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“VALOR DE LA PRUEBA DEL ADN

EN LAS ACCIONES DE FILIACION”

“PRESENTACION"”

1. Punto de partida:

* Fvolucion de las pruebas bioldgicas e influencia del avance cientifico

en la determinacion de la identidad y la patermnidad:

El presente trabajo de investigacion, tiene su punto de partida en
una somera descripcion de la evolucion cientifica de los
procedimientos mas difundidos que se han utilizado para la
determinacion de la identidad y la paternidad bioldgica'. Con el
correr del tiempo, estas pruebas se han ido perfeccionando,
implementandose marcadores cada vez mas informativos tales
como la incorporacion del sistema HLA y mas recientemente la

tecnica del polimorfismo molecular del ADN.

2. Valor probatorio otorgado a las pruebas bioldgicas en el proceso

judicial - Etapas evolutivas:

® Sequidamente, se analizara -en tres etapas de evolucion cientifico-

juridica- el valor probatorio otorgado a las pruebas biolégicas en el

' Para los propositos del uso de las pruebas bioldgicas, no existen distinciones entre el
juicio de paternidad y persecuciones criminales, debido a que el objeto es siempre la
identificacion de las personas,



proceso judicial de filiacién. La primera abarcara los sistemas de
investigacion de los grupos sanguineos hasta fines de la década del
70", donde inicia la segunda etapa en la que el revolucionario sistema
HLA comienza a ser aplicado por los tribunales antes de la entrada
en vigencia de la ley 23.264, en tanto que la tercera tiene lugar con la
utilizacién de la prueba de tipificacién del ADN, cuyas huellas o perfil
permiten determinar la paternidad o maternidad y parentescos
consanguineos mas lejanos, con certeza del 98,99%.

En virtud de los avances cientificos, la estructura probatoria de los
juicios en que se debate la filiacion se ha modificado
sustancialmente, siendo incuestionable el gran apoyo que la genética

presta a la justicia.

3. Efectos procesales de la negativa al sometimiento de las pericias

bioldgicas:
®. En el afio 1987 se sanciona la ley 23.511 sobre la creacion del Banco
Macional de Datos Genéticos cuyo art. 4° expresa que la negativa a
someterse a examenes de tipo biologico “constituira indicio
contrario a la posicién sustentada por el renuente”, siendo éste el
anico caso en nuestra legislacion en el que se hace mencion a esta

inconducta procesal.
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EVOLUCION DE LAS TECNICAS DE ESTUDIO DE LOS

POLIMORFISMOS DE ADN DESTINADAS A DEMOSTRAR LA

IDENTIDAD Y EL NEXO FILIAL

1. INTRODUCCION:

Los resultados del estudio de ADM pueden establecer la identificacion
genética de un individuo, es decir, la culpabilidad o inocencia de una
determinada persona en actos criminales, o el diagnéstico de paternidad
en casos civiles, siendo potestad de los jueces la decision a su mejor
entender sobre el asunto. Las pruebas de compatibilidad inmunogenética
presentan mundialmente el problema de su valoracion, ya que se trata de
pruebas periciales y los jueces y tribunales las aprecian segln las reglas
de la sana critica sin estar obligados a sujetarse al dictamen de los
peritos.

La compleja tarea de exponer informacion practica y relevante acerca de
la prueba del ADN para abogados y auxiliares de la justicia, exige gran
esfuerzo, mas aln cuando el lector se halla escasamente relacionado con
la terminologia y los conceptos de la genética y la biologia molecular. De
alli que, teniendo siempre en cuenta dichas limitaciones, el presente
capitulo describe someramente la evolucion cientifica de los
procedimientos mas difundidos que se han utilizado para la determinacion
de la identidad y la paternidad biolégica. Para los propositos del uso de

las pruebas biologicas, no existen distinciones entre el juicio de



paternidad y persecuciones criminales, debido a que el objeto es siempre
la identificacién de las personas. Estas pruebas se han ido
perfeccionando con el correr del fiempo, implementandose marcadores
cada vez mas informativos tales como la incorporacion del sistema HLA y
mas recientemente |a técnica del polimorfismo' molecular del ADN,

Fue a mediados de siglo cuando gracias al descubrimiento del ADN y de
su estructura y al posterior avance en las técnicas de analisis de dicha
molécula, la Hemogenética Forense evoluciond considerablemente hasta
el punto de que hoy en dia puede hablarse de una nueva subespecialidad
dentro de la Medicina Forense: La “Genética Forense". Dicha ciencia
estudia basicamente unas regiones del ADN que presentan variabilidad
entre los distintos individuos, es decir, estudia regiones polimorficas del

ADN.

2. EVOLUCION DE LAS PRUEBAS BIOLOGICAS E INFLUENCIA DEL
AVANCE CIENTIFICO EN LA DETERMINACION DE LA IDENTIDAD

Y LA PATERNIDAD:

2.1.LAS LEYES DE MENDEL:
Podria decirse que las pruebas biologicas relacionadas con la filiacion se

gestaron en el afio 1853, en un monasterio en Briinn (Checoslovaguia),

1 La identificacién con ADN o "huella genética® se basa en el estudio de una serie de
fragmentos de ADN presentes en todos los individuos pero que poseen la caracteristica

de ser altamente variables o polimarficos entra |08 mismos.



cuando un monje austriaco llamado Gregor Joham Mendel, en los ratos

libres como abad del monasterio, comenzaba silenciosamente sus

experimentos que lo llevarian a enunciar las clasicas “Leyes de la

Segregacion Mendeliana™ o “Leyes de |la Herencia". Mendel trabajo sobre

la transmisién de los caracteres de las plantas a través de sucesivas

generaciones, en lo que hoy constituye el fundamento de la genetica

moderna.

Sus estudios se basaron en cuatro aspectos:

a) Estudiar la transmision de caracteres aislados.

b) Contar el nimero de descendientes de cada tipo.

c) Cruzar cepas 0 razas puras.

d) Elegir una planta en la cual el origen de los gametos podia ser
controlado,

Sus principales experimentos, llevados a cabo sobre mas de 27.000

plantas de distintas variedades de guisante, concluyeron y fueron

resumidos en leyes, la “Ley de la Uniformidad de los Hibridos de la

Primera Generacion” o "Principio de Dominancia™ y la “Ley de Separacion

o Disyuncién de los Alelos™.

Las leyes de Mendel demuestran gue los genotipos de una misma familia

guardan mas relacién entre si que con el resto de la poblacion. Las

2 Alelos: Formas alternativas de un gen o de una secuencia de ADN en un lecus (lugar
fisico gue ocupa un gen para un cardcter dado en el cromesoma) determinade. Cada
individuo puede poseer un maximo de dos alelos distintos en cada locus, uno heredado

del padre y otro de [a madre.



mutaciones son la fuente primaria de las variaciones genéticas estudiadas
por Mendel. Diferentes mutaciones en un gen incrementan |a diversidad
de alelos de ese gen en una poblacién determinada®. En consecuencia,
las mutaciones aportan la variabilidad existente entre los organismos,
siendo la materia prima de la evolucion.

Si bien su trabajo fue ignorado hasta después de su muerte, Mendel
marco el comienzo de la genética moderna. A partir de entonces, y hasta
hoy, los progresos de la genética clasica y molecular desencadenaron
una verdadera revolucidn en el campo de la biclogia y de la medicina,

extendiendo sus fronteras y aplicaciones al camino de la medicina legal.

2.2 SEMEJANZAS EN LOS CARACTERES ANTROPOMORFICOS

PATOLOGICOS Y FISIOLOGICOS:

Las pruebas antropomorficas consisten en la realizacion de pericias
dirigidas a establecer la posible transmision de caracteres morfoldgicos,
normales, patologicos y fisiologicos del presunto padre al hijo.

Respecto de los primeros, puede sefalarse la conformacion exterior:
medidas antropométricas, color de la piel, emplazamiento dentario,
proporciones y particularidades del esqueleto, especialmente de la

columna vertebral (prueba o método de Kiihne).

3 Chieri. Primarosa - Zannoni, Eduarda, Prueba del ADN, p. 26, Ed. Astrea, Bs. As.,
2001.



Entre las caracteristicas de tipo patologico se cita a enfermedades o
anomalias transmisibles por herencia como hemofilia, las malformaciones
de los dedos de manos y pies, malformaciones de los ojos, alteraciones
de |a piel, etc.

En relacion a los caracteres fisioldgicos, los autores destacan la
sensibilidad gustativa a una sustancia llamada feniltiocarbamida cuyo
gusto resulta amargo para algunas personas, mientras gue otras la
encuentran insipida. Se ha verificado que esta sensibilidad se transmite
por herencia®.

Las semejanzas en los caracteres antropomorficos fueron unas de las
primeras formas de establecer indicios acerca de la posible vinculacion
hiolbégica de personas de existencia fisica. Sin embargo, este medio
probatorio esta hoy totalmente descartado en |a practica juridica, ya que
no retine los requerimientos minimos de una prueba para su aceptacion,
no obstante ello, puede arrimar elementos a las conclusiones de
conviccién del Juez. Si bien seguimos comprobando que estan presentes
coma un punto mas de pericia, tal vez estaria justificado si se persiguiera
algin caracter genético distintiva® como, por ejemplo una malformacion

prototipica, etc.

4 Grosman, Cecilia P.. Influencia del avance cientifico en la determinacién de la
paternidad, ED, 85-177.

5 Hass, Emilio y Verruno, Luis, ob. cit. p. 25.



El resultado de los caracteres antropomorficos, responde a factores
multigénicos de analisis complejo e inexacto en la practica. En este
sentido se ha dicho que los rasgos fisonomicos parecidos © comunes
entre el actor y el pretendido padre, si bien pueden constituir un
antecedente mas en la prueba del nexo biolégica®, no bastan por si solos

para tenerlo por probado’.

2 1. SISTEMAS SANGUINEOS:

Los accidentes producidos en las transfusiones sanguineas llevaron al
descubrimiento de que los gloébulos rojos de los seres humanos poseen
estructura, razon por la cual no en todos los casos son intercambiables.
Se verificd que los hematies de la sangre contienen en su superficie
sustancias especificas denominadas antigenos o factores de grupo que
pueden diferir de una persona a otra y que persisten inmodificables a lo
largo de toda la vida. La cantidad de sistemas sanguineos ha sido
numerosa, aqui solamente enunciaremos los principales, aclarando que a
fin de dejar establecida la patemnidad o maternidad, el valor de esta
prueba sera mayor en la medida en que se la hace combinando el analisis

de los factores de los distintos sistemas que a continuacion se presentan.

& CMCiv, Sala D, 19/9/67, LL, 129-238; CJ Salta, Sala Ill, 27/4/66, LL, 122-806; CNCiv,
sala F, 29-12-75, LL, 1976-C-151, fallo 73.189.

7 Borda, Tratado de Derecho Civil Argentino. Familia, t. Il, N® 732; Belluscio, Manual, t. 11,
p. 212, N® 480.



23.1. SISTEMA SANGUINEO “ABO™

El primer paso en el hallazgo de un metodo Uil de asignacidn de un nexo
bioldgico con aplicacion judicial, lo da aun sin saberlo, Karl Landsteiner en
el afio 1901 cuando descubre en la sangre la existencia de dos antigenos
distintos denominados A y B que pueden manifestarse en los hematies en
forma separada (A) o (B), de manera conjunta (AB) o faltar ambos (O). De
alli surgen los cuatro grupos mas conocides: A, B, A/B y O. Von Durgen y
Hirschfeld descubrieron su transmision hereditaria.

Los antigenos de superficie de los grupos del sistema ABO se manifiestan
en los glabulos rojos y también en la saliva. Mediante el analisis de los
mismos es posible inferir algunos datos sobre si un vestigio biolégico, tal
como una mancha de saliva o de sangre, pertenece a un determinado
individuo. El modo de transmisién de tales antigenos, que tiene lugar de
acuerdo a las leyes mendelianas, fue conocido en 1924 y sobre la base
de éstas se elaboraron cuadros de paternidades posibles o imposibles
sequn los factores encontrados en el hijo, la madre y el presunto padre®.
Por ejemplo, siendo el padre y la madre del grupo O, el hijo no puede ser
del grupo A/B. También, como elemento corroborante, pero no
cmncluye_nle. en un juicio en que se discuta la paternidad, podra ocurrir
que el hijo posea el factor O, siendo éste el mismo grupo del padre; en tal

caso la paternidad resulta posible, aunque no sea ésta una prueba

& Rojas, Merio, Medicina Legal, Ed. El Ateneo, Buenos Aires, 1958, donde figuran las
listas de paternidades posibles o imposibles segun los factores sanguineos.



concluyente, dado que otros hombres poseen el mismo grupo de
antigenos”.

Para estimar la probabilidad de gue la coincidencia no sea dada por el
azar se calcula el llamado valor incriminante (V1) - (Ver pto. 4, “Bases

frecuenciales de la poblacion”).

Probabilidad de coincidencia con la misma fuente.

Probabilidad de coincidencia por azar.
Asi por ejemplo, si el grupo sanguineo del vestigio bioldgico es A, v la
sangre del sospechoso, es también A, siendo 0,4623 la probabilidad de
que un individuo de la poblacion tenga grupo sanguineo A, el valor

incriminante es:

Viz ——— =2,16

0,4623

Lo que significa que es 2,16 veces mas probable que el vestigio biologico
pertenezca al sospechoso que a cualquier otro individuo tomado al azar
en la poblacién. Como puede verse, el valor incriminante que se deriva del
analisis de un solo grupo sanguineo es muy bajo. De alli gue es necesario

analizar muchos sistemas genéticos para poder llegar a la determinacion

& Bossert Gustave - Zannoni, Eduardo, “Régimen legal de la filiacidn y patria potestad,
Ley 23.2647, p. 98, 3° reimpresion, Ed Astrea, Bs. AS., 1992,



del parentesco, a una exclusion del sospechoso o bien a una inclusion
fiable de éste como autor del delito.

Mas tarde, dentro del mismo sistema, se distinguieron los grupos A1 y A2
y otros factores raros denominados A3 y A4, Igualmente se observaron

variantes del antigeno B, llamados Bw, B3, etc'”.

232 SISTEMA SANGUINEQ "M ¥ N™

En el afio 1927 Landsteiner y Levine lograron ubicar dos nuevos factores
sanguineos denominados M y N que se reconocen en los hematies de
todas las personas y que han permitido clasificar a las sangres en tres
lipos, tipo M, tipo N y tipo MN. Dentro de este sistema, por ejemplo,
contribuira a afirmar la presuncion de patemidad el hecho de que el hijo y
el padre, y no la madre, posean el antigeno Mg, sumamente rara'’, al

punto de que sélo un individuo entre mil es portador de este factor.

2.3.3. SISTEMA SANGUINEO “P":

También es posible encontrar tablas de paternidades posibles mediante
este sistema en virtud del cual se distinguen dos categorias sanguineas
distintas: tipo P positivo, cuyos glébulos rojos poseen el factor “P" y tipo P

negativo que no lo confiene.

10 Grasman, Cecilia , ob. cit., p.177.

11 Bossert, Gustavo, Zannoni, Eduardo, ob. cit,, p. 94,



2.3.4. SISTEMA SANGUINEO "RHESUS":

En el afio 1940 se descubre un nuevo elemento, el factor RH que desde
el punto de vista genético esta conslituido por tres caracteres: C. DyE.
Los distintos tipos de RH que se encuentran dependen de la presencia o
ausencia del gen D (presencia de D: RH positivo [ ausencia de D: RH
negativa). Dentro del mismo sistema se encontraron otros faclores (casi
una veintena), con los cuales se elaboraron también clasificaciones

sanguineas.

2.3.5. SISTEMA KELL-CELLANO:

En el afio 1946, Cooms y sus colaboradores reconocieron la presencia de
un antigeno que recibié el nombre de Kell. Este factor es muy raro y se
comprobé que solo existe en un 8% de los individuos elegidos al azar. Su
transmisibilidad depende de una pareja de genes, independientes de los

demas sistemas, llamados K y k.

2.3.6. SISTEMAS "LUTHERAN, DUFFY, KIDD Y AUBERGER":

Los sistemas mencionados en el epigrafe fueron descubiertos desde el
afio 1946 a 1951 vy los factores gue los integran son heredados

igualmente segun las leyes mendelianas.

2.3.7. SISTEMA "S™:



La facultad que poseen ciertos sujetos de eliminar por sus secreciones
(saliva, sudor, lagrimas, etc) las sustancias del grupo ABO depende de la
presencia del gen §'? y aquellos individuos que no lo peseen no eliminan

tales sustancias (no secretores).

2 4. GRUPOS DE PROTEINAS SERICAS:

En el afio 1955 Smithies desarrollé las técnicas que ponen en evidencia
los grupos séricos. Todas las células del cuerpo humano contienen
sustancias que se denominan proteinas (enfre las que cabe citar a la
hemoglobina, transferrina, haptoglobina, etc) y cuya estructura esta
determinada genéticamente. Las diversas proteinas contenidas en el
suero humano tienen una carga negativa y se desplazan, por
consiguiente, hacia el polo positivo cuando se las somete a un campo
eléctrico. Pero como todas las especies proteicas no tienen el mismo
tamafio o peso molecular, algunas de ellas se desplazan mas
rapidamente que otras. Mediante este método, llamado electroforesis, se

reconocen las diferencias estructurales.

2.5 SISTEMA DE HLA DE HISTOCOMPATIBILIDAD:
El origen de este asombroso método se remonta al afio 18952 con el
descubrimiento de los antigenos del sistema HLA (iniciales de Human

Leucocyte Antigens, Antigenos Humanos Leucocitarios) por Jean Dausset

12 Simonin, C., Medicina legal judicial, p. 499, Ed. Janés, Barcelona, 1962.



-premio Nobel junto con Gorer y Snell-, quien inicid sus experiencias
destinadas a resolver los problemas originados por los rechazos
inmunologicos en los transplantes de drganos. El método del HLA
proviene del qucuhﬁmientu del sexto par cromosomico de las células
nucleadas del organismo de ciertas proteinas antigénicas codificadas, de
alli su denominacion, Toda persona tiene, por herencia, los antigenos que
recibe de su padre y de su madre, codificados por los genes situados en
el sexto par cromosomico. Los antigenos del sistema se muestran
claramente ya en el feto y se mantienen constantes y estables durante
toda la vida de la persona™.

Estas proteinas presentes en la superficie de lodas las celulas nucleadas
del organismo, presentaban una enorme diversidad entre los elementos
de la especie y eran las mayores responsables de que el injerto fuese
reconocido como extrafio por el sistema inmune del receptor. Por esta
razon, dichas proteinas se denominaron antigenos de histocompatibilidad
o, también, antigenos de transplante™.

El estudio del sistema de histocompatibilidad estd integrado por la
determinacion de los grupos sanguineos eritrocitarios y los subgrupos
(andlisis sanguineo tradicional), y de las proteinas y enzimas del suero

sanguineo (proteinas séricas).

13 Bossert, Gustavo , Zannoni, Eduardo , ob. cit., p. 101.

14 Earraras, Rozman, Medicina Interna, Vol I, p. 2641, Duodécima edicién, Ed. Doyma,
1952, Barcelona Espafia.



Con la incorporacion de esta técnica no solo podemos negar un vinculo
biclégico investigado (exclusion) sino que, ademas, podemos afirmar su
existencia (inclusién), con una seguridad muy alta’. Se estima que este
sistema de histocompatibilidad es uno de los mas importantes para la
exclusion de la paternidad, ya que permite eliminar a un numero muy
elevado de hombres a quienes se les hubiera atribuido falsamente la
calidad paterna. Se ha calculado que sobre 100 hombres, 76 pueden ser
descartados si no existe vinculo bioldgico, con solo utilizar 18 antigenos o
factares. En cambio en los otros sistemas sanguineos (ABO, M y N, Rh,
etc), el alcance de la exclusion usando individualmente a cada uno de
ellos, solo llega a porcentajes del 12 al 30% .

Los antigenos humanos leucocitarios (HLA) representan el mayor
complejo de histocompatibilidad conocido en el hombre. El fenolipo deriva
de diferentes combinaciones de genes adyacentes, ubicados en los
brazos cortos del cromosoma 6 y que se dividen en tres clases:

« Genes clase I: HLA-A, HLA-B y HLA-C.

+ Genes clase |l: HLA-DP, HLA-DQ v HLA-DR.

« Genes clase Il Componentes del complemento, factores de la

necrosis tumoral y otros.

15 Hass, Emilio y Verruno, Luis, ob. cit., p. 25.

16 Grosman, Cecilia, ob. cit., p.180.



La forma clasica que demuestra si un individuo posee un determinado
antigeno HLA, por Ej., el HLA-B5, es si sus celulas son destruidas
después de haber sido enfrentadas con un suero rico en anticuerpos anti
HLA-BS. A su vez un individuo no posee un determinado antigeno HLA
cuando sus células permanecen sin alterarse después de haber sido
enfrentadas con los sueros que contengan anticuerpos especificos para
ese antigeno. Una estimacién apropiada entre los genotipos mas
frecuentes sita el HLA a una probabilidad de paternidad del 98,35%, cifra
alta pero no aprobada actualmente por los organismos internacionales’” y

que, si es utilizada, debera complementarse con otros sistemas.

2.6. EXHUMACION DEL CADAVER:
Ante el fallecimiento de quien debia someterse a las pruebas bioldgicas,
se ha solicitado en algunas oportunidades, la exhumacion del cadaver.
Las pruebas biologicas, particularmente la de la tipificacion de ADN,
pueden disponerse respecto de personas fallecidas. En este sentido se ha

dicho'® que ello, no implica avasallamiento alguno del derecho a la

17 Chieri, Primarosa - Zannoni, Eduarde. ob. cit., p. 86.

18 Los jueces han aceptado en algunos casos el pedide de las paries para la
axhumacion del cadaver: CNCiv. 1%, 23-7-43, JA, 1943-11l-315, CNCiv., sala D, 28-3-57,
LL, 88-213, CNCiv., sala A, 28-2-94., ED 158-462, con notas aprobatorias de Bidart
Campos, “El derecho a la identidad en un juicio de filiacibn y una prueba sobre el
cadaver del presunto padre” y de Rivera — Cérdoba, “Derecho a la identidad y derecho a
la intimidad del presunto padre premuerto y de sus parientes™. En contra, CCivil 17, 31-7-
4§, LL, t.43, p. 405,



integridad psicofisica o a la intimidad del imputado, prerrogativas estas
que configuran derechos personalisimos que se extinguieron con su
muerte. Por otra parte, la prerrogativa de los familiares del difunto a
oponerse a que se extraigan muestras del cadaver, debe ceder frente &l
derecho del menor a determinar su estado de familia, cuestién que es de
orden publica: se halla en juego el derecho a la identidad del nifio,
consagrado en la Convencion de los Derechos del Nifio, es decir, el
interés del actor en el juicio de reclamacion de la filiacidn se basa en el

derecho de preservar su identidad, que es de jerarquia con stitucional'?,

27 EXAMENES BIOLOGICOS A LOS ABUELOS U OTROS
PARIENTES CERCANOS:

A partir del indice de abuelismo, es posible determinar la pertenencia del

nifio al grupo familiar con una posibilidad muy cercana a la certeza. Si
bien los abuelos no son parte en el juicio, para cbtener elementos de
conviccion tendientes a revelar la filiacion, resulta pertinente la realizacion
de tal test?®, en otros pronunciamientos, se han admitido examenes

biologicos a los hermanos del demandado. Zannoni®' sostuvo que la

19 CNCiv, sala A, 2B/2/94, LL, 1985-A-378, con nota de Podesta Saenz, Algo mas sobre
al derecho a la identidad; Juzg 1* Inst. Azul, firme, 24-10-24, ED, 163-20.

20 CNCiv, sala A, 25-11-86, LL, 1.1987-C, p. 66.

21 Voto de Zannoni, CNCiv., sala A, 25-11-1986, ED, 123-107 - LL, 1987-C-80 - JA,
1987-IV-3T8.



prueba es relevante aunque se haya practicado en los presuntos abuelos
y no en el padre, sin embargo, se ha sostenido que la negativa de la
abuela a someterse al examen hematologico, no produce ningun efecto

probatoria™.

2 8. OTRAS PRUEBAS BIOLOGICAS:

Es posible excluir o incluir la maternidad o paternidad mediante ofras
pruebas tales como pericias respecto de la virginidad de la mujer, su
condicién de nulipara, impotencia coendi y esterilidad masculina o

femenina®>.

2.9. PRUEBA DEL ADN:
El ADN es el material encargado de almacenar y transmitir la informacion
genética. Su estructura fue establecida en el afio 1953 por Watson y
Crick?*, galardonados por este trascendental descubrimiento con el
premio Nobel de medicina en el afio 1962. Por medio de unos sofisticados
aparatos denominados especirometros, se ha comprobado que Ia

estructura del ADN se parece a una cinta de dos cordones entretejidos

22 CMCiv., sala G, 5-3-93, Revista de Derecho de Familia, t. 1992, N® 8, p. 160.

23 Bueres, Alberto — Highton, Elena, Godigo Civil y normas complementarias. Analisis
doctrinario y jurisprudencial, t. I, p. 1128, Ed. Hammurabi, Bs. As., 1985,

24 Watson—Crick, Molecular structure of nucleic acids: a structure for deoxyribose nucleic
acid, “Mature”, 171:737-738.



sostenidos por ofros elementos centrales, formando una escalera de
caracol o doble hélice®®. Esta macromolécula se compone de tres
unidades: un azGcar (la desoxirribosa), fosfatos (el acido fosforico) y
cuatro bases nitrogenadas, o, para mejor ejemplificacion, cuatro peldafos
de esla escalera en caracol (las purinas y las pirmidinas), y que
guimicamente se denominan adenina (representada por la letra A), timina
(representada por la letra T), citosina ( por la letra C) y guanina (por la
letra G).

La molécula de ADN descripta por Watson y Crick posee dentro de si
misma la informacién genética para ser transmitida exactamente
generacion tras generacion, perpetuando asi la especie. Al mismo tiempo,
especifica cudl serd la secuencia de aminoacidos que forman las
proteinas necesarias para la célula y en consecuencia los procesos vitales
de los organismos. Toda la informacién del ADN puede ser copiada de
forma muy precisa mediante la separacion de sus cadenas, la que es

seguida de la sintesis de dos cadenas nuevas™.

25 Atlas de anatomia. Ed. Cultural 5.4, Madrid, Espafia, 1991, p. 16,

2BChieri, Primarasa - Zannoni, Eduardo, ob. cit., p.7.
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Fiqura N® 1: Acido desoxirribonucléico (ADN), esquema de

cadena tridimensional. Unidades alternantes de azicar y
seido fosfarico a los costados de la cadena de ADN, mientras
las bases nitrogenadas se enfrentan especificamente: A-T vy
C-G. La adenina (A) se enfrenta exclusivamente a la Timina
(T} v a la Citosina (C) exclusivamente a la Guanina (G).

La identificacion con ADN o "huella genética” se basa en el estudio de una
serie de fragmentos de ADN presentes en todos los individuos pero que
poseen la caracteristica de ser altamente variables o polimorficos entre

los mismos.



La diversidad genética es una cualidad comin a todas las especies, cada
ser vivo tiene una apariencia fisica que responde a una Gnica com posicion
hereditaria o genética. La excepcion a esta regla son los gemelos
univitelinos que poseen idéntico patrdn de ADN, es decir, idéntica
informacion genética. Esta Unica identidad genética puede ser visualizada
como un conjunto de sefias a través de técnicas de biclogia molecular
para el analisis de este compuesto quimico que almacena en forma
codificada la informacion genética de un ser humano (ADN), el cual es
idéntico tanto si es extraido de sangre, bulbo o semen. Ademas, es
estable en la linea germinal, por lo que las sefias correspondientes al
individuo pueden ser identificadas como pertenecientes a uno u ofro
progenitor.

Al momento de la fecundacion, 50% de la informacion genética es de
origen materno y 50% de origen paterno. El nicleo de cada célula de un
individuo tiene 46 cromosomas, 23 recibidos de la madre y 23 del padre.
En los examenes precedentemente sefialados (sistemas sanguineos,
grupos de proteinas séricas, HLA etc), la compatibilidad o incompatibilidad
genética, se determina a través de los aspectos visibles de la informacion

genética (fenotipos®’), es decir, de manera indirecta, en cambio, en esta

27 Fenotipo: Expresion morfelogica, bioguimica o funcional del genotipo.

Genaotipo: Constitucion hereditaria fundamental, disiribucién de genes an un organismo
dado.



nueva prueba bioldgica tal resultado se obtiene de manera directa con el
analisis de la molécula de ADN.

El analisis de los perfiles del ADN en cuestiones legales ha adquirido
creciente interés, su exactitud constituye un gran avance, permite
celeridad y a la vez certeza en los resultados.

La administracion de justicia es el estudio, entre otras cuestiones, del
mejor aprovechamiento de todos los recursos de que dispone el Poder
Judicial. Por lo tanto, sugiere la conveniencia de incorporar nNuevos
medios técnicos que otorguen eficiencia, rapidez y seguridad,
trascendentales valores para la administracion de justicia.

Todas las técnicas bioguimicas anteriores, que progresaron desde el
analisis de los grupos sanguineos a los examenes inmunologicos,
parecen en comparacion, métodos primitivos®. Esta pericia biologica hara
que los examenes biolégicos tradicionales resulten superfluos en un gran

numero de casos.

3. UTILIDAD DE LAS HUELLAS DEL ADN:

La identificacién de las personas mediante técnicas proporcionadas por
esta ciencia alcanza ribetes significativos no solo en derecho de familia

con el objeto de determinar el parentesco biclégico de un modo

28 Toufexis, A., Convicted by the genes, en TIME, nim. 44, p. 28, 31 de octubre de
1988, Chicage.



mncluyentez’a. sino en cuestiones de Derecho Penal (por ejemplo,
determinacién del autor de una violacion), de Derecho Internacional
Pablico (por ejemplo, entrada legitima de inmigrantes fundada en el
parentesca™). El Derecho Constitucional no es ajeno a la cuestion porque
estan involucrados el derecho a la identidad personal, a la intimidad, a la
disposicion del propio cuerpo, etc. Por eso se ha dicho que la cuestion
excede lo meramente familiar afecta aspectos intimos muy cefidos a la
persona humana que deben ser tomados en consideracion®'. Otro posible
uso se encuentra en la propuesta efectuada por Magaret Benet durante la
22* Conferencia Bienal de la IBA™ para casos de adopcion. Serviria para
certificar la maternidad en estos casos, es decir, que la mujer que entrega
a un nifio en adopcion es su verdadera madre. La propuesta surge a raiz
de los secuestros de recién nacidos en los paises subdesarrollados, para
entregarlos en paises como los Estados Unidos, Alemania, el Reino
Unido, etc., donde es muy grande la demanda de nifios para adoptar. De

este modo, aumentaria la seguridad de que el consentimiento no esta

26 Cassens Mass, Debra, "DNA The new fingerprints”, p. 65, ABA Joumnal, American Bar
Association, Chicago, mayo de 1988,

30 Leonardi, Danilo, ob. cit., p. 947,

31 Kemelmajer de Carlucel, Aida, El Proyecto Genoma Humane, ED, 153-937, citando a
Rivero, Hernandez, Francisco, su nola a la sentencia del Tribunal Supremo de Espana
del 8-8-1986, en Cuademnos Civitas de jurisprudencia civil, p. 3838, N" 12, 1986.

32 Genetic Fingerprinting proposed for adoptions, en Buenos Aires Herald, p. 2, 22*
Conferencia Bienal de la IBA, Buenos Aires, sepliembre 29 de 1988,



viciado, y por lo tanto, se dificultaria el secuestro de recién nacidos. En los
casos de personas perdidas, puede identificarse a un nifio comparando su

ADN con el de los presuntos progenitores.

4. BASES FRECUENCIALES DE LA POBLACION:

La compatibilidad que surge, de la comparacion de las fracciones de las
moléculas de ADN extraidas de la sangre de dos personas en un caso de
filiacion biologica controvertida y/o material recuperado de semen, sangre
u otros fluidos biolégicos en una mancha o muestra y sangre de su
probable duefio en un caso criminal, debe ser afirmada a la luz de
resolver si el fendmeno observado es debido al azar (casual), o a una
evidencia objetiva de la compatibilidad debida al origen genético comun
de las muestras (casual y no casual)™.
Si dos muestras de tejido humano tienen patrones diferentes de ADN, ello
determinard que provienen de dos personas distintas. Si en cambio,
presentan patrones iguales, existen dos posibilidades:
« Que las muestras pertenezcan a la misma persona ¢ a un gemelo
idéntico.
« Que la muestra pertenezca a dos personas diferentes, pero donde
las regiones investigadas del ADN para determinar los patrones del

mismao, son iguales.

33 Verrung, Haas y otros, ob., cit,, p. 31.



Para comprobar estas dos posibilidades se usan tradicionalmente las
estadisticas poblacionales, con el objeto de estimar la fraccion de
personas dentro de la poblacion que presenten esta particular
combinacion de patrones genéticos.

Para ello es necesario estimar la frecuencia de los alelos especificos
basados en la genética poblacional®, una rama de la genética que surge
a principios de siglo, luego del redescubrimiento de las Leyes de Mendel.
En los casos en gue se acredita la existencia de un vinculo bioldgico entre
dos muestras (inclusion), se recurre a una ficcion metodoldgica, que es la
de erear un hombre hipotético contra el individuo investigado. A traves de
este contraste enire lo que "es” y lo que "podria ser”, se obtienen dos

datos numéricos con los que se califica el vinculo analizado:

1.- Indice de paternidad/maternidad.
2 - Probabilidad de paternidad/matemnidad.
Y en general:

3.- Probabilidad de inclusion.

Para llegar a construir ese “hombre hipotético’, los laboratorios
internacionales tipifican los marcadores utilizados en un numero muy
elevado de personas de la poblacion, con el objeto de determinar las
respectivas frecuencias poblacionales. Los estudios poblacionales se

efectian realizando las pruebas de laboratorio y procesandolas de

34 Chieri, Primarasa — Zannoni, Eduardo, ob. cil. p.56.



acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg, y el principio de Wahlund®®, Estas
bases de datos frecuenciales deben ser llevadas a cabo por distintos
laboratorios, y con distintas técnicas, como por ejemplo con radioisétopos
y sin ellos.

El PRICAI ha organizado expediciones y publicado las frecuencias de la
poblacion argentina en general y de las poblaciones indigenas tobas,
matacos y mapuches en particular.

El "indice de paternidad (PI)", es una de las formas de expresar |a
paternidad en la gue se utiliza la poblacién de referencia adoptada y se
evita tener que utilizar un valor arbitrario de probabilidad a priori (Po), que
en casos complejos puede dar lugar a dificultad.

Por ejemplo, un indice de paternidad (Pl) de 100 a 1, quiere expresar que

ese individuo tiene 100 posibilidades a 1 a favor de ser el padre.

X (probabilidad de ese individuo de ser

el padre).

Pl =
¥ (probabilidad de que sea un hombre al

azar en la poblacién de referencia).

355cto Lamadrid, Miguel, Blogenética, Filiacién y Delito, p. 561, Ed. Astrea, Buencs
Aires, 1990,



Por lo que el indice de paternidad (Fl) es el valor de la evidencia
genética®™. Representa la chance que fiene el padre alegado de ser el
padre biolégico del nifio comparado con un hombre al azar de raza
similar.

Las bases de calculo de la paternidad se basan en el Teorema de Bayes,
obra de un pastor prebisteriano publicada en 1763. El andlisis bayesiano
considera una serie de hechos que forman parte de un experimento
aleatorio o al azar, Este teorema es una consecuencia inmediata de la ley
de multiplicacién de la probabilidad, gue sirve para conocer las
probabilidades finales de un suceso a partir de las probabilidades
iniciales. El Teorema de Bayes establece que para un par de sucesos
determinados A v B en cualesquiera condiciones H, la probabilidad de A/B

es: pla/B) x p(&) / p(B)*.

5. PERICIA DEL ADN - PROCEDIMIENTO:

Un verdadero pionero en la utilizacion del ADN con fines forenses fue el

doctor Alec Jeffreys®® quien en el afio 1984 ided una técnica

36 Chieri, Primarosa = Zannoni, Eduardo, ob. cit.. p, 78.
37 Chieri, Primarosa - Zannoni, Eduardo, ob. cit.. p, 66.

18 El doclor Alec Jeffreys es “Lister Institute Research Fellow™ en la Universidad de
Leicester. Su dascubrimiento se patenté en el Reine Unido en el afio 1987 (UK Patent N°
2166445). El institulo Lister de Medicina Preventiva estd tramitando también el
patentamiento en otros paises. Celmark Diagnostocs (IC1) cuenta con los derechos
mundiales sobre el metado.



revolucionaria llamada finger-printing y cuyos fundamentos son los
principios de identidad unica, heredabilidad, e idéntica estruclura del ADN
dentro de todos los tejidos del mismo cuerpo. En la praclica esta técnica
representa una verdadera huella genética del individuo y permite su
identificacion e individualizacion univocas.

Jeffreys advierte la presencia en el ADN de regiones en las gue una
secuencia corta aparece en sucesivas repeticiones (tandem). Estas
regiones se denominaron minisatélites. El nimero de repeticiones de la
region, y por lo tanto su tamafio es variable en los alelos de diferentes
loci*® genéticos. Cuando el ADN es aislado y tratado, de modo de obtener
fragmentos, la observacion del tamafio de los mismos, arroja un perfil
diferente para cada individuo (fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica). El perfil varia considerablemente entre personas no
emparentadas. Por lo tanto es posible utilizar esta tecnica para la
identificacion de lazos parentales con una eficiencia de mas del 99,99%.
Por comparacion del finger-printing de la madre y su hijo es posible
identificar fragmentos de ADN presentes en el hijo que estan ausentes en
la madre y por lo tanto han sido heredados de su padre biolégico; si el
presunto padre no lo es, la mayor parte de las bandas de origen paterno

identificadas en el hijo no estaran presentes en su finger-printing.

39 Locus: (plural loci): El lugar fisico que ocupa un gen para un caracler dado en el

cromosoma. En los organismos diploides puede ser ocupado COmo Maximo por un par
de alelos distintos, uno paterna ¥ uno matemao.



El doctor Alec Jeffreys inventd este método luego de observar que entre
un 10 y un 30% del total del ADN no contiene informacion codificada y
compone, por lo tanto, secuencias que pueden denominarse "mudas’.
Este ADN, aparentemente inutil, llamado “ADN satélite”, se halla disperso
entre el ADN que si codifica. Partes de ese "ADN satélite” son idénticas
en todos los seres humanos, pero otras, muy variables, se heredan
conforme a las leyes de Mendel®.

La union de las cuatro bases (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) da
lugar a las largas secuencias con combinaciones variables y que tienen,
ademas, la particularidad de presentar sitios donde ellas se repiten en
forma secuencial y determinada. Estas secuencias y combinaciones
dentro de la molécula de ADN, son Gnicas en su largo y localizacion para
cada persona y son las que determinan la huella dactilar quimica a la que
se bautizd con el nombre de genetic fingerprint.

Aungue la Ciencia poseia las herramientas necesarias para el estudio del
ADN, su aplicacion en la resolucion de casos judiciales no se produjo
hasta 1985, cuando &l Ministerio del Interior Britanico solicito la ayuda de
Alec Jeffreys. Los primeros casos de Criminalistica fueron resueltos
gracias a la técnica de los RFLPs (Fragmentos de Restriccion de Longitud

Polimdrfica).

- =

40 Bohm, Lothar y Taitz, Jérold “The DNA- fingerprint: a revolutionary forensic
identification test” en “South African Law Journal®, p. 666, 1986,




Como hemos explicado, Jeffreys descubrid la existencia de unas regiones
minisatélites hipervariables dispersas por el genoma humano que al ser
tratadas con enzimas de restriccion generaban fragmentos de longitud
variable. Estudios posteriores realizados el mismo Jeffreys demostraron
que las diferencias en el tamafio de estos fragmentos se debian a que
estas regiones consistian en un determinado numero de repeticiones en
tandem de una secuencia central, el cual variaba de unos individuos a
otros.

El primer focus de ADN polimérfico fue descubierto por Wyman y White en
1980 usando una sonda de ADMN arbitraria. De esta manera observaron
fragmentos de mas de 15 longitudes diferentes en una pequena muestra
de individuos. Posteriormente se encontraron otros loci hipervariables
como en la secuencia del gen de la insulina humana, en el oncogen “ras”,
en el pseudogen de la zeta-globina y en el gen de la mioglobina. Estos
loci hipervariables constaban de repeticiones en tandem de manera que
las diferentes longitudes de los fragmentos originados dependian del
numero de dichas repeticiones denominadas VNTR (“Variable Number of
Tandem Repeat”).

Tras el descubrimiento de los primeros VNTRs se vio que estos podian
ser aplicados a la medicina forense y sustituir a los marcadores clasicos.
En un principio la manera de estudiar dichos marcadores se hizo por

medio de |a técnica llamada “Hibridacién con sondas” o “Southern blot".



5 1. TECNICA SOUTHERN BLOT O HIBRIDACION CON SOMNDAS:

Para emplear este sistema, el equipo de Alec Jeffreys creo una sonda gue
se vale de la circunstancia de que el ADN esta integrado por dos
filamentos los cuales si se separan, tienden a reunirse con su compariero
durante el proceso denominado “apareamiento de base”. Los filamentos
del ADN tratados con una solucidn alcalina se dividen. Por lo tanto,
quedan en la forma de ADN de un solo filamento. A su vez, los filamentos
que tienen en comln composicion y secuencia, se atraen y se
hibridizan*": El grado de complementariedad determinara el grado de
apareamiento entre la sonda y la muestra. La "sonda” del ADN debe ser,
por ello, lo suficientemente similar a la muestra para permitir la
hibridizacion. Pero también, lo suficientemente distinta como para no
aparearse con las partes del ADN que son exclusivas de la muestra que
se analiza®®.

Este método no hubiera existido sin el procedimiento de “electroforesis
sobre gel’ que empezd a utilizarse en los laboratorios a partir de 1975,
Poco después, los progresos de la ingenieria genética permitieron el
acceso a la molécula del ADN. Tampoco hubiera sido posible de no
haberse descubierto las enzimas de restriccion capaces de cortar el ADN

en lugares precisos, como si fueran tijeras, y las sondas que como si

41 Hibridacidn: Reasociacion de las cadenas complementarias de los acidos nucleicos,

nucladtidos o sondas.

42 Danile, Leonardi. El ADN puede colaborar con la administracién de justicia, LL, 1990-
A-935,



fueran anzuelos detectan entre miles a los fragmentos del ADN que
interesan™,

Para los usos forenses, primero debe extraerse el ADN de una pequefia
muestra de sangre, pelo, semen u ofro tejido. Las enzimas de restriccion
cortan en lugares especificos el ADN que se aislo. Los fragmentos que se
obtienen se colocan sobre una hoja de gel de agarosa, y se los separa
mediante electroforesis, quedando acomodados segin su tamario. Estas
bandas de fragmentos de ADM se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa o nylon, tal como la tinta se transfiere al papel secante™.
Esta copia es expuesta a las sondas para que se inicie la hibridacidn. Las
sondas genéticas se pegan a las bandas de ADN en las que calzan. Los
fragmentos complementarios entre la sonda y la muestra se hibridizaran y
se adheriran a la copia. Los no complementarios no se pegaran, y se los
eliminara mediante un lavado posterior®®.

Como las sondas empleadas son radiactivas, puede captarse una imagen
sobre pelicula fotografica (se emplea la del tipo de rayos “X").

Después del revelado, aparecerd un patron de bandas: las "huelas del

ADN", Cada banda que aparece indica que se trata de ADN reconocido

43 Brunel, Dominique, La genética al servico de los cameals de identidad, en Mundo
Cientifico, (version en castellanc de “La recherche®), p. 279, Buenos Aires, 1987.

44 Varruno, Luis, Hass, E., Raimondi, E., y Barbier, A., Banco genético y el derecho a la
intimidad, ps. 45 a 53, Ed. Abeledo Perrct, Buenos Aires, 1988,

45 Bohm, Lothar y Thaitz, Jarold, ob. cit., p. 667,



vi.

nor la sonda. El patrén que se obtiene de cada individuo es una mezcla
de los patrones de sus progenitores biologicos. Exceptuando, como se
dijo, a los gemelos univitelinos. Hasta los hermanos descendientes de los
mismos padres tienen patrones distintos*, pues en cada uno de ellos se
observan diferentes mezclas de los elementos de los patrones de los

progenitores.

51.1. ETAPAS DEL ESTUDIO DE MARCADORES GENETICOS =

TECNICA SOUTHERN BLOT:
Digestion del ADN con enzimas de restriccion tras conseguir extraer un
ADN de alta molecularidad.
Separacion de los fragmentos obtenidos por medio de una electroforesis

en gel de agarosa.

. Desnaturalizacién de los fragmentos separados y cortados.

Transferencia de las cadenas simples a una membrana de nitrocelulosa
o nylon y fijacion de las mismas por medio de calor (80°C).
Prehibridacion con sondas de ADN inespecifico para bloguear los
lugares de union inespecificos que pudiera haber en la membrana.

Con nucledtidos radioactivos se marca la sonda.

46 Phillips, Katryn, DNA fingerprints, en Los Angeles Times, Science/Medicine saction,
1988.
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Hibridacion de la sonda marcada y desnaturalizada con los fragmentos
de ADN fijados a la membrana, y lavado de la membrana para eliminar
el exceso de sonda o aquellas que hayan hibridado mal.

Revelado en placa radiografica e interpretacion de los resultados.
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Figura N°2: Transferencia southern del ADN genomico.

5.1.2. SONDAS DE LUGAR MULTIPLE O MULTILOCUS (MLPs) Y

E LUGAR UNICO © UNILOCUS (SLPs) - SUS




APLICACIONES EN LA DETERMINACION E LA

IDENTIDAD ¥ LA PATERNIDAD BIOLOGICA-:

Las sondas que se emplean para obtener la "huella genética” son de
estos dos tipos. Se aplican a distintas situaciones unas u otras, segan las

muestras a analizar.

51.21. SONDAS DE LUGAR MULTIPLE. ADN

"FINGERPRINT MULTILOCUS™:

El ADN “Fingerprint Multulocus” se compone de sondas de 10 a 15
nucledtidos que se repiten multiples veces y tras el revelado se observan
de 10 a 20 bandas por persona. Este patron de multiples bandas se
conoce como huella genética multilocus o "DNA fingerprint”.

En la mayoria de los casos, las secuencias repetitivas dentro de la
molécula del ADN se buscan mediante sondas de lugar multiple (MLPs:
multi locus probes), copias del ADN ligeramente radiactivas. El resultado
es el familiar patrén de numerosas bandas (con los beneficios que implica
estadisticamente contar con tal cantidad de bandas).

En los casos de paternidad controvertida, para determinar el nexo
biolagico, se extrae una muestra, generalmente sanguinea, del hijo, de la
madre v de, por ejemplo, los pretensos padres y se las compara. Debido
al hecho de que los fragmentos detectados por estas sondas se heredan
en forma mendeliana, se cumple que todas las bandas del hijo que no han

sido heredadas de la madre, es decir, no presentes en la huella de ADN



de la madre, deben aparecer en la huella de ADN del padre. En
consecuencia, a la hora de asignar la paternidad biologica de un individuo
seria suficiente con que coincidieran solo las bandas que no hubieran sido
detectadas en la madre,

Las sondas del tipo MLPs permiten, al proporcionar un patrén de muchas
bandas, establecer también otras relaciones de parentesco bioldgico: tios,

hermanos, primos, etcetera.

51.22 SONDAS DE LUGAR UNICO. ADN “FINGERPRINT

UNILOCUS" “SINGLE LOCUS" O "MONOLOCUS™;

Son especificas para una region de un determinado cromosoma. Se unen
a secuencias largas de nucledtidos y presentan mayor variabilidad que las
sondas multilocus. Como resultado se observan una o dos bandas por
individuo, segiin sea homocigota o heterocigota. El patron de bandas
obtenido con estas sondas se denomina ‘perfil unilocus de ADN" o "DNA
profiling’”.

En algunas situaciones, las muestras recuperadas contienen insuficiente
ADN para emplear el método de MLPs, o bien éste se encuenira
degradado (por ejemplo, si la muestra se almaceno en un lugar humedo).
Para ello, la solucién se encuentra en esta version mas nueva de las
sondas, las de lugar Unico (SLPs: single locus probes). El nombre surge
debido a que éstas analizan la molécula del ADN en un dnico punto, la

pericia es (til tanto en los casos de investigacidn de la paternidad como



en los casos penales. Pero es en estos Ultimos donde el método de SLPs
revela su mayor utilidad: las muestras recuperadas son demasiado
pequefias o estan degradadas. Como las sondas SLPs son unas S0
veces mas sensibles que las MLPS, permiten obtener una “huella
genética™ a partir de una mancha de sangre o semen del tamafio de una
cabeza de un alfiler, o de una Unica raiz de pelo. Otra particular habilidad
de las SLPs es que funcionan perfectamente en los casos donde lo que
se recupere sea una mezcla biologica, como en los casos de violaciones
multiples.

Para los casos de diagnostico de la paternidad biolégica utilizando sondas
“unilocus”, la madre, el hijo y el padre alegado suelen presentar cada uno
dos bandas, correspondientes a cada uno de los alelos pertenecientes al
locus estudiado. Uno de los alelos del hijo ha sido heredado de la madre
por lo tanto unas de las bandas del hijo coincide con una de las bandas
maternas. El otro alelo del hijo ha sido heredado de su padre biologico, y
por lo tanto, la otra banda del hijo tiene que coincidir con una banda
presente en su padre bioldgico. Si esta banda no coincide con ninguna de
las del presunto padre hay exclusion de paternidad. Por el contrario, si
hay coincidencia, este individuo puede ser considerado el padre biologico.
Las sondas “unilocus” presentan la desventaja de que no son tan
resolutivas como las multiliocus, de forma que un diagnostico de la
paternidad biolégica requiere aplicar al menos tres sondas unilocus. Sin

embargo, tienen la ventaja de que permiten cumplir las directrices a tener



en cuenta en la elaboracién de un informe sobre diagndstico de la
paternidad bioldgica, las cuales exigen gue en el caso de afirmacion de la
paternidad se incluya el indice de probabilidad de paternidad que como
analizamos en el pto. 2.9.2 ("Bases fecuenciales de la poblacion”) su
significado es estimar en términos de probabilidad cuales son las
posibilidades del presunto padre de ser el verdadero padre biologico
frente a las que tendria otro individuo tomado al azar en la poblacién. De
alli la necesidad de conocer las frecuencias alélicas en la poblacion a la
que pertenecen los individuos sometidos a la investigacion de paternidad
antes de aplicar los analisis de ADN con sondas unilocus al diagnédstico

del nexo filial,
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Figura N° 3: Sondas de lugar miltiple (MLPs) y de lugar
unico (SLPs).

5.1.2.2.1. VENTAJAS E__INCONVENIENTES DE LAS

SONDAS MULTI ¥ UNILOCUS:

+ INFORMACION APORTADA: las sondas multilocus tienen una
mayor capacidad discriminativa al aparecer multiples bandas. No
obstante, las unilocus son mas especificas ya que el fragmento
de ADN con el que hibridan es de mayor tamario.

« CANTIDAD Y CALIDAD DEL ADN: cuando se usan sondas

multilocus se requiere aproximadamente un microgramo de ADN
sin degradar mientras que en el caso de las unilocus se necesita
menos de 100 nanogramos y este ADN no necesariamente debe
estar en perfecto estado, siempre y cuando el fragmento
complementario a la sonda esté intacto.

« ESPECIFICIDAD ENTRE ESPECIES: Las sondas mullilocus

permiten su uso sobre el ADN humano y de cientos de animales
superiores, mientras que las unifocus son exclusivas de ADN

humano.

A pesar de que el analisis SLPs ha sido y es bastante util en estudios de
paternidad no puede decirse lo mismo de su aplicacion a la Criminalistica

ya que presenta una serie de inconvenientes como son:



« La cantidad de ADN gue se necesita estad entre 20 y 100
nanogramos, cantidad dificl de conseguir en casos de
criminalistica en los que los indicios biologicos encontrados son
minimos.

« En cuanto a la calidad del ADN, en |la practica forense es muy
dificil encontrar en estado no degradado toda la cantidad de ADN
que se necesita para un analisis con sondas unilocus.

« FEl tiempo requerido para este tipo de analisis es de dos o tres dias.

« El hecho de que se requieran cantidades elevadas de ADN, hace
que normalmente con el primer analisis se consuma la totalidad de
la muestra, con lo que se dificultan contrapericias y una posterior
revision del caso.

Todas estas limitaciones fueron superadas gracias a la aplicacion en
Genéfica Forense de una técnica, la Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa (“PCR"), que supuso una revolucién en muchos campos de la

Biologia vy de la Medicina

5.2, REACCION EM CADENA DE LA POLIMERASA ("PCR"):

El estudio de indicios bioldgicos por PCR ha permitido la resolucion de un
gran nomero de casos en Criminalistica que hasta entonces eran
desestimados por no poseer la suficiente cantidad de muestra para su
analisis por RFLP. Con el uso de la PCR muestras tan minimas como

pueden ser un pelo con raiz, una mindscula mancha de sangre o semen e



incluso caspa, son suficientes en muchos casos para llevar a cabo un

andlisis de identificacion genética.

52 1. ANALISIS POR_LA REACCION EMW CADENA DE LA

POLIMERASA ("PCR™}:

La reaccion en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) permite amplificar mas de
un millén de veces un ADN obtenido a partir de una region seleccionada
del genoma, siempre y cuando s& conozca una parte de su secuencia de
wuclestidos. Esta técnica fue ideada en 1989 por Kary B. Mullis™’ que

obtuvo el premio Nobel de Quimica en 1993 por dicho invento.

Para la PCR se utilizan dos oligonucledtidos®® sintéticos de unos 15-20
nucledtidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la
region que se quiere amplificar. Eslos oligonucledtidos (habitualmente
conocidos por su nombre en inglés, "primers") actlan como cebadores
para la sintesis in vitro de ADN la cual esta habitualmente catalizada por
una enzima llamada Tag polimerasa. Dicha enzima se aisla de una
bacteria terméfila, denominada Thermus Aquaticus, que es capaz de

crecer a temperaturas elevadas (79 - 85 ° C).

47 Mullis, The unusual origin of the polymerasa chain reaction, “Sci. Am.”, 282:56-65,
1990

48 Pequefias secuencias de nucledtidos sintetizades guimicamente.



A esta temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de
extension de mas de 60 nucledtidos por segundo en regiones ricas en
uniones G-C. La temperatura dptima a la que actda la Tagq polimerasa
permite el uso de elevadas temperaturas para la unidn de los primers y
para la extension, de esta manera se aumenta el nivel de exigencia de la
reaccion y se reduce la extension de los primers unidos inespecificamente

al ADN.

La reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales

incluye tres fases o pasos.

5211. FASES DE LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA:
|. DESNATURALIZACION: Para que comience la reaccion es
necesario que el ADN molde se encuentre en forma de cadena
sencilla, Esto se consigue aplicando temperaturas de 90 a 95°C
que producen la rotura de los puentes de hidrogeno intercatenarios
y por lo tanto la separacion de ambas cadenas. Para conseguir la
completa separacion de las hebras de toda la muestra esla
temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el ADN solo se
desnaturaliza parcialmente, éste tendera a renaturalizarse
rapidamente evitando asi una eficiente hibridacién de los primers y

una posterior extension.



HIBRIDACION: Esta fase se denomina también fase de “annealing”
o de emparejamiento. Una vez que el ADN esta desnaturalizado se
disminuye la temperatura hasta un rango comprendido entre los 40
v los 60°C para que se pueda producir la union de los primers a las
secuencias flanqueantes del fragmento que se va a amplificar. La
temperatura de fusién o annealing (Tm, “melting temperalure”)
depende de varios factores y es relativamente especifica para cada
primer. La longitud de los primers y la secuencia son criticas en la

designacion de los parametros de una amplificacion.

Mo obstante, cada primer exige una serie de estudios
experimentales para determinar su temperatura de annealing
especifica ya que si la temperatura es muy baja, la unién se hara
de forma inespecifica y si es muy alta no se producira una union

completa.

EXTENSION: Durante este paso la Tag polimerasa incorpora

nucledtidos en el extremo 3' del primer utilizando como molde la
cadena de ADN previamente desnaturalizada. La temperatura a la
que se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la
temperatura a la que la Taq polimerasa alcanza su maxima

aclividad.



5.2.1.1.1. VENTAJAS DE LA (“PCR") FRENTE AL USO DE
LAS TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

UTILIZADAS CON ANTERIORIDAD:

« Capacidad para obtener resultados en casos en los que la
cantidad de ADN es minima ¢ en casos en los que el ADN
esté parcialmente degradado.

« Genera en un espacio corto de tiempo un elevado ndmero
de copias de la secuencia de ADN que es objeto de
estudio, lo cual permite utilizar técnicas de visualizacion
mas sencillas y rapidas que el uso de sondas marcadas
radioactivamente.

« Permite la determinacion y agrupacion alélica en clases
discretas, lo que facilita la elaboracion de bases de datos al
ser la estandarizacion inmediata y posibilitar la aplicacion

de métodos bioestadisticos y programas elaborados.

5.2.1.2. SISTEMAS DE ELECTROFORESIS:

Una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes son separados en
funcién de su tamafio por medio de un proceso de electroforesis.
Actualmente se utilizan dos tipos de electroforesis en los laboratorios de

Genetica Forense:

1.- Electroforesis en geles verticales de poliacrilamida.

2.- Electroforesis capilar.



La electroforesis capilar es una técnica relativamente novedosa en el
campo de la Genética Forense pero que poco a poco sustituye a los
sistemas de electroforesis vertical. En este caso el proceso electroforético
es llevado a cabo en un capilar de silica de unas 50 pum de diametro, lo
cual hace que la cantidad de calor generado sea menor y que puedan
aplicarse voltajes mayores.
Para que puedan ser analizados por electroforesis capilar los primers o
los dideoxinucledtidos (en el caso de la secuenciacion) deben ser
marcados fluorescentemente con unas moléculas denominadas
fluorocromos que emiten fluorescencia a una determinada longitud de
onda cuando son excitados por laser. El equipo en el que se realiza el
proceso lleva acoplado un ordenador encargado de traducir los datos de
emisiones fluorescentes en secuencias o fragmentos con  sus
correspondientes alelos asignados.
La electroforesis capilar presenta una serie de ventajas frente a los
sistemas de electroforesis vertical como son:

« Rapidez: ya que permite el analisis simultaneo de varios loci

aunque éstos posean alelos con tamafios solapantes.
» Sensibilidad: hace posible detectar cantidades muy pequefias de
ADN amplificado.

Los resultados se obtienen de manera informatizada, lo que evita
problemas de interpretacion y facilita el analisis de los mismos a traves de

programas informaticos.
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electroforesis capilar. Cada pico corresponde a un alelo, el
hijo (H) debe poseer un alelo de la madre (M) y otro del

padre (P) para que la paternidad sea compatible.







