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RESUMEN IX

El presente trabajo de investigacion titulado “Perfiles genéticos con ADN critico en
muestras bioldgicas”, tuvo como objetivo general determinar en qué medida el perfil genético se
relaciona con el ADN critico de las muestras bioldgicas, el cual fue realizado en la ciudad de
Lima, durante el afio 2019, se tuvo una poblacion total de 800 muestras biologicas con resultado
positivo a la prueba de Bluestar® Forensic, remitidas a la Seccion de Biologia y Genética
Molecular - DIRCRI.PNP durante los afios 2008 al 2018, las mismas que procedieron de las
distintas regiones que conforman el Peru, de las cuales se eligio en forma aleatoria 260 muestras
para el presente estudio, los datos de interés se recopilaron por medio de una ficha de recoleccién
de datos. Se analizaron las causas mas comunes de la no amplificacion del material genémico y la
obtencion de perfiles genéticos en forma parcial. Con la estimacion de la ocurrencia de estos
eventos se obtuvieron frecuencias absolutas con las cuales se determing la existencia de la
relacion o no de las variables. De las 260 muestras analizadas, se determin6 que solo en 50 de
ellas se lograron obtener perfiles genéticos completos, mientras que en las 210 muestras restantes
se hallaron caracteristicas propias del ADN en condiciones criticas. En 170 de estas no se logré
amplificar perfil genético alguno, atribuyéndoseles la ausencia de material genémico como causa
de esta. Mientras que en 161 de las muestras la no amplificacion fue debido a la escasez del ADN.
Asi como la presencia de inhibidores a la técnica del PCR fue el causante de la no amplificacion

en 163 muestras con ADN critico.

La obtencidon de perfiles genéticos en forma parcial en 25 muestras bioldgicas analizadas

fue debido a los indices de degradacion que estas presentaban.

Palabras clave: Perfiles genéticos, ADN critico, muestras bioldgicas.



ABSTRACT X

The present research work entitled “Genetic profiles with critical DNA in biological
samples”, had as a general objective to determine to what extent the genetic profile is related to
the critical DNA of biological samples, which was carried out in the city In Lima, during the year
2019, there was a total population of 800 biological samples with a positive result to the
Bluestar® Forensic test, sent to the Molecular Biology and Genetics Section - DIRCRI.PNP
during the years 2008 to 2018, the same which came from the different regions that make up Peru,
of which 260 samples were randomly chosen for this study, the data of interest were collected
through a data collection form. The most common causes of non-amplification of genomic
material and obtaining genetic profiles were partially analyzed. With the estimation of the
occurrence of these events, absolute frequencies were obtained with which the existence of the
relation or not of the variables was determined. Of the 260 samples analyzed, it was determined
that only 50 of them were able to obtain complete genetic profiles, while in the remaining 210
samples DNA characteristics were found under critical conditions. In 170 of these it was not
possible to amplify any genetic profile, attributing to them the absence of genomic material as the
cause of this. While in 161 of the samples the non-amplification was due to the shortage of DNA.
Just as the presence of inhibitors to the PCR technique was the cause of non-amplification in 163

samples with critical DNA.

Obtaining partial genetic profiles in 25 biological samples analyzed was due to the

degradation rates they presented.

Keywords: Genetic profiles, critical DNA, biological samples.
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Introduccion

La presente investigacion tiene como finalidad determinar en qué medida el perfil
genético se relaciona con el ADN critico en las muestras bioldgicas remitidas a la
Seccion de Biologia y Genética Molecular de la Direccion de Criminalistica de la Policia
Nacional del Perd, durante los afios 2008 al 2018. La escasa cantidad, la contaminacion,
la degradacidon del material genémico y/o la presencia de inhibidores de la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), son algunas de las condiciones criticas
encontradas en muestras bioldgicas que han sido modificadas (Mautner et al. 2017;
Roewer 2013; Butler 2015; Maciejewska, Jakubowska, and Pawtowski 2013; Lorente
2004), estas caracteristicas impiden la obtencidn de un perfil genético completo,
necesario para la identificacion plena de un individuo (Villalobos 2017). Establecer las
frecuencias de dichas condiciones para considerarlas como las principales causas por las
cuales no se logra identificar genéticamente a un individuo, permitira el disefio de
diversas estrategias a lo largo de las diferentes etapas del analisis genético que se siguen

en la seccion de Biologia y Genética Molecular de la Policia Nacional del Perd.

En nuestro pais no existe informacidn sobre las estrategias a seguir, frente a las
condiciones criticas en las que el ADN recuperado de este tipo de muestras se pueda

presentar.

En ese sentido, se ha desarrollado la presente investigacion, que se estructura de

la siguiente manera:
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El primer capitulo comprende el planteamiento del problema, dentro del cual se
desarrolla la descripcion de la realidad problematica, la formulacion del problema, la

justificacion e importancia de la investigacion, las limitaciones y viabilidad del estudio.

El segundo capitulo refiere sobre el marco teérico, desarrollandose los
antecedentes de la investigacion, las bases tedricas, el marco conceptual y los objetivos e

hipotesis del estudio.

En el tercer capitulo, se desarrolla el disefio metodoldgico del estudio, que
comprende el tipo y disefio de la investigacion, las variables de la investigacion, la
poblacién, muestra y muestreo utilizada para el enfoque desarrollado en el presente
trabajo, asi como las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y las técnicas para

el procesamiento de datos.

En el cuarto capitulo se desarrolla el analisis y discusion de los resultados

obtenidos.

Y finalmente en el quinto capitulo, se sefialan las conclusiones y

recomendaciones pertinentes al estudio.
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Capitulo 1: Planteamiento del Problema.

1.1 Descripcion de la realidad problematica.

En los ultimos afios, nuestro pais viene experimentando un incremento alarmante
en el nimero de denuncias por la comision de diversos delitos, entre los cuales las
modalidades mas violentas son las que presentan mayores tasas. Razon por la cual
establecer pruebas como posibles componentes para la resolucion de éstos, se tornan
sumamente importantes; no obstante llegar a la identificacién humana a través de perfiles

genéticos es el objetivo fundamental.

En el desarrollo de un hecho delictivo en la que los involucrados han intentado
borrar los indicios resultantes de éste, generalmente se da la pérdida de los elementos que

permiten desarrollar una teoria frente a lo suscitado.

Sin embargo, las victimas de crimenes sangrientos y/o violentos no pueden
desaparecer sin dejar un rastro. No importa como el asesino intente dificilmente limpiar

y disponer el cuerpo, siempre existira rastros que revelen lo suscitado.

Las particulas minusculas de la sangre pueden aferrarse a la mayoria de las

superficies por afos, en casos extremos pasando desapercibidos por décadas.

Estos rastros de sangre se presentan sobre una amplia variedad de soportes, con
caracteristicas comunes de escasez, degradacion y/o contaminacion. Por lo que los
investigadores recurren a pruebas de orientacion altamente sensibles, como la del

Bluestar, para poder ubicarlas y recolectarlas, con el fin de remitirlas al laboratorio
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forense especializado donde se les practicardn otras pruebas de confirmacion e
individualizacion, como es el examen de analisis genético, con el proposito de extraer del
nucleo celular el material genético (ADN) necesario para obtener el perfil genético que

servird para la identificacion humana plena.

La Seccion de Biologia y Genética Molecular de la DIRCRI PNP es el tnico
laboratorio especializado en la realizacion de examenes genético moleculares, por ello
recibe numerosas y diversas muestras biolégicas de todo el territorio nacional; de esta
diversidad de muestras, las que proceden de las inspecciones técnicas-cientificas en las
cuales se han empleado reactivos de alta sensibilidad como el Bluestar para orientar la
presencia de restos sanguineos son las que presentan mayor dificultad a la hora de ser
procesadas, esto debido a la condicion critica en la que se encuentra el ADN presente en
el nacleo de las células sanguineas. A la presencia de la cantidad minima de estas células
en dichas muestras se suman la exposicion a las condiciones medio ambientales e
insumos quimicos que empeoran la condicion critica del ADN en éstas muestras, es por
ello que al final del procesamiento dentro del laboratorio se obtienen porcentajes
minimos de perfiles genéticos con el nimero adecuado de marcadores analizados que
hagan considerarlos como perfiles genéticos completos, los cuales son necesarios para la
identificacion plena de la fuente humana que lo origind; mientras que la no obtencion o
la obtencion de perfiles genéticos en forma parcial constituyen un mayor porcentaje, por
lo que la identificacion genética humana se hace muy dificultosa o en algunas ocasiones

imposible.
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La no obtencion o la obtencidn parcial de un perfil genético en las muestras
bioldgicas en estudio se deben principalmente a la ausencia, escasez o degradacion del
material gendmico y/o a la presencia de inhibidores de la amplificacién por la técnica de
la PCR. Determinar la causa por la que se dan estos resultados son de suma importancia
ya que nos permitiré aplicar diversas estrategias en los procedimientos seguin sea el caso

para poder asi llegar a la obtencion del tan anhelado perfil genético.

Anteriormente, el uso de reactivos de orientacion altamente sensibles,
empeoraban la situacion critica del ADN en estas muestras latentes; hoy en dia, el uso de
estos reactivos no genera dafio alguno sobre el material genético, aumentando las
posibilidades de alcanzar la determinacion de un perfil genético que identifique

plenamente al individuo involucrado en el hecho investigado.

Asi mismo, la aparicion de nuevos kits de extraccion, purificacion y tipificacion
que recuperan cantidades infimas de ADN, gue eliminan mayor cantidad de
contaminantes y toleran la presencia de inhibidores que se encuentras presentes en dichas
muestras bioldgicas, nos ayudan a superar enormemente la situacion critica en la que se

encuentra el ADN analizado.

En el presente trabajo se ha podido determinar en qué medida la presencia del
ADN en condiciones criticas en las muestras bioldgicas analizadas se relacionan con la
obtencion de un perfil genético parcial o la no obtencion del mismo; datos que nos
serviran para el planteamiento de diversas estrategias, todas ellas en busca de la mejora

de los resultados obtenidos.
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De no determinarse la relacion existente y continuar con los procedimientos
establecidos para la obtencion de un perfil genético en estas muestras como si se trataran
de cualquier otra muestra bioldgica forense, se continuara con el problema descrito; y no
se podré llegar a alcanzar el fin pretendido de la identificacion humana a través de

pruebas genéticas.

Si la ausencia de ADN en las muestras bioldgicas analizadas se relaciona
estrechamente con la no amplificacion de un perfil genético; nos mostraria la dificultad
de la prueba de orientacion utilizada para la deteccion de restos sanguineos latentes en
las superficies y/o soportes examinados ya que estarian generando falsos positivos o de
lo contrario muestra la dificultad del operador en la interpretacion adecuada de la prueba
aplicada. Por lo que realizar estudios de sensibilidad y especificidad en el reactivo
utilizado y brindar capacitacion al personal encargado de la aplicacion e interpretacion

del mismo constituirian medidas de control para superar la dificultad sefialada.

Asi mismo, si la presencia de ADN se encuentra en cantidades por debajo de los
valores minimos requeridos para la obtencion de perfiles genéticos, nos muestra la
relacion que existe entre la escasez del ADN y la no determinacion de un perfil genético;
de encontrarse este problema el empleo de Kits comerciales en la etapa de extraccion del
ADN, con la capacidad de recuperar cantidades infimas de ADN en comparacién con los
métodos convencionales de extraccion con fenol - cloroformo, constituirian una medida

de control ante este inconveniente.
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Mientras que si la degradacion del ADN en las muestras biol6gicas analizadas es
la causa por la que no se pueden tipificar la totalidad de marcadores genéticos
analizados, obteniéndose solamente perfiles genéticos parciales la medida de control
recaera en el empleo de Kits de amplificacién por la técnica de la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) en la que los marcadores genético moleculares empleados presentan
menores pesos moleculares haciendo posible obtener resultados en la mayor cantidad de
ellos y por ende poder determinar un perfil genético con el que se puede individualizar a

una persona.

Por el contrario, si la presencia de compuestos inhibidores de la amplificacion por
la técnica de la PCR estan presentes en las muestras biologicas analizadas y éstas
muestran una relacion, el empleo de Kits de purificacion del ADN constituyen la mejor
medida de control; ya que aseguran la eliminacion o la supresion de estos compuestos
para garantizar el correcto proceso de amplificacion de los fragmentos de ADN
requeridos para la tipificacion posterior, necesarios para la obtencion de perfiles
geneéticos que permitan identificar a los individuos involucrados en los hechos

investigados.

Es por ello que la Seccion de Biologia y Genética Molecular, del Departamento
de Biologia Forense de la Direccion de Criminalistica de la Policia Nacional del Peru,
requiere la realizacion de estos estudios, para determinar las relaciones existentes entre la
obtencion de un perfil genético y las condiciones criticas del ADN en las muestras
bioldgicas analizadas, para incorporar dentro de sus procedimientos tecnologia de

vanguardia que ayude a la resolucion de los casos delictivos mas complejos, a través de
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la identificacion humana con pruebas genético - moleculares, todo ello en bienestar de la
sociedad como fin supremo y de coadyuvar con la administracion de Justicia en nuestro

pais.

1.2 Formulacion del problema.

1.2.1 Problema general.

¢En qué medida el perfil genético se relaciona con el ADN critico de las

muestras biol6gicas?

1.2.2 Problemas especificos.

1) ¢En qué medida la no amplificacion del perfil genético se relaciona con la
ausencia de ADN critico en las muestras biologicas?

2) ¢En qué medida la no amplificacion del perfil genético se relaciona con la
escasez de ADN critico en las muestras biologicas?

3) ¢En que medida la no amplificacién del perfil genético se relaciona con la
inhibicion del ADN critico en las muestras bioldgicas?

4) ¢En qué medida el Perfil genético parcial se relaciona con la degradacion del

ADN critico en las muestras bioldgicas?
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1.3 Justificacion e importancia de la investigacion.

1.3.1 Justificacion personal y profesional.

El aporte en la resolucion de un hecho delictivo, a través del uso de tecnologia de
vanguardia, como es el estudio de la molécula del ADN, es el objetivo primordial que
todo profesional de las ciencias de la criminalistica, especialmente del profesional
involucrado en la genética forense, pretende alcanzar. Y mas cuando el aporte proviene
de muestras cuyas probabilidades de éxito son sumamente bajas debido a las
caracteristicas criticas que éstas presentan; debido a la escasez, al deterioro 0 a la
inhibicion del ADN, que minorizan las tasas de individualizacion genética que
posteriormente serviran para la identificacion plena de los individuos involucrados a
través de la obtencidn de perfiles genéticos. Por lo que conocer en qué medida la
obtencion de perfiles genéticos se relaciona con el ADN critico en las muestras
bioldgicas me es un tema de suma importancia y constituye un reto para las ciencias

criminalisticas.

1.3.2 Justificacioén institucional.

La Seccion de Biologia y Genética Molecular del Departamento de Biologia
Forense de la Direccion de Criminalistica de la Policia Nacional del Perq, es el area
encargada de realizar los exdmenes genéticos - moleculares en muestras biologicas
remitidas de todo el territorio nacional. Durante su desempefio ha ido incorporado a sus
procedimientos de laboratorio nuevas tecnologias de acuerdo al desarrollo de la ciencia
de la genética forense. Ello ha involucrado la incorporacion de kits comerciales para los

diferentes procedimientos que involucran el analisis del ADN, como son la extraccion, la
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purificacion, la amplificacion y finalmente la tipificacion del mismo; que complementan
los métodos convencionales para los procedimientos descritos. Con el Gnico proposito de
optimizar los procedimientos de analisis del ADN en sus condiciones criticas, para la
obtencién de perfiles genéticos que permitan la identificacion humana a partir de las
muestras bioldgicas remitidas para dicho estudio. Por las razones sefialadas es que se
hace necesario estudios que nos permitan contar con datos que muestren los éxitos y/o
fracasos en cada una de las etapas sefialadas; y las dificultades que se presentan cuando
se analiza ADN en sus condiciones mas criticas, como son su escasez, su degradacion
y/o la presencia de inhibidores que dificultan e imposibilitan la obtencion del tan
apreciada identificacion genética, siendo de suma importancia el estudio del tema
sefialado para la Seccion de Biologia y Genética Molecular para el cumplimiento de sus
objetivos y el alcance de los fines que le permitan como institucién del estado coadyuvar

con la administracion de justicia en nuestro pais y estar al servicio de la sociedad.

1.3.3 Justificacion académica.

Entendiéndose a las Ciencias Forenses como una ciencia multidisciplinaria que
involucra a la Biologia, a la Medicina, a la Toxicologia, entre otras ciencias facticas y/o
aplicadas como sus principales pilares para su desarrollo y las que permiten su
existencia, es dificil encontrarla como parte de la curricula de cualquier carrera
profesional en nuestro pais. Sin embargo, cada una de estas ciencias toca en gran o

minima parte aspectos relacionados al tema forense.

Refiriéndonos especificamente a la Biologia Forense, debemos sefialar que ésta

como tal no es infundida como parte de la formacidn profesional de los estudiantes de
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pre grado que siguen la carrera de Biologia o Ciencias Bioldgicas, en la mayoria de las
universidades de nuestro pais; salvo algunas que lo tienen como cursos electivos y/o
como co-curriculares. No obstante, dentro de la educacion de post grado podemos

encontrar maestrias y/o especializaciones con denominada mencién.

Pese a que el presente siglo es el denominado como la era del ADN, en nuestro
pais se observan falencias en cuanto al desarrollo de ramas involucradas en esta
revolucién cientifica. Por ende, es de suprema necesidad el impulso al desarrollo de
investigaciones que involucren temas relacionados con la tecnologia del ADN. Durante
el desarrollo del presente trabajo se observd la tremenda necesidad de incorporar cursos
de formacion profesional en temas relacionados al campo forense ya que con el
incremente de acciones delictivas en nuestro pais se hace cada vez mas necesaria la
incorporacion de profesionales especialistas en estos temas a las instituciones de apoyo

del sistema juridico.

El presente trabajo nos permitira evaluar en qué medida se obtienen perfiles
geneticos en muestras bioldgicas recolectadas posterior a la aplicacién de pruebas
sensibles de orientacion, como es el Bluestar; ademas analizaremos las relaciones
existentes entre la ausencia, la escasez, la degradacion y/o la inhibicion del ADN critico
en dichas muestras con la obtencion de perfiles genéticos parciales y/o la no
amplificacion del mismo. La secuencia de pasos que engloba este procedimiento,
permitira al profesional del area desarrollar diversas habilidades. Desde el correcto
manejo de las manchas latentes, el adecuado procedimiento que conlleva la aplicacion

del reactivo de alta sensibilidad, Bluestar, la diferenciacion de las reacciones



22
quimiluminiscentes, el adecuado manejo de las muestras bioldgicas que serén estudiadas

en los laboratorios de genética forense.

Una vez que dichas muestras lleguen al laboratorio, se emplearan diversas
metodologias para la extraccién y purificacion de la mas alta cantidad y calidad del
ADN. Asi mismo se aprendera el manejo de la espectrofotometria y la PCR en tiempo
real, metodologias usadas en la cuantificacién. Las muestras biolégicas que presenten
caracteristicas optimas, se procedera a la amplificacion de fragmentos de ADN por
medio de la PCC multiplex, con los cuales se podra realizar la electroforesis capilar,

cuyos resultados seran analizados con softwares que permitan generar perfiles genéticos.

1.3.4 Justificacion social.

Durante los ultimos afios el Pert viene experimentando un incremento alarmante
en la tasa de denuncias por la comision de diversos delitos (Comité Estadistico
Interinstitucional de la Criminalidad 2018). Entre estos, los delitos contra la vida, el
cuerpo y la salud, presentan en promedio un incremento del 2% cada afio (Comité
Estadistico Interinstitucional de la Criminalidad 2018). En el desarrollo de estos hechos
delictivos los involucrados intentan borrar las evidencias bioldgicas modificando la
escena (Garcia 2008). Sin embargo, las victimas de crimenes sangrientos y/o violentos
no pueden desaparecer sin dejar un rastro (Arbelaez and Rios 2009). Por lo que los
investigadores de la escena del crimen emplean pruebas altamente sensibles que
permiten identificar rastros de manchas que permanecieron latentes (Giraldo et al. 2013).
No obstante, estas manchas presentan condiciones criticas que dificultan la identificacion

genética humana (Gill P et al. 2000). Determinar dichas causas nos permitira elegir la
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técnica de tipificacion adecuada para garantizar la identificacion plena de los

involucrados.

En nuestro pais no existen estudios que muestren datos exactos de la eficiencia 'y
la efectividad de la respuesta del sistema de justicia penal, pero un estudio mundial
muestra que la policia reacciona con prontitud ante los casos de homicidio, al grado que
en poco mas de 60% de éstos se halla en posibilidad de identificar y aprehender a uno o
varios sospechosos en cada incidente, lo que permite que se lleve a cabo el proceso
judicial. No obstante, se aprecian desigualdades regionales significativas: 80% y 85% de
los homicidios, respectivamente, se “esclarecen” de esta manera en Asia y Europa,
mientras que en América la proporcion es de 50% (Oficina de las Naciones Unidas

contra la Droga y el Delito 2013).

El desarrollo del presente trabajo de investigacion, nos va a permitir determinar
las caracteristicas cuantitativas y cualitativas del material genético obtenido de las
manchas latentes de las escenas de crimen modificadas; y con estos datos se
determinaran las principales causas por las que no se pueden llegar a identificar

geneticamente a los individuos involucrados en estos hechos delictivos.

La identificacién humana plena es un concepto que interesa conocer no sélo a la
comunidad cientifica ligada a la genética forense sino también a la sociedad en general,

pues de ésta dependerd muchas veces la justicia.
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1.3.5 Justificacion académica.

Entendiéndose a las Ciencias Forenses como una ciencia multidisciplinaria que
involucra a la Biologia, a la Medicina, a la Toxicologia, entre otras ciencias facticas y/o
aplicadas como sus principales pilares para su desarrollo y las que permiten su
existencia, es dificil encontrarla como parte de la curricula de cualquier carrera
profesional en nuestro pais. Sin embargo, cada una de estas ciencias toca en gran o

minima parte aspectos relacionados al tema forense.

Refiriéndonos especificamente a la Biologia Forense, debemos sefialar que ésta
como tal no es infundida como parte de la formacion profesional de los estudiantes de
pre grado que siguen la carrera de Biologia o Ciencias Bioldgicas, en la mayoria de las
universidades de nuestro pais; salvo algunas que lo tienen como cursos electivos y/o
como co-curriculares. No obstante, dentro de la educacion de post grado podemos

encontrar maestrias y/o especializaciones con denominada mencién.

Pese a que el presente siglo es el denominado como la era del ADN, en nuestro
pais se observan falencias en cuanto al desarrollo de ramas involucradas en esta
revolucion cientifica. Por ende, es de suprema necesidad el impulso al desarrollo de
investigaciones que involucren temas relacionados con la tecnologia del ADN. Durante
el desarrollo del presente trabajo se observo la tremenda necesidad de incorporar cursos
de formacion profesional en temas relacionados al campo forense ya que con el
incremente de acciones delictivas en nuestro pais se hace cada vez mas necesaria la
incorporacion de profesionales especialistas en estos temas a las instituciones de apoyo

del sistema juridico.
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El presente trabajo nos permitira evaluar en qué medida se obtienen perfiles
genéticos en muestras bioldgicas recolectadas posterior a la aplicacion de pruebas
sensibles de orientacidon, como es el Bluestar; ademas analizaremos las relaciones
existentes entre la ausencia, la escasez, la degradacion y/o la inhibicion del ADN critico
en dichas muestras con la obtencion de perfiles genéticos parciales y/o la no
amplificacion del mismo. La secuencia de pasos que engloba este procedimiento,
permitira al profesional del area desarrollar diversas habilidades. Desde el correcto
manejo de las manchas latentes, el adecuado procedimiento que conlleva la aplicacion
del reactivo de alta sensibilidad, Bluestar, la diferenciacion de las reacciones
quimiluminiscentes, el adecuado manejo de las muestras bioldgicas que seran estudiadas

en los laboratorios de genética forense.

Una vez que dichas muestras lleguen al laboratorio, se emplearan diversas
metodologias para la extraccion y purificacion de la més alta cantidad y calidad del
ADN. Asi mismo se aprendera el manejo de la espectrofotometria y la PCR en tiempo
real, metodologias usadas en la cuantificacion. Las muestras bioldgicas que presenten
caracteristicas optimas, se procedera a la amplificacion de fragmentos de ADN por
medio de la PCC multiplex, con los cuales se podra realizar la electroforesis capilar,

cuyos resultados seran analizados con softwares que permitan generar perfiles genéticos.
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1.3.6 Justificacién legal.

Durante los ultimos afios el Peru viene experimentando un incremento alarmante
en la tasa de denuncias por la comision de diversos delitos (Comité Estadistico
Interinstitucional de la Criminalidad 2018). Entre estos, los delitos contra la vida, el
cuerpo y la salud, presentan en promedio un incremento del 2% cada afio (Comité
Estadistico Interinstitucional de la Criminalidad 2018). En el desarrollo de estos hechos
delictivos los involucrados intentan borrar las evidencias biologicas modificando la
escena (Garcia 2008). Sin embargo, las victimas de crimenes sangrientos y/o violentos
no pueden desaparecer sin dejar un rastro (Arbelaez and Rios 2009). Por lo que los
investigadores de la escena del crimen emplean pruebas altamente sensibles que
permiten identificar rastros de manchas que permanecieron latentes (Giraldo et al. 2013).
No obstante, estas manchas presentan condiciones criticas que dificultan la identificacion
genética humana (Gill P et al. 2000). Determinar dichas causas nos permitira elegir la
técnica de tipificacién adecuada para garantizar la identificacién plena de los

involucrados.

En nuestro pais no existen estudios que muestren datos exactos de la eficiencia y
la efectividad de la respuesta del sistema de justicia penal, pero un estudio mundial
muestra que la policia reacciona con prontitud ante los casos de homicidio, al grado que
en poco mas de 60% de éstos se halla en posibilidad de identificar y aprehender a uno o
varios sospechosos en cada incidente, lo que permite que se lleve a cabo el proceso
judicial. No obstante, se aprecian desigualdades regionales significativas: 80% y 85% de

los homicidios, respectivamente, se “esclarecen” de esta manera en Asia y Europa,
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mientras que en America la proporcion es de 50% (Oficina de las Naciones Unidas

contra la Droga y el Delito 2013).

El desarrollo del presente trabajo de investigacion, nos va a permitir determinar
las caracteristicas cuantitativas y cualitativas del material genético obtenido de las
manchas latentes de las escenas de crimen modificadas; y con estos datos se
determinaran las principales causas por las que no se pueden llegar a identificar

genéticamente a los individuos involucrados en estos hechos delictivos.

La identificacion humana plena es un concepto que interesa conocer no sélo a la
comunidad cientifica ligada a la genética forense sino también servird como prueba en el
desarrollo de la investigacion de un hecho delictivo, el cual servira para la correcta

administracion de Justicia.

1.3.7 Importancia del estudio.

La importancia de la presente investigacion radica en determinar en qué medida
la condicidn critica del ADN se relaciona con la determinacion de un perfil genético, el
cual es muy importante ya que con él se podra identificar genéticamente al aportante del
material bioldgico encontrado en el lugar donde se suscitaron los hechos que son
investigados. Principalmente en las muestras bioldgicas que fueron modificadas con el
anico fin de borrar los indicios que surgieron en el desarrollo del hecho delictivo. Al
conocer las relaciones existentes de las variables de estudio, el investigador podra seguir

las diferentes estrategias que garanticen la obtencion de un perfil genético completo, el
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cual es necesario para la identificacion genética humana, y con ello el esclarecimiento de

lo suscitado.

En ese sentido, a sabiendas de que gran parte de las muestras bioldgicas con
resultado positivo a reactivos de alta sensibilidad, como el Bluestar, presentan
condiciones de escasez, degradacién y/o contaminacion del material genético y/o
contienen inhibidores de la técnica de amplificacion por PCR; que dificultan los
examenes en el laboratorio, es preciso establecer la relacion entre estas caracteristicas y
la obtencidn de resultados dtiles para la identificacion genética de la victima (s) y/o
sospechoso (s). Por ello, si se conociera en qué medida se relacionan estas caracteristicas,
el perito bidlogo forense, serd capaz de emplear las diversas estrategias disefiadas para
este tipo de muestras biologicas, todo ello, con el unico fin de coadyuvar a la

administracion de Justicia en nuestro pais.

1.4 Limitaciones del estudio.

1.4.1 Limitacidn tedrica.

Se han establecido como limitantes tedricas, la falta de estudios previos de
investigacion sobre la relacion existente de las caracteristicas criticas de la molécula de
ADN presentes en muestras bioldgicas recolectadas mediante el empleo de reactivos de
orientacion de alta sensibilidad y la obtencion de perfiles genéticos dptimos y/o parciales

en muestras bioldgicas incriminadas en hechos delictivos.
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1.4.2 Limitacion practica.

Conocer ademas de la determinacion de perfiles genéticos en las muestras con
pruebas de quimio luminiscencia positiva (Bluestar) remitidos a la Seccién de Biologia y
Genética Molecular de la DIRCRI-PNP durante el periodo del 2008-2018, seria util el
establecer las causas por las cuales se obtienen perfiles incompletos o la ausencia de
alelos caracterizados; iniciando desde la preparacién de los reactivos que se utilizan en
las pruebas altamente sensibles que ayudan a la orientacion de restos sanguineos que en
la actualidad y en nuestro medio se vienen utilizando, la aplicacion de éstos en los
indicios latentes estudiados, la lectura del resultado a estas pruebas, el embalaje y envio
de las muestras recolectadas a los laboratorios especializados. La utilizacion de equipos y
reactivos, que permitan analizar material genético en cantidades minimas de
concentracion, en estado de degradacién o en presencia de inhibidores. Pero todos estos
aspectos que involucran un estudio experimental no pueden ser incluidos en el presente

trabajo, debido a que no se cuentan con todos estos materiales y/o equipos.

1.4.3 Limitacién econdmica.

Debido a la carencia a la carencia de un presupuesto econémico que solvente la
parte experimental del estudio, se ha optado por la realizacion de un trabajo descriptivo,
dentro de esta limitacion también se vio por conveniente mencionar las limitaciones en
tiempo disponible para la realizacion de los mencionados ensayos, entre otras razones;
las cuales inspiran en iniciar el estudio conociendo la dindmica de trabajo en el
Laboratorio en referencia a las solicitudes que se atienden y las caracteristicas de las

muestras forenses que llegan a estas instalaciones con el fin de identificar a un individuo;
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con el teson de seguir profundizando peldafio a peldafio el enigma que engloba la
identificacion genética de un individuo a partir de minusculos rastros dejados en la
escena de un hecho criminal los cuales fueron hallados con aplicacion de pruebas

sensibles de orientacion.

1.5 Delimitacion del estudio.

1.5.1 Delimitacion espacial.

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en las instalaciones de la
Seccidn de Biologia y Genética Molecular, laboratorio que es parte de la Direccion de
Criminalistica de la Policia Nacional del Peru, trabajo de investigacién en el cual se
revisaron y analizaron los perfiles genéticos obtenidos de las muestras con pruebas
sensibles de orientacion (Bluestar) que resultaron positivas las cuales fueron remitidas a

la Seccidn del nivel nacional.

1.5.2 Delimitacién temporal.

En el desarrollo del trabajo de investigacion se revisaron y analizaron los
Dictamenes e Informes Periciales evacuados durante el periodo 2008 al 2018 por la
Seccidn de Biologia y Genética Molecular - DIRCRI PNP, los cuales plasman el
resultado obtenido de los exdmenes genéticos moleculares practicados a las muestras con

pruebas sensibles de orientacidn (Bluestar) que resultaron positivas a éstas.

1.5.3 Delimitacion social.

El desarrollo del presente trabajo de investigacion, plasmara la problemética que

actualmente aqueja a nuestro pais, al conocer la determinacion de perfiles genéticos de
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muestras forenses obtenidas por pruebas de orientacién sumamente sensibles, la
frecuencia con la que se hace esta determinacion, la existencia de diferencia entre en el
uso de del reactivo de alta sensibilidad, el soporte, el método de extraccion y en kit de
amplificacion y mencionar las causas por las cuales no se pueden obtener perfil alguno,
con el objetivo de la identificacion humana plena es un concepto que interesa conocer no
solo a la comunidad cientifica ligada a la genética forense sino también a la sociedad en

general, pues de ésta dependerd muchas veces la justicia.

1.6 Viabilidad del estudio.

El trabajo de investigacion, se llevaré a cabo en las instalaciones de la Seccion de
Biologia y Genética Molecular de la Direccion de Criminalistica de la Policia Nacional
del Perq, institucion que nos facilitara los archivos documentarios para la revision de los
escritos con los cuales se han solicitado las pruebas genéticas y los Dictdmenes e
informes Periciales que plasman los resultados obtenidos del estudio de las muestras
forense remitidas. La revision documentaria sera llevada a cabo solo por la autora de la
investigacion, los gastos econdmicos que conlleven el presente trabajo seran asumidas
por la misma, se dispondra de un tiempo prudente para la revision documentaria, el
analisis del mismo y la elaboracién del informe final con la metodologia planteada en

cumplimiento a los objetivos trazados al inicio de éste.
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Capitulo 2: Marco tedrico.

2.1 Antecedentes.

2.1.1 Antecedentes Nacionales.

v" (Garcia 2008) en su trabajo de investigacion titulado: “Manchas de sangre”,

menciona que:

El espectacular avance en la tecnologia de la investigacion del ADN, pues éste ha
supuesto un cambio radical en el estudio de indicios criminalisticas. Sin embargo, el
éxito de la investigacion depende en gran medida de las técnicas que permiten la
deteccion y el estudio previo de la muestra; en su trabajo estudia la finalidad de estas
pruebas sobre muestras contaminadas en el laboratorio con distintos productos y
utilizando diferentes reactivos de orientacién, como consecuencia de la contaminacion se
obtienen falsos resultados, tanto positivos como negativos, comprobandose que el
reactivo mas fiable es el Luminol, en una experiencia complementaria se comprueba la

eficacia del reactivo sobre muestras lavadas.

En forma semejante a nuestro trabajo, la investigacion sefialada en la referencia,
tuvo como finalidad demostrar que el uso de reactivos de orientacion de alta sensibilidad,
no causan ninguna alteracion en el ADN de las muestras bioldgicas estudiadas. Y que a
partir del ADN critico presente en dichas muestras se pueden obtener perfiles genéticos.
Por lo que la aplicacion del reactivo quimio luminiscente, Bluestar, influenciara en los

resultados que podamos obtener en nuestro estudio, por lo que llegar al objetivo de
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determinar en qué medida la obtencion de perfiles genéticos se relaciona con la

existencia del ADN critico en muestras analizadas podra ser posible.

v' (Talledo et al. 2010), en su investigacion titulada “Comparacién de la

distribucion alélica de 16 loci STR entre la poblacién andina y costera de Pert”, analiza:

La distribucién alélica de 16 marcadores moleculares tipo STR's en individuos
no relacionados en siete diferentes ciudades peruanas, tres ciudades del altiplano andino
y cuatro costeras. Determinando la frecuencia de los alelos, los parametros estadisticos,
el equilibrio Hardy-Weinberg y para compararla entre ambas poblaciones. La
probabilidad de casacién combinada para los 16 loci fue 5,41136 x 10 (-15) y la
probabilidad combinada de exclusion (PE) fue 0,999998307. Los resultados mostraron
nuevas bases de datos locales para la evaluacion de las poblaciones andinas y costeras

del Pert en las pruebas de la identidad humana.

Si bien es cierto que los objetivos seguidos en este estudio no se asemejan a los
nuestros, en el desarrollo de este se menciona la importancia de las caracteristicas
optimas que deben de tener las moléculas de ADN para obtener perfiles genéticos
completos, los cuales van a permitir la elaboracion de bases de datos poblacionales muy

utiles en la identificacion humana.

Asi como el trabajo antecedido existen varios investigadores de nuestra localidad
que han llevado a cabo estudios de muestras bioldgicas con caracteristicas optimas del
ADN para estudios poblacionales muy Utiles en las ciencias forenses entre ellos tenemos

a.
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v" (Builes et al. 2006), quienes llevaron a cabo el trabajo titulado “Estudio de la
poblacion peruana con 16 loci Y-STR”; con el cual establecieron una base de datos de 16
Y-STR, considerado una herramienta muy poderosa para la identificacion individual y
pruebas de paternidad en la medicina forense.

v (Builes Gomez et al. 2005), realizaron un estudio de ocho loci STR's Y-
cromosomicos (DY S437, DYS438, DYS439, DYS460, DYS461, GATA Al10, GATA
C4 y GATA H4), en el cual analizaron la distribucion de la frecuencia alélica de los ocho
haplotipos, en una muestra de 87 individuos de la poblacién peruana no relacionada.

v (Pérez et al. 2003), determinaron la frecuencia alélica de 13 loci del CODIS en

una muestra de la poblacion peruana.

2.1.2 Antecedentes internacionales.

v (Villa et al. 2017) en su investigacion titulada “Variacion de perfiles genéticos
obtenidos por PCR con y sin extraccion de ADN a partir de manchas de sangre”,
menciona que:

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) sin extraccién es una herramienta
clave en investigaciones forenses, tratdndose de una de las opciones a elegir cuando se
tienen muestras con baja cantidad o calidad del ADN. EIl objetivo de este estudio fue
determinar si hay diferencias entre los perfiles genéticos obtenidos por PCR i) en
muestras de ADN extraidas con Chelex® 100, ii) en muestras de ADN obtenidas con el
reactivo de purificacion de muestras en tarjetas FTA, vy iii) por la PCR muestras sin
extraccion, empleando el kit comercial AmpFLSTR® Identifiler®, utilizado de rutina en

el laboratorio IdentiGEN de la Universidad de Antioquia. Los perfiles obtenidos se
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analizaron por medio de electroforesis capilar. Los resultados muestran que con los
buffers utilizados se obtiene la amplificacion de todos los marcadores STRs de las
muestras almacenadas en los tres diferentes soportes. Esto permite concluir, que
utilizando la PCR sin extraccién, ademas de reducirse los costos y el tiempo de
procesamiento de las muestras, se logra obtener perfiles genéticos que cumplan los
criterios de calidad establecidos por el laboratorio, generando resultados de manera méas
eficiente al no ser necesario realizar la extraccion y purificacion del ADN.

Nuestro trabajo de investigacion tiene como objetivo el determinar si la obtencién
de un perfil genético, que nos permita identificar a un individuo humano, como el
aportante de dicha fuente bioldgica, se relaciona o no con la presencia del ADN en
condiciones criticas obtenida de las muestras bioldgicas recolectadas gracias a la
aplicacion del reactivo del Bluestar; y con ello obtener la medida de relacion existente. Si
bien es cierto que el trabajo mencionado como referencia no estudia restos de sangre en
condiciones minimas, nos muestra que los diferentes procedimientos que engloba la
extraccion de ADN en muestras sanguineas, pueden presentar carencias en la
recuperacion del ADN en las cantidades requeridas y en condiciones de calidad que son
requeridas para continuar con los procedimientos que culminaran con la obtencion de
perfileges genticos necesarios para llegar a la identificacién. Mostrandonos como
resultado final que el uso de reactivos que no extraen directamente el ADN, sino que
lisas las células hematicas son la mejor opcion en el andlisis de muestras sanguineas pues

demostraron ser muy eficientes a la hora de ser amplificados con el PCR y se obtuvieron
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perfiles genéticos adecuados para la identificacion, reduciendo tiempo y costos en los
laboratorios forenses.

v Hernandez & Trejo (2014), en su trabajo de investigacion titulado “Estudio
Genético Poblacional de Frecuencias Alélicas para 15 marcadores STR presentes en la
Poblacioén del Estado de Zacatecas aplicado a la practica forense”, mencionan que:

Los marcadores STRs para la secuenciacion de ADN en casos forense son
populares por trabajar con poca cantidad de ADN e incluso degradados, son manejables
para la automatizacion, son altamente discriminatorios, con resultados féciles de
interpretar y de comparar. Las cuales son analizados en grupos generalmente en un
numero de 16 para obtener un perfil genético que permita la identificacion plena del
aportante de la muestra biologica.

Como lo mencionado anteriormente, nuestro trabajo busca medir la relacion
existente entre la obtencidn de un perfiles genéticos, ya sea en forma parcial o la no
amplificacion, y el estado critico del ADN presente en las muestras biologicas
analizadas; como lo mencionado en el trabajo de referencia los marcadores moleculares
de tipo STRs son muy populares en las ciencias forenses, debido a su pequefio tamafio, a
su gran polimorfismo, y otras caracteristicas que hacen que estos fragmentos puedan ser
secuenciados incluso a partir de ADN degradado y en escasa cantidad, lograndose
obtener perfiles genéticos adecuados para la identificacion genética; en el caso de nuestra
investigacion del mismo modo las muestras seran tipificadas usando 16 marcadores

moleculares tipo STR’s.
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v' Giraldo et al., (2013) en su investigacion titulada “Efecto del Bluestar
forensics® sobre las pruebas preliminares y de andlisis de ADN en la investigacion de
manchas de sangre”, evalu6:

El comportamiento de las pruebas presuntivas (Thevenon y Roland) de
confirmacion (sangre humana) y anélisis de ADN (cuantificacion), para manchas de
sangre en escena una vez que la muestra se sometio a agentes quimicos como Bluestar
Forensics®. Analizd muestras de sangre en diferentes soportes y a diferentes diluciones
con el fin de determinar la minima cantidad de muestra detectable en las pruebas
presuntivas, de confirmacion y analisis de ADN. Los resultados de las pruebas
presuntivas y de confirmacién para las muestras tratadas y no tratadas con Bluestar
Forensics® se comportaron de igual forma, lo que demuestra que no se afectan. Se
recuperd ADN para las manchas de sangre que habian sido reveladas con el agente
quimio luminiscente, lo que indica que no degrada el ADN. Se hallé mayor sensibilidad
para las pruebas de Thevenon y Roland y sangre humana, que para el Bluestar
Forensics® y el analisis de ADN.

En nuestro trabajo, el reactivo quimico que nos vas a permitir orientar la
existencia de pequefios restos de sangre en la escena del crimen, es el Bluestar
Forensics®, por lo que nos interesa conocer si el uso de este reactivo va a empeorar las
condiciones criticas en las que ya se encuentra el ADN que se pueda aislar de estas
manchas. Como se observa en las conclusiones del trabajo mostrado como antecedente,
los ensayos demostraron que la aplicacion de este reactivo quimio luminiscente no

modifica el ADN presente en la muestra analizada, por lo que se espera obtener
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resultados de amplificacion y tipificacion del ADN existente. Con el cual llegar a nuestro
objetivo de determinar en qué medida el perfil genético se relaciona con el ADN critico
de las muestras bioldgicas recolectadas con el reactivo del Bluestar, no el uso de este no
interferira en nuestro ensayo.

v" (Prieto 2002), en su memoria titulada “Estudio de Polimorfismo de ADN en
restos humanos antiguos y muestras forenses criticas: valoracion de estrategias y
resultados”, concluye que:

Existen diversas formas y/o estrategias de analisis en el estudio de polimorfismos
nucleares en muestras muy criticas, trabajando a dos niveles: optimizando la extraccion
del ADN vy la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); dos procedimientos que
garantizan la obtencion de resultados exitosos.

En el estudio que realizaremos la extraccion del ADN en las muestras bioldgicas,
esta se llevara a cabo mediante el uso de procedimientos validados para el uso forense,
uno, mediante la extraccion convencional empleando el Fenol Cloroformo y el segundo,
mediante el uso de Kits comerciales, ambos procedimientos garantizan la maxima
extraccion de moléculas de ADN y la mas altisima purificacion del mismo, con los
cuales se obtendran moléculas de ADN en cantidad y calidad, adecuadas para seguir con
los procedimientos posteriores; en el lado de la amplificacion mediante la técnica del
PCR se usara la tecnologia de la amplificacion multiplex de STR’s, la cual garantiza la
amplificacion simultanea de los fragmentos de ADN necesarios para la tipificacion
posterior y la obtencion de los perfiles genéticos. Razones por las cuales el cumplimiento

de nuestros objetivos no se vera influenciados, ya que el procedimiento de extraccion y
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la amplificacion, se llevardn a cabo siguiendo los protocolos establecidos en el
laboratorio de Forense. Lograndose asi determinar en qué medida el perfil genético se
relaciona con el ADN critico, presente en muestras bioldgicas recolectadas mediante el

uso del reactivo de Bluestar.

2.2 Bases teodricas.

2.2.1 La identificacion genética humana.

La Genética Forense comenzo con el descubrimiento del sistema ABO del grupo
sanguineo en el afio de 1900 por Karl Landsteiner (Landsteiner 1900) y con la
demostracion de la herencia de este sistema en 1910 por E. Von Dungern y L. Hirszfeld.
Poco después, en 1912, fue utilizado en casos de investigacion bioldgica de paternidad y
en el andlisis de vestigios bioldgicos de interés criminal como manchas de sangre.
(Geserick and Wirth 2012). Nuevos antigenos eritrocitarios polimorficos, con una
proporcidn significativa de variantes alélicas en la poblacion y de herencia mendeliana
simple como el factor Rh y los sistemas MNSs o Duffy fueron progresivamente
incorporados al panel de marcadores genéticos que disponian los genetistas forenses. La
propuesta de la estructura de la molécula del ADN como una macromolécula constituida
por dos hebras enrollados una sobre otra en sentido dextrogiro, formando una doble
hélice, cada una constituida por secuencias de nucle6tidos, unidas entre si por enlaces
fosfodiéster, que contienen la informacidn genética (Watson and Crick 1953); permitio el
desarrollo de la genética forense como una herramienta Gtil en la resolucién casos

criminales.
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La aparicion de los polimorfismos proteicos y enziméticos de eritrocitos y
leucocitos analizados por técnicas electroforéticas supuso que a partir de 1960 se
disponga de marcadores mas informativos y mas objetivos. La introduccion de los
antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad, antigeno leucocitario humano
(HLA), revolucionaron en gran medida la prueba bioldgica de la paternidad a partir de
1970 sobre todo tras los trabajos realizados por el vienes Wolfgang Mayr (Mayr 1971).
Sin embargo, tanto los HLA como los anteriores marcadores genéticos presentaban
grandes limitaciones cuando se trataban de analizar muestras con el material genético
degradado o en minusculas cantidades lo que es muy frecuente en las muestras forenses.
Esta situacién cambio con el descubrieron en la década de 1980 de los polimorfismos del

ADN.

Jeffreys en 1985, desarroll6 una técnica para distinguir a los individuos dentro de
una misma especie utilizando muestras de su ADN. La técnica se basa en que dos seres
humanos tienen una gran parte de su secuencia de ADN en comdn y para distinguir a dos
individuos se puede explotar la repeticion de secuencias altamente variables llamadas
minisatelites 0 VNTR. Entre dos seres humanos no relacionados sera poco probable que
tengan el mismo ndmero de minisatélites en un determinado locus. La huella genética se
utiliza en la medicina forense para identificar a los sospechosos y/o victimas a partir de
muestras de sangre, cabello, saliva, semen; y en las pruebas de paternidad y filiacion.
Los microsatélites muestran una mayor variacion que el resto del genoma ya que en ellos
se encuentran unas secuencias en distinta repeticion y con diferente grado de

recombinacién debido a la inestabilidad del locus. (Jeffreys, Wilson, and Thein 1985)
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Con el desarrollo de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
fundamentada en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar hebras,
empleando ciclos altos y bajos de temperaturas alternadas para separar las hebras recién
formadas y dejar que las hebras vuelvan a unirse para poder duplicarlas nuevamente
(Mullis et al. 1988); el analisis de los polimorfismos de ADN, se ha convertido en el

procesamiento idoneo en la investigacion forense.

Desde que el analisis del ADN basado en repeticiones cortas en tandem (STR)
fuera aceptado como método basico en las ciencias forenses (Edwards et al. 1991), esta
siendo utilizada actualmente en los casos de pruebas de paternidad (Zupanic et al. 2001),
pruebas de identificacion de restos humanos (Zupani¢, Gornjak, and Balazic 2010) y en

el complicado trabajo de analisis de casos penales.

El tamafio pequefio de los fragmentos a amplificarse nos permite realizar en una
Unica reaccion un ensayo simultaneo de varios fragmentos de ADN mediante
amplificacion de la PCR multiplex. La técnica de la PCR es una tecnologia precisa,
sensible y sobre todo presenta rapidez a la hora de detectar los alelos, estas
caracteristicas permiten usarla en la investigacion de muestras bioldgicas involucradas en
las ciencias forenses. Los STR"s amplificados producto de la PCR, presentan
caracteristicas de fidelidad de la molécula inicialmente amplificada, lo cual permite una
facil interpretacion del producto génico tipificado, todas estas bondades nos permiten
pensar en la automatizacion de este proceso. Sumada las caracteristicas, de la reaccion
multiplex de la PCR - STR’s, con la adicion varios fluorocromos y la deteccion de éstos

mediante la electroforesis capilar, han permitido el desarrollo de analizadores genéticos
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automatizados, que permiten obtener perfiles genéticos de ADN en forma rapida y

robusta.

2.2.2 EI ADN.

El &cido desoxirribonucleico (ADN) de la especie humana esta constituida por
dos cadenas largas de nucleétidos que forman una doble cadena a forma de hélice, cada
unidad nucleotidica esta conformada por una base nitrogenada (Adenina, Guanina,
Citosina y Timina), una molécula de azucar de cinco carbonos (pentosa) y una molécula
de acido fosforico, estas cadenas de nucledtidos no estan aisladas, estan unidas mediante
enlaces de hidrégeno en forma complementaria. La union de éstas moléculas no es al
azar, sino que gracias a la disposicién estructural de cada una de ellas se sucede un
fendmeno de complementariedad entre las bases, por lo que la Adenina de una de las
cadenas se une a la Timina de la otra, mediante un doble enlace de puentes de hidrégeno,
por otro lado la Citosina de una de las cadenas solo se une a la Guanina de la otra
mediante un triple enlace de puentes de hidrogeno, a la unién de estas bases nitrogenadas
en forma especifica, se le conoce como pares de bases y el ADN en las células de los
seres vivos esta constituida por pares de bases; estos pares de base sufren una
transformacion, conocida también como la codificacion del ADN, por diversos procesos
llevados a cabo en las células, por las cuales mediante el ADN se sintetizan diversas
proteinas, de las cuales muchas de ellas forman parte de las estructuras celulares,
tisulares y organicas de un individuo. Esta porcion del ADN se denomina ADN
codificante, asi mismo existe otra porcion cuya utilidad es hasta ahora desconocida y

recibiendo el nombre de ADN no codificante o “ADN basura” (Watson & Crick, 1953)
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Al ADN en conjunto de un organismo se le denomina “genoma” y en su interior
estan todos los genes que poseemos; el ADN esta ubicado: dentro del nucleo de la célula
(ADN nuclear, el principal y méas importante, que forma los cromosomas) y dentro de las
mitocondrias (ADN mitocondrial). Ambos son de interés en el campo de la identificacion

humana. (Lorente, 2004, p 25)

El ADN, desde el punto de vista que nos interesa, puede dividirse como ADN
codificante y ADN no codificante. EI ADN codificante es, en general, poco polimorfico,
por lo que carece de interés en ciencias forenses con fines de identificaciéon humana;
mientras que el ADN no codificante, por sus caracteristicas y peculiaridades se ha
convertido en un instrumento para la individualizacién de los seres humanos. (Lorente,

2004, pp. 29-31)
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2.2.2.1 EI ADN éptimo.
El ADN o genoma humano, suele dividirse en diversos tipos, de acuerdo a la

funcidn de repetitividad en relacion a su caracter codificante. Se puede dividir en:

CJADN no repetitivo simple o de copia unica: este tipo de ADN forma la mayor
parte del genoma de un individuo, dependiendo del tipo del organismo, asi se tiene que
éste constituye el 100% en procariotas, el 80% en eucariotas inferiores y el 50-70% en
animales superiores; aproximadamente el 5% de este ADN lo constituyen las secuencias
génicas que codifican los diferentes acidos ribonucléicos (ARN’s) y las proteinas que
constituyen las estructuras celulares, el otro 5% es el encargado del control de la
expresion de las secuencias génicas y el 60% restante es el llamado ADN no codificante

(Luque J. A. and Herraez A. 2001).

Del mismo modo el ADN repetitivo, esta constituido por secuencias de ADN que
aparecen en copias de forma mdltiple, este tipo de ADN constituye entre el 20 y el 50%
del total del genoma humano (Luque J. A. and Herraez A. 2001). Las llamadas unidades
de repeticion, secuencias repetidas o simplemente repeticiones, presentan diversos
tamafos y cada una de estas se encuentra de forma idéntica o casi idéntica en el genoma.
La distribucién de estas secuencias puede darse en forma dispersa por todo el genoma
entremezcladas con las secuencias de copia Unica o bien en forma agrupada localizadas

en regiones concretas del cromosoma celular.

Una porcion del ADN clasificado como repetitivo, tiene un carécter codificante,

este contiene la informacion para expresar un producto considerado funcional, ya sea el
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RNA o una proteina. Al resto de ADN, clasificado como repetitivo ain no se le ha
encontrado ninguna funcidn clara y/o especifica, esta porcion de ADN posiblemente se
encarga de mantener la estructura de los cromosomas y la cadena de ADN, en su
momento, se llegd a proponer el concepto de que esa parte de ADN se le denomine
“AND basura” (Ohno S. 1972; Orgel LE and Crick FHC 1980), y llegar a considerarlo
como un vestigio de la evolucion que aun no se le ha encontrado funcién alguna.
Algunos microsatélites y mini satélites, consideradas secuencias repetidas no
codificantes, cuya funcion aiin no se conocen totalmente, estas secuencias tienen gran
importancia, sobre todo en las pruebas de identificacion genética humana y en algunos
estudios de filiacién, todo ello gracias al polimorfismo del ADN entre individuos de una

misma poblacion.

[0 ADN Repetitivo Codificante: este tipo de ADN esta constituido por secuencias
que constituyen genes los que seran traducidos y daran origen a las proteinas. EI tamafio
de estos constituye el 10 y 15% del total del genoma. Estos aparecen en forma de
familias de genes, las cuales agrupan a miembros que retnen caracteristicas en comun,
ello debido al haber sido originados mediante duplicaciones y/o variaciones de algtn gen

antecesor. Este tipo de ADN se agrupa a su vez en:

- Familias génicas clasicas: que agrupan genes de histonas y genes de RNA

ribosémico.

- Familias multigénicas de genes: que son familias de genes del ser humano de

cadenas o y B de la globina.
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- ADN disperso: Los genes constituyentes de esta familia se localizan en forma
dispersa por todo el genoma, a menudo se sitlan en distintos cromosomas. En este tipo
de familias los genes se encuentran codificando proteinas de diversas funciones: ya sea

enzimaticas, reguladoras, de almacenamiento, estructurales, etc.

(1 ADN Repetitivo no Codificante. Este tipo de ADN se encuentra entre un 20 y

40% del ADN gendmico total y a su vez se divide en:

- ADN altamente repetitivo y agrupado: este tipo de ADN esta constituido por
ADN satélite y se encuentra constituido por el 10 al 30% del genoma (Smit AF, 1999).
Este grupo de ADN esta conformado por pequefias unidades de alrededor de 2 a 50 pares
de bases. Estos ocupan lugares especificos dentro de los cromosomas, estas regiones se
ubican principalmente en torno al centromero y a los telomeros, estas regiones son

denominadas también regiones heterocromaticas (Luque J. A. and Herraez A. 2001)

- ADN moderadamente repetitivo y disperso: este tipo de ADN se distribuye a lo
largo de todos los cromosomas que constituyen el material genético, estas repeticiones
van en un nimero no muy elevado 102 y 10%, éste a su vez se divide en dos categorias, en
relacion a la forma del como se distribuyen estas repeticiones, esta primera categoria,
agrupa algunas secuencias que se repiten en tandem las cuales forman bloques, estos
aparecen de forma dispersa en el genoma y forman los grupos denominados mini
satélites, este grupo esta formado por 10 a 65 pb repetidos, estas repeticiones son ricas
en Guanina y Citocina (Jeffreys, Wilson, and Thein 1985) y microsatélites, los cuales

también son llamados Short tandem repeat 0 STR, en este grupo las repeticiones van en
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un numero inferior a 7 pb y estos se agrupadas en tdndem, constituidos hasta 50
repeticiones (Weber JL and May PE 1989). La segunda categoria esta constituida por
repeticiones, que igualmente estan dispersas por todo el genoma humano, pero que a
diferencia de la otra no est& agrupada en bloque y a su vez se subdivide en dos familias,
ello de acuerdo al tamafio que forman los pares de bases (Smit AF 1999). Esta

clasificacion es en:

Short Interspersed Nuclear Elements (SINES) y Long Interspersed Nuclear

Elements (LINES).

Los diferentes locus del ADN microsatélite, hoy en dia son los elementos
geneticos de mayor interes en el campo de la identificacion genética humana. Segun
Richards y Sutherland (1992) en cada 6-10 kilo bases (Kb) del genoma humano suele
encontrarse una secuencia de este tipo. En la actualidad los de mayor interés en el campo
forense, son los loci tri y tetraédricos, cuya distribucion se estima que van cada 15 kb en

el genoma (Edwards et al. 1991).

Las pequerias unidades amplificadas necesarias para la identificacién humana,
pueden ser estudiadas simultdneamente gracias a la amplificacion de varios loci mediante
la amplificacion multiplex de la PCR, asi mismo la identificacion precisa de cada uno de
los alelos obtenidos en la electroforesis de la secuenciacion de ADN. Las caracteristicas
de amplificacion de los alelos mediante la PCR, permiten el analisis en forma precisa,
son pruebas muy sensibles y sobre todo han disminuido el tiempo de reaccién,

haciéndolos més rapidos. Todas estas caracteristicas hacen posible la investigacion en
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especimenes bioldgicos en las ciencias forenses. La amplificacion de los STR de 3
(triméricos) y 4 (tetraméricos) bloques mantienen fidedignamente sus caracteristicas. La
tipificacion genética mediante este tipo de estudio es de facil interpretacion, asi mismo es
susceptible a automatizacion. La electroforesis capilar es una tecnologia automatizada
que junto con la PCR multiplex de los STR resultan siendo una técnica rapida y poderosa

para la obtencién de perfiles genéticos de ADN.

2.2.2.2 El ADN critico.

En la mayoria de los crimenes violentos existe un intercambio de material
bioldgico entre el autor o autores y la victima o victimas. Un andlisis adecuado de estos
productos puede llevar a la correcta resolucion de la investigacion criminal, mientras que
un trabajo superficial o inadecuado puede representar un fracaso en las labores de

justicia.

El ADN en cada persona presenta una distribucion Unica, esta peculiar
caracteristica ha permitido desarrollar una revolucién en las ciencias criminalisticas, asi
mismo la introduccion de las nuevas técnicas que permiten el analisis de este ADN en
particular, viene sirviendo en la resolucién de casos cuyo objetivo es diferenciar a un ser
humano de entre todos los deméas. EI material genético presente en las diferentes células
que constituyen un organismo vivo es el mismo, por lo que el analisis adecuado de estos
elementos, que se denominan indicios bioldgicos, recolectados en la escena criminal y su
posterior homologacion con el material genético de la persona indubitada facilita la
identificacion de inclusion y/o exclusion de la persona implicada en el suceso. Es posible

llegar a la identificacion genética humana a partir de indicios bioldgicos en cantidad
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minimas, como las manchas latentes. Ademas se hace posible obtener informacion de
manchas latentes muy antiguas, llegando incluso al examen después de muchos

afios.(Lorente, 2004, p. 50)

El andlisis genético de muestras biolégicas desconocidas (aquéllas que no se sabe
de quién proceden) que estan relacionadas con hechos delictivos comprende una serie de
pasos en los laboratorios: extraccion del ADN (es decir, separacion de los acidos
ribonucleicos del resto de componentes celulares), cuantificacion y cualificacion del
ADN extraido (con el fin de conocer si nos enfrentamos al analisis de una muestra con
suficiente calidad y cantidad de ADN o por el contrario estamos ante una muestra con
ADN critico), amplificacion del ADN con la PCR (el cual produce muchas copias de los
fragmentos de ADN que nos interesan) y la electroforesis capilar (para lograr la

separacion y deteccion de los fragmentos de ADN).

Las muestras biologicas consideradas de referencia o halladas en optimas
condiciones en las escenas del delito presentan caracteristicas de optima calidad y
contienen cantidades adecuadas de ADN, los cuales permiten obtener perfiles genéticos
completos (todos los marcadores genéticos analizados), estos perfiles genéticos pueden
ser comparados de forma factica con los perfiles genéticos obtenidos de las muestras
indubitadas provenientes de los sospechosos y/o victima(s). Sin embargo, los
laboratorios de ADN suelen obtener resultados con perfiles genéticos que dificultan la
interpretacion, debido a que estos perfiles genéticos recolectados en las escenas de los

crimenes proceden de muestras bioldgicas de mala calidad (por su antigliedad o por su
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mala preservacion) o que presentan escasas cantidades de ADN y por tanto se obtienen

perfiles genéticos incompletos, parciales o no amplificados. (Arbelédez and Rios 2009)

El aislamiento del ADN critico (antiguo, expuesto a insumos quimicos o
condiciones fisicas que incrementan su deterioro) requiere de procedimientos y
precauciones bastante diferentes de la extraccion estandar del ADN fresco. No solo
debido a su escasa cantidad o su alto grado de degradacion sino también a la presencia de

inhibidores que interfieren en el proceso de la PCR.

2.2.2.2.1 Ausencia del ADN

El aislamiento del ADN, es un procedimiento que continGa luego de la
confirmacion de la existencia de restos sanguineos de origen humano, la para detectar la
presencia de las moléculas de ADN y la cantidad en la que esta se encuentra se emplean
diversas pruebas, entre ellas tenemos a la cuantificacion por espectrofotometriay la PCR

en tiempo real (QPCR).

Con la cuantificacion de las moléculas mediante espectrofotometria se puede
determinar la concentracion y la pureza de una muestra de ADN basandose en la
capacidad de absorbancia de un compuesto presente en una solucion a una longitud de

onda determinada.

De este modo la concentracion de la muestra de ADN se calcula teniendo en
cuenta el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Mientras que
la relacion de absorbancias A260/280 y A260/230 se utilizan para evaluar la pureza de

las muestras.
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La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza
Optima tiene un valor entre 1.8-2.0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos
una relacién A260/280 > 1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacion
por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Un radio A260/280 > 2.1 podria

deberse a la presencia de ARN en la muestra.

Mientras que en la cuantificacion por qPCR, las reacciones se caracterizan por el
punto en el tiempo durante el ciclo cuando se detecta por primera vez la amplificacion de
un objetivo en lugar de la cantidad de objetivo acumulada después de un nimero fijo de
ciclos. Cuanto mayor es el nimero de copias iniciales de la diana de acido nucleico,
antes se observa un aumento significativo en la fluorescencia. Por el contrario, un ensayo
de punto final (también llamado "ensayo de lectura de placa™) mide la cantidad de

producto de PCR acumulado al final del ciclo de PCR.

Se considerara ausencia de ADN en las muestras bioldgicas analizadas si por
alguna de las dos metodologias sefialadas no se evidencia de la presencia del mismo.

Debido a no obtener valores que evidencien su presencia.

2.2.2.2.2 Escasez del ADN

Uno de los principales problemas de la genética forense es la dificultad en el
analisis de ADN altamente degradado o ADN de bajo nimero de copias (LCN). El ADN
de LCN se define arbitrariamente como menos de 100 picogramos (pg) de plantilla (Gill
P et al. 2000). El pequefio nimero de copias de plantillas y la disponibilidad de solo

fragmentos de ADN cortos dan como resultado la falta de amplificacion de algunos
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fragmentos de ADN. En consecuencia, los abandonos de locus y alelos, que son sintomas
de efecto estocastico (Butler J. 2010), perturban el anélisis adecuado de las huellas

bioldgicas.

La amplificacion del material genético a través de la PCR, requiere de cierta
cantidad minima de ADN, para obtener un producto visualizable ya sea una banda o un
pico. La sensibilidad de la técnica de la PCR se relaciona con los falsos negativos, ya que
puede que una muestra sea positiva, pero sea dada como negativa porque no se ha
amplificado debido a no tener la cantidad de ADN suficiente. Estas cantidades dependen

de cada kit de amplificacion, oscilando estos valores en 1 ng/uL para las STRs.

2.2.2.2.3 Degradacion del ADN.

Una de las importantes ventajas que aporta la técnica de la PCR es la capacidad
de poder amplificar material genético que se encuentre parcialmente degradado, no
obstante, cuando este nivel de degradacion es muy elevado la amplificacion de
marcadores genéticos clasicos por la técnica de la PCR, dentro del campo forense, es

realmente complicado.

Cuando se recogen evidencias que han sido expuestas durante un cierto periodo
de tiempo a condiciones naturales de humedad ambiental, fendmenos meteorolégicos,
accion de insectos, etc.; es muy probable que esa muestra presente un cierto grado de
degradacion natural, siempre inevitable, en otras ocasiones, cuando la recogida y sobre

todo el envio de esas evidencias no se realizan de la manera adecuada pueden aparecer



54

problemas de degradacién, evitables con un correcto procedimiento. (Martinez, 1999, p.

168)

Cuando se habla de ADN degradado se hace referencia al material genético que,
por accion, generalmente bacteriana, sufre fragmentacién de forma inespecifica por
causa de las nucleasas. Al margen de los productos que el ADN puede arrastrar, a lo
largo del proceso de extraccion del ADN critico, la molécula del ADN puede verse

dafada por factores generalmente medioambientales sefialados anteriormente.

Este proceso puede afectar la investigacion del ADN critico, fragmentando las
hebras hasta el punto de hacerlas inutiles para el estudio (rotura del enlace N-glicosidico)
o deteriorandolas parcialmente, pero generando productos capaces de inhibir la PCR

(dafio hidrolitico). (Martinez 1999)

2.2.2.2.4 Inhibidores del ADN.

Los inhibidores de la PCR son contaminantes organicos e inorganicos incluidos
en la muestra de ADN que interfieren atenuando o inhibiendo completamente la reaccion
de amplificacion por PCR. Se han reportado una amplia variedad y son particularmente
abundantes en muestras complejas y con altas concentraciones bacterianas. Debido a que
muchos de ellos exhiben una solubilidad similar al ADN no son removidos
eficientemente durante el proceso de extraccion con métodos convencionales. Los
inhibidores pueden actuar directamente inhibiendo la accion de la Taq polimerasa o
como en el caso de las proteinas y carbohidratos pueden unirse los iones de magnesio no

dejandolos disponibles para la polimerasa. Afortunadamente, existe una amplia gama de



55
métodos y Kits comerciales que permiten deshacerse de los distintos inhibidores de la

PCR.

Dentro de los inhibidores mas comunes que se encuentran en las muestras
bioldgicas tenemos a los &cidos himico y falvicos, que son una familia de moléculas
muy abundantes en el suelo y que son inhibidores muy potentes de la PCR. (Martinez

1999)

Los derivados de la porfirina, o sus productos de degradacion, también han sido
sefialados como inhibidores por algunos autores, las porfirinas se encuentran presentes

en la sangre, tejidos blandos y en hojas vegetales. (Martinez 1999)

Algunos otros de los inhibidores referidos son la hematina, presente en la sangre;
la queratina, presente en los pelos y ufias, los taninos, colorantes usados en las industrias

textiles; la urea, en la orina y las sales biliares en las heces.

2.2.3 Muestras bioldgicas.

Las muestras bioldgicas desempefian un papel fundamental en la investigacion a
nivel molecular, debido a que son un depdsito de informacidn sobre las caracteristicas

genéticas de cada individuo.

2.2.3.1 La sangre.

Es un tejido particular, rojo, viscoso, coagulable en el cual las sustancias
intercelulares circulan por el corazon, las venas, arterias y capilares. Quimicamente es un

sistema heterogéneo, constituido por una fase liquida (plasma) que tiene en suspension
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eritrocitos, leucocitos, plaquetas, etc. Transporta oxigeno a los tejidos y anhidrido
carbdnico desde estos a los pulmones, sustancias nutritivas absorbidas por los intestinos,
sustancias protectoras, anticuerpos, hormonas y colabora en el mantenimiento y
regulacion de la temperatura corporal, la presion osmética y arterial y el equilibrio

acuoso nacido-base (Santos J.E., 2011, pp 22).

La sangre consta de distintas partes 0 componentes, que son: los glébulos rojos, los

glébulos blancos, las plaquetas y el plasma.

Los glébulos rojos (llamados también “eritrocitos” o “hematies”) son células que
trasportan oxigeno por todo el cuerpo. Cada glébulo rojo vive aproximadamente cuatro
meses. Los globulos rojos contienen una proteina llamada hemoglobina, la cual les
permite recoger el oxigeno de los pulmones. El cuerpo necesita hierro para producir

hemoglobina.

Los glébulos blancos (Ilamados también “leucocitos”) son células que forman
parte del sistema inmunitario del cuerpo, y ayudan a combatir las infecciones y las
enfermedades. Hay distintos tipos de glébulos blancos: neutrofilos, linfocitos, monocitos,
eosinofilos y basofilos. Segun el tipo de célula, los globulos blancos viven durante varios

dias, meses o0 afos.

Las plaquetas (llamadas también “trombocitos’) son células que ayudan a
coagular la sangre. Tras una cortada o magulladura, las plaquetas se adhieren entre si
para formar un coagulo o “tapoén” que ayuda a controlar el sangrado, impidiendo que el

cuerpo pierda demasiada sangre. Las plaquetas viven en el cuerpo entre 7 y 10 dias.
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El plasma es la parte liquida de la sangre. Este liquido trasporta los distintos tipos
de células de la sangre a todas las partes del cuerpo; ademas, el plasma trasporta unas
proteinas llamadas “factores de coagulacién” que ayudan a las plaquetas a formar

coagulos.



Figura 2: Componentes de la sangre.
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2.2.3.2 Manchas de sangre.

En las investigaciones de los diversos delitos de violencia, y otros delitos donde
se atenta contra la integridad de las personas; las manchas de sangre constituyen la
prueba que presenta un gran valor y su frecuencia de aparicion es muy elevada. Los
restos sanguineos suelen aparecer en el lugar de los hechos como un fluido (liquido) o a

medida que transcurre el tiempo mostrarse 0 como una mancha.

Las manchas de sangre tienen diferentes aspectos, setos van a depender de si son
recientes o no y también del tipo del soporte en el que se encuentren. Estas manchas
pueden ser de color rojo vivo, si son frescas o recientes, 0 mas oscuras a medida que
transcurre el tiempo (antiguas), tornandose cada vez a un color méas oscuro llegando
finalmente a ser negruzco debido a la oxidacion de la hemoglobina. Si estas manchas han
sido lavadas con agua o algun otro liquido, el color se va tornando rosa, el pigmento de
la hemoglobina se va difundiendo, lo que genera la formacion de una forma irregular
observandose areas mas densas que otras. Sin embrago hay muchas manchas que pueden
no parecer sangre y al verificar con las diferentes pruebas de laboratorio se comprueban
que si se trata de estas. Las pruebas utilizadas son altamente sensibles, permitiéndonos

analizar trazas de sangre pero que carecen de especificidad. (Arbelaez and Rios 2009)

2.2.3.3 Pruebas de orientacién.

Existen sustancias organicas e inorganicas que tienen semejanza con la sangre.
En este caso la diagnosis criminalistica es de mucha importancia para llevar la
investigacion a un resultado positivo. Entre estas sustancias tenemos vegetales, como la

mora, fresa, beterraga, tomate; latex, la sangre de grado, el carmin; vino, etc. Entre las
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sustancias quimicas: el aseptil rojo, tintura de yodo, anilina y mezclas como la cera de

piso, etc. (Santos J.E., 2011, p 32)

Las pruebas de orientacidn son aquellas que nos revelan el origen y/o naturaleza
de la mancha, pero no son de todas certeras; por lo que solo sirven para descartar la
naturaleza de estas, mas no son concluyentes. Estas pruebas son de facil aplicacion, de
bajo presupuesto, de rapida reaccion, las cuales nos permiten ayudan a distinguir las

manchas a analizar.

La hemoglobina est4 contenida en los eritrocitos, siendo la proteina méas
abundante en este tejido y por ende en las manchas que se originan a partir de ellas.
Razon por la cual estas pruebas se fundamentan en esta caracteristica y sobre todo en la
capacidad que posee el grupo “Hemo” de la proteina, la cual ejerce una actividad
peroxidasa, esta aporta al sistema del peroxido de hidrégeno (reaccionante) induciendo el
desprendimiento del oxigeno por descomposicion del peréxido, este compuesto actda
sobre un sustrato organico reducido, como la sangre, transformandolo en su forma

oxidada cromatica. (Garcia 2008)

La aparicion de un color caracteristico, dependiendo del reactivo cromdgeno
utilizado, indicara la presunta presencia de sangre en la mancha estudiada. Cuando la
reaccion del cromdgeno produzca luminiscencia la prueba se efectuara en la oscuridad,

como es en el caso de los reactivos de Luminol y/o Bluestar. (Santos J.E., 2011, p 33)

Jean - Marc Lefebvre - Despeaux, que en el afio 2000 se desempefiaba como

presidente de la compafiia de Bluestar®, encargo al Ph.D. Loic Blum, quien fuese
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profesor de la Universidad Claude Bernard - Lyon y desempefiaba el cargo de director
del laboratorio de ingenieria enzimatica y biomolecular que buscara la manera de
mejorar la formula del Luminol, consiguiendo la eliminacién de los numerosos
inconvenientes que se presentan en este reactivo. Resultado de este estudio, Blum
consiguio desarrollar una nueva férmula a la que posteriormente la denominaron

Bluestar® Forensic. (Santos J.E., 2011, pp. 37-38)

La sensibilidad de Bluestar segun refiere la ficha técnica es de 1:10 000, pero
algunos estudios refieren sensibilidades que llegan hasta 1: 1 000 000. Bluestar tiene la
luminiscencia mas fuerte y duradera comparada con el Luminol, por lo que este no
requiere oscuridad absoluta, disminuye los falsos positivos ya que la luminiscencia
difiere de color, intensidad y duracion. Asi mismo se ha demostrado que este reactivo no
altera la molécula del ADN lo que permite el desarrollo de otras pruebas en los

laboratorios de biologia molecular. (Arbelédez and Rios 2009; Santos J.E. 2011)

2.2.3.4 Pruebas de individualizacidn.

Se utilizan técnicas de biologia molecular para la amplificacién del ADN
mediante la PCR, con el uso de marcadores genéticos especificos para la especie
humana, cuyos fragmentos amplificados seran analizados mediante la electroforesis

capilar, con los cuales se elaboran los perfiles genéticos propios de cada individuo.

2.2.4 El perfil genético.

Antes de profundizar en la definicion de perfil genético, debe quedar en claro que

este es posible gracias a la caracteristica polimorfica del ADN.
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El Polimorfismo del ADN se define como la variedad existente, en las secuencias

de ADN. Este término fue acufiado por Ford en 1940, como la “Aparicion conjunta de
dos 0 mas formas discontinuas de una especie, de tal forma que la mas rara de ellas no se

pueda mantener simplemente por mutacion peridodica”. Este se divide en dos:

Polimorfismos de Secuencia: se refiere al cambio de uno 0 méas nucleétidos de
ADN en una misma secuencia, estos son poco polimérficos y su ocurrencia es frecuente

en las secuencias codificantes.

Polimorfismos de Longitud: este tipo de polimorfismo se genera por insercion o
delecién de uno o0 mas nucleétidos. Este tipo de polimorfismo especialmente se
encuentra en los segmentos de ADN repetitivo denominados mini satélites y

microsatélites.

A partir de la década de los noventa los polimorfismos de tipo minisatélites y
microsatelites, son los mas usados en las ciencias forenses, siendo los microsatélites los
mas polimarficos de estos dos, presentando un alto grado de heterocigosidad, debido a su
regular distribucion en el genoma y su pequefio tamafio los hacen facilmente detectables
con la tecnologia de la PCR, y permitiendo la amplificacion de varios loci
simultaneamente en una sola reaccion (PCR multiplex). Los polimorfismos de los
microsatélites ocurren por variaciones en el tamafio de los alelos o por variaciones en la

secuencia de la unidad de repeticion.
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Esta caracteristica del polimorfismo del ADN permite distinguir a una persona de
otra y resulta, por consiguiente, una clave para la identificacion genética de un individuo,

a excepcion de los gemelos univitelinos.

El polimorfismo de la secuencia de ADN los STR’s radica en que las variaciones
del nimero de repeticiones en la secuencia. Pero, ademas, estos STR’s pueden variar en
su longitud en la unidad de repeticiones y en el modelo que puedan formar estas
repeticiones. Estas unidades simples de repeticion contienen unidades de longitud y
secuencia idéntica, por otro lado, las llamadas unidades complejas de repeticion
contienen bloques de unidades repeticion de longitud variable y de un mayor y/o menor
numero de variacion de las secuencias. Sobre la base de estos se pueden encontrar dos

tipos de STR’s.

Los STR’s que poseen un bajo numero de alelos (<12) pero bien diferenciados.

Los STR’s que poseen un elevado numero de alelos (>35) pero poco

diferenciados.

Contrariamente de que los loci del segundo grupo son los mas polimérficos
dentro de estos dos grupos, no son los mas usados en identificacion humana puesto que
al tener alelos que difieren en nimero de repeticiones y que a veces se encuentran
intercaladas entre otras normales, es necesario de un analisis mas preciso y poco

practico.
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Por lo que los STR"s mas utilizados son el tri, tetra y pentanucleotidicos, mientras
que los dinucleotidicos suelen presentar bandas sombra o tartamudas (stutterbands) como

consecuencia de la amplificacion inespecifica.

El uso de las secuencias de ADN tipo microsatélite presenta grandes ventajas

sobre otros:

La técnica de PCR, permite obtener millones de copias del fragmento de ADN
requerido para el estudio genético, este procedimiento requiere un tiempo de 2 o 3 horas,
dependiendo del kit utilizado, asi mismo, esta técnica permite analizar muestras cuyo

ADN se encuentra en cantidades muy escasas.

Los sistemas de STR’s dejan ver alelos definidos con precision, permitiendo
simplificar el analisis estadistico de las frecuencias alélicas en las poblaciones de estudio
y por otro lado es mucho mas sencilla la estandarizacion y la comparacion de los

resultados entre los diferentes laboratorios de genética forense.

El uso de analizadores genéticos automatizados, basados en el anélisis de
fragmentos de ADN marcados con fluorocromos fluorescentes ha permitido detectar
diferentes loci de STR’s en diferentes sistemas. Este nuevo sistema incorpora la
medicion de diversos fragmentos de ADN, los cuales son productos de la PCR y
eliminan las diferencias en la migracion electroforética que ocurre entre las canales de
gel, como la agarosa, ya que incorpora marcadores de tamafos internos con cada muestra

o los size standar.
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La nomenclatura para designar un marcador genético se basa en su ubicacién
cromosOmica. Si este marcador esta dentro de un gen especifico o muy cercano a él; y si
dicho gen tiene funcion conocida y se le ha asignado un nombre, el marcador genético
utilizado tendrd un nombre derivado con relacion a dicho gen, sin embrago para los
fragmentos de DNA en los cuales no se conoce su funcidn, se sigue la siguiente

nomenclatura:

D : designa DNA

Cromosoma niimero : 1,2, 3,...., X, Y, N (multilocus)

S, ZF : se refiere a la complejidad del segmento.

S: segmento Unico
Z: segmento repetitivo en sitio especifico

F: secuencia homologa en multiples cromosomas

De acuerdo a la comision de ADN de la International Society of Forensic
Genetics (ISFG) se recomienda que la denominacion de los alelos STRs se realice segun
el nimero de unidades de repeticion (UR) completas de tal manera que cuando alguno
tuviera una UR incompleta se designara el numero de UR completas y a continuacion

separandolas por un punto el nimero de pb de la UR incompleta (Gill P et al. 2000).

Se denomina perfil genético a una serie de numeros (alelos), que son
caracteristicos en cada individuo, en referencia a una serie de fragmentos de ADN

Ilamados marcadores genéticos, los cuales pueden ser observados en la siguiente tabla.



Tabla 1. Perfil genético de distintas muestras bioldgicas forenses.
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N° Loci
Estudiados Sangre Saliva Cabellos

1 D3S1358 15/18 16 14/15
2 VWA 16 16 16/17
3 D165S539 09/13 09/13 10/12
4 CSF1PO 10/12 12 10

5 D6S1043 14/19 14/22.3 18/21.3
6 Yindel ND 02 02

7 Amelogenina X XY XY

8 D8S1179 13/14 10/13 12

9 D21S11 30 30 31.2/32.2
10 D18S51 15/18 17/18 15/17
11 D5S818 11/12 11 07/11
12 D2S441 11.3/12 10 10/14
13 D19S433 13/14 12/15.2 13.2/14
14 FGA 17/23 19/25 22/25
15 D10S1248 14 14 13/15
16 D2251045 15/16 15/16 15/16
17 D1S1656 16/17 13/15 14
18 D13S317 11/13 10/11 09
19 D7S820 09/12 10 08/11
20 Penta E 16 12/17 14
21 Penta D 10/12 10/11 09/12
22 THO1 06/09 06/07 07/09.3
23 D12S391 17/19 17/20 18/20
24 D251338 19/23 17/19 21/25
25 TPOX 08/09 08/11 11/12

Fuente: Elaboracién propia.
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Cada uno de los marcadores genéticos representa un fragmento de ADN que
consta de unas 100-500 pares de bases, por lo que se estudia una pequefia porcién de
todo el ADN presente en cada individuo, el cual estd formado por unos 3000 millones de
pares de base. El total de marcadores genéticos estudiados ha ido incrementando a lo
largo de los afios, estando hoy en unos 24-25 marcadores, los cuales incluyen la

amelogenina.

En cada marcador genético, un individuo presenta dos alelos (niUmeros) como
méaximo, siendo estos heterocigotos y homocigotos, cada uno procedente del padre y de

la madre.

Los marcadores moleculares mas empleados en las pruebas de ADN son los
Ilamados microsatélites, que no son mas que repeticiones cortas en tandem o STR’s.
Estos STR’s estan compuestos de repeticiones de secuencias de corto tamafio (como
GATC) que dan lugar a varios alelos los cuales reciben la nomenclatura en relacion al
numero de veces que se repetida la secuencia; por lo que por ejemplo, un alelo
representado por el nimero tres no es mas que la repeticion de tres veces de la secuencia
GATC (de este modo: GATC, GATC, GATC), esta es la l6gica seguida para todos y

cada uno de los alelos (Figura 3). (Villalobos 2017)
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Figura 3: Short Tandem Repeats (STRs) de 7 a 12 repeticiones.
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En la poblacion podrian existir los alelos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, etc., y un
nmero atn mayor de genotipos (por ejemplo, 6/6, 6/7, 6/9; 7/7, 7/9, 10/12, etc.). Se
debe sefialar que la nomenclatura para cada sistema de STR’s puede ser diferente entre
uno y otro marcador. Si un marcador genético presenta dos alelos diferentes se trata de
un marcador genético de tipo heterocigoto, mientras que si presenta dos alelos iguales se

trata de un tipo homocigoto. (Figura 4) (Villalobos 2017)
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Figura 4: Herencia de los marcadores microsatélites STR’s (Short tandem repeats).
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Ainicios de la década de los afios 90°s se dio un intenso apogeo en la

investigacion y busqueda de un nimero mayor de marcadores genéticos de tipo de los
STR’s todos ellos enfocados en temas de identificacion humana. Durante este proceso
estuvieron involucrados muchos investigadores, dentro de estos se vio la participacion de
diversas agencias de justicia como el Federal Boreau of Investigation de los EE. UU o el
Forensic Science Service del Reino Unido (UK), asi como también algunas empresas
privadas, como Promega (Madison, WI) y Applied Biosystems (Foster City, CA),
quienes publicaron sus validaciones de los distintos kits que incluyen diferentes
marcadores genéticos. En el afio de 1997, especificamente en el mes de noviembre, el
FBI establecié 13 marcadores genéticos de tipo STR’s y los incluyo en un sistema
denominado Combined DNA Index System (CODIS), el cual constituyo un sistema
nucleo de marcadores necesarios para generar e intercambiar perfiles genéticos en los
Estados Unidos de Norteamerica, con fines de imparticion de justicia y generacion de
bases de datos de ADN relacionado con temas criminales. Los STR’s del CODIS son:
CSF1PO, FGA, THO01, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51 y D21S11 y Amelogenina (como marcador sexual). EI FBI formo un
grupo especializado de trabajo llamado Core Loci Working Group, cuyas conclusiones
fueron publicadas en el afio 2012 y se determinaron los STR’s requeridos y sugeridos en
orden de preferencia, que aplicarian en EE. UU a partir del 2017. De igual forma, el
continente europeo formo un sistema de identificacion denominado European Standard
Set (ESS), el cual consta de diversos STR"s y algunos de ellos son compartidos con el

sistema CODIS, incluyendo el D2S1338 y D19S43. (Villalobos 2017).
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Una vez obtenidos los perfiles genéticos, estos deben ser sometidos a un riguroso
proceso de revision e interpretacion. Inicialmente destaca la revision de controles
negativos (sin ADN) y positivos (ADN conocido), para detectar una posible
contaminacion y para confirmar que la amplificacion por PCR fue correcta. Es
conveniente revisar la posible ganancia de alelos (drop-in) o pérdida alélica (drop-out),
los cuales son més frecuentes en muestras degradadas o con cantidades minimas de
ADN, lo que ocasiona resultados estocasticos 0 azarosos que no son reproducibles y no
representan el verdadero perfil genético. Una vez verificada la rigurosa observancia de
los procesos de gestion de calidad a los que todos los laboratorios de genética forense
deben apegarse se realiza una comparacion para verificar la concordancia entre perfiles
genéticos, y establecer si un individuo inculpado es la fuente u origen de una evidencia

bioldgica encontrada en la escena de un crimen. (Villalobos 2017)

2.2.4.1 Perfil genético parcial

En una situacion ideal, dispondriamos de suficiente ADN para generar un perfil
completo (utilizando al menos 15 marcadores més un marcador de sexo). Sin embargo,
esto no es siempre posible. Si el ADN solo se recupera en pequefias cantidades o se ha
deteriorado por la temperatura, la humedad u otros elementos, puede que falten algunos

alelos (nimeros) en algunos marcadores. Esto daria un perfil parcial de ADN.

Debido a esto, solo si dos perfiles de ADN tienen exactamente el mismo patron
de ADN, estamos ante una coincidencia total. Ademas, hay mucha contaminacion en las
cosas que nos rodean y el ADN no se suele depositar en lugares limpios donde nadie

haya estado. Si una muestra del lugar del delito contiene el ADN de dos 0 mas personas,
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nos referimos a él como un perfil de ADN mezclado. Como el ADN llega a todas partes,
potencialmente todas las muestras de ADN del lugar del delito pueden ser mezclas. Esto
no supone ningun problema, a menos que el ADN que se esté tratando de analizar esté
presente en niveles tan bajos que se confunda con este ADN de fondo, o bien con el
ADN de otro contribuyente (p ej., una victima). En situaciones de este tipo, los métodos
informatizados modernos permiten calcular el valor de la prueba, que se debe comunicar

a los investigadores, jueces y miembros del jurado.

2.2.4.2 Perfil genético no amplificado

La obtencidn de perfiles genéticos y la utilizacion de estos para la identificacion
genética humana se ha incrementado a través de en los Gltimos afios, sin embargo, estas

pruebas presentan algunas limitaciones propias del sistema.

Algunas de estas limitaciones son propias a la naturaleza bioldgica de los
mismos, tal como son las mutaciones genéticas, algunos patrones tri-alélicos, y otros,
todos estos interfieren en el estudio y complican el analisis e interpretacion de los
resultados obtenidos, estas dificultades se ven reflejadas en la dificultad de obtencion de
un perfil genético. Del mismo modo, existen algunos otros problemas y varias
limitaciones las cuales se relacionan estrechamente con los procesos analiticos, todos
ellos motivados fundamentalmente en la calidad de las muestras bioldgicas recuperadas
en las escenas de los crimenes, las cuales son analizadas posteriormente en los
laboratorios de genética forense. Dentro de los métodos usuales que son requeridos en la
obtencién de un perfil genético, como la extraccién de ADN, cuantificacion,

amplificacion, etc. Muchas veces suelen no ser el 100% eficaces; significando ello que si
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una muestra bioldgica contiene unas 10 000 copias del fragmento de ADN que queremos
estudiar (marcador genético molecular) se va ver imposible lograr obtener exactamente
unas 10 000 copias del mismo fragmento después de la extraccion de ADN, que es el
primer paso del analisis genético, ocurriendo la misma figura en los subsecuentes pasos
en el proceso de analisis. A pesar de que se cuenta solo con esta cantidad de copias de
partida, se puede obtener cantidad de ADN suficiente para proseguir con los
procedimientos y obtener finalmente un resultado exitoso. Contrariamente, cuando se
cuenta con una cantidad minima de ADN para iniciar el procedimiento es necesario
hacer uso de diversos procesos que vayan a incrementar la eficacia de los
procedimientos, sin embargo, estos resultados finales pueden verse comprometidos. En
el andlisis de este tipo de muestras, suele presentarse un efecto denominado el
estocastico, el resulta en la no amplificacion de perfiles genéticos en este tipo de

muestras analizadas. (Prieto 2002)

2.3 Marco conceptual.

Para efectos de la presente investigacion, se tienen las siguientes definiciones:

La identificacion genética humana. Considerada como una técnica para
distinguir a los individuos dentro de una misma especie utilizando muestras de su ADN.
La técnica se basa en que dos seres humanos tienen una gran parte de su secuencia de
ADN en comun y para distinguir a dos individuos se puede explotar la repeticion de

secuencias altamente variables.
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El ADN (&cido desoxirribonucleico). El cual esta constituido por dos cadenas
largas de nucledtidos que forman una doble hélice, cada una conformada por una base
nitrogenada (Adenina, Guanina, Citosina y Timina), una molécula de azlcar de cinco
carbonos (pentosa) y una molécula de acido fosfdrico, unidas mediante enlaces de

hidrégeno en forma complementaria.

El ADN o6ptimo. Considerado como la molécula de ADN presente en las células
en la cantidad suficiente, en tamafio adecuado y libre de compuestos inhibidores a los

examenes genético moleculares.

El ADN critico. Considerado como la molécula de ADN presente en las células,
en la cantidad insuficiente, en tamafio no adecuado y con presencia de compuestos

inhibidores a los examenes genético moleculares.

Ausencia de ADN. Se refiere a la ausencia de la molécula en las muestras
bioldgicas analizadas y/o en cantidades no perceptibles por los diversos métodos de

analisis.

Escasez de ADN. Referido a la presencia de la molécula en las muestras
bioldgicas analizadas en cantidades por debajo de las minimas requeridas para los

estudios genético moleculares.

Degradacion de ADN. Cuando se habla de ADN degradado se hace referencia al
material genético que, por accion, generalmente bacteriana, sufre fragmentacién de

forma inespecifica por causa de las nucleasas.
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Inhibidores de ADN. Los inhibidores de la PCR son contaminantes organicos e
inorganicos incluidos en la muestra de ADN que interfieren atenuando o inhibiendo

completamente la reaccion de amplificacion por PCR.

Muestras bioldgicas. Son la fuente viva que contiene el material genético
molecular, en la cual se encuentra el depdsito de la informacion sobre las caracteristicas

genéticas de cada individuo

La sangre. Es un tejido conjuntivo, que circula por el corazén, las venas, arterias
y capilares, posee ciertas caracteristicas como el color rojo, la consistencia viscosa y su

capacidad coagulable, que lo distingue de otros tejidos corporales.

Mancha de sangre. Es la alteracion del color en una superficie, originada por la

sangre, a medida que transcurre el tiempo mostrarse 0 como una mancha.

Pruebas de orientacion. Son aquellas que nos revelan el origen y/o naturaleza de
la mancha, pero no son de todas certeras; por lo que solo sirven para descartar la

naturaleza de estas.

Pruebas de individualizacién. Son aquellas que nos permiten individualizar al
agente que dio origen a la mancha, presentan diversos grados de certeza, dependiendo de

su tipo, siendo las pruebas genéticas las de mayor grado.

Perfil genético. Se denomina perfil genético a una serie de nameros (alelos), que
son caracteristicos en cada individuo, en referencia a una serie de fragmentos de ADN

Ilamados marcadores genéticos.
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Perfil genético parcial. Considerado este como aquel que no presenta alelos en

la totalidad de todos los marcadores genéticos analizados.

Perfil genético no amplificado. Se hace referencia a este como aquel en el que

no se ha logrado obtener ningun alelo en los marcadores genéticos analizados.

2.4 Objetivos e hipdtesis.

2.4.1 Objetivos.
2.4.1.1 Objetivo general.

Determinar en qué medida el Perfil Genético se relaciona con el ADN critico de

las muestras biologicas.

2.4.1.2 Objetivos especificos.

1. Determinar en qué medida la no amplificacion del Perfil Genético se relaciona
con la ausencia del ADN critico en las muestras bioldgicas.

2. Determinar en qué medida la no amplificacion del Perfil Genético se relaciona
con la escasez del ADN critico en las muestras bioldgicas.

3. Determinar en qué medida la no amplificacion del Perfil Genético se relaciona
con la inhibicion del ADN critico en las muestras bioldgicas.

4. Determinar en qué medida el Perfil Genético Parcial se relaciona con la

degradacion del ADN critico en las muestras bioldgicas.
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2.4.2 Hipotesis.
2.4.2.1 Hipotesis general.

El Perfil genético se relaciona en gran medida con el ADN critico de las muestras

bioldgicas.

2.4.2.2 Hipotesis especificas.

1. Lano amplificacion del perfil genético se relaciona con la ausencia del ADN
critico en las muestras bioldgicas remitidas.

2. Lano amplificacion del perfil genético se relaciona con la escasez del ADN
critico en las muestras bioldgicas remitidas.

3. Lano amplificacion del perfil genético se relaciona con la inhibicion del ADN
critico en las muestras bioldgicas remitidas.

4. El perfil genético parcial se relaciona con la degradacion del ADN critico en las

muestras bioldgicas remitidas.
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Capitulo 3: Disefio Metodoldgico.

3.1 Tipo y disefio de investigacion.

3.1.1 Tipo de investigacion.

Descriptiva - Cuantitativa - Transversal.

El presente estudio es del tipo Descriptivo, debido a que se dirige
fundamentalmente a la descripcién de fendmenos en una circunstancia temporal y

especial determinada (Cortés and Iglesias 2005).

Este tipo de estudio busca especificar las propiedades importantes de un
fendmeno que es sometido a analisis. Seleccionando una serie de cuestiones que
posteriormente seran medidos de forma independiente, de forma tal que se podra
describir lo que se investiga. Este tipo de estudio puede ofrecer la posibilidad de llevar a
cabo algun nivel de prediccidn (aunque sea elemental). Consiste fundamentalmente en
caracterizar un fendmeno o situacion concreta indicando sus rasgos mas peculiares o

diferenciadores (Cortés and Iglesias 2005).

La presente investigacion presenta un enfoque cuantitativo, debido a que toma
como foco de su proceso en la investigacion datos numéricos, este proceso utiliza la
observacion como forma de recolectar datos y los analizan para poder llegar a responder
a todas las preguntas que forman parte del fondo de la investigacion. Estos
procedimientos engloban la recoleccion, la medicion de parametros, la obtencion de

frecuencias absolutas y/o relativas y estadisticas poblacionales que son parte de la
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investigacion para llegar a obtener la correspondiente prueba de hipétesis. Este enfoque
requiere necesariamente el analisis estadistico, una vez establecida la idea de fondo de la
investigacion, se debe de formular las preguntas de investigacion adecuadas, se deben de
establecer los objetivos del mismo, debemos derivar las hip6tesis correspondientes,
elegir las variables del estudio y mediante un proceso de calculo estadistico se debe de
contrastar las correspondientes hipdtesis. Este enfoque es muy utilizado en estos proceso,
gracias a la naturaleza de estas las cuales puedan ser medibles y/o cuantificables (Cortés

and Iglesias 2005).

En este tipo de investigacion, de un fondo transversal, se van a recolectar los
datos obtenidos en un solo momento, es decir en un tiempo Unico. Dentro de sus
propositos estan el describir las variables y analizarlas, tanto en su incidencia e
interrelacion en un momento dado y/o establecido. Este tipo de investigaciones se les
consigna la figura de verse como una fotografia de momento, es decir una toma dada en

el momento del desarrollo del problema de investigacion. (Cortés and Iglesias 2005)

3.1.2 Disefio de investigacion.

Descriptivo - Analitico.

Indicado ya el objetivo de la investigacidn de tipo descriptiva, debemos
mencionar que su meta no solo se limita a la recoleccion de datos, sino a la prediccion e
identificacion de las relaciones que existen entre dos 0 mas variables. Los investigadores
no son meros tabuladores, sino que recogen los datos sobre la base de una hipotesis o

teoria, exponen y resumen la informacion de manera cuidadosa y luego analizan
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minuciosamente los resultados, a fin de extraer generalizaciones significativas que

contribuyan al conocimiento (Cortés and Iglesias 2005).

3.2 Variables.

3.2.1 Variable independiente.

El ADN critico de las muestras biologicas.

3.2.2 Variable dependiente.

Perfil genético.

3.3 Poblacién, muestra y muestreo.

3.3.1 Pablacion.

La poblacién -a veces llamada universo o agregado- constituye siempre una
totalidad. Las unidades que la integran pueden ser individuos, hechos o elementos de otra
indole. Una vez identificada la poblacion con la que se trabajara, entonces se decide si se
recogeran datos de la poblacion total o de una muestra representativa de ella. El método
elegido dependera de la naturaleza del problema y de la finalidad para la que se desee
utilizar los datos. Poblacion total: Muchas veces no es dificil obtener informacion acerca
de todas las unidades que componen una poblacion reducida, pero los resultados no

pueden aplicarse a ningun otro grupo que no sea el estudiado (Cortés and Iglesias 2005).

En nuestro estudio la poblacion total estuvo constituida por 800 muestras
bioldgicas con resultado positivo a la prueba de orientacion de alta sensibilidad, Bluestar,

remitidas a la Seccion de Biologia y Genética Molecular, del Departamento de Biologia
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Forense de la Direccion de Criminalistica de la Policia Nacional del Perd durante los

afios 2008 al 2018.

3.3.2 Muestra.

Muestra de la poblacién: Cuando se trata de una poblacion amplia se recoge la
informacion a partir de unas pocas unidades cuidadosamente seleccionadas, ya que, si se
aborda cada grupo, los datos perderian vigencia antes de concluir el estudio. Si los
elementos de la muestra representan las caracteristicas de la poblacion, las
generalizaciones basadas en los datos obtenidos pueden aplicarse a todo el grupo (Cortés

and Iglesias 2005).

La unidad de estudio en nuestro trabajo de investigacion estuvo constituida por
cada una de las muestras bioldgicas que resultaron positivas a la prueba de Bluestar,
remitidas a la Seccién de Biologia y Genética Molecular, del Departamento de Biologia
Forense de la Direccion de Criminalistica de la Policia Nacional del Pert durante los

afios 2008 al 2018.

3.3.3 Muestreo.

El muestreo se refiere a la seleccidon de un conjunto de elementos y/o unidades
muestrales, las cuales son consideradas como muestras adecuadas para el logro del
objetivo establecido a partir de la obtencion de la informacidn necesaria y/o deseada a
partir de la poblacion en estudio. En el muestreo de tipo probabilistico todos los
elementos y/o unidades muestrales tienen la misma probabilidad de ser elegidos. Para la

realizacion de un muestreo probabilistico es necesario determinar el tamafio de la
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muestra adecuada (n) y seleccionar los elementos muestrales, que formaran parte del
estudio de una manera en la que todos tengan la misma probabilidad de ser elegidos.
Dentro de este tipo de muestreo tenemos al muestreo aleatorio simple o llamado también
muestreo al azar, que es la forma méas usada para obtener una muestra considerada
representativa. Para conseguir la certeza de que cada uno de los individuos de la
poblacion sean elegidos aleatoriamente durante el proceso del muestreo es necesario
emplear tablas numéricas, las cuales contienen numeros aleatorios, estas tablas se pueden
encontrar anexados a los libros de estadistica o también se pueden emplear programas
estadisticos cono el R, InfoStat, StataSE, entre otros. Consiste en seleccionar un grupo de
n unidades muestrales de tal manera que cada muestra de tamafio n tenga la misma
oportunidad de ser seleccionada. La formula empleada para determinar tamafio de

muestra (con variantes si se trata de una poblacion finita o infinita), es:

n= Z2*N*p*q
e 2*N-1)+(Z°2*%p*q)

Donde:

Z = Nivel de confianza (correspondiente con tabla de valores de Z)

p = Porcentaje de la poblacion que tiene el atributo deseado.

g = Porcentaje de la poblacion que no tiene el atributo deseado = 1-p.
Nota: cuando no hay indicacion de la poblacion que posee o no el atributo se
asume 50% para p y 50% para q.

N = Tamafio del universo (se conoce puesto que es finito)
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e = Error de estimacion maximo aceptado.

n = Tamafio de muestra.

La técnica de muestreo empleada para el presente estudio fue el muestreo
aleatorio simple. Se realizaron los calculos considerando una distribucion normal para

una poblacidn finita, con un nivel de confianza del 95% y un error de 5%.

Teniendo como resultado un tamafo de muestra 260.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

3.4.1 Técnicas de recoleccion de datos.

Guia documental.

Una guia documental permite conocer la importancia de la documentacion en
todo proceso investigador, ofrece ademas un panorama transcultural, histérico y
bibliografico del tema objeto de estudio; permite una amplia vision de la realidad en

cuanto a areas de investigacion, autores mas relevantes, métodos de analisis, entre otros.

Los objetivos que la guia documental debe perseguir son: 1.- Definir y delimitar
el area de interés. 2.- Conocer los tipos de documentos que existen y la documentacion
que pueden aportar. 3.- Aportar marcos tedricos sobre el tema. 4.- Obtener una
bibliografia relevante y actualizada que evite la duplicacion de datos. 5.- Posibilitar el

acceso a disciplinas relacionadas con el tema que se investiga.
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Para conseguir estos objetivos debe conocerse previamente: a) El Centro o
Centros de Documentacién. b) Bancos de Datos respecto al tema. c¢) Descriptores y
Palabras Clave. d) Tipos de documentos e informacién que aportan. El contenido de la
guia documental viene dado siempre por el criterio de autor, ya que por si misma puede
recoger cualquier tipo de documento, aunque su pretension debe ser abarcar aquellos que

permitan un exhaustivo examen documental.

Operacidn que consiste en examinar un documento para encontrar sus elementos

esenciales y las relaciones entre ellos.

3.4.2 Instrumentos de recoleccion de datos.

Se refiere a cualquier tipo de recurso que utiliza el investigador; para allegarse de
informacion y datos relacionados con el tema de estudio. Por medio de estos
instrumentos, el investigador obtiene informacion sintetizada que podra utilizar e
interpretar en armonia con el marco tedrico. Los datos recolectados estan intimamente

relacionados con las variables de estudio y con los objetivos planteados.

En la presente investigacion el instrumento de recoleccién de datos fue la ficha de

analisis documentario.

3.5 Técnicas para el procesamiento de datos.

Hojas de datos — Microsoft Office Excel para registrar las frecuencias absolutas y

calculos de las frecuencias relativas y para la prueba de independencia del Chi Cuadrado.
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Capitulo 4: Analisis y discusion de resultados.

4.1 Analisis de resultados.

=L

=S|I =NO

Figura 5: Relacion del perfil genético con el ADN critico de las muestras biol6gicas.

Con el objetivo general de determinar en qué medida la obtencién de un perfil
genético Optimo se relaciona con el ADN critico presente en las muestras bioldgicas, se
analizaron los resultados obtenidos en 260 muestras con resultado positivo a la prueba de
Bluestar, remitidas a la Seccion de Biologia y Genética Molecular, durante los afios 2008
al 2018. Como se observa en la figura, en 210 de estas muestras se determin0 la
existencia de caracteristicas y/o condiciones propias del ADN critico, cuya presencia
influyo en la obtencidn de perfiles genéticos. Mientras que los resultados de las 50
muestras bioldgicas restantes, no mostraron ninguna presencia propia de la condicion

critica del ADN.
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Figura 6. Relacion de la no amplificacion del perfil genético con la ausencia de ADN critico de las

muestras bioldgicas.

Siguiendo con los objetivos especificos, se analizaron las 210 bioldgicas,
encontrdndose que en 170 de las ellas no se logré amplificar ningun perfil genético; en el
analisis profundo de éstos se llegd a determinar que la ausencia del ADN critico en 111
muestras se relaciona con la no amplificacion del perfil genético en forma completo,
mientras que en 59 de las muestras no se lleg6 a determinar la razén de la no

amplificacion del perfil genético indicado.
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Figura 7. Relacion de la no amplificacion del perfil genético con la escasez del ADN critico de las

muestras bioldgicas.

Del mismo modo siguiendo con los objetivos especificos mencionados, las 170
muestras bioldgicas fueron analizadas, llegandose a determinar que, en 161 de ellas, la
escasez del ADN critico es la causa de la no amplificacion de un perfil genético
completo, mientras que en 9 de las muestras no se lleg6 a determinar la razén de la no

amplificacion del perfil genético indicado.
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Figura 8. Relacion de la no amplificacion del perfil genético con la inhibicién del ADN critico de las

muestras bioldgicas.

Siguiendo con el analisis, se determiné que de las 170 muestras bioldgicas con
ADN critico analizadas, 163 muestras revelan la presencia de inhibidores la cual se
relaciona con la no amplificacién de un perfil genético completo, mientras que en 7 de

ellas no se llego6 a determinar la razon de la no amplificacion del perfil genético indicado.
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Figura 9. Relacion de la obtencién del perfil genético parcial con la degradacién de ADN critico de

las muestras biolégicas.

Finamente se analizaron las 40 muestras bioldgicas con el ADN critico restantes,
las cuales presentaban un perfil genético parcial; obteniéndose que 25 de ellas contenian
degradacion en el ADN. Mientras que en 15 de ellas no se logré determinar alguna

relacion con los indices de degradacion del material genémico.
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Tabla 2. Frecuencia de perfiles genéticos de las muestras bioldgicas en relacion con la
condicion del ADN.

CONDICIONES PERFIL GENETICO TOTAL
DEL ADN
COMPLETO INCOMPLETO NO AMPLIFICADO
OPTIMAS 50 00 00 50
CRITICAS 00 40 170 210
TOTAL 50 40 170 260

95% de Confianzay a = 0.5
X-squared = 260, df = 2, p-value < 2.2e-16

HO: El Perfil Genetico (Completo, Incompleto y No Amplificado) es independiente de
la condicién del ADN (Optima y Critica).

H1: El Perfil Genético (Completo, Incompleto y No Amplificado) NO es independiente
de la condicion del ADN (Optima y Critica).

De un total de 260 muestras bioldgicas procesadas en la Seccion de Biologia y
Genética Molecular se logré obtener 50 perfiles genéticos completos, 40 perfiles
genéticos en forma incompleta y en 170 de ellas, el material genético no pudo ser
amplificado. De este total, en 50 de ellas el ADN se encontraba en condiciones dptimas,
mientras que en los 210 restantes el AND se encontraba en condiciones criticas. Como el
p-value (2.2e-16) es menor a 0.5, se rechaza la independencia; por lo que
estadisticamente se puede afirmar que la determinacion de los perfiles genéticos en las
muestras bioldgicas remitidas esté relacionada con la condicion del ADN (Optima y

Critica).
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4.2 Discusion.

La obtencidn de un perfil genético, que permita la identificacion plena del
individuo aportante del material gendmico, esté estrechamente relacionado con la
condicion en la que se encuentra la molécula del ADN en la muestra analizada; debido a
que como lo sefialé Villalobos (2013) el perfil genético no es mas que un conjunto
ordenado de fragmentos de ADN de tamafio especifico. En nuestro caso los kits de
amplificacion utilizados en los procedimientos de laboratorio como son el PowerPlex®
16 HS System y el AmpFISTR® Identifiler® Plus, estan constituidos por 16 marcadores
genéticos cada uno, incluida la amelogenina que determina el sexo, dentro de estos Kits
los tamafios de los marcadores genéticos no superan los 360 pares de base (pb),
permitiendo asi la amplificacion simultanea de estos 16 marcadores y la recuperacion de
informacion de muestras en las que el ADN presenta condiciones criticas. En nuestro
estudio se analizaron los resultados obtenidos en 260 muestras biologicas, de las cuales
solo 50 mostraron perfiles genéticos Utiles para la identificacion plena del individuo
aportante del material bioldgico, mientras que, en 210 muestras, equivalente al 80.8%, se
obtuvo perfiles genéticos parciales o en su defecto no se obtuvo amplificacién alguna del
material genético presente en estas muestras. Lo que nos indica que el ADN recuperado
en este tipo de muestras, se encontraba en condiciones criticas, las cuales son reflejadas
en la tipificacion de los fragmentos de ADN a través de la electroforesis capilar. Entre las
principales causas de esta condicion tenemos la ausencia de material gendémico, la
escasez de éste, los altos indices de degradacion y/o la presencia de inhibidores que

afectan el proceso de amplificacion a través de la técnica de la PCR.
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En la actualidad, dentro de las pruebas de orientacion de alta sensibilidad, el

reactivo del Bluestar® Forensic, constituye la prueba con mayores indices de frecuencia
de uso, debido a que en comparacién a su antecesor, el Luminol, presenta peculiaridades
que ayudan la conservacion y disminuyen el dafio del material genético presente en las
muestras recuperadas a partir de su aplicacion (Giraldo et al. 2013); ademas la mayor
perdurabilidad de la fluorescencia, hace que el investigador en la escena del crimen logre
identificar y visualizar en mejor manera las manchas latentes, disminuyendo con ésta las
incidencias de los resultados falso positivos (Arbeldez and Rios 2009). No obstante,
dentro de nuestro sistema criminalistico, existe falencias y deficiencias, en diversos
puntos del procedimiento que involucra la recuperacion de indicios biolégicos de
manchas latentes. La falta de entrenamiento de los operadores en el sistema
descentralizado, podria conducir a un incremento en la recuperacioén de manchas latentes
con resultados falso positivos, los cuales son evidenciados posterior a las pruebas de
confirmacion y/o individualizacion (Santos J.E. 2011). Asi mismo, la ruta que se sigue
durante el envio de las muestras al laboratorio de referencia, juegan un papel importante
en la conservacion del material bioldgico recuperado, una inadecuada remision de las
muestras, facilita la degradacion total del material gendémico, por los microrganismos, en
especial las bacterias (Martinez 1999); condicion que al analisis posterior resulta
evidenciado una ausencia de material genético necesario para la obtencion de perfiles
geneéticos. Del mismo modo la técnica de extraccion y purificacion del ADN empleado,
suma o minoriza la cantidad de ADN recuperado de este tipo de muestras en un

procedimiento inicial; posteriormente, la presencia de material genético por debajo de los
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umbrales de deteccidn, necesarias para la amplificacion es otra de las causas por las que
las cuales no se logra obtener ningun perfil genético. En el anélisis de nuestras muestras
de estudio, la ausencia de material genético presenta una frecuencia relativa de 65.3%
(111) de ocurrencia haciéndonos pensar que esta condicion critica es una de las causantes

de este fenémeno.

Para la amplificacion exitosa de los fragmentos de ADN de cada marcador
genético molecular, se requieren de ciertas cantidades de ADN, las cuales dependeran del
Kit de amplificacién empleado, oscilando estos valores en un rango de 0.5 a 1.0 ng/pl.
Para garantizar la recuperacion de esta cantidad minima de ADN en las muestras
bioldgicas analizadas, se recurren a diferentes procesos de extraccion y purificacion; en
nuestra seccion este proceso es llevado a cabo mediante la extraccion Organica (Fenol -
Cloroformo - Alcohol isoamilico) y recientemente se ha incorporado la extraccion y
purificacion mediante Kits Comerciales, que emplean resinas para la recuperacion
méaxima de moléculas de ADN. Al tratarse las muestras de estudio, aquellas consideradas
como latentes y en las que existen altas probabilidades de dafio en el material genético,
es conveniente realizar la extraccion y purificacion del material gendmico a través del
empleo de los Kits comerciales, mas ello no siempre es posible debido a la falta de
abastecimiento de insumos y reactivos, para estos procedimientos. Una vez que se tienen
soluciones acuosas con material gendmica suspendido, se deben llevar al procedimiento
de cuantificacion. La cuantificacion es nuestra seccion es llevada a cabo mediante la
espectrofotometria, la cual nos permite determinar el espectro de absorbancia del DNA,

en un rango de 230 a 340 nm, la desventaja de esta técnica radica en la no discriminacion
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de material genémico humano y no humano, presente en la solucion; asi, mismo no nos
muestra la proporcion de material genético éptimo para los procedimientos de
amplificacion. Actualmente, la cuantificacion mediante la técnica de PCR en tiempo real
(gPCR), es uno de los procedimientos que caracterizan al ADN en forma cuantitativa y
cualitativamente, permitiéndonos conocer no solo la cantidad del ADN presente, sino la
condicion en la que éste encuentra, evidenciando los indices de fragmentacion, la
presencia de inhibidores, entre otros. Siendo este, uno de los procedimientos
recomendados para la etapa de caracterizacion cuantitativa y cualitativa de la molécula

de ADN recientemente extraida.

Ademas, se debe mencionar que si no se llega a la cantidad minima requerida
para la amplificacion pueden empelarse técnicas de concentracion de ADN para
incrementar las cantidades del mismo, pero en este tipo de muestras a veces este
procediendo se hace imposible debido a que los volimenes de elucidén son muy

reducidos, y estas técnicas requieren volumenes grandes de elucion.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, en el procedimiento de la
cuantificacion, tanto por espectrofotometria y/o qPCR, nos muestran que en 161
muestras analizadas que equivale a un 94.7%, la escasez del ADN critico en las muestras

bioldgicas es la causa por la cual no se pudo obtener un perfil genético.

La determinacion de perfiles genéticos, en muestras con caracteristicas criticas, se
deben en gran parte a la incorporacion de la técnica de la PCR, por lo que la presencia de

inhibidores que afecte cualquiera de los pasos en el desarrollo de esta técnica, es la causa
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principal por la cual no se logran obtener perfiles genéticos. En la lista de importantes
inhibidores que pueden estar presentes en este tipo de muestras tenemos a la hematina,
que paradojicamente es uno de los componentes mayoritarios presentes en la sangre, y
constituye el principal componente bioldgico recuperado en las escenas de los crimenes
sangrientos gracias a la aplicacion del reactivo del Bluestar. Seguido a este, tenemos al
acido humico, componente propio del suelo, el cual afecta el acoplamiento de la Taq
polimerasa en la etapa de elongacion; en menos frecuencia tenemos al Dithiothreitol

(DTT), el alcohol, entre otros; tal como lo sefiala Martinez (1999).

En nuestro caso no se sabe exactamente la presencia de qué inhibidor ha afectado
la obtencion de los resultados buscados. Pero en general, es la presencia de estos
inhibidores la causa de la no amplificacion del perfil genético en las muestras bioldgicas
analizadas. Se encontro frecuencias de ocurrencia en 163 muestras analizadas, haciendo

un equivalente del 95.9 %.

Un perfil genético parcial, es aquel perfil en el que no se ha logrado tipificar
todos los marcadores geneticos moleculares, incluidos en el Kit de amplificacion usado,
este suceso es comun evidenciarlo en aquellas muestras bioldgicas en las que el material

genético ha sufrido degradacion.

Como lo sefialado por Lorente, la degradacion puede darse por accion,
generalmente bacteriana, por lo que el ADN sufre fragmentacion de forma inespecifica

por causa de las nucleasas.



El andlisis de las muestras de nuestro estudio evidencia una relacién entre la
obtencidn de un perfil genético parcial y la degradacién del material genémico en un

62.2% (25).

97



98

Capitulo 5: Conclusiones y Recomendaciones.

5.1 Conclusiones.

1) La obtencion del perfil genético en las muestras bioldgicas analizadas se
relaciona positivamente en un 80.8% (210) con la presencia del ADN critico en las
muestras bioldgicas.

2) La no amplificacion del perfil genético en las muestras bioldgicas analizadas se
relaciona en un 65.3% (111) con la ausencia del ADN critico en las muestras bioldgicas.

3) La no amplificacion del perfil genético en las muestras bioldgicas analizadas se
relaciona en un 94.7% (161) con la escasez del ADN critico en las muestras bioldgicas.

4) La no amplificacion del perfil genético en las muestras biologicas analizadas se
relaciona en un 95.9 % (163) con la inhibicion del ADN critico en las muestras
bioldgicas.

5) La obtencidn de un perfil genético parcial en las muestras bioldgicas analizadas
se relaciona en un 62.2% (25) con la degradacion del ADN critico en las muestras
bioldgicas.

6) Estadisticamente (p-value: 2.2e-16) se comprobé que la condicion optima y/o
critica del ADN se relaciona con la obtencion de un perfil genético (completo,

incompleto o no amplificado).
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5.2 Recomendaciones.

1) Debido a que la obtencion de un perfil genético se relaciona con la condicion
critica del ADN presente en las muestras bioldgicas, es recomendable establecer
protocolos especificos para este tipo especial de muestras. Desde la aplicacion de las
pruebas de orientacion hasta la eleccion de la técnica de tipificacion.

2) Para disminuir las tasas de incidencia de los resultados falsos positivos, se deben
iniciar cursos de capacitacion y perfeccionamiento en la aplicacion de reactivos de alta
sensibilidad, y la correcta interpretacion de los resultados.

3) Asi mismo, al comprobar que la escasez del ADN critico en las muestras
bioldgicas tiene estrecha relacion con la no amplificacion del perfil genético, es de suma
importancia estandarizar los protocolos de extraccion y purificacion del ADN en este
tipo de muestras.

4) El uso de Kits de amplificacion de reciente tecnologia logra minorizar los efectos
de la presencia de inhibidores en este tipo de muestras, por lo que es recomendable la
incorporacion de reactivos de nueva generacion a los procedimientos seguidos en el
laboratorio.

5) Siendo las bacterias, el principal agente bioldgico; y la temperatura y la humedad,
agentes fisicos; los que se encuentran relacionados con la degradacion del ADN; se
recomienda la elaboracidn de guias e instrucciones a seguir desde la toma de muestra,

secado, embalado y envio del mismo al laboratorio de referencia.
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ANEXQOS
01 Matriz de consistencia
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES OPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA
DEFINICION
CONCEPTUAL
El ADN critico es
la molécula del
ADN que, por la DEFINICION
antigiiedad, la OPERACIONAL INDICADORES
exposicion a
inSUmos quimicos | e ApN ritico es la La cantidad del
GENERAL yloacondiciones | 1501 del ADN ADN critico se
fisicas se que, por la medira como TIPO DE
En qué medida GENERAL GENERAL enCU?”'ﬁfa antigiiedad, la ADN ausente 0 INVESTIGACION
4 qﬂ i VARIABLE deterioradooen | o ocicion a DIMENSIONES | escaso.
Ee ?:Ira::igsgiéio Determinar en qué El perfil genético INDEPENDIENTE glr:]tlign;(?es dentro insumos quimicos Descriptiva
el ADN critico de | Medida el perfil se relaciona con el del nicleo y/o a condiciones Cantidad del La calidad del
las muestras genético se relaciona | ADN criticodelas | ADN critico de las ) fisicas se encuentra ADN critico. ADN critico se Cuantitativa
biolégicas? con el ADN critico muestras muestras bioldgicas. deteriorado o en medira como
de las muestras. bioldgicas. Las muestras minimas cantidades | calidad del ADN | APN
bioldgicas son dentro de las células | critico degradado, Transversal
cualquier material | sanguineas de las ' contaminado o
de origen humano | muestras biolégicas inhibido.

y no humano
susceptible de
analisis y
conservacion.

de origen humano,
recolectadas con
pruebas de Bluestar.
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ESPECIFICOS

¢En qué medida
lano
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
ausencia de ADN
critico en
muestras
biol4gicas?

¢En qué medida
lano
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
escasez de ADN
critico en las
muestras
biol6gicas?

¢En qué medida
lano
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
inhibicion del
ADN critico en
las muestras
biolégicas?

ESPECIFIOS

1. Determinar en
qué medida la no
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
ausencia de ADN
critico en
muestras
bioldgicas.

2. Determinar en
qué medida la no
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
escasez de ADN
critico en
muestras
bioldgicas.

3. Determinar en
qué medida la no
amplificacion del
perfil genético se
relaciona con la
inhibicién del
ADN critico en
muestras
bioldgicas.

ESPECIFICOS

1. Lano
amplificacion
del perfil
genético se
relaciona con la
ausencia de
ADN critico en
muestras las
biolégicas.

2. Lano
amplificacion
del perfil
genético se
relaciona con la
escasez de
ADN critico en
las muestras
biolégicas.

3. Lano
amplificacion
del perfil
genético se
relaciona con la
inhibicién del
ADN critico en
las muestras
bioldgica.

VARIABLE
DEPENDIENTE

Perfil genético

DEFINICION
CONCEPTUAL

El perfil genético
es un patrén de
fragmentos cortos
de ADN
ordenados de
acuerdo a su
tamafio que son
caracteristicos de
cada individuo.

DEFINICION
OPERACIONAL

Perfil genético con
un conjunto de 16
marcadores
moleculares propios
de cada kit de
amplificacion que
caracterizan a cada
individuo.

DIMENSIONES

Perfil genético
parcial

Perfil genético no
amplificado

INDICADORES

El perfil
genético parcial,
serd el que
presente alelos
menos de 16
marcadores
moleculares
analizados.

El perfil
genético no
amplificado,
serd el que
presente menos
de 12
marcadores
moleculares.

DISENO DE
INVESTIGACION:

Descriptivo — Analitico

POBLACION:

Muestras biolégicas con
resultado positivo a
pruebas de Bluestar,
remitidas a la Seccién de
Biologia y Genética
Molecular, DIRCRI-
PNP, durante los 2008 al
2018 durante los afios
2008-2018.

Total: 800
Nivel de confianza:
95 %

Error admitido: 5 %

MUESTRA:

Tamarfio de muestra
calculado para poblacién
infinita: 260
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¢En qué medida
el perfil genético
parcial se
relaciona con la
degradacion del
ADN critico en
las muestras
biolégicas?

4. Determinar en
qué medida el
perfil genético
parcial se
relaciona con la
degradacion del
ADN critico en
muestras
bioldgicas.

4. El perfil

genético parcial
se relaciona con
la degradacién
del ADN critico
en las muestras
bioldgicas
remitidas.

TECNICAS E
INSTRUMENTOS
PARA LA
RECOLECCION DE
DATOS

Guia documental.

Ficha de analisis
documentario.

TECNICAS PARAEL
PROCESAMIENTO Y
ANALISIS DE DATOS

Hojas de datos-
Microsoft office Excel
para las frecuencias.

Programa estadistico R
para la prueba del Chi
cuadrado




109

02 Instrumento

FICHA DE ANALISIS DOCUMENTARIO

Datos de la Aplicacion:

Nombre de la Entidad:

Fecha de aplicacién:

Miembros de la Entidad que participaron:

Documentos revisados en la Entidad:

Tiene Se reviso

Documentos
Sl NO SI NO

Libro de registros de documentos entrantes

Libro de registros de documentos salientes

Libro de numeracion de Informes ylo
Dictamenes Periciales.

Informes y/o Dictamenes Periciales.

*En caso de NO contar con alguno de los documentos de la tabla anterior, no
contestar las preguntas que se refieren a ellos posteriormente.
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La siguiente ficha tiene por finalidad REGISTRAR INFORMACION sobre las
causas por las que no se obtiene un perfil genético o se obtienen de forma parcial;
en muestras bioldgicas con ADN critico.

Fuente de verificacion: Informes y/o Dictdmenes Periciales emitidos durante los
afios 2008-2018.

1. ¢El perfil genético se relaciona con el ADN critico de las muestras biologicas?

Sl NO

I e

2. ¢La no amplificacion del perfil genético se relaciona con la usencia del ADN
critico en las muestras bioldgicas?

Sl NO

I

3. ¢La no amplificacion del perfil genético se relaciona con la escasez del ADN
critico en las muestras bioldgicas?

si NO
[ ] [ ]

4. ¢Lano amplificacion del perfil genético se relaciona con la inhibicion del ADN
critico en las muestras biologicas?

Sl NO

I

5. ¢El perfil genético parcial se relaciona con la degradacién del ADN critico en
las muestras bioldgicas?

Sl NO

I I N
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03 Protocolo de extraccién y purificacion de ADN critico en muestras bioldgicas

(Sugerido en base al Kit DNA 1Q™ System-Promega Corporation)

Equipos:
» Baflo Maria 65y 70°C

» Estufa A40°C

REACTIVOS:
BUFFER DE INCUBACION | Volumen X N° de muestras
B. de Lisis 800 pL 140 pL
DTT 1M (estandar) 100 pL 17.5 uL
Pk (estandar) (18 mg/mL) 100 pL 17.5 uL
Total 1000 pL 175 pL
BUFFER DE INCUBACION I Volumen X N° de muestras
B. de Lisis 800 uL 90 pL
DTT 1M (estandar) 100 pL 10 uL
Total 1000 pL 100 pL

BUFFER DE LAVADO 1X (afadir al Buffer

Para 400 muestras

Para 100 muestras

2X)
Etanol 95-100 % 35 ml 15 ml
alcohol isopropilico 35ml 15ml
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PROCEDIMIENTO:
1) La muestra de 0.5 mm? aprox., colocarlo en un tubo de microcentrifuga y

adicionar 175 pL de Buffer de Incubacion | — Incubar a 70°C / 60 min.

2) Transferir el soporte con el buffer de incubacion a un tubo con canastilla,

centrifugar a 14 000 rpm / 2 min y descartar la canastilla.

3) Adicionar 7 uL de resina homogenizada, vortex - incubar a T° amb./5 min (vortex

cada 1min/3 segQ).

4) Colocar al soporte magnético y descartar el Buffer de Incubacion 1, sin remover
la resina, sacar del soporte magnético y adicionar 100 uL del Buffer de incubacién II,

vortex por 3 seg., colocar al soporte magnético y descartar el Buffer.

5) Sacar del soporte magnético y adicionar 100 pL, de Buffer de lavado 1X, vortex

por 3 seg, colocar al soporte magnético y descartar el Buffer de lavado (Lavar 3 veces).

Dejar secar la resina a 40°C/15 min, como maximo, retirar de la estufa y adicionar 50
uL de Buffer de Elusion, vortex 3 seg. — incubar a 65°C / 5 min. Vortex 3 seg. — colocar

al soporte magnético, recuperar el buffer con el ADN eluido y almacenar a -20°C.

04 Protocolo de extraccion y purificacién de ADN critico en muestras biolégicas
(Sugerido en base al Kit PrepFiler Express™ Forensic y el equipo de extraccion

automatizado de ADN AutoMate Express Forensic - The Applied Biosystems)

PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction System
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1. Si el tampon de lisis PrepFiler ™ contiene precipitado, caliente la solucion a

37°C y luego agite la botella en vértice durante 5 segundos.

2. Lleve la temperatura del agitador térmico a 70°C.

3. Prepare una nueva solucion de DTT 1.0 M disolviendo 1.54 g de Ditiotreitol

(DTT, MW 154) en 10 ml de agua libre de ADN de grado de biologia molecular.

4. Prepare una nueva solucién de lisis PrepFiler ™. Cada muestra requiere:

* 500 pL de tampon de lisis PrepFiler ™

* 5 uL de DTT 1 M recién preparada

5. Inserte una columna PrepFiler LySep ™ en un PrepFiler ™ sin bisagras tubo de
muestra (en conjunto, denominado "conjunto columna / tubo™), luego transfiera

cuidadosamente la muestra al PrepFiler LySep columna.

6. Agregue 500 pL de solucidn de lisis PrepFiler recién preparada al conjunto

columna / tubo.

7. Cierre bien la tapa del conjunto de columna / tubo.

8. Coloque el conjunto de columna / tubo en un agitador térmico, luego incubelo a

70°C y 750 rpm por 40 minutos.

AutoMate Express™ Instrument for DNA extraction

Comience la ejecucion de extraccion automatizada
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1. Confirme que ha insertado el estante del cartucho y la punta y el estante del

tubo correctamente luego cierre la puerta del instrumento.

2. Presione, luego, si esta utilizando:

PrepFiler Express™ kit — Press 1 to select the PF Express option. Presione 1 para

seleccionar la opcion PF Express.

3. Presione Inicio.

La pantalla muestra los pasos y el tiempo de ejecucidn aproximado restante.

Almacenar el ADN extraido

Al final de la ejecucidn (el instrumento emite un pitido breve y la pantalla digital

muestra "Protocolo terminado”):

1. Presione para regresar al menu principal, luego abra la puerta del instrumento.

2. Retire el estante del cartucho y la punta y el estante del tubo.

3. Retire y tape los tubos de elucién que contienen el ADN purificado.

4. Deseche adecuadamente los cartuchos de reactivos, puntas y tubos usados.

5. Cerrar la puerta del instrumento. Después de cada carrera, limpie la punta y la

rejilla del tubo segun sea necesario.



