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Pruebas de paternidad mediante ADN
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Resumen: La investigacion cientifica de la paternidad biolégica es un caso especial de la determinacion
de la relacion genética entre dos o mds individuos, con base en los principios de la herencia mendeliana
simple de los marcadores genéticos, en los que se establecen que los alelos se segregan en la meiosis de
forma independiente y discreta. En la evaluacion de las relaciones biolégicas forenses la prueba de pater-
nidad es el analisis mas comiin, en el cual los perfiles genéticos de dos individuos (o tres si la madre estd
disponible) son utilizados para comparar la probabilidad relativa de que uno de ellos sea el padre contra
la probabilidad de no estar relacionado con la ascendencia del otro individuo analizado. En este caso las
repeticiones cortas en tandem (STR) son los marcadores genéticos no ligados mas utilizados para la eva-
luacion del parentesco debido a su alto polimorfismo, y a que los resultados obtenidos, usualmente con
la aplicacion de estadisticas robustas, favorecen la determinacion de la relacion. Las repeticiones cortas
en tandem son tipicamente examinadas por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) me-
diante plataformas comerciales de miiltiples loci de repeticiones cortas en tandem, eficientes y con gran
poder de discriminacion. Esta revision describe el estado actual de las pruebas de paternidad mediante
ADN, la metodologia, el informe de los resultados y su interpretacion, para facilitar su comprension a
los profesionales relacionados de una o de otra manera con estos andlisis.

Palabras clave: Secuencias repetidas en tindem, reaccion en cadena de la polimerasa, paternidad,
perfilacion de la expresion génica, pruebas genéticas.

Abstract: Scientific study of biological paternity is a special case of genetic relationship determina-
tion between individuals, based on simple mendelian inheritance principles of genetic markers, which
establish that the alleles are segregate independently and discreetly during meiosis. The most commion
analysis of forensic biological relationships evaluation is the paternity test, which the genetic profiles
of two individuals (or three if the mother is available) are uses to compare the relative probability of
that one of them being the father against the probability of not is ancestrally related to the other analy-
zed individual. The short tandem repeats (STR) are the commonly used unlinked genetic markers for
relationship evaluation due to their high polymorphism. Besides, the results usually favor the deter-
mination of the relationship when a robust statistical analysis is applied. The short tandem repeats
analysis is typically by the polymerase chain reaction (PCR), using multiple short tandem repeats loci
on commercial platforms, which are efficient and with high discriminating power. This review describes
the current state of DNA paternity test, the methodology, the results report, and the interpretation, to
facilitate their understanding to related professionals with these types of analysis.
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1 acelerado desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha tenido un alto impacto
Een la genética humana, especialmente en la identificacién humana y, por supuesto, en
la investigacién de la paternidad biolégica. De los métodos manuales se pasé a métodos al-
tamente tecnificados y controlados que aumentaron la calidad y la velocidad de los andlisis
de los marcadores genéticos, conocidos como repeticiones cortas en tdndem (STR, del inglés
short tandem repeat), los cuales han sido empleados hace mds de dos décadas por la comunidad
cientifica genético-forense. El aumento de la demanda en los laboratorios para procesar una
alta cantidad de muestras ha impulsado a las empresas manufactureras a desarrollar, ademds
de equipos automatizados y de tltima generacién, diferentes estuches de amplificacién (mul-
tiplicacion de copias de ADN) utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, del inglés polymerase chain reaction) que involucran la tipificacién simultdnea de hasta
21 marcadores de repeticiones cortas en tdndem.

América Latina, y en especial Colombia, no es ajena a este avance tecnolégico ni tampoco a
la relevancia que ha adquirido el derecho a la identidad y el uso de la genética para la reso-
lucién de los casos civiles de filiacién. Por tal razén, se han implementado en los laboratorios
particulares y del Estado los métodos utilizados y recomendados por la comunidad cientifica
internacional para la determinacion de la paternidad. Este articulo, ademas de describir algu-
nos de los aspectos mds importantes en el anélisis genético de la paternidad, los tipos de casos
(simples o complejos) y los posibles estudios complementarios, expone paso a paso el proceso
de la realizacién de una prueba de filiacién mediante ADN, desde la toma de la muestra, pa-
sando por el andlisis técnico y terminando con el informe e interpretacién de los resultados,
para divulgar esta aplicacién de la genética forense en la resolucién de los casos de filiacién y
facilitar su comprensién a los profesionales relacionados con este proceso.

Legislacion de las pruebas
de paternidad en Colombia

El c6digo de la Infancia y la Adolescencia de Colombia (Ley 1098 de noviembre del 2006) en
el Articulo 25 establece: «Los nifios, las nifias y los adolescentes tienen derecho a tener una
identidad y a conservar los elementos que la constituyen como: el nombre, la nacionalidad y
la filiacién conformes a la ley (...)» [1]. Como parte de la identidad, la filiacién se define como
«el vinculo juridico que une a un hijo con su madre y con su padre y consiste en la relacién
de parentesco establecida por la ley entre un ascendiente y su descendiente de primer grado
(...)» [2]; sin embargo, en nuestro pais continda siendo problematico el reconocimiento del
derecho a la identidad en su componente filiacién. Entre mayo y noviembre de 2013 el La-
boratorio de Genética del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses, como
parte del cumplimiento de los requerimientos de las autoridades judiciales, reportaron un
promedio de 620 casos mensuales de filiacién [3]; ademds de los casos analizados por los
laboratorios particulares acreditados en Colombia por orden de las autoridades judiciales en
el mismo periodo de tiempo.

La Ley 45 de 1939 establece que los hijos naturales son aquellos nacidos en condiciones de
incesto, concubinato o adulterio, y en su articulo cuarto permite la investigacién de la pater-
nidad con base en los principios biolégicos. Por su parte, la Ley 75 de 1968 dicta las normas
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sobre filiacién y avala la creacién del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar; ademas, de-
termina que el reconocimiento de los hijos naturales es irrevocable y que en todos los casos de
investigacion de la paternidad se deben realizar pruebas cientificas del hijo y sus ascendien-
tes, o de terceros indispensables, que permitan reconocer las caracteristicas heredobiolégicas
semejantes entre el hijo y su presunto padre como elemento probatorio. Asi mismo, esta Ley
fortalece el recurso de la demanda para obtener el reconocimiento [4]. La Ley 721 de 2001, que
modifica la Ley 75 de 1968, respalda la implementacién de la prueba de ADN, con el uso de
los marcadores genéticos, para establecer la paternidad y, por lo tanto, la identidad biol6gica
del hijo natural; ademds, indica que la realizacién de estas pruebas estd a cargo del Estado y
que éste puede realizarlas directamente o a través de laboratorios ptblicos o privados que
estén debidamente acreditados y certificados [5].

Conceptos basicos sobre
el ADN para el estudio de la paternidad

A partir del descubrimiento de la estructura tridimensional (doble hélice) del 4cido desoxirri-
bonucleico (ADN) en 1953, su anélisis ha evolucionado hasta convertirse en una herramienta
indispensable y de rutina en muchas disciplinas, incluyendo las ciencias forenses. El ADN
es la molécula que contiene toda la informacién hereditaria necesaria para formar las células
y los tejidos, y cuya duplicacién exacta de generacién en generacién asegura la continuidad
genética y el desarrollo normal de un organismo [6,7]. Estructuralmente el ADN corresponde
a dos cadenas de un polimero lineal que giran una alrededor de la otra para formar una doble
hélice. La unidad repetida en la doble cadena corresponde al nucleétido, el cual estd formado
por tres unidades bésicas: una molécula de azdcar, la desoxirribosa, un grupo fosfato y una
base nitrogenada, que puede ser una purina, como la adenina (A) y la guanina (G), o una piri-
midina, como la timina (T) y la citosina (C). La unién del azicar a la base nitrogenada por un
enlace glucosidico constituye el nucleésido y la unién mediante un enlace fosfodiéster entre
el aztcar del nucleésido y el dcido fosférico da lugar al nucleétido.

En las células eucariotas el ADN es empaquetado alrededor de las proteinas llamadas histonas
para formar los nucleosomas, que se compactan atin mds hasta formar las fibras de cromatina,
las cuales se envuelven hasta formar los cromosomas que se encuentran en el nicleo de las célu-
las [7,8]. Este ADN nuclear constituye la dotacion genética del individuo organizada en genes.
En términos moleculares, un gen se define como la secuencia del ADN especifica para la sintesis
de un transcrito de ARN, que codifica para la secuencia de aminodcidos de una proteina parti-
cular. Las secuencias codificantes de los genes se denominan exones y se encuentran separados
por secuencias que no son codificantes, denominadas intrones, que son eliminados del ARN
mensajero después de la transcripcion, para permitir que los exones se unan y puedan servir de
molde para la sintesis de las proteinas en el proceso de traduccién [6,8].

Mis del 60% del genoma humano estd compuesto por regiones intergénicas, no codificantes que
se encuentran localizadas entre los genes y cuya funcién atn es desconocida [7,8]. La mayoria
de estas regiones estdn compuestas por elementos de ADN repetidos, que pueden encontrarse
entre otros como secuencias de ADN repetidas en tdndem. El ADN repetido en tdndem esta

formado por unidades de repeticiéon colocadas unas junto a las otras en una misma secuencia
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o regién de repeticién del ADN, y pue-

den ser de tipo: i) satélites, con repeti- S I I I
ciones en tandem de tramos largos, ii) ; ; Ronen

minisatélites, también conocidos como

. . . . ’ Unidad de repeticién 16pb
ndmero variable de repet1C10nes en tan-

dem (VNTR, del inglés variable number of
en tandem

tandem repeats), con una longitud de uni-

. —{ T T T T T T T 7T
dades repetidas de 15 a 50 pares de ba- S—
. 21 . repeticion
ses, y #ii) microsatélites, conocidos como
repeticiones cortas en tindem (STR) o Unidad de repeticién 4pb

repeticiones de secuencia simple (SSR, ¢ igura 1. Esquema de los marcadores de ADN A. Minisatélite
del inglés Simplg sequence repgat), con Y B.Microsatélite. El niimero de unidades de repeticiones en
tdndem en las regiones repetidas varfa entre los individuos,
por lo que son usados en ciencias forenses para la identifi-
de bases (ver figura 1) [8]. cacién humana.

unidades repetidas de dos a seis pares

Las variaciones en el genoma entre los individuos de una poblacién son denominados po-
limorfismos del ADN, que pueden ser de secuencia, cuando en un locus (posicién) del cro-
mosoma existe un cambio en la secuencia de nucleétidos, o de longitud, cuando difieren en
el nimero de repeticiones en tindem. Entre los polimorfismo de secuencia se encuentran los
polimorfismo de un nucleétido simple (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism), que
involucran un cambio en un tnico par de bases o una mutacién puntual, los minisatélites
(repeticiones cortas en tdindem) y los microsatélites. Para la deteccion de estos polimorfismos
se han utilizado las técnicas de la reaccién en cadena de la polimerasa y la secuenciacién del
ADN. Por su parte, los polimorfismos de longitud incluyen los minisatélites y los polimoz-
fismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLF, del inglés restriction fragment length
polymorphism); estos dltimos detectados utilizando enzimas de restriccién [6,8].

Los polimorfismos del ADN son utilizados para los estudios de mapeo genético, en los que se
denominan marcadores de ADN o marcadores genéticos. Las formas alternativas de los polimor-
fismos del ADN en un cromosoma se denominan alelos [8], los cuales son heredados uno de la
madre y otro del padre, segtin los principios de la herencia mendeliana, y pueden ser homocigotos
cuando las variaciones son las mismas o heterocigotos cuando son diferentes. La combinacién
de los alelos que hereda un individuo constituye el genotipo y el andlisis de esta combinacién en
un loci determinado del ADN se denomina perfil genético, el cual es ampliamente utilizado en
las pruebas de identificacién humana [8]. Los loci seleccionados para la tipificacién del ADN son
los selectivamente neutros, es decit, que son heredados sin conferir ningtin beneficio ni dafio a
la capacidad del individuo de reproducirse con éxito [9]. Las repeticiones cortas en tdindem mds
utilizadas en los estudios de identificacién humana son las que revelan un mayor polimorfismo
poblacional, un elevado indice de heterocigocidad y una baja frecuencia de mutaciones [10].

La evolucion del estudio
de la paternidad en las ciencias forenses

Los primeros marcadores usados fueron los polimorfismos del grupo ABO, descubiertos en
1900 [11]. Para los afios ochenta, empezaron a usarse de manera rutinaria en el andlisis de
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paternidad otros grupos sanguineos (p. ej. Lewis, Kell, Rhesus) y algunas proteinas séricas
pleomodrficas (p. €. la haptoglobina); sin embargo, mostraban poca variabilidad entre los in-
dividuos [12]. En 1985 se identificaron unas regiones de loci hipervariables denominadas mi-
nisatélites o repeticiones en tdndem de ndmero variable (VNTR) mediante la obtencién de
fragmentos de diferentes longitudes (entre 1y 20 kb) de ADN genémico que fue digerido con
enzimas de restriccién [13], los cuales fueron separados por tamafio en gel de electroforesis
y visualizados por Southern blot utilizando sondas multilocus que permitieron hibridizar
diferentes minisatélites independientes de forma simultdnea, dando como resultado patrones
multibandas hipervariables conocidos como huellas de ADN, que son especificos para cada
individuo. Estos patrones demostraron una probabilidad de coincidencia entre los individuos
muy baja (menor a 3x10™" usando una sola sonda y menor a 5x10" con dos sondas) [14], por
lo que se implementaron en las ciencias forenses para hacer identificacién humana.

A principios de la década de los noventa, utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa, se
caracterizaron las primeras secuencias de repeticiones cortas en tdndem (STR) humanas [15],
las cuales corresponden a fragmentos cortos de ADN repetidos dentro de una secuencia, cuyo
polimorfismo se debe al distinto ntimero de copias del elemento repetido que puede aparecer
en los individuos de una misma poblacién [16]. Debido a las ventajas encontradas respecto
al ntiimero variable de repeticiones en tindem (minisatélites), como el gran polimorfismo, la
mayor sensibilidad, el mayor poder de discriminacién, el andlisis simultaneo de varios loci,
el procesamiento mds rdpido y automatizado, la menor cantidad de muestra requerida, unos
costos razonables y la posibilidad de obtener mejores resultados con ADN degradado, se
introdujeron las repeticiones cortas en tdindem en el dmbito forense [17-19]. Asi mismo, gra-
cias a la capacidad de los termocicladores (equipos para el procedimiento de la reaccién en
cadena de la polimerasa) y de los equipos de andlisis (analizadores genéticos automatizados)
se logré analizar de forma simultdnea muestras de diferentes personas para la identificacion
individual [18,20].

En 1993 fueron descritos los primeros sistemas automatizados multiplex que utilizaban tecno-
logia basada en la fluorescencia, para detectar y medir las secuencias de repeticiones cortas en
tdndem amplificadas en la reaccién en cadena de la polimerasa; sin embargo, la probabilidad
de coincidencia entre individuos no relacionados era muy alta (menor que 1x10) [21]. Pos-
teriormente, se desarrollaron los sistemas multiplex que incluian el marcador del gen de la
amelogenina XY [22] para determinar el sexo de los individuos, lo que dio paso a las pruebas
multiplex de segunda generacién. Actualmente, los casos en ciencias forenses, entre ellos las
pruebas de paternidad, se realizan con diferentes estuches comerciales de secuencias de repe-
ticiones cortas en tindem multiplex que son implementados en diferentes partes del mundo
(ver tabla 1) [23] y que estdn basados en estudios poblaciones, con una probabilidad de coinci-
dencia muy baja. Asf mismo, otras fuentes de variacién genética especializadas como los mar-
cadores del cromosoma Y y el ADN mitocondrial son utilizados en las ciencias forenses [18].

Entre los principales sistemas de identificacién humana en el mundo se encuentran el sistema
de indice combinado de ADN (CODIS, del inglés combined DNA index system) del FBI (del
inglés Federal Bureau of Investigation) de los Estados Unidos, en el que se incluyen 13 repeti-
ciones cortas en tdindem y el gen de la amelogenina [24]; el conjunto de normas europeas de
loci (ESS, del inglés European standard set of loci) que incluye 12 marcadores [25], siete de ellos

MEDICINA & LABORATORIO| Volumen 20, Ntmeros 9-10, 2014. -




Moreno-Valencia SP, Pineda-Monsalve CR

en comun con el CODIS; el sistema de unidades de loci de Inglaterra, que utiliza multiplex
de segunda generacién conocida como SGM [26], que incluye 10 marcadores genéticos, ocho
de ellos compartidos con el CODIS, y el gen de la amelogenina; y el conjunto normalizado de
loci de la Organizacién Internacional de Policia Criminal (Interpol), que se recomienda para
la identificacién humana el uso de siete de los 13 loci incluidos en el CODIS y el gen de la
amelogenina (ver tabla 1) [27].

Tabla 1. Ejemplos de repeticiones cortas en taindem usadas en las pruebas de identidad humana en

el mundo

Locus Secuencia Cromosoma FBI-CODIS Conjunto de Unidades Conjunto
repetida Estados Unidos normas delocide normalizado
principal europeas deloci Inglaterra deloci dela

Interpol

TPOX AATG 2 X

D351358  AGAT 3 X X X X

FGA CTTT 4 X X X X

D55818 AGAT 5 X

CSF1PO AGAT 5 X

D75820 GATA 7 X

D851179 TATC 8 X X X X

THO1 TCAT 11 X X X X

VWA TCTA 12 X X X X

D13S317  TATC 13 X

D165539 GATA 16 X X

D18S51 GAAA 18 X X X X

D21S11 TCTA 21 X X X X

Amel - X, Y X X X

D151656 TAGA 1 X

D25441 TCTA 2 X

D10S1248 GGAA 10 X

D125391 AGAT 12 X

D2251045 ATT 22 X

D195433  AAGG 19 X

SE33 AAAG 6

D2S1338 TGCC 2

Penta D AAAGA 21
Penta E AAAGA 15
Tomado y modificado de [9,17,25,28]

Para designar el nombre de un marcador genético se utiliza la nomenclatura estdndar depen-
diendo de la localizacién en el genoma (ver tabla 1). Cuando el marcador se encuentra dentro
del gen se utiliza el nombre del gen para designarlo, por ejemplo, el marcador VWA recibe su
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nombre por el factor de von Willebrand, el gen donde se encuentra; cuando el marcador esta
por fuera del gen su nombre corresponde al cromosoma y el locus donde se encuentra, por
ejemplo, el marcador D351358 es nombrado D: por ADN, 3: por el nimero del cromosoma
donde se encuentra, S: por ser una secuencia de copia tnica, y 1358: por el orden en el que fue
encontrado, es decir, en el 1.358*¥ locus [9].

La comisién de ADN de la Sociedad Internacional de Genética Forense (ISFG, del inglés In-
ternational Society for Forensic Genetics) define la nomenclatura de los alelos de los marcadores
genéticos con base en el nimero de unidades de repeticién presentes en cada uno de ellos.
De esta manera, en un individuo que el marcador TPOX es 12/11, uno de sus alelos tiene 12
unidades repetitivas de la secuencia AATG, mientras que el otro tiene 11 [9]. La amelogenina
no es un locus de repeticiones cortas en tdindem, pero tiene dos tipos de alelos, el Xy el Y, que
permiten identificar el sexo de un individuo. La normalizacién de la nomenclatura utilizada
garantiza la reproducibilidad de los resultados [29,30].

Prueba de paternidad / maternidad
basada en ADN

La paternidad o la maternidad pueden establecerse mediante la comparacién de los perfi-
les genéticos del padre, la madre y el hijo, y en algunas ocasiones de otros familiares. En el
proceso de investigacién o impugnacién de la paternidad o la maternidad se pueden presen-
tar diferentes tipos de casos, que se clasifican técnicamente en simples y complejos segtn la
dificultad del proceso técnico del laboratorio o del cdlculo probabilistico que involucra su
resolucién [3].

Casos simples

Los casos simples estdin compuestos por el trio

presunto padre, hijo(a) y madre biolégica. Estos Presunto Madre
casos son los mds frecuentes en las pruebas de fi- padre biologica

liacién (ver figura 2).

Casos complejos Hijo

. . Figura 2. Arbol genealégico de un caso simple de
Los casos complejos normalmente se asocian a paternidad.

investigaciones de paternidad o maternidad en
ausencia de uno de los progenitores. Estos pueden resolverse de manera directa o indirecta
mediante el estudio de los familiares del presunto padre o de la madre ausente [3]. Entre los

casos Complejos se encuentran:

O Presunto padre e hijo(a): corresponde a los casos en los que no se cuenta con la madre bio-
l6gica del hijo(a) y existe la duda respecto a la paternidad.

O Presunta madre e hijo(a): estos casos son similares a los anteriores, pero la duda existe so-
bre la maternidad frente a un hijo(a).

O Restos 6seos del presunto padre, hijo(a) y madre biol6gica: la exhumacion se considera el
procedimiento ideal para determinar la paternidad cuando el presunto padre ha fallecido.
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En estos casos se estudian los restos 6seos (huesos largos o piezas dentales) del presunto
padre fallecido y las muestras de sangre de la madre biolégica y el hijo(a).

O Andlisis para determinar si dos individuos son

hermanos biolégicos: en este caso se puede de- O

terminar si dos individuos, un hijo biolégico y

. . P t d
otro dubitado (con duda), son descendientes re o hacre bm,)dg'iia
biolégicos del mismo padre y la misma madre
(ver figura 3).
O Reconstruccién del perfil genético: cuando no Hija biolégica  Hijo dubitado

es posible obtener de manera directa el perfil

enético del presunto padre e ible deter- .
& ] 1co p S oP . S post . Figura 3. Arbol geneal6gico de un caso complejo:
minar la paternidad mediante el estudio de prueba de hermanos biolégicos con el presunto
sus familiares. La conformacién de los grupos ~ padre fallecido.

familiares a estudiar, en orden de prelacién, es:

® Presuntos abuelos paternos, hijo(a) y ma- O

dre bioldgica: en este caso se realiza la

Presunto abuelo Presunta abuela
. . . t t
prueba de abuelidad, donde la investiga- "™ patemna
ci6én determina si uno de los hijos de una O
pareja de abuelos puede ser el padre biolé- Presunto padre bl
gico del hijo(a) dubitado (ver figura 4).
® Hijos biolégicos (preferiblemente minimo Hijo
tres) del presunto padre fallecido o desa- Figura 4. Arbol genealégico de un caso comple-

. L. jo: prueba de abuelidad con el presunto padre
parecido, la(s) madre(s) biolégica(s) de esos ]faugcidoh P P

hijos reconocidos, el hijo(a) no reconocido y

su madre biolégica: estos andlisis permiten deducir el perfil genético del presunto padre
a partir de los perfiles de sus hijos biol6gicos reconocidos, para luego establecer si dicho
perfil es 0 no compatible genéticamente con el del hijo no reconocido (ver figura 5).

) O

Madre Presunto padre fallecido Madre
bioldgica 1 bioldgica 2

Hijos biolégicos reconocidos Hijo

Figura 5. Arbol genealégico de un caso complejo: reconstruccién de perfil genético a partir de los hijos biolégicos
reconocidos del presunto padre fallecido.

B Hermanos biolégicos (minimo tres) del presunto padre fallecido o desaparecido, uno de
los presuntos abuelos paternos, el hijo(a) no reconocido y su madre bioldgica: en este caso
se trata de deducir el perfil genético del padre o de la madre biolégica del presunto padre
fallecido o desaparecido, es decir, del abuelo o la abuela, a partir de los hermanos biolégi-
cos de éste, para posteriormente determinar si uno de los hijos de la pareja de abuelos es
compatible con la paternidad biol6gica del hijo(a) no reconocido (ver figura 6).
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Presuntos abuelos paternos
uno vivo y el otro fallecido

O

Presuntos tios paternos Presunto padre Madre bioldgica
fallecido

Hijo

Figura 6. Arbol genealégico de caso complejo: reconstruccién de perfil genético a partir de familiares directos
del presunto padre fallecido.

Es importante precisar que cada caso es tinico y que la posibilidad de obtener el perfil genéti-
co del presunto padre fallecido o desaparecido estd determinada por la constitucién genética,
el nimero de individuos estudiados y el nimero de marcadores disponibles para ser utili-
zados. Esta es una de las razones por la cual algunas veces no es posible llegar a resultados
concluyentes con las pruebas de ADN [3].

Estudios complementarios
para determinar relaciones de parentesco

Para el establecimiento del parentesco es posible utilizar otras herramientas de la genética
como los marcadores sobre cromosomas sexuales y el estudio del ADN mitocondrial, las cua-
les apoyan el fallo en los procesos de investigacién e impugnacién de paternidad o materni-
dad, especialmente cuando debido a aspectos de caracter técnico-cientifico no es posible con
los familiares disponibles realizar la prueba con marcadores de ADN en autosomas o alcanzar
el porcentaje de probabilidad establecido por la Ley; sin embargo, es necesario tener en cuenta
que estos andlisis inicamente permiten determinar si las personas estudiadas comparten el
linaje paterno o el linaje materno [3].

» Marcadores del cromosoma Y

El cromosoma Y representa especificamente la contribucién paterna al genoma del hijo varén
[31]. En condiciones normales estd presente en el hombre y no en la mujer, y determina la mas-
culinidad, especificando el desarrollo de los testiculos durante la embriogénesis temprana; lo
que significa que su herencia es patrilineal [32]. La mayoria del material genético en el cro-
mosoma Y no sufre recombinacién durante la meiosis y se transmite de los padres a los hijos
sin ningun cambio [30,32]. Este cromosoma posee secuencias de repeticién cortas en tdindem
dispersas por toda su extensién, que son igual de polimoérficas que sus homélogos autosémi-
cos [33,34]; 1o que permite que sean marcadores del ADN de gran utilidad.

Las reglas para la nomenclatura de los alelos del cromosoma Y siguen los mismos princi-
pios que las repeticiones cortas en tdndem autosémicas [35]. Los principales marcadores del
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cromosoma Y son DYS19, DYS385, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS438 y DYS439, los cuales estdn incluidos en las bases de datos internacionales y en los
estuches comerciales utilizados en el &mbito forense [36].

La comparacién de los marcadores genéticos del cromosoma Y permite establecer la filiacién
entre los individuos del sexo masculino relacionados por linea paterna (ver figura 7) y cons-
tituyen una herramienta complementaria cuando no se cuenta con el presunto padre, pero se
cuenta con sus familiares paternos varones y el supuesto hijo es varén; ademds, es de gran uti-
lidad para la exclusién atin en ausencia de la madre del hijo cuya paternidad se disputa [31].
Cuando la comparacién entre los marcadores de repeticiones cortas en tindem del cromoso-
ma Y del presunto padre y del hijo muestra exclusiones en tres 0 mds marcadores, se excluye
la paternidad con mayor probabilidad que con las repeticiones cortas en tindem autosémicas
e independientemente del resultado de estos [37].

Figura 7. Arbol genealdgico de la herencia patrilineal del cromosoma Y. Los cuadros representan los hombres y
los circulos las mujeres. Y= cromosoma Y.

En todas las no exclusiones de la paternidad, se haya o no tipificado a la madre, los mar-
cadores del cromosoma Y son un excelente complemento de las pruebas con repeticiones
cortas en tdndem autosémicas [31]; sin embargo, a diferencia del andlisis del ADN auto-
sémico, en el que dnicamente se encuentra un individuo con el mismo perfil genético de
otro en el caso de los gemelos idénticos; en el andlisis del cromosoma Y se encuentran los
mismos marcadores del ADN en todos los familiares masculinos (hermanos, hijos, padre,
tios paternos y abuelo paterno, entre otros) del individuo considerado como el presunto
padre [32].

Recientemente se han incorporado en el mercado nuevos estuches para la identificacién
de marcadores del cromosoma Y, como el PowerPlex® Y23 System (Promega Corpora-
tion, Wisconsin, Estados Unidos) y Yfiler® Plus (Applied Biosystems, California, Estados
Unidos), que incluyen loci de repeticiones cortas en tdindem del cromosoma Y de répida
mutacién (RM Y-STR, del inglés rapidly mutating Y-STR), los cuales poseen una tasa de
mutacién superior, y por tanto, permiten obtener una mayor discriminacién entre los in-
dividuos de sexo masculino estrechamente emparentados y establecer relaciones paterna-
les desconocidas [38-41].
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= ADN mitocondrial

Si bien la gran mayoria del ADN se encuentra en el ntcleo, una parte estd en las mitocon-
drias, el cual se denomina ADN mitocondrial (ADNmt) y se encuentra localizado al interior
de la mitocondria en la regién conocida como matriz en el citoplasma celular. Este ADN es
una molécula circular de doble cadena, con 16.569 pares de bases en circunferencia que co-
difican para 13 protefnas que participan en la fosforilacién oxidativa, dos ARN ribosomales
y 22 ARN de transferencia. El ADN mitocondrial se hereda por via materna, es decir, son las
madres quienes lo transmiten a sus descendientes, sin que exista ninguna recombinacién con
el ADN mitocondrial del padre. La transmisién por via materna favorece y complementa la
realizacién de estudios de identificacién y de relacién familiar, pero no es ttil para establecer
la paternidad, ya que al heredarse sélo de la madre, permite establecer inicamente la relacién
matrilineal [30,42]. El ADN mitocondrial no posee repeticiones cortas en tdindem, pero posee
una region no codificante de aproximadamente 1.100 pares de bases de longitud denominada
regién de control o regién del bucle-D, donde la mayor variabilidad de secuencia entre los
individuos se encuentra en dos segmentos especificos: la region hipervariable-1 (HV1) y la
region hipervariable-2 (HV2), y corresponden a mutaciones puntuales que no alteran la lon-
gitud del ADN [9,42,43].

La secuencia obtenida de la muestra de un individuo particular es comparada con las secuen-
cia de un ADN mitocondrial de referencia, denominada secuencia de referencia de Cambrid-
ge revisada (rCRS, del inglés revised Cambridge reference sequence), para determinar el sitio y el
nucleétido en el que difieren [42]. De esta manera, si en el sitio 73 de la regién hipervariable-2,
la secuencia de referencia tiene una adenina y el individuo en estudio una guanina, esta se-
cuencia de ADN mitocondrial se denomina 73 G [42]. Cuando no se puede determinar cudl de
los cuatro nucleétidos se encuentra en un sitio particular, se nombra dicha posicién seguida
de la letra «N» (p. €j. 16125N) [44]. Las inserciones se describen por el sitio de la insercién se-
guido de un punto decimal y un «1» (para la primera insercién), un «2» (si existe una segunda
insercién) y asf sucesivamente, y luego por el nucleétido insertado (p. €j. la insercién de una
citosina en el sitio 315 se denomina 315.1 C) [42]. Las deleciones se registran especificando el
sitio faltante seguido de «DEL», «del» o «-«(por ejemplo 220del). Las mezclas heteropldsmi-
cas, es decir, cuando existe mds de un tipo de ADN mitocondrial en un mismo individuo, que
difieren en una tnica base, se representan por una «R» si la mezcla es de una adenina y una
guanina o por una «Y» si la mezcla es de una citosina y una timina [44].

La comparacién de las secuencias de las regiones hipervariables entre hermanos y todos los
parientes maternos, masculinos y femeninos, permite establecer su filiacién (verfigura 8). Si
las secuencias son las mismas no se excluyen y las muestras son procedentes del mismo linaje
materno, pero si difieren en un tnico nucleétido y no hay evidencia de heteroplasmia los
resultados no son concluyentes. Por su parte, si existe diferencia en dos o mas nucleétidos
las muestras son excluidas [45]. El ADN mitocondrial es ideal para el anélisis de los pelos sin
bulbo, los restos 6seos en gran estado de descomposicién o muy antiguos y los vestigios en
los que no sea posible encontrar el ADN nuclear, debido a la degradacién producida por las
condiciones ambientales [30,42,43].

Actualmente se utilizan otros marcadores de variacién genética, como los polimorfismos de
insercién - delecién (indels) y las repeticiones cortas en tdindem del cromosoma X, los cuales
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disponen de una amplia base de datos poblacional para la identificacién humana. Los indels
son polimorfismos de longitud creados por inserciones o deleciones de uno o més nucleéti-
dos, que se encuentran tanto en el cromosoma X como en los autosomas y el cromosoma Y, y
para los cuales se han desarrollado ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa mdltiple
que permiten su identificacién con alta heterocigosidad entre los distintos grupos poblacio-
nales y gran poder de discriminacién (mayor o igual a 99,99%) [46,47]. Por otro lado, se han
descrito hasta 36 marcadores diferentes de repeticiones cortas en tdndem del cromosoma X,
que presentan una tasa de mutacién comparable a la de los marcadores autosémicos y del
cromosoma Y, y que permiten establecer la paternidad o la maternidad con una probabilidad
mayor o igual al 99,99% [48].

Figura 8. Arbol genealdgico de la herencia matrilineal de ADN mitocondrial. Los cuadros representan los hom-
bres y los circulos las mujeres. M= ADN mitocondrial.

Proceso para la realizacion
de una prueba de ADN

Toma de muestra

En esta etapa del proceso los usuarios deben presentar el documento de identificacién ori-
ginal y copia. Se explica a la persona el procedimiento para la toma de la muestra y la rea-
lizacién de la prueba del ADN, se diligencia el consentimiento informado y se firma por el
usuario. Se toman las huellas dactilares del indice y pulgar derecho y una fotografia del grupo
de personas presentes para el andlisis. Posteriormente, se marca la tarjeta FTA™ (del inglés
Flinders Technology Associates) con el nombre del individuo al que se le va a tomar la muestra,
la fecha del procedimiento, el cédigo de identificacién de la muestra y las iniciales de quien
va a tomar la muestra. Luego, se realiza una puncién en uno de los dedos de la persona, se de-
positan algunas gotas de sangre en la tarjeta FTA™ y se deja secar. Este procedimiento se lleva
a cabo con cada uno de los integrantes del grupo de andlisis. Una vez terminado el proceso,
las muestras y los registros se almacenan manteniendo siempre la cadena de custodia [49].

La prueba de ADN se puede realizar a partir de cualquier tipo de muestra biolégica que con-
tenga células nucleadas (saliva, semen, liquido amniético, restos dseos, entre otros), pero se
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prefiere la muestra de sangre por ser la mds facil de tomar, conservar y procesar, y por su alto
contenido de ADN. Las muestras a partir de las cuales no se puede realizar una prueba de pa-
ternidad son las cenizas finebres, los tejidos conservados en formol y los cabellos cortados [3].

Procesamiento y analisis en el laboratorio
= Extraccién del ADN

La extraccién del ADN corresponde a la Papel FTA
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0
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ta FTA™ y es colocada en un vial para ser Figura 9. Esquema de la extraccién de ADN con las
lavada con el reactivo de purificacién FTA,  tarjetas FTA™

el cual elimina el grupo heme y otras protei-

nas y lfpidos asociados al ADN, para purificar el ADN unido a la matriz. Posteriormente, el
sobrenadante es eliminado y la porcién de la muestra purificada es llevada directamente a la
reaccion en cadena de la polimerasa (ver figura 9) [51].

= Amplificacién de los marcadores genéticos

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica que permite obtener millones de copias
de una regién especifica del ADN en poco tiempo. Para esto, se incluye una enzima ADN
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polimerasa que sintetiza nuevo ADN a partir de dos cebadores o iniciadores (del inglés prim-
ers), que son secuencias cortas de ADN (entre seis y 40 nucleétidos) complementarias a los
extremos del fragmento que se desea amplificar, utilizando como sustratos los cuatro desoxi-
rribonucleétidos trifosfato (ANTP) [51]. Para la amplificacién del ADN purificado de la tarjeta
FTA™ se adiciona al vial de amplificacién que contiene la porcién de la muestra el tampén TE
(Tris 10 mM, pH 8,0), se descarta y se deja secar. Posteriormente, se adiciona la mezcla de la
reaccién en cadena de la polimerasa que contiene la Taq polimerasa (enzima ADN polimera-
sa), los desoxirribonucleétidos trifosfato, los cebadores (un par por cada marcador de ADN),
soluciones tampén y sales de magnesio a concentraciones determinadas, y se amplifica du-
rante aproximadamente 25 ciclos [52].

Actualmente existen disponibles estuches comerciales para la amplificacién y deteccién de
multiples marcadores de ADN de forma simultdnea a partir de las tarjetas FTA™, los cuales
utilizan un cebador marcado con fluorescencia por cada par de cebadores de un marca-
dor genético. De esta manera, la posicién del par de cebadores en la secuencia blanco y la
distancia que existe entre ellos determinan el tamafio del fragmento de ADN que se va a
amplificar y cada producto de ADN amplificado es marcado fluorescentemente con colores
diferentes que son detectados cuando se excitan con luz a una determinada longitud de
onda. Estas caracteristicas permiten diferenciar un marcador de ADN de otro por el color
de la fluorescencia que emiten, aun cuando poseen el mismo niimero de repeticiones cortas
en tdndem [51,53].

=Electroforesis capilar

Los productos de ADN de la reaccién en cadena de la polimerasa son colocados en un
analizador genético, que consiste en un sistema de electroforesis capilar y deteccién de fluo-
rescencia inducida por ldser a diferentes longitudes de onda, el cual permite separar por
tamarfio y detectar la fluorescencia de cada uno de los fragmentos amplificados. El software
almacena y analiza la informacién de la migracién en la electroforesis capilar, que corres-
ponde al tamafio, y de la luz visible emitida por cada producto de ADN marcado, para
determinar y diferenciar las secuencias cortas en tdindem presentes [54]. La informacién
obtenida es convertida en un electroferograma, es decir, un grafico que representa la canti-
dad relativa de fluorescencia para cada marcador fluorescente, contra el tiempo, entendido
como el tamario del fragmento de ADN. El conjunto de graficos obtenidos forma un mapa
de marcadores de ADN [54,55], correspondiente al perfil genético del individuo analizado
(ver figura 10).

Los resultados del perfil genético se expresan en términos del nombre de cada marcador
seguido del niimero de repeticiones encontradas en el primer y el segundo alelo separados
por una barra inclinada. De esta manera, si el individuo en el electroferograma presenta dos
picos en un marcador especifico indica que tiene un genotipo heterocigoto y el ndmero de
repeticiones para cada alelo debe ser reportado (p. j. D351358 15/16). Por su parte, si el
individuo presenta un solo pico significa que tiene igual ntimero de repeticiones en ambos
alelos, es decir, es homocigoto para el marcador analizado, y en este caso el mismo ndmero
de repeticiones es reportado en los dos alelos (p. ej. Penta D 13/13).
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Figura 10. Electroferograma del perfil genético de un individuo del sexo femenino. En la parte superior de
cada carril se encuentra el tamario en nucleétidos (en pares de bases) y el nombre de los marcadores genéticos
en los recuadros grises. Para este caso se presentan 17 marcadores de repeticiones cortas en tindem autosémi-
cas (D351358, THD1, D21511, D18S51, Penta E, D6S818, D13S317, D75820, D165539, CSF1PO, Penta D, VWA,
D851179, TPOX, FGA, D195433, D251338) y el marcador de sexo amelogenina (Amel). Los picos corresponden a
los alelos del individuo para cada marcador y debajo de cada pico se indica el nimero de unidades de repeticién
en el alelo. Para Amel se observa un sélo pico “X” que indica que el individuo es una mujer (XX).

» Andlisis estadistico

Los perfiles genéticos obtenidos en el grupo de individuos analizados son comparados para
determinar si existe 0 no una relacién biolégica entre ellos. De esta comparacién se pueden
obtener tres tipos de resultados:

B Exclusién de la paternidad: cuando tres o mas alelos analizados en la prueba de paternidad
no se comparten entre el hijo(a) y el presunto padre. En la tabla 2 se presenta un ejemplo
de exclusién de la paternidad. La primera columna especifica los marcadores de secuencias
cortas en tdindem analizados durante el estudio. En la segunda, tercera y cuarta columna se
describen los resultados obtenidos de cada uno de los marcadores analizados en la madre, el
hijo(a) y el presunto padre, respectivamente. En la quinta columna se incluye el alelo paterno
obligado (APO), que corresponde a la informacién genética que debe tener el padre biol6gico
del hijo en cuestién, deducido a partir de la informacién genética que el hijo hered6 de la ma-
dre. En la dltima columna se incluye la informacién de “No exclusién”, definida a partir de la
compatibilidad entre el alelo paterno obligado y el presunto padre, y la “Exclusién paterna”,
correspondiente a la incompatibilidad entre el alelo paterno obligado y el presunto padre.

En el caso presentado en la tabla 2, por ejemplo, para el marcador D16S539 el hijo tiene un
genotipo 11/12. Partiendo de que la madre para este mismo marcador posee un genotipo
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10/12, se deduce que aport6 al hijo el alelo de 12 repeticiones y por lo tanto, el padre el de 11
repeticiones. Al comparar el alelo paterno obligado para este marcador con el genotipo del
presunto padre (D165539 11/13), se encuentra compatibilidad en el alelo 11 y por ende no hay
exclusién. Por su parte, para el marcador D18S51 el hijo tiene un genotipo 19/21 y la madre
19/22; de esta manera, se asume que la madre aporté el alelo 19 y por consiguiente, el alelo
paterno obligado es el alelo 21. Dado que este alelo no se encuentra presente en el presunto
padre (D18S51 13/15) hay exclusién paterna para este marcador.

Tabla 2. Genotipos de una prueba de paternidad trio con exclusion de la paternidad

Marcador de repeticiones . Presunto Alelo paterno .

cortas en tandem (STR) Madre  Hijo(@ padre obligado (APO) Faternidad
D165539 10/ 12 1/12 1/13 11 No exclusién
D18S51 19 /22 19 /21 13 /15 21 Exclusién paterna
D21511 28 / 29 29 /312 30/322 312 Exclusién paterna
D351358 15 / 15 15 / 15 15/ 17 15 No exclusién
D75820 10 / 11 1 /11 10 / 12 1 Exclusién paterna
D8S1179 13/14 11/13 12/ 16 1 Exclusién paterna
TPOX 9/9 9/11 8/8 11 Exclusién paterna
VWA 13/ 16 16 / 17 18 / 18 17 Exclusién paterna
Penta E 10/ 12 12/ 14 7 /14 14 No exclusién
Penta D 9/9 22 /9 10 / 12 2,2 Exclusién paterna

La misma légica se aplica para todos los marcadores genéticos evaluados, para confirmar la
exclusién de la paternidad. En este caso el andlisis completo de los 10 marcadores demostré
mads de tres exclusiones (ver tabla 2) y en consecuencia, no existe la probabilidad de que sea el
padre biolégico. El resultado de la prueba se reporta indicando el nombre del presunto padre,
el ndmero de exclusiones encontradas y el nombre del hijo(a), seguido de la conclusién de la
exclusion de la paternidad. El resultado para el caso presentado en la tabla 2 se reporta:

Analisis de la paternidad: El sefior XXXXX dado el hallazgo de siete exclusiones no es posible que
sea el padre biolégico de XXXXX.

CONCLUSION: SE EXCLUYE LA PATERNIDAD
Resultado Verificado*

* En los casos de exclusion de la paternidad se debe repetir el procesamiento de las muestras del hijo(a) y el

presunto padre desde la extraccion, para confirmar las exclusiones [49].

B No exclusién de la paternidad: cuando entre el hijo(a) y el presunto padre se comparte la
informacién de los marcadores genéticos analizados. En la tabla 3 se presenta un ejemplo
de no exclusién de la paternidad. El andlisis de la “exclusién” y la “no exclusién paterna”
para el total de marcadores analizados se realiza como se describié para el caso anterior.
Ademas de la informacién de las columnas ya especificadas, se incluyen los parametros
estadisticos de indice de paternidad (IP) y de probabilidad (W).
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