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RESUMEN

Hasta hace poco, la identificacion de los restos de las personas desaparecidas se basaban en comparar la informacion que se tenia de esas
personas antes y después de la desaparicion o la catastrofe. Hoy en dia se ha introducido el analisis del ADN para la completa y fiable iden-
tidad de dichas personas. La variabilidad del genoma y la identificacion de esa variabilidad a través del estudio de diversos polimorfismos
(RFLP, SNP, etc) hacen que cada individuo se pueda separar de su semejante con un alto grado de fiabilidad (997999 %) y al mismo tiempo se
puede seguir su linaje. Estas técnicas han sido sometidas a procesos de validacion y estan altamente automatizadas. El sistema «AmpFISTR®
Identifiler™ PCR Amplification Kit» junto con el equipo «ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer» de Applied Biosystems permiten la identi-
ficacion de 15 loci mas un marcador de sexo (amelogenina). El sistema CODIS esta constituido por 13 STRs de los 15 que analiza este kit.
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Medical identification: genetic fingerprint

SUMMARY

Until recently the identification of human remains was based on comparing the data available of the missing persons before and after their
disappearance or the disaster. Nowadays DNA analysis allows complete and reliable identification. The variability of the genome and the
identification of that variability through the study of different polymorphisms (RFLP, SNP, etc) facilitate the differentiation of individuals
with a high degree of reliability (99.999 %) and simultaneously follow their lineage. These techniques have been validated and are highly
automated. The system «AmpFISTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit», together with the «ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer» of Ap-
plied Biosystems, allows the identification of 15 loci and one sex marker (amelogenin). The CODIS system is integrated by 13 STRs among

the 15 analyzed by this Kit.

KEY WORDS: DNA polymorphisms, STR, AmpFISTR, Genetic fingerprint.

El anélisis de ADN para la identificacién de evidencias huma-
nas en el campo forense se hizo popular a partir de mediados de
la década de los 90. Se analizan pequefias regiones o trozos de la
secuencia del ADN que se encuentran repetidos y dispersos por todo
el genomat. Al ser tan pequefias estan libres de artefactos como la
presencia de dimeros entre las bases nitrogenadas o alteraciones de
la hélice del ADN en ese tramo, por ejemplo, lo que minimiza los
errores de lectura al copiarse, son faciles de amplificar y estan poco
degradadas aunque la muestra sea mala o escasa. Ademas son re-
giones de ADN ampliamente polimdrficas, por lo que varian de un
individuo a otro haciendo muy dificil su coincidencia y no estan
relacionadas con patologias, 1o que elimina susceptibilidades a la
hora de establecer un perfil genético.

El ADN o &cido desoxirribonucleico se encuentra fundamental-
mente en el nlcleo de las células eucariontes. También se puede
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hallar ADN en el interior de las mitocondrias, en los cloroplastos de
las células vegetales y en el citoplasma de las células procariotas.
Asimismo podemos encontrar acidos nucleicos de origen viral?.

Podemos clasificar el ADN en:

1. Genes que codifican proteinas y se transcriben a ARN men-
sajeros.

2. Genes que transcriben ARN mensajero y transferente.

3. Genoma no codificante: DNA repetido, DNA espaciador y
pseudogenes.

El genoma? es el conjunto total de material genético hereditario
presente en una célula. La parte codificante del genoma, incluida en
los genes, posee la informacién necesaria para dar lugar a los pro-
ductos génicos: los RNAs y las proteinas que son los responsables
de toda la actividad celular, de sus caracteristicas morfoldgicas y de
muchas de las claves del comportamiento de un organismo, desde
la embriogénesis a su crecimiento, maduracion fisica e intelectual,
estado adulto, reproduccion y todas sus funciones metabdlicas y ac-
tividades fisiologicas.

El ADN gendémico nuclear es una entidad altamente variable.
Esta diversidad es responsable de fenémenos como la evolucién de
las especies y, dentro de una misma especie, de la presencia de car-
acteristicas diferenciales para cada individuo, Gnicas e irrepetibles.

La variabilidad genética se observa en variaciones en la secuen-
cia del genoma producidas por diferentes mecanismos. Estas varia-
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ciones afectan tanto a regiones codificantes como a las no codifi-
cantes del genoma. En ambos casos pueden consistir en la variacion
de un solo par de bases del ADN o de varios pares de bases. A su
vez, cualquier variacion puede tener lugar en las células reproduc-
toras, con lo que serd transmitido a la descendencia, o bien se puede
producir en células somaticas, sin repercusion en la descendencia
(como los polimorfismos que ocurren en la mayoria de los canceres).

Hoy en dia polimorfismo?® se define como la existencia simul-
tanea de una poblacién de genomas con distintos alelos para un locus
determinado. Un polimorfismo es considerado como tal cuando su
frecuencia en la poblacidn es superior al 1 %. Los alelos son variac-
iones de la secuencia de ADN presente en un locus. Un locus es una
posicion definida en un cromosoma. Consecuentemente, en una cé-
lula diploide (dotacion doble de ADN; ejemplo: paterno y materno)
cada locus estd ocupado por dos alelos, uno de origen paterno y otro
de origen materno. Por lo tanto, individuos heterocigotos para un lo-
cus concreto seran aquellos que muestran dos alelos con diferentes
secuencias en ese locus, e individuos homocigotos seran aquellos que
han heredado el mismo alelo (misma secuencia) de cada progenitor.

Como todo polimorfismo es el reflejo del genotipo de los in-
dividuos, surge el concepto de individualidad genética, entendida
como la presencia en todo individuo de un genoma con una secuen-
cia caracteristica y Unica para ese individuo. Dentro de una misma
especie, en este caso la humana, la huella genética trata de determi-
nar la individualidad genética analizando polimorfismos, que pu-
eden ser fisiol6gicos o normales y patoldgicos.

MECANISMOS IMPLICADOS EN LA VARIABILIDAD
GENETICA

Son varios los mecanismos que producen variabilidad genética y
normalmente no acttian por separado. Acttan desde la morfogénesis
y durante toda la vida del individuo®*. La causa Ultima del polimor-
fismo es la existencia de mutaciones en el ADN.

CONSECUENCIAS FUNCIONALES DEL
POLIMORFISMO?

El polimorfismo puede tener distinta transcendencia desde el
punto de vista funcional, dependiendo de la regién de ADN a la que
afecte.

1. Polimorfismos en regiones génicas codificantes

De la parte codificante del genoma humano (de 20.000 a 25.000
genes segun el estudio del genoma humano) se cree que unas tres
cuartas partes son genes monomorfos, esto es, genes Unicos compar-
tidos sin variacion por todos los individuos. Son el genoma comdn
de la especie humana. La cuarta parte restante son polimorfos y sus
variaciones determinan el polimorfismo génico.

2. Polimorfismos en regiones génicas no codificantes
Existen regiones dentro de los genes que no se traducen en su

producto génico. Aunque este polimorfismo no afecte a la secuencia
de la proteina, si puede afectar a su expresion.
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3. Polimorfismos en regiones no génicas

No tienen efecto en el fenotiopo. Sin embargo si son de interés
para la identificacion genética de individuos.

4. Polimorfismos en el genoma mitocondrial

En el genoma mitocondrial> mas del 93 % de la molécula del
ADNmt es codificante. Ademas, el ADNmt es marcador de linaje
puesto que las mitocondrias son heredadas por via materna.

APLICACIONES DE LOS POLIMORFISMOS DE ADN

1. Los polimorfismos del ADN que no tienen efecto fenotipico
se utilizan para la comprobacion de la identidad (huella gené-
tica).

2. Los polimorfismos que tienen una contribucion minima o
leve a la susceptibilidad frente a ciertos procesos patolégicos
poseen interés médico especialmente en la prevencion de en-
fermedades complejas.

3. Y los polimorfismos que desempefian un papel directo en la
aparicion de una patologia son de interés para establecer un
diagnostico o un seguimiento de la enfermedad del paciente,
asi como para el estudio de los mecanismos moleculares de
la enfermedad.

¢COMO SE HACE LA HUELLA GENETICA?

Desde la correcta recepcion de la muestra hasta la elaboracién
del informe médico-legal, el proceso consta de una serie de etapas.

1. Extraccion del ADN

De cualquier muestra orgénica se puede extraer ADN: de un
resto humano como un diente, pelo, sangre, saliva, semen, etc. En
nuestro caso, y como método méas comodo y seguro de almacenar
vestigios bioldgicos para determinacion a posteriori de ADN, se uti-
lizan muestras de sangre recogidas en unas tarjetas tratadas con una
quimica especial. Las FTA® Cards de Whatman® son unas tarjetas
que estan impregnadas con una formula quimica patentada que lisa
las membranas celulares y desnaturaliza las proteinas al contacto.
Los acidos nucleicos quedan fisicamente atrapados, inmovilizados
y estabilizados para que puedan ser almacenados a temperatura am-
biente. Las FTA’s protegen a los &cidos nucleicos de las nucleasas,
de la oxidacion, del dafio de las radiaciones UV y de ataques de
microbios y hongos. Los patégenos infecciosos quedan inactivados
por contacto con las FTA’s. Los acidos nucleicos quedan estabiliza-
dos durante afios.

Nuestras muestras se recogen en la Unidad de Identificacion
Sanitaria dentro del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hos-
pital Central de la Defensa «Gomez Ulla»de Madrid, en tarjetas
«Gene Storage Matrix™» que estan personalizadas para el Min-
isterio de Defensa. Estas se fabrican en entorno GMP sala blanca
10,000/100,000 bajo estandares 1S09001:2002 y aprobado por FDA
para dispositivos médicos de Clase I11. Son de Control Biogen, S. L..
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De las tarjetas se extrae un disco de 2 mm de los cuales se puede
conseguir entre 10 y 30 ng de ADN. Sobre el ADN de este disco se
aplica la amplificacion de las secuencias que vamos a identificar
para establecer el perfil genético.

2. Cuantificacion del ADN

Cuando las muestras no se han recogido en soportes tipo FTA, es
conveniente hacer una cuantificacion del ADN obtenido.

En nuestro laboratorio la cuantificacion se lleva a cabo mediante
una reaccion de PCR a tiempo real. Se realiza una curva patron de
referencia sobre la que se va a extrapolar la concentracion de ADN
de la muestra. Para que la cuantificacion sea éptima se deben tener
en cuenta una serie de valores de la prueba (pendiente de la curva
patrén, R2, linea basal, ruido de inicio,...)° ES un paso importante
ya que se necesita saber con qué cantidad de ADN se esta trabajando
afin de que las posteriores reacciones de PCR y andlisis de fragmen-
tos salgan bien.

3. Amplificacion del ADN

La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica
de amplificacion in vitro de pequefios segmentos de ADN con la
que a partir de una Unica copia de ADN podemos obtener millones
de copias. Los cebadores o primers empleados estan marcados con
diferentes fluorocromos (6-FAM™, VIC® , NED™, PET®) para
obtener fragmentos marcados. EI «<AmpFISTR® Identifiler™ PCR
Amplification Kit» proporciona primers para amplificar 16 STR que
son coamplificados en un mismo tubo para cada muestras-1°.

4. Andlisis de secuencias de ADN

Los polimorfismos que podemos analizar son de distintos
tipos®11.12;

« Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP).

« Polimorfismos en el nimero de repeticiones en tindem (VNTR
y STR).

« Polimorfismos de secuencia (SNP).

En el caso de la huella genética se detectan y analizan STR™.
Los STR o microsatélites aparecen en el ADN no codificante re-
petitivo?4. Son repeticiones de secuencias de entre 1 y 7 pares de
bases colocados en tdndem. Son altamente polimorficos y de her-
encia mendeliana simple. Las grandes ventajas de los STR son su
estabilidad y la posibilidad de PCR multiplex con las que se puede
amplificar varios loci microsatélite simultaneamente a partir de una
muestra mindscula. El polimorfismo STR, entre dos individuos y/o
entre los dos alelos de un mismo individuo, surge porque el nimero
de repeticiones que forma cada alelo no es el mismo.

El andlisis de fragmentos se realiza mediante una electrofore-
sis, que en este caso es capilar y automatica, en la que un laser nos
identifica los fragmentos que hemos obtenido de cada muestra en
la amplificacion. La electroforesis capilar la llevamos a cabo en el
3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems®. Los datos son anal-
izados con el software GeneMapper® (Applied Biosystems®). Estos
datos se muestran en un electroferograma de picos correspondientes

a cada STR. El conjunto de los STR nos dara el perfil genético de
la muestra. En Estados Unidos se basan en un total de 13 loci para
determinar un perfil genético individual. Alli, la informacién de es-
tos perfiles se encuentra almacenada en bases de datos de ADN tales
como el CODIS (Combined DNA Index System). El sistema bri-
tanico utiliza bases de datos con perfiles de ADN de STR de 10 loci
(NDNAD). Los datos proporcionados por estos loci estan aceptados
por la European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) y
por organizaciones de la Interpol®78,

De los STR del AmpFISTR® Identifiler™ PCR Amplifica-
tion Kit constituyen el sistema CODIS los siguientes: CSF1PO,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX y VWA. Pero ademas este
kit proporciona informacion sobre otros tres loci mas: D2S1338,
D19S433 y el locus de la amelogenina (marcador de sexo).

5. Valoracion probabilistica

Una vez que se obtiene el perfil genético's, éste pasa por un
proceso de cotejo. Se coteja el perfil genético obtenido con bases
de datos como el CODIS, valorando si hay coincidencias o no. La
no coincidencia implica la exclusién mientras que si es coincidente
habria que hacer una interpretacion estadistica que requiere a su vez
de estudios poblacionales con la estimacion de las frecuencias aléli-
cas de los marcadores genéticos empleados. Se calcula el poder de
coincidencia y el likelihood ratio (LR).

Nuestro caso seria mas sencillo ya que cotejariamos los perfiles
obtenidos con los obtenidos de las muestras recogidas en nuestro
Servicio.

6. Elaboracion del informe

Finalmente se emite un informe médico-legal.

Estas etapas tienen un precedente basico que es la correcta
recogida de muestras y el envio de los vestigios al laboratorio.

Las condiciones en las que llegan las muestras no siempre son las
mejores para extraer el ADN. Aqui entra la denominada «cadena
de custodia» de los vestigios que es de suma importancia en este
proceso de identificacion.

Ejemplo de una determinacién de huella genética con Am-
pFISTR® Identifiler™ PCR Amplification Kit en la que podemos
ver un individuo con el genotipo de la figura 1.

Cada muestra presentara un perfil genético o conjunto de alelos
determinado. Para el caso de arriba, esos alelos son: 13 (D8S1179),
30 (D21S11), 11 (D7S820), 10/12 (CSF1P0), 14/15 (D3S1358),
8/9.3 (THO1), 11 (D13S317), 11/12 (D16S539), 19/23 (D2S1338),
14/15 (D19S433), 17/18 (VWA), 8 (TPOX), 15/19 (D18S51), X
(amelogenina), 11 (D5S818) y 23/24 (FGA).

El cotejo de dicho perfil nos indicara la probabilidad de su
exclusion o no en un delito, por ejemplo.

AGRADECIMIENTOS

Al Teniente Coronel José M? Delgado Pérez.

Al Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Central de la
Defensa «Gomez Ulla» de Madrid donde se desarrolla tan intere-
sante actividad.

Sanid. mil. 2011; 67 (3) 319



M.2L.

Marqués Negredo, et al.

Identificacion sanitaria: la huella genética

mEDERECRSTA N B B (B @ e ™ Mk Sampl for Deletion
i — 1 — L E—

130 1 m 2_? Ll " m
W00y
1000,

i)
BEovimMCmoAl @ B @ B @ I Hhark Sample for Deletion
L — L — L E—

10 1M i k) o™ m m

00
il B &

T Mask Sarogle for Deleticn

30 30 m
000
2000

mm 3] ]
fFirrscRsTA S B B 8 (B (8 ™ sk Samlefor Deleton
()

130 1m0 b 0 30 ¥30 m
00
2000

. é =

Figura 1. Andlisis de 1 ng del ADN 9947A, usado como control, amplificado con el kit AmpFISTR® Identifiler™
Plus y analizado en el analizador genético 3130xI de Applied Biosystems’.
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