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A Adenina

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

C Citosina

CODIS Sistema de indice Combinado de ADN (Combined DNA
Index System)

dNTP’s Desoxinucleo6tidos trifosfato

EC Electroforesis capilar

ESS Conjunto de Estandares Europeos (European Standar Set)

G Guanina

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

RELP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

STR Repeticiones Cortas en Tandem (Short Tandem Repeat)
T Timina
VNTR Numero variable de repeticiones en tandem (variable

number of tandem repeats.)



1.- Introduccion

El estudio y caracterizacion de una poblacion ha tomado una gran importancia,
debido al creciente uso de la tecnologia de ADN en el sistema de justicia, por lo
que es necesaria la creacion de una base de datos de las frecuencias alélicas de
una poblacién, el objetivo principal al generar una base de datos es encontrar
todos los alelos “comunes” y cuantas veces se repiten estos alelos en mdltiples
muestras, con el fin de estimar con fiabilidad los alelos presentes en la poblacion
de estudio y de esta manera establecer el peso estadistico de los perfiles
genéticos, y las confrontas genéticas en la identificacion de individuos.®®

En la actualidad, se utilizan marcadores STR (Short Tandem Repeat) para la
obtencion de perfiles genéticos, ya que son facilmente amplificados por la reaccion
en cadena de la polimerasa y sin los problemas de una amplificacion preferencial.
Esto es debido al hecho de que el tamafio los dos alelos de un individuo
heterocigoto son similares, y el tamafio de repeticion es pequefio. El nimero de
repeticiones en tdndem en los marcadores STR puede ser altamente variable
entre los individuos, lo que hace a estos marcadores eficaces para fines de
identificacién humana.®

La disponibilidad de kits STR que permiten la amplificacion multiplex ha impactado
favorablemente la ciencia forense debido a que la probabilidad de coincidencia
puede superar una en varios miles de millones y esto es posible en una sola
amplificacion con 1 ng (0 menos) de una muestra de ADN. Actualmente los
resultados se pueden obtener en sélo unas cuantas horas en comparacion con las
semanas que requerian los métodos de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) hace unos pocos afios.

En el mercado, existen diferentes paneles que contienen marcadores STR y
permiten la amplificacion multiplex, tales como los sistemas PowerPlex System y
el sistema AmpF/STR® Identifiler, sin embargo, se han presentado casos de
asociaciones fortuitas o coincidencias aleatorias, por lo que se han desarrollado
nuevos paneles con un mayor numero de marcadores polimérficos, aumentando
de esta manera el poder de discriminacion y disminuyendo esas asociaciones.

En este estudio se analizdé la capacidad del nuevo panel PowerPlex Fusion
System, que integra los loci del CODIS vy los loci del conjunto de Estandares
Europeos (ESS) dando como resultado un panel con 24 loci (22 STR, 1 marcador
de cromosoma “Y” y amelogenina)®. El estudio se centré en el andlisis genético
de 200 muestras de individuos de la Ciudad de México, seleccionados
aleatoriamente, no relacionados biolégicamente, asi como la comparacion del
potencial del sistema PowerPlex Fusion con paneles anteriores, para observar si
es una buena herramienta para el sistema de justicia mexicano.



2.- Marco teorico

La unidad basica de la vida es la célula, la cual produce las materias primas y la
energia necesaria para mantener la vida. Un ser humano se compone de miles de
millones de células, todas las cuales se originaron a partir de una sola célula.
Dentro del nucleo de las células, existe una sustancia conocida como ADN que
contiene la informacion para la replicacién de la célula y la construccion de
enzimas necesarias. Debido a que este ADN reside en el nucleo de la célula, se
refiere a menudo como ADN nuclear.®

Sin embargo existe otro tipo de ADN, el cual es un genoma circular y se encuentra
dentro de las mitocondrias. La cantidad de moléculas de ADN mitocondrial puede
ir de una a 15 copias por mitocondria, considerando que cada célula tiene cientos
de mitocondrias, entonces tendria miles de copias de este ADN, en comparacion
con el ADN nuclear que solo hay una copia en el nucleo de cada célula.

El conjunto completo de instrucciones para construir un organismo, es decir, todo
el ADN en una célula, se conoce colectivamente como genoma. El ADN tiene dos
propasitos principales: 1) hacer copias de si mismo para que las células puedan
dividirse y seguir con la misma informacion, y 2) llevar las instrucciones para la
sintesis de proteinas. La informacion codificada en la estructura del ADN se
transmite de generacidbn en generacion, teniendo la mitad de la informacion
genética origen materno y el resto, origen paterno.®

2.1 Componentes y estructura del ADN

El ADN esta constituido por unidades fundamentales, los desoxirribonucleoétidos,
también conocidos como bases, esto debido a que estan constituidos por bases
organicas ciclicas. Cada nucleétido contiene un fosfato, un azucar (desoxirribosa)
y una base nitrogenada (adenina, guanina, citosina y timina). Los nombres
quimicos completos de los nucleétidos son 5°-monofosfato de desoxiadenosina
(dAMP), 5 -monofosfato  desoxiguanosina (dGMP), 5"-monofosfato  de
desoxicitidina (dCMP) y 5"-monofosfato de timidina (dTMP). ("

Hay dos tipos de bases nitrogenadas: las purinas (Adenina y Guanina), con un
doble anillo de nueve lados, y las pirimidinas (Citosina y Timina), con un anillo de
seis lados.®
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Figura 1. Estructura de las bases nitrogenadas.

James Watson y Francis Crick dedujeron en 1953, con la informacion disponible
hasta entonces, y con la ayuda del andlisis cristalogréafico por difraccion de rayos
X, la estructura correcta del ADN, obteniendo conclusiones como:

>

>

Dos largas cadenas polinucleotidicas estan enrolladas alrededor de un eje
central, formando una doble hélice enrollada hacia la derecha (dextrogira).

Las dos cadenas son antiparalelas; es decir, la orientacion C-5-C-3" va en
direcciones opuestas.

Las bases de las dos cadenas yacen formando estructuras planas y
perpendiculares al eje; estan apiladas unas sobre otras, separadas por 3,4 A
(0,34 nm), y se encuentran en el interior de la estructura.

Las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas estan apareadas como
resultado de la formacion de puentes de hidrégeno; en el ADN sélo se permiten
los emparejamientos A con Ty G con C.

Cada vuelta de la hélice tiene una longitud de 34 A (3.4 nm); de este modo,
cada vuelta de la cadena contiene 10 bases.

En cualquier segmento de la molécula, se observa un surco mayor y un surco
menor que se alternan a lo largo del eje.

La doble hélice mide 20 A (2.0 nm) de diametro.®%1
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Figura 2.- Modelo de doble hélice propuesto por Watson y Crick. Modificado de Klug SW.,
Cummings.(s)

Si se extendiera la molécula de ADN de todos los cromosomas, su longitud total
seria de dos metros. EI ADN se puede guardar en el nucleo de las células gracias
a una perfecta organizacion de la compactacién de dicho ADN. Esta extraordinaria
manera de empaquetar el ADN para reducir su tamafio es posible gracias a unas
proteinas llamadas “histonas” que son las encargadas de asociarse al ADN y
llevar a cabo la compactacion del mismo. 2

Las histonas son proteinas basicas con carga parcial positiva, ricas en residuos de
lisina y arginina. Desempefian un papel importante en la fijacion del esqueleto
azlcar-fosfato que tiene carga negativa. 31415

~10nm ~30 nm

Octamers :
de histonas

Porcidn de un
cromosoma
en interfase

~100.060 pares de
bases de DNA

Figura 3.- Niveles jerarquicos de empaquetamiento de la cromatina. Tomado de Nussbaum
RL., Mclnnes RR., Willard HF.™
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2.2 Organizacion del ADN

El ADN esta divido en cromosomas, en forma de densos paquetes de ADN, el
genoma humano consiste de 22 pares de cromosomas autosémicos y un par de
cromosomas sexuales. Con base en los cromosomas sexuales, los varones se
designan como XY porque contienen una sola copia del cromosoma X y una sola
copia del cromosoma Y, mientras que las mujeres tienen dos copias del
cromosoma X y se designan como XX.%

Los cromosomas de las células de todo el cuerpo (somaticas) son diploides; es
decir, contienen dos juegos de cada cromosoma. Por otro lado, los gametos
(espermatozoides u ovocitos) son haploides; ellos tienen un solo juego de
cromosomas. Cuando un ovocito y un espermatozoide se combinan durante la
concepcion, resulta un cigoto que de nuevo es diploide. Por lo tanto, un
cromosoma de cada par cromosomal se deriva de uno de los padres en el
momento de la concepcién.®

Genoma Humano

Localizado en el nucleo de

|2§ célilag -
.

~——____ Autosomicos '

Rl I Wi

M

3 a8 g9 10 11 12

E EE-E%_ d 3

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22}( ki

ADN Nuclear Cromosomas /n
3.2 billones pb Sexuales

Figura 4.- Genoma humano. Modificado de Butler JM.®
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Ademas, el ADN en los cromosomas esta compuesto de regiones “codificantes” y
‘no codificantes”. Las regiones codificantes son conocidas como genes Yy
contienen la informacion necesaria para la sintesis de proteinas, y forman
alrededor del 5% del genoma humano. Las regiones no codificantes de ADN
forman el resto de nuestro material cromosémico. Debido a que estas regiones no
estan directamente relacionadas con la produccion de proteinas se refieren a
veces como ADN basura y son usados como marcadores para pruebas de
identificacion humana debido a su alto polimorfismo.* 1"



2.3 Transmision de la informacion

En 1928, el microbidlogo inglés Frederick Griffith realiz6 el descubrimiento
asombroso de que las cepas no virulentas de las bacterias se tornaban virulentas
cuando se mezclaban con sus contrapartidas patbgenas muertas por el calor. Esto
alertd sobre la posibilidad de que cuando células patégenas se mueren por calor,
sus componentes genéticos permanecen sin dafios.

Varios afios después se comprob6 que extractos de las bacterias muertas eran
capaces de inducir transformaciones hereditarias y se inicié la busqueda de la
identidad quimica del agente transformador. En 1944, Oswald T Avery y sus
colegas, anunciaron que el principio genético activo era el ADN, gracias a sus
experimentos con desoxirribonucleasa pancredtica, una enzima que degrada de
manera especifica moléculas de ADN hasta sus componentes de nucleotidos y no
tiene efecto alguno sobre la integridad de las moléculas proteicas ni sobre el
ARN.*9

Otro estudio importante fue hecho por Alfred D. Hershey y Martha Chase, en el
cual se marcaba la cubierta proteica de un bacteriéfago con isotopo radioactivo
35S y el nacleo de ADN con el isotopo radiactivo 32P. De este experimento surgio
un resultado bien definido; en la progenie del fago se detect6é la mayor parte del
acido nucléico del progenitor y nada de las proteinas de éste. 9

Con estos experimentos y con el descubrimiento de la doble hélice, habia
terminado de manera definitiva cualquier controversia acerca de si el ADN era la
sustancia genética primaria. La preocupacion principal de los genetistas
moleculares era conocer la manera en que la informacién genética del ADN actia
para ordenar los aminoacidos durante la sintesis proteica, ya que el ADN debe
aportar la informacion para ordenar los aminoacidos, era bastante obvio que la
doble hélice en si no podia ser la plantilla para la sintesis de las proteinas, ya que
la sintesis de las proteinas en todas las células eucariotas se produce en el
citoplasma, que esta separado del ADN nuclear por la membrana nuclear.

En consecuencia, tenia que haber una segunda molécula con contenido de
informacion que obtuviese la especificidad genética del ADN y luego esta se
trasladara hacia el citoplasma para funcionar como plantilla para la sintesis
proteica. Desde un principio, la atencion se concentré en la segunda clase de
acidos nucléicos, el ARN. @

Con base en estos descubrimientos, se adopt6 la hipo6tesis de trabajo de que el
DNA cromosdmico funcionaba como plantilla para la molécula de ARN, que con
ulterioridad este Ultimo se trasladaba al citoplasma, donde determinaban la
disposicion de los aminoacidos dentro de las proteinas. Francis Crick llamé dogma

. . . . o (21,22
central a este mecanismo para el flujo de la informacion genetlca.( 1 22)



Propuesta inicial de Crick (1970)

Replicacion

Transcripcion Traduccion
ADN ———> ARN—Proteina

Figura 5. Dogma central de la biologia molecular.

Este esquema central de flujo de la informacién pronto fue modificado, ya que en
algunos virus cuyo material hereditario es ARN, la informacién se conserva o
mantiene mediante replicacion del ARN. Ademas, también se comprobd que la
informacion no va siempre del ADN hacia el ARN (ADN—ARN), en algunos casos
la informacién puede fluir del ARN hacia el ADN (ARN—ADN), es decir sintetizar
ADN tomando como molde ARN, teniendo lugar el fenémeno de la transcripcion
inversa.®?

Replicacion Replicacion
Transcripcion Traduccion
— s
ADN ———— 1 ARN—Proteina
Transcripcion
inversa

Figura 6. Modificaciones del "Dogma Central de la Biologia Molecular". @)

2.4 Alelos y polimorfismos

Alelo es el término que define a formas alternativas de un gen o locus, y locus se
utiliza para designar una posicion o localizacion especifica de un gen o0 una
secuencia blanco en un cromosoma.®?

La coexistencia de alelos mdultiples en un locus se denomina polimorfismo
genético. Por definicion, cualquier sitio en el cual existen alelos multiples como
componentes estables de la poblacion, es polimérfico. En otras palabras, el
polimorfismo expresa la variabilidad que existe dentro de un fragmento de ADN.
Como regla general, cuantos mas alelos haya, mayor polimorfismo y por ende,
mayor poder de identificacion. @324 2

Los polimorfismos pueden ir desde la modificacion de una sola base, hasta
cambios en el nimero y tamafio de las unidades de repeticion:

# Polimorfismos de secuencia. Se producen por el cambio de uno o mas
nucledtidos en una secuencia de ADN. Como polimorfismos de secuencia

10



podemos encontrar aquellos genes que codifican para los grupos
sanguineos, el sistema HLA, el analisis de ADN mitocondrial, por mencionar
algunos ejemplos.

# Polimorfismos de longitud. Se presentan por la insercion o delecién de uno
0 mas nucleotidos. Dentro de los polimorfismos de longitud se encuentran
principalmente los minisatélites y microsatélites. Ambos se caracterizan por
tener una secuencia que se repite varias veces, en tandem. Este tipo de
polimorfismo se presenta en regiones no codificantes, lo cual hace que
diferencias en las secuencias de ese ADN no sean raras y se transmitan
como tal a la descendencia, por lo que son comunmente utilizados como
marcadores genéticos en la identificacién humana. 262"

2.5 Deteccion de los polimorfismos de longitud

2.5.1 Minisatélites

Para los minisatélites la unidad de repeticion va de 10 a 100 bases. La mayoria de
los polimorfismos minisatélites se detectan mediante enzimas de restriccion, y se
les conoce como VNTR (Numero Variable de Repeticiones en Tandem). La
identificacion de los VNTR se hace con la utilizacion de sondas complementarias
sintéticas que hibridan con la secuencia de ADN, propia del VNTR en estudio
(secuencia repetitiva). Estas sondas pueden ser “mono locus”, que hibridan en una
sola regiéon de ADN, y las “multi locus”, que hibridan en forma simultanea con
varias regiones.

Los andlisis con minisatélites contienen varias limitaciones, entre las cuales
sobresalen: el tiempo que se invierte en cada estudio (tres semanas), la elevada
concentracion de ADN que deben tener las muestras, y la poca eficiencia del
estudio cuando se trata de muestras con ADN degradado, por el mayor tamafio
del ADN que se examina.(®® 2930.31)

2.5.2 Microsatélites

Los microsatélites contienen el mismo tipo de polimorfismo de longitud, pero
varian en el tamafio de la unidad repetitiva. Para los microsatélites, la unidad de
repeticion es de 2 a 6 nucleétidos, a este tipo de polimorfismo se les conoce
también como STR (Short Tandem Repeats). La apariciéon de los STR en el ambito
forense ocurrio a principios de la década de los 90, gracias al desarrollo del
proceso denominado Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).#® 32 33)

Este tipo de polimorfismo puede ser analizado mediante diversos pasos, los
cuales son:

11



a) Extraccion del ADN: Cuando se obtienen muestras biolégicas, ya sea una de
un lugar de los hechos o muestras de referencia, contienen ademas del ADN otras
sustancias que pueden inhibir la habilidad de analizarlo, como son proteinas
celulares que empaquetan y protegen al ADN en el interior de la célula o
inhibidores de la polimerasa en el soporte en el que esta contenido el indicio. Por
lo que, se han desarrollado métodos de extraccion del ADN para separar las
proteinas y otros materiales que estan unidos a las moléculas de ADN. En la
actualidad, se utilizan tres principales técnicas para la extraccion del ADN en los
laboratorios forenses: la extraccidbn organica, la extraccibn con Chelex y la
extraccion en papel FTA ¢339 " 3demas de otros métodos basados en la
aplicacion de resinas paramagnéticas cuyo uso se ha extendido en los laboratorios
forenses debido al rendimiento de ADN de alta pureza.

b) Cuantificacion del ADN: Después de extraer el ADN, es necesario conocer la
cantidad presente, asi como calidad del mismo. La adicién de una cantidad 6ptima
de ADN para PCR producira mejores resultados en un menor tiempo; la adicién de
demasiado ADN o una cantidad insuficiente, dara lugar a un perfil que sera dificil o
incluso imposible de interpretar. Esto es especialmente importante cuando se trata
de indicios, cuando es muy dificil conocer el estado de conservacion del material
bioldgico y, en muchos casos, es dificil estimar la cantidad que se ha recogido de
material celular. Es menos importante cuantificar ADN utilizando muestras de
referencia, donde se espera una cantidad similar de ADN en cada extraccion, ya
que no hay muchas variables que afecten su concentracion.®

c) Amplificacién: La PCR es un proceso enzimético en el que se replica una
region especifica de ADN una y otra vez para producir muchas copias de una
secuencia particular. Este proceso molecular de "fotocopiado” consiste en calentar
y enfriar las muestras en un patron de ciclos térmicos. Durante cada ciclo, una
copia de la secuencia de ADN diana se genera por cada molécula que contiene la
secuencia diana. Los limites del producto amplificado se definen por los cebadores
de oligonucleétidos que son complementarias a los extremos 3' de la secuencia de
interés. Tedricamente, después de 30 ciclos se han generado mas de mil millones
de copias de la region diana de ADN. Este producto de PCR, a veces referido
como un "amplicon", es entonces una cantidad suficiente que se puede medir
facilmente por una variedad de técnicas.® 3" %)

d) Electroforesis capilar: En la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la
que los alelos STR se amplifican, se produce una mezcla de moléculas de ADN
qgue representa un problema de dificil separacién. La PCR multiplex puede
producir 20 o mas fragmentos de ADN que deben y pueden ser distinguidos uno
de otro. Ademas, la resolucién de una sola base requiere que se diferencie entre
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los alelos estrechamente espaciados (por ejemplo, alelos THO1 9,3 y 10). Con el
fin de observar las diversas moléculas una de otra, el paso de separacion requiere
mover aparte los fragmentos en diferentes tamafios. La separacion se realiza
tipicamente por un proceso conocido como electroforesis y se lleva a cabo ya sea
en gel o en capilar. 39

La deteccidn de la muestra se lleva a cabo automaticamente por el instrumento de
Electroforesis Capilar (EC) a través de la medicion del intervalo de tiempo de
inyeccion de la muestra y cuya deteccion se realiza a través de una CCD camera.
La luz de un laser incide en el capilar en una posicion fija, en donde se ha
guemado una ventana en la cubierta del capilar. Los fragmentos de ADN son
iluminados a medida que pasan por la ventana en el capilar. Como en los geles,
las moléculas mas pequefias llegan primero al punto de deteccién, seguidas por
las moléculas mas grandes. Los datos obtenidos de la separacion estan
representados graficamente en funcion de la intensidad relativa de fluorescencia
observada a partir de la emision de fluorescencia de los colores que pasan el
detector. Las sefiales de emision fluorescente de los colorantes que estan unidos
a las moléculas de ADN se pueden utilizar para detectar y cuantificar las
moléculas de ADN que pasan por el equipo.®40:41: 42.43)

[# “|Laser de Argan PASOS PARA LATIPIFICACION

- mmm |[[482 nm) DE ADN
Sepa FEII:IE-I'I POT o | ABI Prism
tamano i frem=eaa I .. spocirogmph
o # - Zeparacion en
- T stolores

Separacign de | Flugrescencia

la muestra / |

Capilar, con | I | .-_
polimero Camara CCD
. | Deteccion
Inyeccion de '
la muestra == “'-:.F'\rmﬂn:-l-u witt (L nne Ss anerilypnd e |
i x|
Mezcla de ) I |

] |
productos de PCR, IR WS AT - —
marcados con

colorantes.

mFreparacion
de la muestra [Interp-retatif:-n

Figura 7. Separacién y deteccion de Fragmentos STRs. Modificadode Butler JM. Forensic DNA Typing:
biology, technology and genetics of STR markers. @

e).- Analisis de fragmentos mediante el uso de software: Los espectros de los
colorantes usados para marcar los productos de la PCR se traslapan y los datos
obtenidos contienen picos que se componen de mas de una marca fluorescente.
El software, ya sea el GeneScan o el GeneMapper, elimina la superposicion
espectral en el perfil y calcula los tamafos de los fragmentos de ADN
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amplificados. El software calcula la cantidad de solapamiento espectral que hay
entre cada colorante y resta este de los picos en el perfil, obteniendo de esta
manera picos separados que pueden ser interpretados. ®

2.6 Caracteristicas deseables de STRs usados en la tipificacion de
ADN

Para la identificacion humana, es importante tener marcadores de ADN que
exhiban la mas alta variacion posible en la poblacién o al menos un numero de
marcadores polimorficos para que se puedan combinar con el fin de obtener una
capacidad para discriminar entre muestras. Las mezclas prevalecen, asi como en
algunas muestras forenses, tales como las obtenidas en casos de delitos sexuales
que contienen material biolégico tanto de la victima como del perpetrador.

El pequefio tamafio de los alelos STR (100-400pb) comparado con los alelos
minisatélites (400-1000pb) hacen que los marcadores STR sean mejores
candidatos para usarlos en el sistema forense en donde es comun encontrar
muestras con ADN degradado. La amplificacion por PCR de muestras con ADN
degradado puede realizarse mejor con productos de menor tamario.

Entre los diversos tipos de STR, los tetranucleétidos son mas populares que los di
o trinucledtidos. Penta y hexanucle6tidos son menos comunes en el genoma
humano pero estdn siendo examinados por algunos laboratorios.® *9,
Actualmente en los nuevos kits que existen en el mercado han introducido en sus
paneles pentanucleotidos (Como el Penta D y el Penta E que estan dentro del
conjunto de marcadores del PowerPlex Fusion).®

2.7 Importancia del analisis estadistico de los STR

2.7.1 Estudios de paternidad

El que cada persona conozca a su padre 0 a su madre no es s6lo normal, sino que
ademas es un derecho que suele ser garantizado por las leyes de muchos paises.
No obstante, en ciertas circunstancias una persona puede ignorar quién es su
padre (o madre en algunos casos) o, tener dudas sobre su paternidad. El analisis
de la paternidad se basa en las leyes mendelianas de la herencia, en las que se
establece por primera vez que todo el material genético de una persona procede a
partes iguales del padre y de la madre. Por lo tanto, si en un hijo encontramos un
alelo que no posee el probable padre, la paternidad queda excluida con seguridad
absoluta.

Si por lo contrario encontramos que el hijo tiene alelos que pudieron haberse
heredado del probable padre, hay que realizar una serie de célculos estadisticos
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con el objetivo de determinar cuantas personas entre la poblacion general, podrian
ser también padres potenciales, por tener esos alelos.*

2.7.2 Criminalistica

El delito en general, surgi6 con el hombre mismo, y éste, consciente de la
punibilidad de su accion, siempre ha intentado ocultar la autoria. Y desde siempre
el delito ha venido acompafiado de la necesidad de investigarlo, de aclararlo, de
buscar y castigar al culpable.

Con el paso del tiempo se ha ido desarrollando la criminalistica, que podemos
definir como la “ciencia aplicada que de acuerdo al ordenamiento juridico de cada
pais, estudia cientificamente los indicios y evidencias con objeto de convertirlos en
pruebas formales que puedan ser presentadas ante las autoridades judiciales para
permitir la identificacion de victimas y de los delincuentes y esclarecer las
circunstancias de un probable delito”.“®

El obtener un perfil es solo la primera parte del analisis, los perfiles tienen que ser
comparados. Por ejemplo, si un perfil obtenido de una evidencia recolectada de un
lugar de los hechos es comparado con el perfil del probable responsable, se
presentan dos posibles situaciones: los perfiles pueden ser los mismos o pueden
ser diferentes. Si los perfiles son diferentes, la interpretacion es simple: la
evidencia recolectada del lugar de los hechos, no pertenece al probable
responsable, y se considera como una exclusion. Si los perfiles son los mismos,
entonces es una inclusion y significa que la coincidencia debe ser estimada.

El primer paso es estimar la frecuencia de cada alelo encontrado en una
poblacién, con esta informacion las frecuencias genotipicas pueden ser
calculadas. Si tuviéramos una base de datos lo suficientemente grande podriamos
hacerlo de la misma manera en que calculamos las frecuencias alélicas. El
problema con este enfoque es que la ocurrencia de muchos genotipos es baja y
seria dificil hacer estimaciones precisas.

En lugar de conteo directo, se utiliza el modelo de equilibrio de Hardy Weinberg
para predecir la proporcion de genotipos. Este modelo, describe coémo se
comportan los alelos o genes en una poblacién ideal. “®

2.7.3 Personas desaparecidas

Los conflictos armados, como la guerra u otras situaciones de violencia armada
generalizada, asi como también catastrofes naturales suelen traer consigo la
desaparicion de numerosas personas. Cualquiera que sea el motivo de su
desaparicion, la falta de noticias de sus seres queridos, sumada a la incertidumbre
acerca de su paradero, causan sufrimientos indecibles a los familiares afectados.
En estas situaciones, es frecuente que las personas desaparecidas hayan muerto.
El Unico alivio para los familiares es recibir una confirmacion fidedigna de la
muerte y saber que los restos de sus seres queridos han sido o pueden ser
tratados con dignidad y con respeto por su cultura y sus creencias religiosas. Por
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ello la identificacion adecuada de los restos humanos es parte fundamental del
proceso de reparacion no solo para los familiares de personas desaparecidas, sino
para comunidades enteras.“”

La identificacion de un cadaver depende basicamente del estado del mismo, si el
cuerpo estd en condiciones que permitan tomar fotografias, huellas dactilares o
datos odontologicos, los datos obtenidos pueden ser de gran ayuda para la
identificacion. Cuando todas estas posibilidades se agotan, o cuando el cadaver
no es sino un esqueleto (a veces incompleto), surge la necesidad de usar algo
mas especifico, a ser posible Unico, que esté en todos los cadaveres y que se
pueda encontrar incluso en los huesos: ese algo es el ADN. ©° 48

2.8 Genética de poblaciones

La poblacién se define como un grupo de individuos que comparten un conjunto
de genes, que viven en la misma area geografica y que tienen capacidad de
reproducirse.®% 49:50:51)

La genética de poblaciones es el estudio de la variacion heredada y su modulaciéon
en tiempo y espacio. Es un intento de cuantificar la variacion observada dentro de
un grupo de poblacion o entre diferentes grupos de poblacion, en términos de
frecuencias alélicas y genotipicas. )

La variabilidad dentro de un locus tiene que ser lo suficientemente estable como
para pasar con precision al alelo a la préxima generacion (es decir, que posean
una tasa de mutacién baja). Sin embargo, tampoco deben ser demasiado estables
porque si ho sélo unos pocos alelos existirian en el tiempo y el locus no podria
aportar tanta informacion (es decir, no seria util en pruebas de identificacion
humana).®

a) Frecuencias alélicas y genotipicas

La frecuencia genotipica es la cantidad de veces que aparece el genotipo en una
poblacion. ¢#54
La frecuencia de un alelo se define como el nimero de copias del alelo en la
poblacién, dividido por la suma de todos los alelos en esa poblacion.
El calculo de las frecuencias alélicas de una poblacion se hace teniendo en cuenta
que los homocigotos tienen dos alelos idénticos y los heterocigotos dos alelos
diferentes donde: la probabilidad para un heterocigoto, o sea, que tenga ambos
alelos en un solo locus es:
P=2pq
Mientras que para un individuo homocigoto la probabilidad del genotipo es:
P=p?
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b) Ley de equilibrio de Hardy Weinberg

En grandes poblaciones de apareamiento aleatorio en ausencia de mutacion,
migracion y seleccion, las frecuencias génicas y genotipicas permanecen
constantes de generacion en generacion, pudiendo predecir sus valores para las
futuras generaciones. 33557

De acuerdo con la Ley de equilibrio de Hardy-Weinberg, las frecuencias
genotipicas de la progenie estan determinadas por las frecuencias alélicas de sus
progenitores. 58 59

Si la poblacion estd en equilibrio, las frecuencias alélicas son iguales en los
progenitores y en la progenie, de manera que las frecuencias alélicas observadas
en la progenie pueden usarse como si fueran las frecuencias alélicas paternas
para calcular las frecuencias genotipicas esperadas por la Ley de Hardy-
Weinberg. @

c) Poder de exclusion

Es la probabilidad de que un sistema genético especifico proporcione evidencias
que conduzcan a la exclusién de un probable responsable. 2 53 60-62)
Poder de Exclusién (PE) = H? (1 —(1- H )H?)
Donde H= Heterocigosidad

d) Poder de discriminacion

Es la probabilidad de que dos individuos no relacionados puedan ser diferenciados
genéticamente mediante el andlisis de uno o varios marcadores. Depende del
namero de loci analizados, de las variables alélicas encontradas y frecuencias de
cada locus en cada poblacién. 52 5362
PD=1-P,
P\= Probabilidad coincidencia aleatoria

e) Probabilidad de coincidencia aleatoria

Es la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar tendran un
genotipo idéntico en el locus sometido a prueba.* % 5362

Es el nimero de individuos que podran ser examinados antes de encontrar el
mismo patrén de ADN en un individuo seleccionado aleatoriamente.

Probabilidad de coincidencia aleatoria=P;= ¥, xi?

Donde X;>= Frecuencia de los genotipos
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f) Heterocigosidad

Es la proporcion de individuos heterocigoéticos que se espera en la poblacion. Una
alta heterocigosidad significa que existe méas diversidad alélica y por lo tanto hay
una menor probabilidad de coincidencia en muestras. (52 33 62.63)

Heterocigosidad (H):l-Homocigosidad:1-2?:1Pi2

g) Indice de contenido polimérfico

Refleja la capacidad de deducir el origen parental de cada uno de los alelos del
genotipo en la descendencia en un locus particular. (52 53 62,64, 65)

PIC=1-Y7 Pi%- (X7 Pi%)? +Y 7 Pi*

h) Indice de paternidad

Es la probabilidad de que los alelos presentes en el nifio apoyen la hipétesis de
que el hombre examinado es el verdadero padre biolégico, en lugar de otro
hombre examinado no relacionado biolégicamente, tomado aleatoriamente de la
poblacién. 525362

- . H+h _ (1-h)+h _ 1
Indice de Paternidad (PI)= Z-If-l = ! 2’3+ =on

i) Numero efectivo de alelos

Hace referencia a los alelos con capacidad de pasar a la siguiente generacién.©®
67)

Esta medida indica el numero de alelos esperados en cada locus de una

determinada poblacién, y es la inversa de la homocigosidad esperada de un locus.

1 1

Numero efectivo de alelos (ne)= =—
(Ne) Homocigosidad h
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2.9 Poblacion de la ciudad de México (68)

Cuadro 1. Se muestran los datos poblacionales de la Ciudad de México y del
pais en general.

DISTRITO MEXICO
FEDERAL (TOTAL)
- 8,851,080
Poblacion total, 2010 (1/12) 112,336,538
Poblacion total hombres, 2010 4,233,783 54,855,231
Poblacion total mujeres, 2010 4,617,297 57,481,307
Porcentaje de poblacion emigrante, 2010 -9.30 No aplica
Porcentaje de poblacion  inmigrante .

: - ) : N I
(migracion reciente), 2010 3.00 © apiica
Porcentaje de poblacion no nativa :
(migracién acumulada), 2010 18.97 No aplica
Densidad de poblacion (Habitantes por
kilbmetro cuadrado), 2010 2,920.45 >7.30
Tasa de crecimiento total, 2010 0.30=1/5 1.40

e -

%0000 Fuente INEGH, Masco Geaesisd s Hunegs 3005
Figura 8. Distribucién geogréfica de la Ciudad de México. El Distrito Federal colinda al norte,
este y oeste con el estado de México y al sur con el estado de Morelos. (69)
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2.10 Loci de estudio

En este estudio se analizara el potencial del sistema PowerPlex Fusion que
permite la co-amplificacion y deteccion fluorescente de 24 loci (23 STR y
amelogenina), incluyendo los loci del CODIS vy los loci del conjunto de Estandares
Europeos (ESS). ("0

JEDN EXNC CTIECE T
-—— - _
s

e[t I St —
I I O IO I O D O D N O BN B

*Amelogenin

Figura 9. Configuracion del sistema PowerPlex Fusion. Este sistema permite la co-amplificacion de
Amelogenina, D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248, D13S317 y Penta E marcados con fluoresceina;
D16S539, D18S51, D2S1338, CSF1PO y Penta D marcados con JOE; THO1, vWA, D21S11, D7S820,
D5S818, TPOX y DYS391 marcados con TMR-ET; y D8S1179, D12S391, D19S443, FGA y D22S1045
marcados con CXR-ET. El estandar interno (ILS 500) esta marcado con el colorante CC5 y contiene 21
fragmentos de ADN de 60, 65, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425,
450, 475y 500 bases.®”
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3.- Planteamiento del problema

El uso de la tecnologia del ADN se ha vuelto mas frecuente por lo que, cada vez
se exigen resultados mas confiables y precisos que eviten asociaciones fortuitas y
nos permitan enfrentar los desafios que representa el trabajar muestras
severamente comprometidas, ya que de esto dependen situaciones importantes
como el hallazgo de una persona desaparecida entre una gran cantidad de restos
humanos. Se conocen actualmente sistemas que incluyen un mayor numero de
marcadores con el fin de aumentar el poder de discriminacion y disminuir la
probabilidad de coincidencia aleatoria. En este estudio se determinaron diversos
pardmetros como el poder de discriminacién, la probabilidad de coincidencia
aleatoria, Heterocigosidad, indice de contenido polimoérfico, indice de paternidad y
namero efectivo de alelos del panel PowerPlex Fusion para la poblacion de la
Ciudad de México con el objetivo de demostrar si este panel es una buena
herramienta para atender las demandas que impone la actual situacion de nuestro
pais. Asi también se determiné si las frecuencias alélicas de todos los loci estan
en equilibrio de Hardy-Weinberg para que puedan ser utilizadas en los calculos
estadisticos.

Por lo que el planteamiento central es si las frecuencias alélicas estan en equilibrio
y pueden ser utilizadas al determinar parametros estadisticos y si el panel
Powerplex Fusion, el cual es el mas reciente sistema de identificacibn humana
lanzado al mercado, provee mas certeza estadistica al momento de realizar las
confrontas de perfiles genéticos.

4.- Hipotesis

Al tener un mayor niumero de marcadores autosomicos polimérficos, se espera
gue el panel PowerPlex Fusion tenga un mayor poder de discriminacion para que
de esta manera aumente la certeza estadistica en la identificacion humana, y se
eviten coincidencias aleatorias entre perfiles genéticos, en comparacién con los
paneles PowerPlex 16HS y PowerPlex 21 System,. También se espera que las
frecuencias alélicas de la muestra poblacional estén en equilibrio de Hardy-
Weinberg en todos los loci del sistema para que puedan ser utilizados en los
calculos estadisticos y que la heterocigosidad sea mayor o igual al 80% en la
mayoria de los loci del panel.
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5.- Objetivos

@ Determinar las frecuencias alélicas de los 22 marcadores autosomicos
polimorficos del panel PowerPlex Fusion en la poblacion de la Ciudad de
México.

@ Determinar si la poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

@ Determinar los pardmetros estadisticos: Heterocigosidad, Poder de

discriminacion, Poder de Exclusion, indice de contenido polimérfico, indice
de paternidad, Numero efectivo de alelos y Probabilidad de Coincidencia
aleatoria de cada locus del panel PowerPlex Fusion en la poblacién de la
Cd. de México.
Comparar los parametros estadisticos Heterocigosidad, Poder de
discriminacion, Poder de Exclusion, indice de paternidad y Probabilidad de
Coincidencia aleatoria del Kit PowerPlex Fusion con los Kits PowerPlex 16
HS y PowerPlex 21.

6.- Metodologia

6.1 Tipo de estudio

# Observacional
# Prospectivo
# Transversal
# Descriptivo

6.2 Poblacion de estudio

# Tamario: 200 muestras

# Tipo: Muestras sanguineas

# Soporte: Tarjetas FTA

# Poblacion: Individuos no relacionados bioldgicamente de la Ciudad de

México
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6.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

INCLUSION:

» Muestras sanguineas de individuos no relacionados bioldégicamente de la
Cd. de México.

EXCLUSION:

» Individuos relacionados biol6gicamente.

ELIMINACION:

> Muestras contaminadas.

6.4 Variables

INDEPENDIENTE:

# El genotipo de cada individuo de la muestra poblacional.
DEPENDIENTES:

Las frecuencias alélicas.

indice de heterocigosidad y homocigosidad.

Poder de discriminacion del panel.

Poder de exclusion del panel

Contenido de indice polimorfico

PSP

6.5 Material y método

6.5.1 Material

e Analizador automético de biologia molecular 3100-Avant Genetic Analyzer
de AppliedBiosystem.

e Termociclador GENEAMP® SYSTEM 9700.

e Campana de Bioseguridad Air Clean600 PCR Workstation

e Micropipeta Eppendorf de 10uL.

e Micropipeta Eppendorf de 100uL.

e Micropipeta Eppendorf de 1000uL.

e Vortex, Sarstedt.

e Puntas para pipeta de 10uL.

e Puntas para pipeta de 100uL.

e Puntas para pipeta de 1000uL.

e Harris Micro-Punch para papel FTA

e Guantes de nitrilo.

e Tubos Eppendorf de 1.5mL.
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e Placa de 96 pozos

e Tapas de goma, para charola de 96 pozos. (septa)
e Tapas para charola de amplificacion
e Lancetas

e Papel FTA

e Torundas

e PowerPlex® Fusion System

e Hi-Di"™formamide

e Pop-4

e Cubrebocas

e Micropipeta multicanal Eppendorf

e Congelador Revco

e Refrigerador Revco

e Alcohol etilico al 70%

e Encendedor

6.5.2 Método

Obtencion de la muestra

Se pidi6 a cada donante que rotulara una tarjeta FTA, posteriormente se limpi6 el
area de puncién para la obtencion de sangre con una torunda con alcohol al 70%.
Se Puncioné con una lanceta y se depositaron aproximadamente 5 gotas de
sangre sobre la tarjeta FTA

Amplificacion

El panel utilizado fue el PowerPlex® Fusion System, el Kit se mantuvo en
congelacion hasta el momento de su uso.

Se determiné el numero de reacciones incluyendo el control positivo y negativo, se
preparé la mezcla de reaccion en un tubo eppendorf (dando vortex por 15
segundos a cada uno de los tubos de reactivo).

La mezcla se agitd y se fracciond en una placa de 96 pozos, de acuerdo al nimero
de muestras a amplificar, posteriormente se corté un disco de papel FTA con
muestra con ayuda del perforador Mini-Punch Harris de 1.2 mm de diametro y se
colocé el disco en el pozo correspondiente.

La amplificacién se llevd a cabo en el termociclador GENEAMP® SYSTEM 9700
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, el cual se muestra a
continuacion:
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Protocolo de Amplificacion

96°C por 1 minuto

94°C por 10 segundos

59°C por 1 minuto

72°C por 30 segundos

Por 25 ciclos, después:

60°C por 20 minutos

4°C (Se conserva a 4°C hasta el
momento de su analisis).

Electroforesis Capilar

El Kit se conservé en el congelador hasta el momento de su uso. Se preparé una
mezcla de Formamida e ILS en un tubo eppendorf, las cantidades de cada
reactivo fueron de acuerdo al nimero de muestras, la proporcién de cada reactivo
se calcul6 de la siguiente manera:

[(1.0pl CC5 ILS 500) x (#muestras)] + [(10.0ulHI-Di™ formamida) x (#muestras)]
La mezcla se agité durante 15 segundos y enseguida se fracciond en una placa de
96 pozos. Posteriormente se coloco 1.5 yL de cada producto de PCR en el pozo
correspondiente y 1uL of PowerPlex® Fusion Allelic Ladder Mix en cada uno de
los pozos destinados para este. La placa se sellé con una septa y se procedio a
realizar la hoja de corrida en el software Data Collection, y comenzar con el
corrimiento electroforético.

Los resultados fueron analizados con ayuda del software GeneMapper ID V.3.2

Analisis Estadistico

En el presente estudio, ademas de analizar el potencial del panel PowerPlex
Fusion, se realiz0 la base de datos de la Ciudad de Meéxico; con los datos
obtenidos, y mediante el método de conteo de genes se determinaron las
frecuencias alélicas. Una vez obtenidos los datos de las frecuencias alélicas se
aplicé la prueba de bondad de ajuste (chi cuadrada) para determinar si los loci se
encontraban dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg. Adicionalmente se
determinaron los parametros estadisticos: poder de discriminacion, poder de
exclusion, indice de contenido polimérfico, indice de paternidad, probabilidad de
coincidencia aleatoria, numero efectivo de alelos, heterocigosidad vy
homocigosidad.

Ademas se compararon los parametros con paneles anteriores para determinar el
avance o las diferencias que tiene entre si.
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7. Resultados

Descripcién de resultados

En la figura 7.1 se observa un electroferograma obtenido de una de las muestras
analizadas, en él se encuentran los 22 marcadores autosémicos polimorficos, un
marcador de cromosoma Y y amelogenina (para determinar el sexo). En cada
locus se observan picos que corresponden a los alelos. Los dos alelos
(provenientes uno de origen paterno y el otro de origen materno) pueden ser
iguales (homocigoto) o diferentes (heterocigoto).

En la tabla 7.1 se muestran las frecuencias obtenidas de los 22 marcadores STR.
Se observan los diferentes valores obtenidos de las frecuencias alélicas, asi como
también los alelos de cada marcador, algunos marcadores exhiben mas alelos
como el Penta E. Estas frecuencias son utilizadas para calcular diversos
parametros que son de importancia en la genética forense.

En la tabla 7.2 se observa que 21 de los 22 marcadores se encuentra en equilibrio
de Hardy-Weinberg, lo que nos indica que las frecuencias alélicas obtenidas en
estos marcadores se pueden utilizar para el célculo de diversos parametros del
area forense. El marcador D19S433, estuvo en desequilibrio, pero en un estudio
ulterior se aplico la correccion de Bonferroni, con lo cual este marcador resulto en
equilibrio de Hardy-Weinberg.™

En la tabla 7.3 se muestran los valores obtenidos de manera individual de diversos
parametros de los 22 marcadores STR. Como se observa el marcador Penta E fue
el que tuvo indices mas altos, por lo que la presencia de este locus en el panel
proporciona mucho peso estadistico al momento de realizar los calculos de una
confronta de perfiles.

En la figura 7.2 se muestran los valores obtenidos de la Heterocigosidad, se
observa que el marcador Penta E es el que presenta la mayor Heterocigosidad,
aportando un mayor poder de discriminacion al panel. Al contrario, el marcador
D22S1045 presenta el valor mas bajo

La figura 7.3 muestra los valores de la probabilidad de coincidencia aleatoria, el
cual indica la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar tengan un
genotipo idéntico en el locus probado. Se observa que el marcador Penta E es el
gue posee el valor mas bajo, haciendo que disminuyan las asociaciones fortuitas.
Asi mismo en la gréfica 7.4 se observa que todos los marcadores del panel
presentaron un valor alto de discriminacion, los cuales al combinarse dan como
resultado un enorme poder de discriminacion, de tal manera que dos personas
puedan ser facilmente diferenciados genéticamente, al disminuir al minimo la
posibilidad de que existan asociaciones fortuitas.
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En la figura 7.5 se presenta los valores obtenidos del poder de exclusion, el cual
nos indica la posibilidad de excluir a una persona falsamente imputada. Al igual
que en pardmetros anteriores, el Penta E, fue quien tuvo el valor méas alto,
comprobando una vez més la utilidad de este marcador para el panel.

En la imagen 7.6 se exhiben los valores obtenidos del indice de contenido
polimorfico, el cual expresa el grado de diversidad biolégica que posee cada
marcador. El locus Penta E, es el que posee un mayor polimorfismo, y el que
ofrece una mayor informacion. Como se puede observar los valores entre los
marcadores son muy similares.

En la figura 7.7 se muestran los valores del indice de paternidad. Este valor apoya
la hipotesis de que el individuo analizado sea el verdadero padre biologico del
menor en vez de otro individuo no relacionado de la poblacion. En este pardmetro
también el Penta E fue quien presenté el valor mas alto.

En la figura 7.8 se observan los valores obtenidos del nimero efectivo de alelos.
Este valor hace referencia a los alelos con capacidad de pasar a la siguiente
generacion, y los cuales son necesarios para que exista una diversidad biologica.
Se observa que el marcador Penta E es que presenta el valor mas alto,
comprobando una vez mas su gran utilidad dentro del panel.

En la tabla 7.4 se muestran los valores combinados de los 22 marcadores
autosémicos polimorficos del panel PowerPlex Fusion. Se observa que el panel en
general tiene una heterocigosidad del 80%, asi como un alto poder de
discriminacion, lo cual hace a este panel una gran herramienta para el sistema de
justicia mexicano.

Finalmente en la tabla 7.5 se muestra la comparacién de los parametros
estadisticos Heterocigosidad, Poder de Discriminaciéon, Poder de Exclusién,
Probabilidad de Coincidencia Aleatoria e indice de Paternidad entre el panel
PowerPlex® Fusion, PowerPlex® 21 y PowerPlex® 16. Se observa que el panel
PowerPlex® Fusion presenta indices mas altos que sus antecesores.
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Figura 7.1. Electroferograma.

Para la obtencion de las frecuencias alélicas se utilizé la siguiente férmula:

No.deveces que fue observado el alelo

Frec.alelicas = Total de alelos
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Tabla 7.1. Frecuencias alélicas obtenidas de los 22 Loci del Panel PowerPlex Fusion

LOCUS | D3S1338 | D1S1656 | D2S441 | D10S1248 | D13S317 | PENTA | D16S539 | D18S51 | D2S1338 | CSF1PO | PENTA THo1 Vwa D21S11 | D7S820 | D5S818 | TPOX | D8S1179 | D12S391 | D19S433 FGA D22S1045
ALELO E D

2.2 0.01

5 0.0325 0.0025

6 0.3125

7 0.055 0.0075 | 0.3575 0.005 0.065

8 0.075 0.0275 | 0.01 0.005 0.0125 | 0.045 0.105 0.535 0.0125

8.3 0.0025

9 0.005 0.005 0.2425 0.005 0.0975 0.0175 0.195 0.06 0.0375 0.06 0.06 0.005

9.3 0.2175

10 0.4675 0.1075 0.035 0.2 0.2525 | 0.245 0.005 0.2575 | 0.035 0.03 0.1375 0.0025

11 0.0325 | 0.295 0.0025 0.1725 0.0425 | 0.2875 0.0025 0.2875 | 0.1225 0.315 0.51 0.2375 | 0.0475 0.01 0.04
11.2 0.0025

11.3 0.025

11.4 0.005

12 0.065 0.04 0.0325 0.2075 | 0.16 0.28 0.1325 0.3775 | 0.1825 0.2325 | 0.2525 | 0.1375 | 0.1125 0.05 0.005
12.1 0.0025

12.2 0.015

13 0.01 0.0925 | 0.01 0.23 0.1275 0.0575 | 0.1125 0.0975 0.055 0.165 0.045 0.075 0.2825 0.2175 0.005
13.2 0.115

14 0.065 0.1175 0.135 0.415 0.0675 | 0.095 0.01 0.1725 0.005 0.055 0.055 0.0025 | 0.0025 0.23 0.2375 0.0325
14.2 0.0375

14.3 0.0025

15 0.455 0.1375 0.02 0.21 0.125 0.0025 | 0.17 0.0025 0.06 0.14 0.005 0.1475 0.52
15.2 0.0025 0.0975

15.3 0.03

16 0.2925 0.2125 0.0025 | 0.085 0.105 0.105 0.0325 0.385 0.0275 | 0.0325 | 0.0425 0.35
16.2 0.0225

16.3 0.04

16.4 0.005

17 0.1325 0.065 0.02 0.095 0.185 0.1725 0.2875 0.005 0.06 0.0025 0.0025 | 0.0425
17.3 0.1575 0.005

17.4 0.0025

18 0.04 0.0025 0.0225 0.05 0.04 0.175 0.165 0.0125 | 0.0025
18.3 0.04 0.0075

19 0.0025 0.0325 0.03 0.2325 0.035 0.3025 0.0725 | 0.0025
19.3 0.005 0.0175

20 0.0425 0.015 0.1225 0.0025 0.23 0.085

21 0.025 0.02 0.0375 0.07 0.0875

22 0.02 0.01 0.08 0.05 0.15

22.2 0.0025

23 0.005 0.005 0.2075 0.0275 0.135

24 0.0025 0.0025 | 0.0325 0.0175 0.155

25 0.0025 | 0.03 0.0075 0.1425

26 0.0075 0.0025 0.105

27 0.005 0.0075 0.0425

28 0.09 0.005

29 0.1725

29.2 0.005

30 0.285 0.0025

30.2 0.01

31 0.0675

31.2 0.1275

32 0.025

32.2 0.1375

33.1 0.0025

33.2 0.065

34.2 0.005
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Con las frecuencias alélicas se aplico la prueba de chi cuadrada para observar si los loci
se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, teniendo resultados de la tabla 7.2:

Tabla 7.2. Resultados de la prueba de X? del sistema PowerPlex® Fusion

LOCUS X? CALCULADA X? TABLAS (a=0.05) RESULTADO
D3S1358 2.2688 5.991 EQUILIBRIO
D1S1656 8.3912 16.919 EQUILIBRIO
D2S441 5.6324 5.991 EQUILIBRIO
D10S1248 1.2311 5.991 EQUILIBRIO
D13S317 6.4105 11.07 EQUILIBRIO
PENTA E 12.3258 16.919 EQUILIBRIO
D16S539 5.2684 11.07 EQUILIBRIO
D18S51 11.2583 16.919 EQUILIBRIO
D251338 4.8988 11.07 EQUILIBRIO
CSF1PO 1.8181 5.991 EQUILIBRIO
PENTA D 8.7925 11.07 EQUILIBRIO
THO1 4.2692 5.991 EQUILIBRIO
VWA 8.1320 11.07 EQUILIBRIO
D21S11 4.1221 11.07 EQUILIBRIO
D7S820 3.9262 5.991 EQUILIBRIO
D5S818 4.6719 5.991 EQUILIBRIO
TPOX 3.1679 5.991 EQUILIBRIO
D8S1179 9.4771 16.919 EQUILIBRIO
D12S391 7.1826 11.07 EQUILIBRIO
D195433 12.2282 11.07 DESEQUILIBRIO*
FGA 13.2356 16.919 EQUILIBRIO
D22S1045 5.0588 11.07 EQUILIBRIO
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Tabla 7.3 Pardmetros estadisticos calculados.

D35135 |[ D15165 || D2544 || D10S124 |[ D13531 || PENTA || D16553 |[ D1sss |[ D2s13s || csFap [ PENT [ x| 1i0q || 2251 |[ D7S82 [[ D5ser || ooy || D8S127 |[ D12830 || Daosas [ -, |[ p225104
8 6 1 8 7 E 9 1 8 0 AD 1 0 8 9 1 3 5
0.852 0.814 0.967
PD 08562 || 09698 [| 08478 || 08811 | 09467 || 09816 || 0.0275 || 0.9643 || 0.9557 | 0.8562 || 0.9458 || 0801 || ©952 |l 0.0508 || 0.007 [ 0.8303 || “5M || 00343 || 00321 || 00511 || O 0.7864
PE 03691 || 07346 [ 03031 || 0.4283 || 06177 || 0857 || 0.4928 [| 07346 || 0.7246 || 0.4928 || 05446 [| @2 || ©2°% || 0.7246 || 05535 || 0.4518 || “37° || 06558 || 0.6367 [ 07346 || O53° || o0.2500
0.147 0.185 0.032
PC 01438 || 00303 [ 01522 || 01189 || 00533 || 0.0184 || 0.0825 || 0.0357 || 0.0443 || 0.1438 || 0.0542 || 0100 || ©347 |l 0.0403 || 0.003 || 0.1607 || “1° || 00657 | 0068 || 0.049 > 0.2136
PIC 06345 || 0.8628 [ 06225 || 06793 || 08083 || 0.9078 || 0.7415 || 085 [ 08277 | 0.6535 || 07980 || @287 || @972 || 08175 || 0.7284 || 06186 || %3 || 0788 || 07924 | 08275 || O399 || 05328
Ho 0.66 087 || o61 0.7 0.81 0.93 0.74 087 | oges || 07a | 077 |[ 0715 | o078 || oges || 0775 || 0715 | 065 || o083 0.82 087 | o092 || os6s
0732 || 0.723 0.635
He 06856 || 08773 [ 06751 || 07230 | 08325 || 09163 || 07785 || 0867 || 0.8477 || 0.7005 [ 0.8251 || 0T 72 | 08382 || 07678 || 0.6631 || O 0815 | o.s168 || 0.8474 || 0.884 || 0.6041
NEA | siess || soos | 30622 || 35079 || ssoss || MO2% || aazss || 74002 || 64777 || 34211 | ses17 | 355 | 3742 || 61027 || 42721 || 20530 || 7731 || 53451 || 53988 || easas || °4°° || 25162
17.95 || 18.56 42.29
P 15819 || 4004 | 15311 || 17.080 [ 20479 || 58148 || 22379 [ 37001 || 32388 || 17.106 || 28.258 || 1y 0 || 30513 || 23161 || 14769 || 1.366 || 26725 || 26994 | 32.308 || % 12,581

Ho: Heterocigosidad Observada, He: Heterocigosidad Esperada, PD: Poder de Discriminacion, PE: Poder de Exclusion, PIC: indice de Contenido Polimérfico, PC: Probabilidad de
Coincidencia, NEA: Numero Efectivo de Alelos, IP: indice de Paternidad
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Figura 7.3. Probabilidad de Coincidencia Aleatoria.
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Figura 7.5. Poder de exclusién.
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Figura 7.7. indice de paternidad.
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Figura 7.8. Numero efectivo de alelos.

Tabla 7.4. Resultados de los indices combinados del panel PowerPlex Fusion.

indice Valor
Het 0.8
PD 3.88x10%*
PE 0.99999998
Probabilidad de (:_0|nC|denC|a 5 57396E-25
aleatoria
indice de Paternidad 228,483,328.8

Het: Heterocigosidad, PD: Poder de Discriminacion, PE: Poder de Exclusién
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Tabla 7.5. Comparacion de indices obtenidos del panel PowerPlex Fusion con paneles
anteriores como el PowerPlex 21y PowerPlex 16.

PowerPlex

. PowerPlex 21 PowerPlex 16
Fusion (Cd de (Cd. De México) (Hispanos)
México) ' P
No. Marcadores 22 20 15
Het 08 08 No se cuenta
con el dato
PD 3.88x10% 2.698x10% 2.94x10Y
PE 0.99999998 0.99999997 0.9999983
Probabilidadde , o 500r o5 3.706E-22 2.82E-19
coincidencia
Indice de 228 483,328.8 No se cuenta 5 220,000

Paternidad con el dato
Het: Heterocigosidad, PD: Poder de Discriminacién, PE: Poder de Exclusion

En la tabla se muestra la comparacion de los parametros estadisticos Heterocigosidad, Poder de
Discriminacién, Poder de Exclusion, Probabilidad de Coincidencia Aleatoria e indice de
Paternidad entre el panel PowerPlex® Fusion, PowerPlex® 21 y PowerPlex® 16. Se observa
gue el panel PowerPlex® Fusion presenta indices mas altos que sus antecesores.

8. Discusion de resultados

Debido a que en los ultimos afios se ha incrementado la aplicacion de la genética
forense para el esclarecimiento de problemas de indole civil y penal, mismos que
impactan de manera importante la vida de las personas involucradas, es imperativo
contar con los métodos apropiados para resolver correcta y oportunamente las
controversias.®) Gran parte de las conclusiones de un dictamen en materia de genética
forense recaen en el tratamiento estadistico de los datos obtenidos de la evidencia, del
probable responsable y de la victima; asi como del probable padre y del menor. Para
conocer qué tan raro es un perfil genético en la poblacién de estudio, se requiere de la
base de datos de las frecuencias alélicas de dicha poblaciéon. Es decir, la base de datos
es uno de los pilares del analisis genético para establecer el peso estadistico de los
perfiles genéticos analizados. También es necesario analizar un mayor numero de
marcadores con el fin de aumentar el poder de discriminacion y por lo tanto, también
aumenten los indices estadisticos a un nivel de certidumbre cientifica razonable.
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Para que las frecuencias alélicas que se obtengan de la poblacion puedan ser utilizadas
en el analisis genético, es necesario que estén en equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta ley
define el estado genético de una poblacion mendeliana en ausencia de toda fuerza
evolutiva, y ademas relaciona las frecuencias alélicas con las frecuencias genotipicas,
de manera que se puedan utilizar las primeras para calcular el valor de las segundas,
usando la formula p? si se trata de individuos homocigotos y 2pq si se trata de individuos
heterocigotos.®

En estos estudios poblacionales se utilizan las frecuencias alélicas en vez de las
genotipicas, debido a que es practicamente imposible tener representados a todos los
genotipos de una poblacion, ademas de que no es costeable realizar un estudio de esta
magnitud, considerando el nimero de habitantes de la ciudad de México, en lugar de
eso resulta mas conveniente tener representados a los alelos y con base en sus
frecuencias determinar la frecuencia de cualquier genotipo encontrado.

El equilibrio de Hardy-Weinberg nos indica que si las frecuencias genotipicas
observadas son iguales o0 muy cercanas a las frecuencias genotipicas esperadas (es
decir, que no exista diferencia significativa), entonces la poblacion esta en equilibrio y
por lo tanto se podran utilizar las frecuencias alélicas para predecir las frecuencias
genotipicas en las siguientes generaciones, y con base a estas frecuencias calcular
diversos parametros estadisticos al momento de confrontar dos perfiles y definir o
identificar a la fuente de este perfil. Esto es posible ya que al estar en equilibrio dicha
poblacion sus frecuencias alélicas serdn constantes a través del tiempo y podran ser
utilizadas en las generaciones siguientes.

De los 22 loci analizados, 21 estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg, el locus
D19S433 resulté en desequilibrio (Tabla 2), pero en un estudio ulterior’* se aplicé la
correccion de Bonferroni, con lo cual este locus también estuvo en equilibrio. Este
desequilibrio exhibido se puede deber a que se hizo una comparacién mdultiple al
fundirse las celdas de las frecuencias esperadas de los alelos menos frecuentes o bien a
gue no todos los alelos pudieron estar bien representados.

En cuanto a la heterocigosidad del panel, esta fue del 80%, una alta heterocigosidad
significa que existe méas diversidad alélica, por lo que habra un mayor namero de
genotipos posibles, aumentando el poder de discriminacion y disminuyendo la
probabilidad de coincidencia en muestras. En cuanto a la heterocigosidad individual, el
marcador Penta E tuvo el valor mas alto, lo cual lo hace uno de los marcadores que
proporciona un mayor poder de discriminacién al panel, al contrario el marcador
D22S1045 presenta el valor mas bajo. Sin embargo dado que el marcador D22S1045 es
un MiniSTR, se obtienen fragmentos muy pequefios, siendo muy util cuando se trabaja
con muestras severamente comprometidas o dafladas. EI marcador Penta E seria
equiparable al FGA en poblaciones de Guatemala en cuanto a su Heterocigosidad y su
poder de discriminacién.®® En otro estudio reportado para poblacion mestiza del
occidente de Meéxico, se estudiaron 5 marcadores STR, los cuales estuvieron en
equilibrio de Hardy Weinberg, uno de esos marcadores era el Penta E, el cual también
exhibié el indice mas alto de Heterocigosidad. ©*
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El poder de discriminacion indica la probabilidad de que dos individuos no relacionados
sean diferenciados genéticamente El valor de este pardmetro de todo el panel fue de
3.88x10%*, con lo cual se puede decir que un genotipo analizado con este panel puede
ser encontrado uno en 3.8 cuatrillones de individuos (cuando la poblacién mundial es de
siete mil millones (7x10°).

Otro parametro estudiado fue el poder de exclusion, que nos indica con que probabilidad
un individuo falsamente imputado puede ser excluido. Con este poder de exclusion los
resultados son emitidos con un 99.999998%, de certeza estadistica, por lo que con este
panel se disminuye la probabilidad de que existan asociaciones fortuitas.

El indice de contenido polimorfico, expresa el grado de diversidad bioldgica que posee
cada locus, asi como la capacidad para conocer el origen parental de cada uno de los
alelos en la descendencia. Como se observa en la gréfica 5 el locus mas polimorfico fue
el Penta E, con lo cual es uno de los locus que son de gran utilidad, ya que al tener un
namero grande de alelos bien distribuidos, las frecuencias de éstos son pequefias, y por
lo tanto aumentan el poder de discriminacion.

La probabilidad de coincidencia aleatoria es la probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar tengan un genotipo idéntico, mientras menor es el valor de este
parametro existen menos posibilidades de que existan asociaciones fortuitas. Al igual
que en otros parametros, el marcador Penta E fue el que tuvo el menor valor. La
probabilidad de coincidencia aleatoria combinada del panel fue de 2.57396E-25, lo cual
se puede traducir en que la posibilidad de que dos individuos analizados tengan el
mismo genotipo es de 2.57396E-25, lo cual es un valor extremadamente pequefio lo que
hace del panel una gran herramienta para proporcionar resultados exactos.

El indice de paternidad es el valor que apoya la hipétesis de que el individuo examinado
sea el verdadero padre biolégico del menor, frente a que si fuera otro individuo no
relacionado biolégicamente con el hombre sefialado de la poblacién de estudio, el indice
combinado fue de 228,483,328.8. En este parametro, el marcador Penta E exhibio el
valor mas alto (Gréafica 6), y por lo tanto el que aporta mayor peso a la hipotesis que
apoya gue el hombre examinado sea el verdadero padre biolégico del menor.

El nimero efectivo de alelos, es el numero de alelos igualmente frecuentes que se
necesitaria para alcanzar un determinado grado de diversidad genética y que pasan a la
siguiente generacion. Este valor disminuye al incrementar la frecuencia de solo uno de
los alelos. Si todos los alelos presentes en un locus tuvieran la misma frecuencia alélica,
el nimero efectivo de alelos se podria utilizar para inferir el nivel de heterocigosidad
esperada. Como se observa en la gréfica 7 el locus Penta E, nuevamente exhibio el
valor mas alto en este parametro, lo que nos indica que es el que posee mayor
polimorfismo, y por lo tanto como se mencion0 anteriormente uno de los marcadores
mas importantes del panel en términos de identificacion humana y analisis de
parentesco. El marcador con el valor mas bajo fue el D22S1045, con lo cual podemos
observar que las frecuencias que contiene este marcador no son equilibradas, hay alelos
gue exhiben un valor mas alto que otros, aun asi este marcador en conjunto con los
demas nos proporciona un poder de discriminacion muy elevado.
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Algunos de los marcadores analizados del panel, también han sido analizados en otras
poblaciones, por ejemplo en Colombia, la conclusion de estos estudios reportados, es
que estos marcadores (CSF1PO, THO1, TPOX, D16S539, D7S820, D13S317, VWA,
D8S1179, D5S818, PENTA E, D18S51 y D3S1358.) ofrecen un alto grado de
confiabilidad para la identificacién humana.?

Los parametros obtenidos se compararon con los valores obtenidos de paneles
anteriores, como se puede ver en la tabla 5, los indices que presenta el panel PowerPlex
Fusion es mayor que el PowerPlex 16 HS y que el PowerPlex 21, haciendo de este
panel una gran herramienta en el area forense.

Actualmente no se han reportado estudios similares utilizando el panel PowerPlex
Fusion, ni tampoco realizados en la Ciudad de Meéxico, pero si existen estudios
poblacionales utilizando paneles con menos marcadores y estudiando otras poblaciones.
El estudio de estas publicaciones se realiz6 de manera muy similar al presentado en
este trabajo, y se obtuvieron conclusiones parecidas, por lo que este estudio en
particular es de utilidad, ya que los datos obtenidos pueden ser utilizados para el calculo
de diversos parametros al momento de la confronta de perfiles genéticos.

9.- Conclusiones

Las frecuencias alélicas de los 22 marcadores STR del panel PowerPlex® Fusion se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual fue comprobado mediante la prueba
de chi cuadrada.

La heterocigosidad del panel que fue del 80%, en combinacién con su poder de
exclusién del 99.999997%, poder de discriminacién de 3.88x10%* y de su probabilidad de
coincidencia aleatoria del 2.57396E-25, hacen del panel PowerPlex® Fusion una gran
herramienta para el sistema de justicia en México

Ademas el panel PowerPlex® Fusion contiene al locus Penta E, que es uno de los
marcadores que aportan mucho peso estadistico en los parametros calculados, siendo
uno de los mas importantes del panel en términos de la identificacion humana y pruebas
de parentesco.

De acuerdo con estos parametros estadisticos, los datos obtenidos pueden ser Utiles
para la investigacidon genética de poblaciones, para la identificacion humana y para
pruebas de parentesco.

El Sistema PowerPlex Fusion reune las caracteristicas que lo hacen ser buen candidato
para lidiar con las nuevas demandas de identificacion humana que impone la situacion
actual de nuestro pais.
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10.- Recomendaciones

El incremento de la violencia en el pais ha cobrado la vida de muchas personas, de
manera que cada vez se ha intensificado el uso de la genética forense. Los perfiles
genéticos obtenidos de las victimas son almacenados en bases de datos con el fin de
establecer la confronta con muestras de referencia de familiares de la persona
desaparecida para identificar potenciales relaciones de parentesco. A medida que crece
la base de datos, las asociaciones fortuitas se hacen mas frecuentes, fenbmeno que se
busca eliminar mediante el estudio de objetos personales del desaparecido, el estudio
de otros miembros de su familia, el anélisis de DNAmM y cromosoma Y o bien, utilizando
paneles autosémicos con un mayor numero de loci.

Es por eso que se recomienda en lo posible, realizar los estudios de genética con
paneles que posean un numero mayor de marcadores, para que de esta manera
incremente el poder de discriminacion y disminuyan la probabilidad de una coincidencia
aleatoria.

Ademas se recomienda que la base de datos poblacional se realice para cada poblacion
o estado de la Republica, considerando las variaciones genéticas que pudieran existir en
determinada region y para obtener resultados robustos y confiables.
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11. Anexos

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

C. de afos de edad y que es habitante de la Ciudad de México;

manifiesta que ha sido informado/a sobre los beneficios que podria suponer la extraccién
de sangre en papel FTA para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacion titulado”
Analisis genético de 22 Loci STR en la Poblacion de la Ciudad de México” con el fin de

mejorar el analisis forense en el sistema de justicia mexicano.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos y no

se utilizaran con ningan otro fin que no sea el de la investigacion, antes mencionada.
Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta

extraccion tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el

proyecto.

México DF, 2013

Donante
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