA respectivamente. Un control positivo (+) y negativo (-). Se puede observar que las
muestras A y B tienen cierto grado de contaminacion por el patron alélico, siendo mas evidente en los
carriles con el disco de papel FTA (3 y 6), el control positivo no se amplificd, mientras el control negativo
presenta la misma contaminacién que las muestras.

Para eliminar esta contaminacion se requiri6 de altas medidas de limpieza lavando todo el
material y equipo de amplificacién con hipoclorito de sodio al 5%, etanol al 70% y un posterior
esterilizado con luz ultravioleta por 12 h.
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Pruebas de paternidad

Para analizar las muestras de ADN que se obtuvieron del primer trio se utilizaron los métodos
de extraccion de ADN de fenol-cloroformo y el de tarjetas de papel FTA. Dado que los
resultados obtenidos eran practicamente iguales por ambos métodos, para el segundo trio solo

se utilizé el de tarjetas de papel FTA (Tabla 9).

Tabla 9. Cantidad de ADN obtenido en la primera pareja.

Primer trio
ADN extraido
Donante fenol-cloroformo
(ng/pl)
Madre 2530
Hijo 120
Supuesto 1700
padre

Para obtener el perfil genético de cada individuo de los dos trios, se utilizaron los 11 STRs, se
emplearon las condiciones previamente estandarizadas de cada uno de los protocolos. Los
resultados se analizaron por comparacion de la posicion de la o las bandas que se detectaron

en cada individuo con el patron alélico para cada locus (Figura 14).
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Figura 14. Locus LPL para el primer trio. El carril M corresponde al marcador de peso molecular de 50
pb, El carril E corresponde al patron alélico, los carriles 1 y 2 corresponden a la madre, los carriles 3y 4
al hijo, los carriles 5 y 6 corresponden al supuesto padre (ADN en solucion y disco de papel FTA
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respectivamente), el control positivo (+) y el negativo (-). A la derecha se muestra el patron alélico con el
namero de repeticiones que corresponden a cada alelo.
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Figura 15. Locus F13B para el primer trio. El carril M corresponde al marcador de peso molecular de
50 pb, El carril E corresponde al patron alélico, los carriles 1 y 2 corresponden a la madre, los carriles 3y
4 al hijo, los carriles 5 y 6 corresponden al supuesto padre (ADN en solucién y disco de papel FTA
respectivamente), el control positivo (+) y el negativo (-).
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Figura 16. Sistema multiplex para el segundo trio. El carril M corresponde al marcador de peso
molecular de 50 pb, El carril E corresponde a los marcadores alélicos, el carril 1 corresponde a la madre,
el carril 2 al hijo, el carril 3 corresponde al supuesto padre, el control positivo (+) y el negativo (-).
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Una vez que se obtuvieron los alelos para cada uno de las 11 regiones STRs de cada individuo
de los dos trios, no se detectaron inconsistencias genéticas en ninguno de los trios por lo que
se elaboraron los valores de indice paternidad para cada locus basandose en las frecuencias
alélicas de cada locus en la poblacion de Hispano-América (Apéndice 4), asi como el indice
combinado de paternidad, la probabilidad de la paternidad y la comparacién de ésta con los
criterios de Hummel.

indice de Paternidad (IP)

El calculo del indice de paternidad se representa con la siguiente formula:

IP = (X) (Y9 + (X*) (Y)
(X) (2) + (X*) (2)

Para el locus LPL del primer trio se tienen los siguientes alelos para cada individuo:

Locus LPL |
Madre 10,11
Hijo 10,10
Supuesto padre 10,12

De tal manera que sustituyendo la formula por las probabilidades de herencia y frecuencias

alélicas, y reduciendo la expresion se obtiene:

(0.5) (frecuencia alelo 10) + (0.5) (frecuencia alelo 10)

IPLpL = 0.5 = 0.5 =
frecuencia alelo 10 0.502
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IPp. = 0.996015936

El calculo para el IP debe realizarse para cada uno de los locus que se analizaron. Y
basicamente establece cuantas veces es mas probable que una persona en particular reciba el
alelo del hombre analizado en contra de la probabilidad de que el mismo alelo haya sido
heredado por cualquier otra persona aleatoria en la poblacién.

indice Combinado de Paternidad (ICP)

El indice combinado de paternidad es el multiplo de todos los IP calculados. Es el producto que
evalla la informacién genética obtenida en todos los loci analizados. El ICP es la medida de la
fuerza de la evidencia genética. Indica si la evidencia ajusta mejor con la hipétesis de que el

hombre estudiado es el padre o con la hipétesis de que alguien mas es el padre. Expresa el

“ajuste” relativo de los datos genéticos a las hipétesis de paternidad o no paternidad.

Probabilidad de Paternidad (PP)

La probabilidad de paternidad se representa como:

La probabilidad de paternidad es una forma matematicamente rigurosa para expresar y
entender el significado de los resultados genéticos, esta indica la probabilidad que tiene ese
individuo de ser el padre biolégico, comparado con un hombre al azar de la poblacion. Este

resultado se compara con los criterios de Hummel (Tabla 5).

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 10y 11.
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Tabla 10. Resultados de los alelos de las 11 regiones STRs para cada individuo y calculos

estadisticos para el primer trio.

Tabla 11. Resultados de los alelos de las 11

estadisticos para el segundo trio.

Alelos

Locus STR - Supuesto

Madre Hijo padre IP ICP
1.vWA 16,18 16,18 16,18 2.146
2.F13B 9,10 10,10 8,10 1.150 272,612.8446
3.LPL 10,11 10,10 10,12 0.996 PP Criterios de
4. FESFPS 11,12 11,11 11,11 1.106 Hummel
5.TPOX 8,11 10,11 10,11 9.091 Paternidad
6. THO1 6,7 6,8 8,9.3 4,673 99.99963317% | practicamente
7.F13A01 3.2,4 3.2,6 6,6 3.049 probada
8.CSF1PO 10,11 9,11 9,9 15.152
9.D16S539 9,13 9,9 9,10 2.924
10.D7S820 12,13 10,12 10,12 1.923
11.D138317 | 11,13 10,13 10,12 9.091

regiones STRs para cada individuo y calculos

Alelos

Locus STR . Supuesto

Madre Hijo padre IP ICP
12. VWA 17,18 16,17 16,17 1.656
13.F13B 9.9 9.9 9.9 1.381 185,828.468
14.LPL 9,13 9,13 9,13 16.129 PP Criterios de
15. FESFPS 11,12 10,11 10,11 2.840 Hummel
16. TPOX 8,11 8,11 8,9 0.620 Paternidad
17.THO1 7.9 7.9 7.8 1.229 99.99946186% | practicamente
18.F13A01 4.7 6,7 6,7 3.049 probada
19.CSF1PO 10,11 11,11 11,13 1.661
20.D16S539 | 11,12 8,11 8,8 26.316
21.D7S820 12,14 11,12 10,11 1.923
22.D13S317 9,11 9,10 9,10 9.091
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8. DISCUSION

En la actualidad, para garantizar una correcta comparacion de resultados interlaboratorio, la
comunidad forense ha realizado un enorme esfuerzo para la estandarizacion no solo de las
técnicas de analisis sino también de los marcadores a utilizar, nomenclatura y valoracién
estadistica de los resultados. En este proceso han intervenido diversas organizaciones tales
como la TWGDAM (Technical working group on DNA analysis and methods) en Estados
Unidos, la EDNAP (European DNA Profiling group) y la ENFSI (European network of forensic
science institutes) en Europa, asi como las actividades de los distintos grupos de trabajo de la
ISFG (International Society for Forensic Genetics) entre las que destaca la elaboracion de
ejercicios colaborativos con numerosos laboratorios involucrados, en los que participan
anualmente mas de 100 laboratorios de Hispanoamérica. Todas estas actividades se
encuentran coordinadas por la “DNA Comission” de la ISFG, que regularmente emite
recomendaciones sobre el andlisis de individualizacion de ADN en la pericia forense (Farfan,
2006).

El principal propésito de este estudio fue estandarizar los protocolos basados en la
amplificacion y separacion de 11 STRs en la identificacibn humana con el fin de exclusion de
paternidad mediante técnicas reproducibles en el laboratorio de investigacion, por lo que es
importante lograr un resultado valido y reproducible, evitando al maximo el uso de reactivos
téxicos y costosos ademas de evitar el uso de equipos costosos como el secuenciador. Estos
protocolos ademas pueden servir como base para posteriores estudios como pueden ser en la
determinacion de las frecuencias alélicas en la poblacion metropolitana de México de ciertos
STRs tales como LPL, F13B, F13A01 y FESFPS, que solo se encuentran reportados por
promega para la poblacién de Hispanoamérica (Benjamin et al., 2002), una aplicacioén posterior
seria la de detectar el porcentaje de hererocigocidad y homocigocidad de otros marcadores en

alguna region de la poblacion mexicana, entre otros estudios.

El proceso de estandarizacidon de un método permite estudiar las condiciones y requisitos
practicos que influyen en el resultado final de una prueba. Este conjunto de estudios deben
reunir los requisitos para la aplicacion de la técnica, este proceso requiere de un entorno que
garantice la seguridad de los resultados obtenidos en cuanto a la verificacion de los

instrumentos de medicion, control del equipamiento y otros requisitos practicos que influyen en
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el resultado final, lo cual genera un arduo trabajo. Este conjunto de estudios constituye la
antesala de la valoracion que como proceso complejo, establece que las caracteristicas
determinadas previamente retnen los requisitos para la aplicacion de esta técnica (Martinez et
al., 2003).

En este trabajo se describe la estandarizacion de los diferentes protocolos para el uso de los
kits comerciales que permiten detectar 11 diferentes STRs para la identificacion humana. Es
importante indicar que las condiciones optimas no son las mismas de laboratorio a laboratorio,
de hecho es muy comun que en algunos casos no se logre la reproducibilidad de las técnicas
cuando existen variaciones en la temperatura del medio ambiente, altitud, presién, cuando se
utiliza equipo e instrumental diferente, hasta cuando el personal que realiza la prueba es
diferente (Martinez et al., 2003). Al montar esta técnica surgieron diferentes problemas, en este

trabajo se describe la forma en como se abordaron para solucionarlos.

Es importante mencionar que los protocolos recomendados por promega para el empleo de los
kits esta disefiado para usar ciertos modelos de equipos, asi como material y reactivos, que las
mismas casas comerciales ofrecen y algunas de las cuales generan un alto costo, sin embargo
en este proyecto se demostré que diversos procedimientos y productos se pueden reemplazar
con el material y equipo disponible en un laboratorio, lo que reduce el costo para cada prueba,
ademas de optimizar el tiempo utilizado en la elaboracion de los protocolos asi como el
rendimiento de cada kit, disminuyendo la generacién de desechos quimicos que en algunos

casos son toxicos.

Durante este proceso en los primeros ensayos se utilizé una cantidad alta de ADN (231.5 ng)
debido a que durante las tinciones de los geles con nitrato de plata (primera y segunda variante)
tanto en condiciones desnaturalizantes como en las no desnaturalizantes no se detectaba una
buena amplificacion (Figuras 5, 6 , 7 y 8), esto pudo deberse a la diferencia en la eficiencia del
termociclador o bien a que algunos de los reactivos utilizados no funcionara. Para evaluar si el
producto de PCR no se habia generado o era el sistema de deteccion (tincién) lo que permitia
la observacion de los amplicones se probaron otras tinciones, ademas se analizaron diferentes
concentraciones de acrilamida en el gel y se evalu6 si modificando las condiciones reductoras
del gel se obtenian mejores resultados (Figura 7 y 8). Los resultados 6ptimos se obtuvieron
cuando no se desnaturalizé6 el ADN (sin urea), esta modificacion permitio una importante

reduccién en el costo de los reactivos, dado que cada gel requeria de 25 g de urea para
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desnaturalizar el ADN, en estas condiciones se optimizo el corrimiento electroforético y al
utilizar el ADN de doble cadena incrementé la sensibilidad de la detecciéon (Figura 9 y 10). Otra
modificacion importante fue el tefir los geles con bromuro de etidio ya que requeria de un
menor tiempo y reactivos por lo que generaba pocos desechos, esta tincidn permitié una mejor
visualizacién de los resultados. La concentracion 6ptima de acrilamida para los geles fue de 8 y
10%, sin embargo se decidi6 utilizar el 8% debido a que generaba una muy buena separacion
de los amplicones sobre todo en las regiones de menor peso molecular (LPL, VWA, F13B y
THO1) y una moderada en las regiones mas pesadas (CSF1PO, F13A01, FESFPS, TPOX vy
multiplex) con un tiempo de electroforesis de 90 a 130 minutos (Tabla 8), durante estos ensayos
se probd una tercer variante de la tincion con plata modificada en el laboratorio de bioquimica
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, misma que se utiliz6 en un gel
pequefio debido a que requeria menor volumen de cada solucién, con esta tincion se mejoro la
visualizacién de los resultados con menor cantidad de ADN amplificado (Figura 12), el Gnico
inconveniente fue que el tiempo para llevar la tincion de un gel fue de aproximadamente 5.5 h
ademas de requerir mayor cantidad de reactivos comparado con las tinciones de plata del kit
(primera variante) que lleva en la tincion aproximadamente de 2 h y la segunda variante
(Sambrook et al., 1989) de aproximadamente 1 h, debido a esto fue mas practico y rapido usar

la tinciébn con bromuro de etidio que lleva 5 minutos de tincion dando buenos resultados.

Usando la tincion con bromuro de etidio se observé que existia una buena amplificacion con 7
ng de cada muestra en comparacion con concentraciones mas altas debido a que las bandas
aparecian mas intensas y gruesas, por lo que resultaba dificil de compararlas con el patrén
alélico y en algunos casos como en las regiones mas pesadas donde la distancia de cada
banda era mas corta eran muy dificiles de asignar, otra opcion que podria resolver el problema
era la de usar la misma cantidad de ADN muestra y reducir el numero de ciclos de la
amplificacion, sin embargo no fue necesario debido a que se obtuvieron buenos resultados

utilizando 7 ng de ADN y las condiciones originales de ciclaje descritas por Promega.

Durante los ensayos en la estandarizacion se originaron algunos problemas, uno comun fue la
presencia de algunos inhibidores que generaban una amplificacion pobre o casi nula, en
particular con las muestras en los discos de papel FTA, pero se eliminaron volviendo a limpiar y
preparar nuevos discos de papel FTA. Una ventaja de estas técnicas es su alta sensibilidad, por
lo que es muy fécil que se presenten contaminaciones (Innis et al., 1990; Rapley, 2000; While,

1993), la mayor dificultad que se tuvo en la mayoria de los casos, fue precisamente la

-54 -



contaminacién con productos de amplificacién provenientes del patron alélico, para eliminar
esta contaminacion se requirio de altas medidas de limpieza lavando todo el material y equipo
de amplificaciéon con hipoclorito de sodio al 5% y etanol al 70% y un posterior tratamiento de
todo el material con luz ultravioleta durante 12 h, asi como el uso de reactivos nuevos y el uso
de batas diferentes en la zona donde se monta la amplificacién y en la zona donde se analizan
los productos de PCR.

Una vez concluido el proceso de estandarizacibn se prob6 esta técnica en dos trios
(constituidos por el supuesto padre, la madre y el hijo) donde se tenia alguna duda sobre el
parentesco del hijo con su padre, la razén de haber usado esta técnica en estos dos casos fue
porque solo se quiso valorar si la prueba generara resultados adecuados en muestras de

personas y ho solo con los controles del Kit.

En estos ensayos no se encontrd ninguna incompatibilidad genética del hijo con el supuesto
padre para los dos trios, la comparacion directa de los alelos del hijo y el padre con el patron
alélico, para evaluar si comparten algun alelo, tiene una desventaja dado que se presenten
errores tales como la asignacion de un alelo que no posee alguna persona o cuando se asume
la homocigocidad de una persona cuando en realidad posee un alelo diferente que no se
amplifico (Valentin, 1980), esto puede ser una desventaja importante en estos protocolos ya
que en ciertos casos los alelos son dificiles de asignar en regiones donde las bandas del patrén

alélico estan poco separadas, tales como son las regiones D16S539, CSF1PO y F13A01.

El poder de exclusién a-priori que poseen los marcadores utilizados es mayor del 99.86 %,
todas las posibles combinaciones de los alelos de las 11 regiones es de 2.46 x 10" (Promega,
2008), lo que indica el poder de individualizacion que tienen estos marcadores en conjunto, sin
embargo es importante mencionar que el empleo de un nimero mas alto de marcadores genera
mayor poder de exclusion, esto depende de la cantidad de marcadores que se usan y que tan
polimorfico es cada marcador (Farfan, 2006; Vallejo, 2006), por ejemplo dentro de los
marcadores utilizados en este trabajo el marcador mas polimérfico es F13A01 con 14 alelos, sin
embargo en los laboratorios forenses se utilizan marcadores como el D18S51 con 26 alelos o el
FGA con 39 alelos (Promega, 2008), los que aumentan la probabilidad de exclusion. Sin
embargo los marcadores utilizados en este trabajo demuestran que tienen un alto poder de
exclusion ya que en los dos trios se dio como resultado una probabilidad de paternidad de

99.9997% para el primer trio y 99.9994% para el segundo, ademas de que los marcadores con

-55-



pocos alelos son mas faciles de separar y analizar en geles de poliacrilamida, que con lo que
seria por ejemplo un marcador como el FGA.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una adecuada estandarizacion de los
protocolos ya que cumplid con el fin de diferenciar un individuo con otro y adjudicar la

paternidad con un nivel de confianza extraordinariamente alto.

Los marcadores de ADN mas utilizados en los andlisis de genética forense basados en el
método de PCR, sin duda son los STRs debido a las grandes ventajas que poseen frente a
otros marcadores tales como los VNTRs, ya que son susceptibles de analizarse a partir de
muestras con muy pequefas cantidades de ADN y con restos de ADN de baja calidad, como
restos 0seos deteriorados (Pastore et al., 1996; Vallone et al., 2008; Vallejo, 2006). La gran
precision en la caracterizacion del tamafo de los alelos de los marcadores STRs y la rapidez de
la técnica son las principales caracteristicas por las cuales son los marcadores de eleccion
(Vallejo, 2006; Vallone et al., 2008; Kondopoulou et al., 2001). En el campo judicial, existe una
clara conviccion que el andlisis del ADN mediante STRs es indiscutiblemente la prueba material
mas evidente que existe en la actualidad (Gonzales et al.,, 2005), sin embargo estos
marcadores no se utilizan Unicamente para identificacion y la asignacion de parentesco,
también tienen diferentes aplicaciones en ramas de la biologia ambiental que van desde la
filogenia, en donde la estructura molecular y variabilidad genética de los STRs se han empleado
en estudios de evolucién de una gran variedad de especies silvestres, como las aplicaciones
filogeograficas de los STRs, donde la estructura de la poblacion se observa sobre una larga
escala geogréfica, hasta llegar a ambitos de diversidad genética, andlisis filogenéticos, mapeo
genético, entre muchos otros estudios, generalmente apuntando a la conservacion de las
especies (Christiakov et al., 2006; Arian, 1999; Sharma et al., 2007). Por otro lado, en la
epidemiologia y patologia molecular la inestabilidad gendémica de los microsatélites se utilizan
extensivamente en el campo de la carcinogénesis donde ocurren nuevos arreglos
cromosomales, por ejemplo translocasiones, inserciones y deleciones de regiones genémicas
(Christiakov et al., 2006), o donde algunos microsatélites se asocian con diferentes tipos de
cancer (Subirana-Messeguer, 2008), por lo tanto no se puede reducir a solo algunos ambitos y
estudios el potencial de estos marcadores que aun no han podido ser explicados de manera
satisfactoria (Coello, 2001).
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9. CONCLUSIONES

La cantidad de ADN 6ptima para la amplificacion de los microsatélites es de 7 ng por el
método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, mientras que para la extraccion con

papel FTA Whatman fue de solo un disco de 1.2 mm (5 a 20 ng de ADN).

Los resultados obtenidos con los dos métodos de extraccion de ADN son practicamente
iguales, sin embargo para la extraccion de ADN en tarjetas FTA se requiere un menor
tiempo y cantidad de reactivos.

Las caracteristicas 6ptimas para el corrimiento de los geles de poliacrilamida son: en
condiciones no desnaturalizantes, a una concentracion del 8%, ademas los geles
deberan tener una dimension de 16 x 16 cm x 0.5 o 0.75 mm para las regiones
CSF1PO, F13A01, F13B, FESFPS, LPL, THO1, TPOXy VWA y de 16 x 20 cm x 0.5 0
0.75 mm para el multiplex (D16S539, D7S820 y D13S317), con un tiempo de

electroforesis que va desde 90 a 130 minutos con un voltaje de 300V y 40 mA.

La mejor visualizacion de las bandas en el gel se obtuvo con la variante de la tincion de
nitrato de plata modificada por el laboratorio de bioguimica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM y con la tincién de bromuro de etidio.

El empleo de los 11 microsatélites simultdneamente dan como resultado un poder de
exclusion mayor al 99.86% en las pruebas de paternidad con una combinacién de los
alelos de los 11 microsatélites de 2.46 x 10* lo que indica el enorme poder de
individualizacion que poseen estos marcadores cuando se utilizan simultdneamente
para este tipo de pruebas. Por lo que el empleo de esta técnica permite evitar el uso de
equipo costoso, como el secuenciador, para realizar este tipo de pruebas dando

resultados confiables y reproducibles.
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11. APENDICES

APENDICE 1

Preparacién de la mezcla de reaccion

Todos los componentes de los kits deben almacenarse a -20C y antes de utilizase

deben descongelarse, mezclar en vortex por 10 segundos antes de usarse y mantenerse

en hielo.
Mezcla de reaccion
Componentes Cantidad pl Composicién
Agua estéril 7.4
500mM KClI,

100mM Tris-HCI

Amortiguador (pH 9.0) a 25<,

1.25

10X ' 15mM MgCl,, 1%
Triton y 2mM de
cada dNTP
10X primers 1.25
Tag polimerasa 0.1
cetus
Volumen final 10
APENDICE 2

Preparacién de la solucién de carga

Para los componentes TRIS y EDTA se preparan soluciones stock con agua bidestilada

estéril.

Solucién de carga

TRIS 2M pH 8 500 ul
EDTA 0.5M pH 8 3ml
SDS 0.5% 1ml
Ficoll 10% 29
Sacarosa 30% 649

0.2% azul de bromofenol
y xilen-cyanol
Afora a

Agua bidestilada estéril 20 ml
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APENDICE 3
Preparacion del gel de poliacrilamida
Todas las soluciones se preparan con agua bidestilada estéril y almacenan a 4.

La solucién stock de acrilamida-bis-acrilamida 30% se almacena en un frasco ambar y
en la oscuridad.

Acrilamida 2949
Bis-acrilamida 1lg
Agua bidestilada Llevar a 100 ml

El persulfato de amonio (PSA) al 10% se prepara y almacena en tubos eppendorf de 1.5

mL a -20<C, de esta forma la solucién puede durar varias semanas.

Persulfato de amonio 59
Agua bidestilada Llevar a 50 ml

TBE (Tris-acido Boérico-EDTA) solucién stock 10X, se mezclan los reactivos en agua

desionizada y una vez disueltos se esteriliza la solucion a 120C por 20 minutos.

~ TRIS 1M
Acido Bérico 1M
EDTA 50 mM

Agua desionizada Llevar a 1 litro

Preparacion del gel de poliacrilamida al 8%

Componentes Volumen
Agua desionizada 17 mi 20.3 ml
TBE 10X 1.25ml 1.5 ml
Acrlla_mldg-bls- 6.65 ml 8 ml
acrilamida
TEMED 20 ul 24 ul
PSA 10% 175 ul 210 pl
Volumen final 25 ml 30 ml
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APENDICE 4

Frecuencias alélicas de la poblacion de Hispano-Amér  ica
F13A01° | F13B® | FESFPS? | LPL® | CSF1PO™ € | THO1* © | TPOX® € | vWA™® | D16S539” ¢ | D7S820”°¢ | D13S317"°

Alelos Alelos
3.2 0.225 - - - - - - - - - - 3.2
4 0.113 - - - - 0.012¢ - - - - - 4
5 0.227 - - - 0.014¢ 0.012¢ - - 0.014¢ - - 5
6 0.164 0.051 - - 0.014¢ 0.290 0.012¢ - - 0.014¢ 0.014¢ 6
7 0.227 0.018 0.002 | 0.000 0.014¢ 0.288 0.012¢ - - 0.014¢ 0.014¢ 7
8 0.014 0.129 0.012 | 0.002 0.014¢ 0.107 0.562 - 0.019 0.152 0.108 8
9 0.000 0.362 0.010 | 0.029 0.033¢ 0.119 0.052 - 0.171 0.094 0.169 9
9.3 - - - - - 0.174 - - - - - 9.3
10 0.000 0.435 0.176 | 0.502 0.249 0.107 0.055 - 0.152 0.26 0.055 10

10.3 - - - - - - - - - 0.014¢ - 10.3
11 0.007 0.005 0.452 | 0.224 0.301 0.012¢ 0.245 | 0.012¢ 0.202 0.26 0.218 11

11.1 - - - - 0.014¢ - - - - - - 11.1
12 0.000 0.000 0.233 | 0.207 0.331 - 0.079 | 0.012¢ 0.268 0.199 0.221 12
13 0.005 - 0.110 |0.033 0.055 - 0.012% | 0.012¢ 0.16 0.017 0.155 13
14 0.005 - 0.005 | 0.002 0.014¢ - - 0.069 0.025 0.014¢ 0.075 14
15 0.007 - - - 0.014¢ - - 0.107 0.014¢ - 0.014¢ 15
16 0.007 - - - - - - 0.302 - - - 16
17 - - - - - - - 0.267 - - - 17
18 - - - - - - - 0.164 - - - 18
19 - - - - - - - 0.071 - - - 19
20 - - - - - - - 0.017 - - - 20
21 - - - - - - - 0.012¢° - - - 21

Frecuencias alélicas para la poblacion Hispano-Americana. Tomado de www.promega.com.

# Los datos fueron generados como parte de un esfuerzo cooperativo entre Genetic Design, Inc., y Promega Corporation (Lins et al., 1998).

® Los datos fueron generados como parte de un esfuerzo cooperativo entre The Bode Technology Group y Promega Corporation.

¢ Los datos fueron publicados por Levedakou et al., 2001.
¢ La minima frecuencia alélica recomendada por la National Research Council |
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