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Prélogo

La publicacion del genoma humang por el Consorcie Internacional para la Secuenciacion del
Genoma Humane™. fue el punto culminante de una carrera cientifica iniciada con el redescubrim-
iento de las Leyes de Mendel en los albores del siglo XX.

Tal como senalan los autores de esta publicacion, €l proceso gue conlevo a la publicacion de la
secuencia del genoma humano, pasé por cuatro fases que cronoldgicamente se correspenden bas-
tante bien con cada uno de los cuatro cuartos del siglo. En la primera fase, se definid la base celu-
lar de la herencia; los cromosomas. En la segunda, se definic |a base molecular de la herencia: la
doble hélice del ADN. En la tercera fase, se establecid la base de informacién de la herencia, con
el descubrimignto de los mecanismos mediante los cuales las células "leen” |la informacion con-
tenida en los genes y, con la invencién de las tecnologia de ADN recombinante, los cientificos
fueron capaces de hacer lo mismo. El ultimo cuarto de siglo estuvo marcado por la carrera desen-
frenada para descifrar los primeras genes y luego genomas completos.

Ahora sabemos que en realidad no hay un solo genoma humane sino miles de millones. La publi-
cacion mencionada antes lo que nos ofrece €s un importante consenso, pera en el nivel de las
secuencias de nucledtidos ia variabilidad es grande e importante, no sélamente por su utilidad en
identificar violadores y asesinos. En esta variabilidad se encuentra encerrada la clave de muchas
enfermedades, de muchos talentos y la informacion scbre el origen y la historia de nuestra
especie.

Es precisamente en este contexto que se publica el Cuaderno de Investigacion No. 14, Coleccion
Naturaleza con el titulo "Caracterizacien genética de |a poblacion nicaraguense. Implicaciones en
casos de paternidad y de medicina farense”. elaborado por el Centra de Biologia Molecular de la
UCA, dirigido por el Dr. Jorge Huete Pérez.

Esta publicacion seguramente va mucho mas alla de las aplicaciones sugeridas en el titulo. Su ver-
dadera importancia radica en el trabajo tesonero, silencioso y constante que el Dr. Huete y su grupo
han venido realizando en |os ultimos anos, en medio de grandes limitaciones econdmicas y rodea-
dos muchas veces de la incomprension de una sociedad que no asimila todavia (a importancia de
la ciencia para combatit la pobreza y lograr un desarrollo verdaderamente sostenible. Este trabajo
ha permitido que un grupo de jovenes entusiastas y talentosos hayan puesto bases firmes para el
desarrollo de |a Biologia Molecular en Nicaragua.

Espero que esta publicacion atraiga la atencidn del gobierno y de los paliticos del pais para que
en adelante este grupo pueda sequir realizando su trabajo en mejores condiciones. Después de
todo, buena parte de nuestro futurc dependera de nuestra capacidad de entender y utilizar las
nuevas tecnologias y ninguna €s mas importante y decisiva que |a que permite escudrifiar las
claves mismas de la vida.

Dr. Ernesto Medina S. Rector, UNAN-Leon.

* "tnitial sequencing and anaiysis of the human genome”. Nature {2001} 409, 860-921.

[I¥]
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Resumen

La identificacidn humana por tecnologia de ADN tiene una doble ori-
entacion: la determinacion biologica de la paternidad y la investigacion
forense. Ambos procesos s¢ han visto auxiliados significativamente con la
implementacién reciente de la tecnologia de deteccion de polimorfismos y
otros sistemas biotecnologicos. La utilizacion de metodologias tales como
la PCR', RFLP** y STR™*, entre otras, en conjunto con el establecimiento
de bases de datos poblacionales, han revolucionado y acelerado la investi-
gacion policial y, a la vez, apoyado la administracion de justicia demandada
por multiples organismaos defensores de las derechos de ia ninez.

En este Cuaderno de |Investigacién se presentan los resultados de un tra-
bajo realizado en el periodo 2002-2003, estableciéndose una base de datos
de ADN especifica para la poblacion nicaragliense. Se abordan temas
comao: tecnologia forense, determinacién de paternidad, aplicaciones y pro-
cedimientos de laboratorio de tecnologia de ADN. Finalmente se discuten
atgunas implicaciones eticas, sociales y legales. relacionadas al uso de
estas tecnologias en el contexto nicaraguense.

Abstract

DNA 1echnology is fundamental in the dantification of human beings. Two
processes in which the technoiogy is padicutarly used are the biclogical
determination of patemity and forengic investigation. Thesg processes have
been significantly augmented through the implementation of polymorphic
[detection technoiogy and other biotechnelogy systems, Utifization of tech-
nolagies such as PCR, RFLP and STR, among others; in conjunction with the
creation of population data bases, have revolutionized and acceierated the
police investigative process and have provided support for the administration
of justice in benefit of vulnetable sectors of socioty.

In this paper we present the results of our resedreh ¢arried out between 2002
and 2003 in which we created a ONA specific database for Nicaragua. We
discuss topics such as forensic technology, determination of paterrity, and
llaboratory procedures and applications of DNA techriology. We also discuss
some of the ethicat, social and legal implications related to the use of these
technologtes in & Nigaraguan context.

* det inglés. Polymerase Chain Reaction, PCA.
** del inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism, AFLP.
““‘def inglés, Shont Tandem Repeats, STA.
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l. Introduccion

El uso de la biotecnologia moderna para
resolver problemas de orden social y legal
tiene una enorme repercusién en el mundo
actual. La delincuencia, violencia & intoleran-
cia de la sociedad, particularmente en las
regiones pobres de! planeta, las fragiles
estructuras familiares y frecuentes disputas de
paternidad o parentesco, las migraciones por
causas de guerras o econdmicas. la vulnera-
bilidad ante desastres naturales como ierre-
motos. erupcionses volcanicas e inundacienes,
generan situaciones que demandan |z identifi-
cacion hiolégica de individuos o restos
humanos como respaldo para la adminis-
tracién de justicia.

A la determinacion de la identidad mediante el
uso del ADN se le llama de diversas maneras,
tales como definicion del genctipo, huellas
dactilares, prueba de ADN, el anélisis de ADN,
el tipo y perfil del ADN, entre otras. Este anali-
sis parte de la premisa de que cada individuo
presenta un perfil genético propic individuo y
diferente de cualquier otro, lo cual permite
definir claramente fas caracteristicas genotipi-
cas de un individuo.

Si bien existe una variedad de aplicaciones de
las tecnologias de ADN en |a identificacion de
individuos, sus usos mas frecuentes se con-
centran en la determinacion de paternidad y
en un contexto forense de pruebas inculpato-
rias en casos legales, como los casos de vio-
laciones. En la determinacion de la pater-
nidad se estudia el perfil de ADN del presunto
padre comparandolo con el del hijo o hija,
quien presenta un perfil de ADN que repre-
senta la combinacion del perfil del padre con
el de la madre. El analisis de ADN en la me-
dicina forense. en cambio, analiza la eviden-
cia contenida en el materia! genético obtenido

en la escena del crimen, con objeto de
establecer una posible relacién del sospe:-
choso con la victima y |1a escena del crimen,

Cada poblacidon de un pais dado tiene sus
estructuras geneticas muy particulares, lo cual
se demuestra con los polimorfismos caracte-
rizados por grupos sanguinecs, proteinas
sericas, genes del complejo de histocompati-
biidad y microsatélites. entre otras
metodologias. Estas razones argumentan a
favor de la necesidad que cualquier estudio
molecutar considere la estructura geneética de
la poblacion de interés, en vez de tomar como
referencia las estructuras genéticas de otras
poblaciones distintas.

La informacion de la estructura genética de
una poblacion se sistematiza en base de
datos de ADN, comprendiendeo informacion de
cierta cantidad de marcadores moleculares.
Todo resultado de analisis de ADN, para
paternidad o criminalistica, se confronta con
esta informacién de fa estructura genética
poblacional. En términos estadisticos, mien-
tras mas marcadores moleculares se utilicen
en un analisis, menor la pasibilidad de que el
perfil genético de un individuo pudiera coin-
cidir con el de cualquier otro individuo de una
misma poblacion.

La utilizacion de estas bases de datos pobla-
cionales tiene una gran repercusion en las
sociedades. Sus Usos van desde apovar la
investigacion policial para seguir pistas que
conlleven a la solucidon de crimenes
aclaracion de hechos viclentos, hasta la deter-
minacion de la paternidad que resulte en la
garantia de los derechos ciudadanos de
menores. Otros uses incluyen la determi-
nacion de identidad en restos de ciudadanos
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desaparecidos, asi como también de restos
de interés arqueofogico y antropoldgico.

El estudio de marcadores genéticos en cro-
mosomas humanoes y el desarrollo de nuevas
tecnicas para la deteccion de regiones
polimérficas, coma resultado dei Proyecto del
Genoma Humano ha conllevado a un progre-
so extraordinario y rapido de la medicina
forense. La tipiticacion de ADN en la investi-
gacion criminal consiste en la comparacion de
los perfites de ADN, procedentes de evidencia
forense. Con les perfiles de ADN de uno ©
mas individuos desconocidas, para confirmar
o excluir la participacion de éstos en los
hechos investigados.

Desde el trabajo pionero de Alec Jeffreys, en
1984, 1a aplicacion de sistemas de tipificacion
de ADN al campo forense ha evoluctonado
considerablemente. Las originales y alta-
mente discriminativas sondas multi-leci, que
detectaban variaciones en loci con niumero
variable de repeticiones en tandem. VNTR®,
tueran reemplazadas por la técnica de detec-
¢ion de polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion. RFLP.

Aunque la tipificacion de VNTR / RFLP
requeria de grandes cantidades de ADN de
alto peso molecular, no era posible automati-
zarlo y tomaba tiempos prolongados ebtener
un perfil de ADN. Con la invencion de la técni-
ca de PCR se solucienaron muchos de estos
problemas y se pudo estudiar mas faciimente
y en menos tiempo los VNTR y, ademas, las
secuencias cortas en tandem, STR.

Hoy en dia es posible estudiar mas de una
docena de marcaderes STR para muches
individuos en un solo experimento. Este
desarrollo de la tecnologia de tipificacion de

* del inglés. Variable Number of Tandem Repeat, VNTR

ADN ha fomentado |a papularidad de los mar-
cadores STR entre la comunidad cientifica
internacional para su aplicacion en ciencia
forense y en estudios de paternidad.

Bases moleculares de la tipificacion ADN

En el cuerpo humano hay aproximadamente
1012 celulas, en cuyo nucleo se encuentran
los cromosomas. En esos ¢romosomas estan
todas las instrucciones y la informacién nece-
saria para la creacion y desarrotlo del ser
humano. Cada padre contribuye con un cro-
mosoma de Ios veintitrés pares encontrados
normalmente en cualquier persona. Dentro de
cada cromosoma hay méas de 100,000 pares
de genes que son las unidades fundamen-
tales de {a herencia. Los genes estan consti-
tuidos de acido desoxirribonucleico {ADN), el
cual es un polimera, conformado por una
larga cinta de unidades repetidas llamadas
nucledtidos ios que pueden ser de cuatro
tipos: adenina (A), guanina (G), citosina {C) y
timina (T). Asi como el orden de las letras del
alfabeto determinan la infarmacian contenida
en las palabras, de igual forma el orden de
estas cuatro bases en |a cadena de ADN
determina la informacion genética contenida
en la cadena. Una molécula completa de ADN
estd compuesta de dos cadenas antiparalelas
de polimeros (Coleman y Sweson, 1994)
{llustracion 1).

Los genes constituyen solamente una
pequena fraccion de todo el ADN en el genc-
ma. En estas estructuras existen regiones de
ADN que codifican®* para una proteina en par-
ticular, llamadas exones. y regiones que no
codifican para una proteina y que por lo tanto
no son funtionales, Yamados intrones. Estas
regiones no codificantes, intrones, son fre-
cuentemente usadas en andlisis forense y de

** En bioquimica "codificar” significa contener fa instruccion necesaria para que se sintetice una proteina dada
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paternidad, debido a que por su caracter
infuncional no tienden a variar como un resul-
tado del proceso de sefeccién natural, y por (o
tanto no ejercen influencia alguna en los anali-
sis poblacionales.

Los genes determinan los rasgos genéticos,
incluyendo aquellos que dan a los individuos
caracteristicas especificas {color de los ojos 0
del cabellp). asi como caracieristicas
comunes (dos ojos. dos brazos) {Coleman y
Sweson, 1994). Por otra parte, la alteracion
estructural de algunos genes puede dar lugar
a la predisposicion de diversas enfermedades
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tales como la fibrosis quistica, enfermedad
causada por la mutacion en el gen regulador
de (@ conductancia fransmenbrangsa de fa
fibrosis quistica. CFTR.

Cada gen puede tener diferentes versiones
(hasta 100 o més) llamadas alelos. los que en
términos de funcién son muy idénticos de una
persona a otra, aunque no asi en iérminos de
estructura. lo cual diferencia a una persona de
otra. Estas diferencias, llamadas polimorfis-
mos, Son elementos claves en la realizacion
de la identificacién humana por ADN.

JpRpP eIl

.....

llustracion 1. Diagrama de la célula y su informacion genética. En este diagrama se mues-
tra cdmo esta organizado el material genético a nivel molecular, partiendo desde las unidades
estructurales de los genes llamados exones e intrones hasta un nivel mas complejo de orga-
nizacion comao es el cromosomal.
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En ciencia forense se estudian prnincipalmente
dos tipos de pelimortismos de ADN para la
identificacion de individuos:

. Namero varnable de repeticiones con-
catenadas (VNTR) las cuales son polimortis-
mos de Ja longitud del ADN en locus™ especi-
ficos. Estas regiones VNTR consisten en
estrechas regiones de ADN construidas de
secuencias corta y repetitivas de ADN. El
numerc de veces que estas secuencias son
repetidas repercute en la longitud fisica de la
molecula de ADN en ese locus especifico.
Estas variaciones pueden ser examinadas por
el método conocido como Polimorfismas en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion,
RFLP. Un ejemplo de VNTR es el locus
D1S880. el que comprende una secuencia de
16 pares de bases que se repite multiples
veces {Coleman y Sweson, 1894),

. El segundo tipo de polimorfismo en el
ADN es una diferencia en los nucleétidos en
un par de base especifico. Estas variaciones
pueden ser examinadas por &l métado conoci-
do como Reaccion en Cadena de la
Polimerasa {(PCR). Un ejempio de esto es el
pelimorfismo de un solo nucledtido, SNP**.
Estos son los tipos mas comunes de polimor-
fismos en el genoma humano, con una fre-
cuencia aproximada de un SNP por cada Kilo-
base (Coleman y Sweson, 1994),

Fuentes de ADN

E! ADN se encuentra en todas las células del
cuerpo. Las fuentes de ADN mas frecuente-
mente usadas para tipificacion son: sangre,
semen, tejidos, raices de cabellos y saliva.

Sangre

La sangre esta compuesta en un 22 por cien-
to de elementos solidos y un 78 por ciento de
agua. El plasma, en el cual estén suspendidas
las células sanguineas, incluye: glébulos
rojos, los cuales son células carentes de
nicleos y cuya principal funcion es transportar
oxigeno desde los pulmones hacia el resto del
cuerpo, vy globulos blancos. Ios cuales son
células nucleadas y ayudan a combatir infec-
ciones.

La sangre es el tipo de muestra mas comun-
mente utilizada en estudios de paternidad y
criminalistica. La superficie en que una man-
cha de sangre puede ser encontrada puede
afectar profundamente la habilidad para
desarroilar exitosamente un analisis de ADN.
La extraccion de ADN de sangre seca encon-
trada en vidrio, metai. Plastico o ropa es sim-
ple. En cambio, en vinilo, alfombras, sillas de
automoviles u otras fibras densas o colore-
adas, se requiere de procedimientos adi-
cianales para la sxtraccion de ADN. Esto se
debe a que estas superficies contienen sus-
tancias que inhiben el proceso de las pruebas
del ADN, las cuales requieren ser removidas
por una variedad considerable de procesos
de purificacion (Coleman y Sweson, 1884).

Semen

Las manchas de semen son las evidencias
que se someten con mayor frecuencia para
analisis de ADN en casos de violacién y son
tipicamente examinadas y probadas por meto-
dos convencionales previos al andlisis de

* focus se define como ia posicion de un gen €n un Cromosoma.

** det ingiés. Single-Nucleotide Polymorptusm, SNP.
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ADN. La mezcla de células puede ser usual-
mente un factor de confusiéon cuando se rea-
liza una prueba estandar para la tipificacion de
la sangre. En el caso del analisis del ADN, el
proceso de lisis diferencial (una desinte-
gracion controlada de células) es usado para
separar las células espermaticas (fraccion
masculina) de las ceélulas no-espermaticas
(fraccion femenina) (Coleman y Sweson,
1994).

El semen azoospérmico es peribdicamente
encontrado en la investigacion de casos de
violacién con variacién en los resultados
analiticos. La cantidad de ADN contenido en
un mililitro de muestra eyaculada por un indi-
viduo espérmico es aproximadamente de 0.5
mg proveniente de los espermatozoides y, en
cambio, solamente 0.03 mg se obtienen de
leucocitos y ceélulas epiteliales. En el caso de
un individuo azoospérmico, dado que carece
de celulas espermaticas, el ADN extraido
proviene unicamente de leucocitos y células
epiteliales constituyendo un 6.3% del total de
ADN obtenido de un individuo espermico. Aun
en estos casos de azoospermia, la técnica de
PCR puede ser muy util porque la amplifi-
cacion del ADN por PCR es rapida, sensible y
requiere solamente de pequefas cantidades
(2.5 - 5.0 ng) de moléculas de ADN de bajo
peso molecular (< 2 Kb) (Skinker y col, 1997).

Tejidos

El aislamiento de ADN, de tejidos tomados de
autopsia es un proceso simple y directo. En
los laboratorios, los tejidos que se reciben con
mayor frecuencia provienen de tejidos
descompuestos parcialmente. La estabilidad
del ADN a veces es mas lenta en tejidos blan-
dos tales como el higado y el rifidén; y mayor
todavia en hueso denso y dientes (Coleman y
Sweson, 1994),

Raices de cabello

De una a cinco raices de cabello pueden con-
tener suficiente tejido para realizar analisis
por RFLP. El cabello mudado contiene sola-
mente cantidades trazas de ADN, y son ge-
neralmente utiles para analizar por los méto-
dos actualmente usados de rutina en medici-
na forense. Pero un método altamente espe-
cializado conocido como: secuenciacion mito-
condrial esta comenzando a ser mas utilizado
en este campo. Por medio de esta técnica se
pudo identificar un cabello de Napole6n y a los
miembros de la familia Romanoff (Coleman y
Sweson, 1994).

Saliva

El ADN puede ser tipificado a partir de saliva
depositada en la solapa de los sobres o en
estampillas, como se hizo en el bombardeo al
Centro Internacional del Comercio de Nueva
York en 1993. El ADN puede también ser
extraido de las colillas de cigarrillos encon-
tradas en la escena del crimen, y también en
copas, botellas, bocina de teléfonos y morde-
duras (Coleman y Sweson, 1994).

Métodos de extraccion de ADN

Existen varios métodos para la extraccion del
ADN, dentro de los cuales se incluyen las
extracciones con resina Chelex 100, extrac-
ciones organicas (fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico), y el uso de Centricon 100. Estos
metodos permiten el aislamiento y la purifi-
caciéon del ADN de las muestras a ser ana-
lizadas. Por otra parte, la mayoria de los com-
ponentes celulares que no son ADN (compo-
nentes organicos) son removidos para evitar
inhibicién de los componentes de la reaccion,
como la polimerasa Tagq, la cual es crucial en
los métodos de analisis del ADN como la
PCR.



Luego que el ADN ha sido extraido y purifica-
do, éste es concentrado y probado para deter-
minar su cantidad y calidad. Si el ADN es
obtenido en grandes cantidades es posible
realizar la técnica de RFLP, porque esta técni-
ca asi lo requiere. Pero, si se han obtenido
cantidades pequefias de ADN y ademas se
encuentra degradado, la prueba mas conve-
niente a realizar es la PCR.

Método de extraccion por Chelex

El Chelex 100 es un medio que incrementa la
senal de la amplificacion del PCR de
pequenas cantidades de ADN liberadas por
un pequeno numero de células que han sido
hervidas en el proceso de extraccion. Chelex
100 es una resina quelante que tiene una alta
afinidad por iones metalicos polivalentes. Esta
esta compuesta de co-polimeros de estireno
divinil-benceno que contienen iones imino-
diacetato pareados, los cuales actian como
iones quelantes. Se conoce que la presencia
de Chelex 100, durante el calentamiento en el
proceso de extraccion, previene la
degradacion del ADN al quelar los iones
metalicos que pueden actuar como catalistas
en la destruccion del mismo a altas tempera-
turas en soluciones de bajo potencial iénico
(Walsh y col, 1991).

Método de extraccion por Centricon 100

Este es un procedimiento mediante el cual las
células contenidas en la muestra a analizar
son lisadas al ser incubadas en un buffer de
extraccion contenedor de Proteinasa K, para
liberar el ADN. El ADN es posteriormente se-
parado de los componentes organicos de la
celula mediante el uso de un reactivo que con-
tiene Fenol, Cloroformo y Alcohol Isoamilico
en proporcion 25:24:1, respectivamente. Este
reactivo permite colocar al ADN en una fase
acuosa. Esta es posteriormente transferida a
un microtubo de concentracion Centricon 100
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y sometida a varios ciclos de centrifugacion
para purificar el ADN, el cual queda adherido
a la columna del tubo Centricon 100.
Finalmente se realiza una Ultima centrifu-
gacién con la columna invertida para recupe-
rar el ADN extraido (Hochmeister y col, 1995).

Método de extraccion organica

En este método, el ADN es extraido mediante
lisis celular y separado de los componentes
organicos de la célula en una fase acuosa,
mediante el uso del reactivo Fenol,
Cloroformo y Alcohol Isoamilico, como se
menciono anteriormente. Luego, la fase
acuosa es transferida a un tubo nuevo de 1.5
ml y el ADN es precipitado con alcohol frio al
100%, seguido por un lavado con alcohol al
70%. Finalmente, el ADN es solubilizado en
agua estéril (Hochmeister y col, 1995).

Métodos de andlisis del ADN

Las dos técnicas mas frecuentemente uti-
lizadas para el analisis del ADN en ciencia
forénsica son la técnica de Polimorfismos en
la Longitud de los fragmentos de Restriccion
(del inglés Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, RFLP) y la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del
inglés Polymerase Chain Reaction, PCR).

Polimorfismos en la Longitud de los frag-
mentos de Restriccion (RFLP)

El procedimiento basico de la técnica RFLP es
conocido como "Southern Blotting” por
Edward Southern, el bioquimico escocés que
desarrollara la técnica a comienzos de 1970,

La tipificacion del ADN mediante la técnica de
RFLP consiste en un procedimiento que,
mediante el uso de enzimas de restriccion,
corta el ADN y separa por tamano las piezas
de ADN cortadas mediante el uso de electro-
foresis en gel de agarosa o poliacrilamida.
El ADN es transferido del gel a un soporte soli-
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do como una membrana de nylon. Posterior-
mente se localizan y visualizan las bandas de
ADN de interés mediante ef uso de una sonda
de ADN que puede estar marcada con un
material radiactivo o fluorescente. Si la sonda
ha reconocido su secuencia complementaria,
ésta emitira una senal que finalmente sera
detectada a! ser expuesta a una filmina de
radiografia. Los patrones de bandas de ADN
obtenidos son Jeidos e interpretados para pro-
ceder a la realizacion de lag determinacién de
las frecusncias alélicas y demas analisis de
genética poblacional (Coleman y Sweson,
1894j (lustracién 2},

Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

La técnica de Reaccién de la Polimerasa en
Cadena es usada para analizar pequenas
cantidades de ADN provenientes de muestras
de casos forénsicos. Esta tecnica fue inventa-
da en 1984 por Kary Mullis de |a corporacion
Cetus y desde entonces ha tenido un uso muy
amplio desde el diagnostico de enfermedades
genéticas hasta la deteccidn bacieriana
{Mullis y Faloona, 1987; Saiki y col, 1985).

La reaccion de PCR tiene su fundamento en la
presencia de dos cebadores cortos, cada uno
de ellos complementarios a la secuencia de
ADN flanqueante de la region a ser amplifica-
da. Esios cebadores se extienden por la
accion de una enzima ADN polimerasa ter-
moestable (polimerasa Taq) con capacidad de
mantener su estabilidad a altas temperaturas.
£n general, astas polimerasas realizan su tra-
bajo a 68 - 74°C.

La nueva molécula de ADN, que se compene
de una cadena modelo y otra neositetizada.,
es luego desnaturalizada a altas tempera-
turas. Ahora se permite que los cebadores se
anexen nuevamente y otra vez la enzima ADN
polimerasa Taq realizard una nueva sintesis.

Esta serie de desnaluralizaciones/apariamien-
tosiextensiones se realiza en multiples ciclos
io que contleva a una amplificacian logaritmi-
ca de la secuencia de ADN objetivo
(llustracian 3).

Marcadores moleculares para identifi-
cacion humana

Los marcadores moleculares abarcan carac-
teristicas hereditarias. las cuales diferencian a
un individuo de otro. Pueden consistir desde
rasgos fisicos, como el color de |a piel y de 1os
pjos o el tipo de cabello, las diterencias
demostrables entre diversos componentes
sanguineos, y las diferencias a nivel del ADN
estudiadas mediante técnicas de polimorfismao
en el numero de repeticiones variable en tan-
dem y repeticiones cortas en tandem. El valor
de los primeros &s muy limitado cuando se
trata de resolver una paternidad © un caso
forense. Los segundos se componen de multi-
ples marcadores identificables de una manera
mas reproducible, que se han convertido en la
base de las consultas medicolegales para
adjudicar la paternidad o, en casc criminal, ia
culpabilidad ¢ la inpcencia de un sospechoso.

Numero de repeticiones variable en tan-
dem (VNTR}

Este €s un numera de loci, &l cual forma parte
de un grupe de marcadores |lamados
Longitud del Fragmento de Polimorfismo
Amplificado. AMP-FLP. Estos polimorfismos
han sido extensivamente utilizados en analisis
forense. Estos sitios polimérficos de ADN no
cedifican para una preteina en particular y. en
general, no tienen un efecto conocido en el
ser humano. Esta particularidad es una venta-
ja, porque significa que las VNTR pogrian ser
menos influenciadas por los proceses de
seleccidon natural, lo cual podria conllevar a
diferentes frecuencias en diferentes pobla-
ciones.
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llustracion 2. Diagrama de la Técnica de Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion.tn este diagrama se ilustra el procedimients para & analisis de
VNTR de ADN extraido de sangre total. Esta técnica ha sido una de las primeras utilizadas en
estudios de identificacion de ADN humano y utiliza enzimas de restriccion para producir frag-
mentos de ADN, lo cuales son posteriormente separados per medio de electroforesis en gel de
agarosa e incubados con una sonda de ADN marcada radiactivamente. Al final del proceso, los
fragmentos reconocidos por la sonda de ADN seran observados en la exposicion a un film de
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llustracion 3. Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR}. En esta técnica inicrai-
mente acurre el proceso de desnaturalizaciéon
para separar |a doble hebra de ADN en cade-
nas sencillas. Posteriormente procede al
apareamiento de los cebadares para delimitar
la region de ADN a ser ampfificadfa y, finai-
mente, se fealiza la extensign de los
cebadores por una Polimerasa de ADN ter-
moestable. Schematic drawing of the PCR

cycle. Esta ilustracidn se resume de la si-
guiente manera: (1} desna-turalizacien a
86°C. {2) anexo de cebadores a 68°C. (3)
Sintesis de la nueva hebra de ADN a 72°C
{P=Polymerasa). {4) El primer ciclo esta com-
pleto. Las das hebras de ADN resultante sir-
ven de AND moide para el proxime ciclo de
PCR, de manera que en cada ciclo se dobla 1a
cantidad de ADN duplicado.
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La tipificacion de los sistemas AMP-FLP esta
basado en las diferencias de longitud. Uno de
los marcadores mas representativos y fire-
cuentemente usados en ciencia forénsica es
el locus D1580, el cual se conoce como mi-
nisatélite debido a que este locus tiene repeti-
ciones de dieciséis pares de bases. La ampili-
ficacion y tipificacion del locus D1S80 por
PCR tueron des=critas por primera vez por
Kasai y colaboradares (Kasai y col, 1880,
Nakamura y col, 1988}. Estos investigadores
proporcionaron informaciéon acerca de la
secuencia del locus confirmando que el
tamano de |la unidad repetitiva es de dieciseis
pares de bases.

Posteriormente. Budowie y colaboradores
descrinieron un sistema de glectroforesis ho-
rizontal de alta resolucion y proporcionaron
datos poblacionales indicando que este mar-
cador AMP-FLLP* podria ser de gran utilidad
para aplicaciones forensicas. Hochmeister y
colaboradores obtuvieron resultados con-
fiables al tipificar D1S80 de restos humanos
en descomposicion, demostrando que las
muestras que eran muy poco probables que
dieran resultados por RFLP podian ser ana-
lizadas usando este marcador AMP-FLP
{Budowle y col, 1881; Hoechmeister y col.
1991; Cosso y Reynolds, 1995, Honda y col,
1995).

A |3 fecha se han realizado numerasos estu-
dios de validacion del locus D1S80Q para su
aplicacion forénsica. Entre ellos se encuentra
el estudio que determind que los fluidos
expuestos a cloro, acidos y aceites eran
capaces de ser amplificados por D1$80. Por
otro lado, la presencia de Escherichia Coli,
Staphilococcus epidermidis, Bacillus subtilis y
Candida albicans. en sangre, no altera el
patrén de genotipo. La tipificacion del locus
D1S80 ha sido también usada para |a identifi-

cacion humana a panir de huesc compacto
procedente de restos humanos {Baechtel y
col, 1995).

Repeticiones cortas en tandlem (STR)

Las repeticiones cortas concatenadas consis-
ten de secuencias cortas de tres a siete pares
de bases repetidas aleatoriamente, los que
son conecidos como regiones microsatélites.
Se ha estimado que el genoma humanc
puede contener al menos un STR trimerico o
tetramérico por cada 20 kilobases. Cerca de la
mitad de los locus STR estudiados por
Edwards y colaboradores son polimorficos en
cuanto al numero de repeticiones. Esta carac-
teristica es de mucha utilidad para realizar
mapeo tisico y genético del genoma humano,
diagnostico de enfermedades e identificacion
de personas en ciencias médicas y forenses.
Los marcadores de repeticiones cortas con-
catenadas permiten analizar pequenas canti-
dades de muestras bioldgicas. Una de las
ventajas de estos marcadores es que siendo
menares gue 10s VNTR puadan ser mas infae-
mativos cuando se dispone de ADN parcial-
mente degradado {Edwards y col, 1991;
Edwards y col. 1992: Hammond y col, 1994.
Lins y col, 1996, Walsh y col. 1936; Sprecher
y col. 1996; Lins y col, 1998). Se han venido
optimizando nuevos marcadores STR para su
utihzaciéon en identificacion humana. tat es el
caso de los marcadores CSF1PQ, TPOX,
THO1. F13A01, FESFPS. vWA, D16S539,
D75820 y D138317, los cuales han sido uti-
lizados en las pruebas de identificacion
humana ¢como en casos de paternidad, en la
solucion de casos de asesinos en serie. En la
ilustracién 4 se esquematiza un proceso ruti-
nario de tipificacion usando STR. En el cuadre
1 se presentan las caracteristicas de los mar-
cadores STR usados en este estudio.

* Del ingiés, Amplitied Fragment Lenght Polymorphism AMP-FLP.
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llustracion 4. En este diagrama se esquema-
tiza el analisis de muestras de sangre total
con los marcadores STR. Una vez que se ha
extraido el ADN de las células nucleadas de la
sangre, éste es purificado, cuantificado y
amplificado usando los marcadores CTT, FFv
y DDO. Posterormente, ef productc de armpti-

ficacion e separade mediante &l uso de elec-
traforesis en geles de acrilamida y el ADN es
tefiido con Nitrato de Plata para determinar el
genotipo de cada muestra. Al final, se realiza
ta asignacién alélica de manera visual y se
procede a realizar los analisis estadisticos.
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Cuadro £

Cuaracteristicas de los marcadores STR otilizados en este estudio

Locus STR Localizacion  Definicién del locus por GenBank® Secuencia repeliti\‘a. !
cromosemal SNy
TCSFIPO 333,333 HUMCSELPO, proto-oncagen o-fins | TAGAT ,
' L para &l gen receptor CSF-1Thumano J
TPOX 2p25l-pter HUMTPOX. gene de la peroxidasa AATG
o i de la tiroide humana
THOI TIpl3.3 HUMTHOI, gene de la hidroxikasa | AATG
) de la tiroxing humana o
F13A01 6p24.3-p25.1 |HUMFI3AOL. subunidad del gen de | AAAG
© factor 13 de la coagulacion humana
FESFPS 15q25-qter HUMFESEPS, proto-oncogen AAAT
) _ ¢-fesifps humano _ S
VWA (otrora [2p12-pter  © HUMVWFA3], pene del factor von ' AGAT i
vwa) | _ Willebrand humano
DI6S539 [6q24-gter NA AGAT
_D78820  TFqlt.21-22 NA a _AGAT
DI138317  13¢22-q31 NA AGAT

Estos marcadores pueden tipificar muestras
procedentes de tejidos post-mortem, los que
se encuentran altamente deteriorados. De
esta manera se han convertido en una he-
framienta valiosa en investigacion criminal
(Andersen y col, 1996: Chackraborty y col,
1999, Tracey, 2001; Hoechmeister, 1997: Off -
Olsen y col. 2001; Bille, 1999).

Bases de datos de ADN

Las bases de datos de ADN estan constituidas
por las frecuencias de los perfiles genéticos
de muestras seleccionadas de una poblacion
en particular. Las bases de datos pueden
provenir de diferentes fuentes tales como:
bancos de sangre, laboratorios de estudios de
paternidad, personal de laboratorio, clientes
en centros de consejo genético y personas

nculpadas de algun crimen. Estas muestras
son apropiadas para usos forenses principal-
mente, porque |os loci usados para identifi-
cacion son usualmente partes no funcionales
de genes y por lo tanto es imposible que sean
correlacionados con cualquier rasgo fisico o
del comportamiento que esten asociados con
diferentes subgrupos de ta poblacién.

Anglisis estadistico en tipificacién humana
paor ADN

El analisis estadistico de los resultados de ti-
pificacidn humana por ADN es fundamental
para la interpretacion y uso de los mismos,
Para realizar la construccion de una base de
dates que refleje las frecuencias alélicas en
una poblacion se requiere de |la previa deter-
minacion de parametros tales come: frecuen-
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cias alélicas, el equilibrio de Hardy-Weinberg,
la probabilidad de coincidencia. el poder de
discriminacién, el poder de exclusion y el
indice tipico de paternidad.

Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas juegan un rol muy
importante en genetica de poblaciones al igual
que la frecuencia de los genctipos porgue son
el soporte de las bases de datos de ADN, las
que son de fundamentales para estudios de
paternidad o investigaciones forenses. La fre-
cuencia aldlica puede ser expresada de (a
siguiente manera: para l0s alelos expresadaos
por /. la propofcidn pi, para un gen con un
numero arbitrario de alelos es

Donde el término 2  significa que suman
t0dos jos valares ; que difieren de i. Este es el
caso de todos los heterocigotos que contienen
un alelo Ai. {Nacional Research Council,
19986, Huston, 1998; Gillespie, 1998; Farley y
Harrington, 1931}

Ley de Hardy-Welinberg

La ley describe los estados de equilibrio de los
leel sencillos en una poblacion diploide gue se
aparea al azar, la que a su vez se encuenira
excenta de ofras fuerzas evolutivas tales
como mutacion, migracion y variacion genéti-
ca. Esta fay también indica que una poblacion
en equilibrio exhibe la misma frecuencia de
genotipos de una generacion a otra y que {os
alelos encontrados en un locus no muestran
correlacion a priori, 1o que muestra que existe
una independencia entre alelos y la manera
en que estos son transmitidos de una persona
a otra.

La derivacidn de la formula para un locus en
particular toma muchos pasos. pero al formu-
fa final es:

potdmp g

donde

(] p = trecuencia del alelo dominante
en una poblacion

. q = frecuencia del alelo recesivo en

la poblacién, y

Se han elaborado varias formulaciones y pro-
gramas para estudiar el equilibrio de Hardy-
Weinberg y la independencia entre alelos en
multiples loci (Guo y Thompson, 1992;
Hermandez y Weir, 1989; Williars, 1976). La
prueba comunmente usada es la prueba
exacta de Fisher, la que estudia la probabili-
dad de asociacion ne aleatoria entre alelos y
ha sido incorporada en un programa te anali-
sis pobiacional ilamado: Andlisis de datos
genéticos (del inglés: Genetic Data Analysis,
GDA).

La férmula utilizada en dicho programa para el
analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg en
una poblacién determinada es la siguiente:

2127 1. na!

PI'({””}[{HO}) = [Q?W
g g

Aqui ¢ repreésenta los genotipos, ¢ los alelos,
H el nimero de individuos heterocigotos, {ng}
la coleccién de genotipos contades y {nu) la
coleccién de alelos contados (Nacional
Research Council, 1998; Hustan, 1$98;
Gillespie, 1998; Farley y Harrington. 1991;
Zaykin y col, 1995). Es importante determinar
el equilibrio de la ley de Hardy - Weinberg en
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una pobtacidn para saber si la frecuencia aléli-
cas de un gen en particular se mantiene esta-
bles de una generacion a oira. La estabilidad
en la acurrencia de las frecuencias alélicas en
una poblacién permitira disminuir las posibili-
dades de error al determinar parametros de
genética pobtacignal aplicados a estudios de
paternidad e investigacion forense.

Probabilidad de coincidencia

Se define como el niumero de individuos que
deben ser estudiados para encontrar &l mismo
patrén de ADN en un individuo seleccionado
al azar. La probabilidad de coincidencia esta
representada por la siguiente férmula:

pM=3 ¥ P2

i=d ]21

Donde / y ; representan las frecuencias de
tcdos los posibies alelos en » numero de
muestra. Pij representa las frecuencias de
todos los posibles genotipos (Nacional
Research Cauncil, 1996, Huston, 1998
Gillespie, 1998: Farley y Harrington, 1991).

Poder de discriminacién

Esta definido como (a probabilidad que ten-
drian dos individuos elegidos al azar de coin-
cidir en una serie de genotipos dados. El
poder de discriminacion estd dsterminado
como uno menos la probabilidad de coinci-
dencia. Para determinar el poder de discrimi-
nacion combinado de varios locus se sustrae
de uno los productos del poder de discrimi-
nacidén individual de cada locus. Esto se
puede expresar usando la siguiente formula
{Naciona! Research Council, 1296; Muston,
1888: Gillespie, 1998; Farley y Harrington.
1981):

1i
Pli conat el ] - TT (] - Pf.l':.:'

oy

Poder de exclusion

Esta definido como ta fraccion de individuos
que tienen un perfil de ADN diferente de aquel
procedente de un individuo seleccionado al
azar al momento de realizar un analisis de
identificacién humana por ADN, por ejempig,
en un caso de paternidad. El poder de
exclusion €s representado por la siguiente fér-
mula:

PE = h¢{1-2nH?)

Dande /1 es la frecuencia de homocigotos y
H la frecuencia de heterocigotos.

Para determinar el poder de exclusion combi-
nade de varios {ocus se sustrae de uno ¢l pro-
ducto de uno menos el poder de exclusion
individual de cada locus. Esto se puede
expresar en la siguiente férmula {Nacional
Research Council, 1896; Huston, 1898;
Gillespie, 1998; Farley y Harrington, 1991}

4
M ) TP

indice tipico de paternidad

Este refleja cuantas veces es mas probable
que la persona que es sometida a un estudio
de paternidad sea el padre biolégico, en com-
paracion con una perscha seleccionada al
azar. El indice tipico de paternidad se puede
expresar mediante la siguiente férmula:

]
2k

}']lr‘,su al 7
El indice tipico de paternidad de varios locus
es el producto del indice tipico de paternidad
de cada locus {Nacional Research Cauncil,
1996; Huston, 1998; Gillespie, 1998; Farley y
Harrington, 1891).



Cuadernos de Investigacion de [y UCA/14

I1. Objetivos

Objetivo general del estudio

Con este proyecto nos propusimos establecer
una base de datos consistente de las frecuen-
cias alélicas para la poblacion nicaragtense,
usando los marcadores Longitud del
Fragmento de Polimorfismo Amplificado
(AMP-FLP) ArnphFLP D1S80 y los Sistemas
de Repetnmones Cortas Concatenadas (STR)
GenePrint” CSF1PO, TPOX, THO1 (CTT);
F13A01, FESFPS, vWA (FFv) y D16S539,
D7S820, D13S317 (DDD). La base de datos
de la poblacion nicaragiiense es un instru-
mento indispensable para el respaldo estadis-
tico de determinacién forénsica y de pater-
nidad.

Objetivos especificos del estudio

. Establecer el uso de la técnica
Reaccion en Cadena de la Po-
limerasa (PCR) para el estudio
de los marcadores moleculares
indicados.

. Determinar las frecuencias alélicas
de los marcadores moleculares
menciona dos para la poblacion
nicaraguense.

a Determinar el porcentaje de hete-
rocigotos y homocigotos, la proba-
bilidad de igualdad, el poder de
discriminacion, el indice tipico
de paternidad y el poder de exclu-
sién de los marcadores molecula-
res para la poblacion nicaraguen-
se.

18

1I1. Material y métodos
Muestras

Se recolectaron un total de 111 muestras de
sangre de donantes procedentes de la Cruz
Roja de Nicaragua. Los donantes no estaban
emparentados entre si y provenian de diver-
sas regiones del pais. Para cada muestra se
recopild la siguiente informacion: tipo sangui-
neo y Rh, sexo, edad y origen de la persona
de quien procede la muestra. Los donantes de
sangre eran originarios de las ciudades de
Managua, Matagalpa, Le6n, Bonanza, Puerto
Cabezas, Masaya, Jinotega, Madriz, Carazo y
Chontales, lo que significa un muestreo
aleatorio de diversos puntos del pais. La infor-
macion de cada donante fue manejada con
estricta confidencialidad. Para ello se asigno
un cédigo a cada muestra, de manera que los
donantes permanecieran en total anonimato.
Al final del estudio se eliminé el material
biolégico.

Extraccion de ADN de muestras de sangre

Para extraer el ADN de alto peso molecular de
las muestras de sangre se usoé la resina de
Chelex®100 siguiendo el protocolo descrito
previamente por Walsh (Walsh y col, 1991).

Cada muestra de sangre de 3 ml se adiciono
a un tubo de microcentrifuga conteniendo
agua desionizada. Se mezclaron y fueron
incubadas a temperatura ambiente (~ 25°C)
por treinta minutos. Se centrifugé a maxima
velocidad (14,000 r.p.m.) en una microcen-
trifuga Eppendorf y, cuidadosamente, el
sobrenadante fue removido dejando tan solo
el 3% del volumen inicial de la muestra,
descartando el resto. Se adicioné Chelex 100
al 5% al sobrenadante.
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Posteriormente se incubdé a 56°C por veinte
minutos y finalmente se agité en vortex a alta
velocidad. Se hirvié a 100°C y se agité en vor-
tex nuevamente. Se centrifugé a alta veloci-
dad a temperatura ambiente en una microcen-
trifuga. El ADN se obtuvo en el sobrenadante,
listo para amplificacion por PCR. Las mues-
tras de ADN fueron almacenadas a una tem-
peratura de -20°C hasta su procesamiento por
PCR.

Analisis del ADN
La amplificacién y la determinacién de los ale-

los para los marcadores CTT y FFv fueron
realizadas siguiendo los procedimientos

(Silver Stain Detection) - Promega. La amplifi-
cacion del ADN para la determinacion de los
alelos para el marcador D1S80 se realiz uti-
lizando el sistema AmphFLP D1S80 - Perkin
Elmer. Este procedimiento se realizé6 para
obtener el ADN de interés en cantidades sufi-
cientes para poder detectar una banda de
ADN en geles de agarosa.

Marcadores CTT, FFv y DDD

Para la amplificacion del ADN con enzima
polimerasa AmplitaqGold * se usé un progra-
ma computarizado del Termociclador
GeneAmp PCR System 2700 de Perkin Elmer.
Para cada marcador se indican los ciclos de

estandar del paquete Gene Print System amplificacion.

CTT: 95°C - 11 minutos 90°C — 1 minuto
96°C - 2 minutos 64°C - | minuto } 20 ciclos
94°C - 1 minuto 70°C - 1.5 minut
64°C - | minuto 10 ciclos 4°C -l
70°C - 1.5 minutos

FFv: 95°C — 11 minutos 90°C — | minuto
96°C - 2 minutos 60°C = | minuto 20 ciclos
94°C - | minuto 70°C - 1.5 minuto
60°C = 1 minuto 10 ciclos 60°C — 30 minutos
70°C — 1.5 minutos 4°C al

DDD: 95°C — 1 | minutos 90°C — | minuto
96°C - 2 minutos 60°C = | minuto 20 ciclos
94°C - | minuto 70°C - 1.5 minuto
60°C - 1 minuto 10 ¢iclos 60°C - 30 minutos

70°C - 1.5 minuto

4°C (x!
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Preparacion de la reaccion de PCR

La mezcia de reaccidn para PCR. ya sea para
los marcadores CTT 6 FFv, consistia de agua
esteéril, bufer 10X STR, mezcla de cebadores
SRT 10X (CTT o FFv), Polimerasa Amplitaq
Gold “{a 5u/ul} y muestra de ADN.

La concentracion de ADN utilizada para ampli-
ficar, en el case del marcador CTT, fue entre 1
y 5 ng; para el marcador FFy, la concentracion

de lag muestras fue entre 5 y 10ng. Como
control positivae se utilizd ADN K562, el cual
amplifica alelos conocidos de cada locus.
Comgo control negativo se utilizo agua esteril
en sustitucidon de la muestra de ADN para
ambos marcadores.

En el cuadrc 2 se muestran los patrones
esperados del control positivo (ADN K562)
para los marcadores CTT. FFv y DDD.

Cuadro 2
Patrones alélicos del control positivo ADN K567

_ CTT wiple _Tamanio alélico| FFv triple | Tumafio alélico | DDD triple Tamafio alélico
“CSFIPO 109 F13A01 54 D165539 12,11

_1POX 9.8 ‘ FESFPS 12,10 D75820 | 11.9

" TTROL | 93,93 YWA | 1616 DI3s37 8.8

La asignacion alélica se realizé por medio de
marcadores meleculares que contienen los
patrones de las bandas de ADN correspondi-
entes a ios alelos de los marcadores CT 1, FFy
y DDD. En el cuadro 3 el contenide alélico de

cada marcador molecular, Estos marcadores
se calocan a la par de las muestras experi-
mentales en el gel de acrilamida.

Cuadro 3
Contenido alélico de fos marcadores moleculares CTT, FFy y DDD

{ CTT triple ’ Marcador | FFv triple |  Marcador DDD triple|  Marcador
molecular_ _ Molecular Muolecular
CSFIPO 7-15 | T13A0! 1 316 DI16S539 | S-15
f POX [ 6- 13 FESIPS 7. 14 (375820 6 14 _1
THOL 8 11 | vWA 13 20 DI3SIT | 715!
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Electroforesis en gel de agarosa

Para corroborar la amplificacién del ADN de
interés experimental. log productos de la PCR
se separaron por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 2%.

La agarosa se disolvio completamente por
calentamiento usando un horno de microon-
das. Posteriormente se dejo enfriar hasta

siones siguientes: 17 cm de ancho, 32 cm de
largo y 0.4 cm de espesor, en £l aparato de gel
de secuenciacién GIBCO BRL SA32.

Las placas de vidric se ensamblaron poniendo
el espaciadar de 04 mm a los (ados y entte
cada vidric usando pensadores para sastener
los vidrios en su lugar. Se prepard una solu-
cion de acrilamida al 6% para un total de 75 m!
mezclando los reactivos indicados en el
cuadro 4.

Cuadro 4
Componentes del (el de policrilamida

| . Reactivo Cantidad Concentracion final
reg - __31.50g _ 7™M
Agua deignizada 30.25 ml :
IBL 10X B 3.75 ml 0.5X
Acrilamida 40% (19:1) 11.25 ml 4% 0 6%

Volumen Lotai

alcanzar una temperatura de 55"C, para luego
adicionar Bromuro de Etidic antes de verterlo
en el molde del gel. Se insertaron los peines,
para dar forma a los pozos en los cuales luego
se pondrian las muestras de ADN y se |e dejo
solidificar por unos 20-30 minutos a tempe-
ratura ampiente.

Las muestras se prepararon para su corrida
en electroforesis de gel de agarosa mezclan-
dolas con solucion cargadara al 5X contenien-
do glicerol, EDTA y azul bromotenol. Una vez
polimerizado. el gel fue transferido a una
camara de elactroforesis. se adiciono el bufer
de corrida (TBE 0.5X) hasta cubrir el gel por
completo y las muestras fueron cargadas en
los pozos del gel. Se selecciond un voltaje de
5 voltios / cm y el gel se dejd correr por 2
horas. Finalmente se visualizd el gel usando
un transiluminador ultravioleta de 302 nm, y
se fotografié con una camara digital para do-
cumentar el experimento.

Electroforesls en gel de poliacrilamida
Para realizar {a asignacion alélica correspon-

diente a cada muestra se utilizo un gel de poli-
acrilamida desnaturalizante con las dimen-

La solucion de acrilamida fue filtrada usando
un filtro micron (Nalgene ) y posteriormente
transferida a un frasco con capacidad para
100 ml, se adiciond N.N N'-tetrametilendiami-
na (TEMED) y Persulfato de amonio al 10% a
la solucidn de poliacrilamida, |0s cuales inician
el proceso de polimerizacion. Posteriormente,
la so0lucién de poliacrilamida fue vertida entre
las placas de vidrio con ayuda de una jeringa
de 20 ml y el gel se dejd reposar en posicion
horizontal para permitir su polimerizacién.

Se inserté un peine fino de 14 cm con capaci-
dad para 49 pozos directamente en el gel y los
vidrios fueron asegurados con 3 o mas pen-
sadores. Ei restante de poliacrilamida fue
transferido a un tubo cénico desechable como
conirol de polimerizacion. El gel se dejo
reposar al menos por una hora a temperatura
ambiente antes de pre-correr el gel y cargar
las muestras.

Pre-corrida del gel de poliacrilamida

Una vez que el gel de poliacritamida polmerizd
se remavieren |os prensadores y las ptacas de
vidrio fueron limmadas con papel toalla satu-
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rada de agua desionizada. El exceso de poli-
acrilamida fue eliminado del peine y se adi-
ciond TBE a 0.5X a la parte inferior de a
camdra del aparatc de electroforesis. Se
sumergio el ge! en el bufer, con la placa mas
grande hacia fuera, los widrios se aseguraron
dal aparato de electroforesis y Se adiciono TBE
al 0.5X a la parte superior del aparato de elec-
troforesis.

Finalmente, el gel de poliacrilamida fue pre-
corrido para que la superficie del mismo
alcanzara una temperatura de 50°C. Para
aste procedimiento generalmente se Uso entre
60 y 65 watts para un ge! de poliacrilamida de
40 cm, y entre 40 y 45 watts para un ge! de 32
em.,

Preparacion de las inuestras

Las muestras amplificadas por PCR y el mar-
cador de STR fueron mezclados con la solu-
gion cargadora del STR 2X para posteriot-
mente ser cargadas en el gel. Para usar el
marcador dei alefo THG1 8.3. éste se mezcls
con buffer STR 1X y con bufer cargadar de!
STR 2X.

Cargado de las muestras

Las muestras fueron desnaturalizadas por
calentamiento a 95°C y luego se mantuvieran
por separado &n hielo. Después de que el gel
fue pre-corrido se usd una jeringa de 50-100
m! para remover el remanente de urea del
area de 10s pozos, se insend el peine en el gel
y las muestras fueron cargadas en su respec-
tivo pozo.

Electroforesis del gel de poliacrilamida

Una vez que se compietd el cargado de las
muéstras, el gel se corrié usando entre 60-65
Wants para un gel de poliacrilamida de 40 cm,
y entre 40 y 45 watls para un gel de 32 cm.

Tincion de plata

Después de finalizado el procesa de electro-
foresis, el peine y los espaciadores fueron
removidos y las placas de vidrio fueron cuida-
dosamente separadas. Ef gel fue transferidc a
un contenedor plastico y se prosiguio con &
protocolo de tincion de plata.

Una vez tenido el gel fue posado sobre una
lAmina de acetato y cubierte ¢on una segunda
lamina. Se le dejd secar a temperatura de
37°C por toda la noche y al dia siguiente se
realizaron las asignaciones alélicas de las
muestras anafizadas. Ei gel se fotografid con
wna camara digia) para documentar el experi-
mento.

Marcador D15S80

Para la amplificacion de ADN con respecto at
marcador D880 se uso el siguiente progra-
ma:

95°C - 2 minutos
95"C - 15 segundos
86°C - 15 segundos
72°C - 40 segundos
72°C - 10 minutos

20 ciclos

Preparacion de la reaccion de PCR

Los componentes de la mezcla de reaccion
para PCR de! marcader DISB0 fueron:
Cloruro de Magnesio (5 mMj, mezcla de reac-
cion de PCR gue contiene cebadores D1S80.
Amplitaq®  Gold, dATP, dGTP, dCTP y dTTP
en bufer, y muestra de ADN.

La concentracion de ADN para amplificar los
alelos del marcador D1S80 estuvo entre 285 y
10ng. Comao control positive se ulilizd ADN 3,
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el cual amplifica los alelos 18 y 31. Como con-
trol negativo se utilizé agua desionizada y
autoclavada.

La asignacion alélica para el marcador D1S80
en las muestras se realizd utitizando un mar-
cador estandar proporcionado por el manufac-
turador del paguete. Eif rango de medicion
alélica del marcador va desde el alelo 15
hasta el 41.

Gel de poliacrilamida para el analisis del
locus D1S80

Para el analisis de los productos de amplifi-
cacion se utilizd el gel GeneAmp® Detection
Gel High Resolution Gel Caoncentrate para
realizar electroforesis vertical, la corrida del
gel se realizé a 1000 voltios por 2 horas y 15
minutos. Posieriormente, el gel fue tenido uti-
lizando la técnica de tincidn de plata y {as ban-
das alélicas fueron observadas en un transilu-
minador de luz visible segun se detallé ante-
riormente. Finalmente, el gel se fotografié con
una camara digitat para documentar el experi-
mento (AmpliFLP™ D1S80 - Perkin Elmer
Technical Manual).

Andlisis estadistico de los resultados

Los genotipos de cada muestra estudiada
usando los marcadores CSF1PQ, TPOX,
THO1, F13A01, FESFPS, vWA y D1S80
fueran organizados en una tabla de Excel y
posteriormente analizados estadisticamente
realizando las siguientes determinaciones:
frecuencias alélicas, porcentaje de homacigo-
tos y bheterocigotos, equilibrio de Hardy-
Welr]berg. probabilidad de coincidencia, poder
de discriminacion. poder de exclusidn e indice
tipico de paternidad.

Estos andlisis fueron realizados con ayuda de
los programas PowerStats (Tereba, 1999} de
la corporacion Promega y Genetic Data
Analysis (GDA) proporcionade muy amabfe-
mente por los doctores Paul Lewis y Dimitriv

Zaykin de la universidad del estado de
Carolina del Norte (Lewis y Zaykin, 2001).

IV. Resultados experimentales

Se amplificaron 111 muestras de ADN por
PCR y se definieron los perfiles de todas las
muestras para los marcadores CSF1PO,
TPOX, THO1. F13A01, FESFPS, vWA,
D16S5538, D75820, D138217 y D1580. Todos
los productos de PCR mostraron bandas visi-
bles en geles de agarosa. Estos se separaron
por medio de geles de acrilamida y se deter-
minaron [os alelos correspondientes,

Frecuencias alélicas

Los alelos mas frecuentes para el locus
CSF1PO son 10, 11 y 12 (ilustracion 5). TPOX
son 8, 9 y 11 (ilustracion 8), THO1 son 6, 7 y
9.3 (ilustracion 7), F13A01 son 3.2, 6,6y 7
{ilustracion 8}, FESFPS son 10, 11 y 12 {ilus-
tracion 9), vWA son 15,16, 17 y 18 (ilustracion
10), D16S53¢ son 9, 10, 11 y 12 (ilustracion
11), D78820 son 10. 11 y 12 {ilustracién 12),
D135317 son 9. 10. 11y 12 (ilustraciéon 13},
D1S80 (18, 24 y 25) {ilustracion 14). En la ilus-
tracion 15 se aprecia el analisis de 20 mues-
tras con el marcador CTT, los alelos de mayor
frecuencia y sus controles negativo y positivo
que amplifica para alelos conocidos de cada
locus {CSF1PO alelos 9,10; TPOX alelos 8,9
y vWA alelo 9.3). En la ilustracién 16 se mues-
tran los pertiles genéticos de veinte muestras
que han sido analizadas por €l marcador FFy,
el control negativo y el control positivo que
amplifica para alelos cenocidos de cada locus
(F13A01 aletos 4.5; FESFPS alelos 10,12 y
vWA alelo 16). En lalustracidn 17 se aprecian
los perfiles geneticos de catorce muestras
analizadas por el marcador DDD donde se
observan los alelos de mayor frecuencia. El ja -
ilustracion 18 se muestran los perfile genéti-
cos obtenidos con el marcador D1S80.
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Frecuencias alélica para el locus FESFPS
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Hustracion 9. En este grafico se presentan las frecuencias alélicas del locus FESFPS, donde se observa que los alelos

de mayor frecuencia son los alelos 10, 11 y 12.
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{lustracién 10. En afi
este grafico se presentan las frecuencias alélicas del locus vWA, donde se ob
mayor frecuencia son los alelos 15, 16, 17 y 131_ @ observa que los alelos de



Frecuencias alélicas para el locus D165539
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(fusfracién 11. En este grafico se presentan las frecuencias alglicas del logus D168539, donde se observa gue los ale-

los de mayor frecuencia son los alelos 9, 10. 11 Y 12,
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Frecuencias alélicas para el locus D13S317
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llustracion 13. En este grafico se presentan las frecuencias alélicas del locus D135317, donde se observa que los ale-

los de mayor frecuencia son fos alefas 8, 10, 11 Y 12,
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flustracion 14. En esie gralle mayor frecuencia son los alelos 18, 24 y 25,
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La determinacion de las frecuencias aiéficas
de los locus arriba mencionados demuestra
que los alelos de mayor frecuencia represen-
tan menos gel 45% del fotal de alelps. Estos
resultados se asemejan con 10s de otros estu-
dios paoblacionales de grupos hispanos. en los
cuales los alelos de mayor frecuencia coinci-
den con los aqui presentados, por ejernplo:
(Morales y col, 2001; Molares y col, 2000;
Peterson y col, 2000: Budowle y col, 1897,
Budowle y col, 1995, Rance!-Villalobos y col,
1899; Budowle y col. 2001},

A partrr de 108 resultados obtenidos se elabord
una base de datos de (as frecuencias alélicas
de los loci antes mencionados para la
poblacion nicaragliiense, |a cual representa 1a
ocurrencia de los alelos de cada locus en
nuestra poblacion expresados en {érminos
porcentuales. Esta base de datos es funda-
mental para la significacion estadistica de
cualquier tipificacion genética, porque, ai
obtener un perfil genétice de cualguier individ-
uo. nuestra base de datos nos proporcionard
la trecuencia con la cual se presenta ese per-
fil especifico en nuestra poablacion.

Aunque ya se han publicado las frecuencias
alélicas de otros marcadores genéticos usan-

do muestras de nicaraglienses residentes en
Costa Rica (Morera B y cal, 2001}, en nuestro
estudio reportamos por vez primera fa fre-
cuencia de los marcadores AmpliFLP D1580 v
STR CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01, FESF-
PS, vWA D18S539, D7S820. D135217 para
la poblacion nicaragiense.

Heterocigotos y homocigotos

Se determing el porcentaje de heterocigotos y
homagcigotos para cada une de los locus, sien-
do CSF1PQ 72.1% y 27.9%, TPOX 70.3% y
29.7%, THO1 72.3% y 20.7%. F13A01 68.4%
y 30.6%. FESFPS 68.5% y 31.5%. vWA
775% y 22.5%, D16S539 74.8 y 25.2%,
D7S820 73% y 27%, 0138217 81.1% y
18.9%. D1580 81.8% y 18.2%, respectiva-
mente. Esto demuestra que el porcentaje de
heterocigotos esta arriba del 68.5% y el por-
centaje de homocigotos esta debajo del 31.5
%. En la cuadrc 5 s€ presentan 108 porcenta-
jes de heterocigotos y homocigotos por cada
locus. El alto porcentaje de heteracigotos es
indicativo del altc grado de polimorfismo de
los marcadores (Farley y col, 1991}, Esta ca-
racteristica tiene gran valor para la realizacion
de estudios poblacionales.

Cuadro 5
Porcentaje de heterncigotos ¥ humocigotos utilizande los marcadores

CTT. FFy ¥ DISE0

————— —— ———— —— —

__ _Locus_ | Heterocigates% | __ Homocigotos %
 __ CSFIPO 1 72.] 18

TPOX | 70.3 29.7 N
! THOI | 793 J 20.7 ]
L _FI3AOL | e84 | 306
" T FnSFRs 68.5 i 315 1
r vWA I 77.5 22.5 |
| DI16S539 .| 48 [ 2852
DTS20 , 73.0 270 B
I T A T A N T C
| _bisso [ w8 | B2
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Se presentan los porcentajes de heterocigotos
y homocigotos para los marcadores CTT, FFV
y D1S80 en la poblacion nicaraguense, donde
se observa un alto porcentaje de heterocige-
tos (> 68.5%) y un bajo porcentaje de home-
cigotos {< 31.5%).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

El anélisis de la ley de Hardy-Weinberg se
realizé mediante Ia prueba exacta de Fisher,
en que un valor P> 0.05 indica que no hay
desviacion de la ley para ios loci en estudio.
Asi, los loci objeto de nuestro estudio
(CSF1PO, TPOX. THO1. FESFPS, vWA,
D168539, D7S820, D135217 y D1S80) no
demuestran desviaciéon de la ley Hardy-
Weinberg en nuestra poblacion {P>0.05) {37).
El Unico locus que mostré desviacion fue el
locus F13A01, el cual presentd un valor P de
0.002. Esto podria ser debido a las siguientes
causas: {1) subestructuras poblacionales den-
tro de la poblacidn nicaraguaense con respecto
a este locus, como producto de (2) un
apareamiento no al azar y {3} eliminacion de
un alelo de gran tamano en este marcador lo
que conllevaria a la observaciéon de un mayor
numero de homaocigotos. En el cuadro 6 se
presanta el valor P de la prueba exacta de
Fisher para cada locus.

Cuadro 6
Equilibrio de Hardy-Weinberg cn
la poblacién micaragiiense

Locus Valor P
CSF1PO 0.119
TPOX 0081
THO1 0.146
Fl3aol ongar
FESFPS 0.120
VWA 0328
D1§S339 - 0.071
D7S8820 0.361
DI3S137 - 0.704
DISS0 0.290

En esta tabla se muestran los vatores P pro-
ducto del andlisis del equilibrio de Hardy-
Weinberg mediante la prueba exacta de
Fisher. Los locus aqui estudiados no demues-
tran desviacion significativa de 1a ley de Hardy
- Weinberg. a excepcion del locus F13A01,

Probabilidad de coincidencia

La probabilidad de coincidencia para los mar-
cadores en estudio fue {a siguiente: CSF1PO
0.13¢, TPOX 0.183, THO1 0.113, F13A01
0.077, FESFPS 0.146. vWA 0.118, D16S539
0.073, D75820 0.081, D138317 0.058 ¥
01580 0.051. La probabilidad de coincidencia
combinada para {0s siete marcadores se
expresa come 1 en 984,783,109.8. En el
cuadro 7 se presentan los datos de la proba-
bilidad de coincidencia individual y combinado
para cada locus. De esta manera podemos
decir que la probabilidad de observar el
mismo genotipo en dos personas no rela-
cionadas y escogidas al azar en nuestra
poblacion es de 1 en cada 984,783,109.8 per-
sonas.

Cuadro 7

Probabilidad de coincidencia usandn
los marcadares CTT, FFy ¥y DDD

Locus Probabilidad de
coincidencia

CSFIPO 0.130
TPOX 0.183
THOI 0113
F13A0] 0.077
FESFPS 0.146 |

WA AL
DI16S539 0.073

_ D78820 0,081 .
138317 0,083
D1S80 0.051
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Esta tabla muestra los resultados de la deter-
minacién de |la probabilidad de coincidencia
usando los marcadores CTT, FFy y DODD.
Cuyo valor combinado equivale a 1 de cada
984,783.109.8 personas presentaran el
mismo genotipo en dos personas no rela-
cionadas y escogidas al azar en la poblacién
nicaraguense.

Poder de discriminacion

El poder de discriminacién para los mar-
cadores en estudio fue el siguiente: CSF1PO
0.858, TPOX 0.799, THO1 0.846. F13A01
0.818, FESFPS 0.834. vWA 0.834. D165533
0.g27. D7S820 0.918. D13S317 0847 y
01880 0.949. El poder de discriminacion com-
binado fue de 0.999. En el cuadrp 8 se pre-
sentan los datos del poder de discriminacion
individual y combinado para cada locus. En
términos probabilisticos, esto sugiere que el
0.1% de |a poblacion Nicaraguense podria
presentar el mismo perfil de ADN al utilizar la
combinacion de marcadores moleculares en
un caso tipico de paternidad o en investiga-
ciones forenses {Huston, 19398).

Cuadro 8
Poder de discriminacion ussnda fes myr¢adores
CTT,FFv ¥y DDD

[ Locus Probabilidad de |
discriminacion
cskivQ 0 0870 |
L TPOX _ | _ 0807
 ThHOY 1 0887
Fi3A01 0.923
FESFPS 0.854
vWA . 0.882 ]
. DI6S530 | 0.927
.. bisszo T 0919
D138317 0.947
DIS80 0.949 ]
PD combinado 0.999

Esta tabla muestra los resultados de la deter-
minacion del poder de discriminacién usando
los marcadores CTT, FFv y DDD. En términos
probabilisticos, esto sugiere que el 0.1% de la
poblacion nicaragliense podria presentar el
mismo perfil de ADN al utilizar la combinacién
de marcadores moleculares en un caso tipico
de paternidad o en investigaciones forenses.

Poder de exclusidn

El poder de exclusion para los marcadores en
estudio fue el siguiente: CSF1PQ 0.398,
TPOX 0.4580. THO1 0.599, F13A01 0.428,
FESFPS 0.553, vWA 0.685, 0163539 0.5086.
D78820 0.476. D13S8317 0619 y DiS80
0.833. El poder de exclusion combinado para
los siete marcadores fue de 0.996. En el
cuadro 9 se presentan los datos del poder de
exclusion individual y combinado para cada
locus. Estos resultados indican que utilizando
los marcaderes CTT, FFy, DDOD y D1S80, la
probabilidad de que dos personas de nuastra
poblacién no tengan el mismo genotipo es del
98.6% {Nacional Research Council. 1996).

Cuadro 9
Poder de exciusion de fos marcadoirvs
CTT,FFvy DDD

{_ {.ocus r Praebabilidad
, _de Exclusion
CSFIPO | 0,461
TPOX f 0.432
THOI 0.586
| FI3A01 ]L 0419
__FESFPS 0.405
| WA Lhsss
13168539 ] 0.506 o
1)75820 0.476 B
D138317 | 0.619 L
, [(31S80 ! 0.633 ,
|_PE combinado | 0.996 '
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Esta tabla muestra los resultados de la deter-
minacion del poder de exclusién de los mar-
cadores CTT, FFv y D1980. Estos resultados
indican que utilizando Ios marcadores antes
mencionadoes la probabilidad de que dos per-
sonas en nuestra poblacidn no tengan el
mismo genctipo es del 99.6%.

indice tipico de paternidad

El indice tipico de paternidad para los mar-
cadores estudiados fue et siguiente: CSF1PO
156, TPOX 1.79, THO1 2.50, F13A01 1.67,
FESFPS 2.22, vWA 3.33, D16S538 1.98,
D75820 1.85, D138317 264y D1580 2.75. E
indice de paternidad combinade fue de
403.23.

En el cuadro 10 se presentan los va-lores del
indice tipico de paternidad individual y combi-
nado para cada locus. Este resultado aplica-
do a estudios de paternidad da una prababili-
dad de inclusion de paternidad del 99.8%, lo
tual equivale a una palemnidad probada
estadisticamente.

Cuadro 10

Esta tabla muestra los resultados de |a deter-
minacion del indice tipico de paternidad para
los marcadores CTT, FFv y DDD. Estos resul-
tados demuestran que el uso de los mar-
cadores antes mencionados aplicados a un
caso de paternidad dara ung probabilidad de
inciusién de paternidad del 89.8%. lo gue
equivale a una paternidad probada estadisti-
camente.

Los resultados presentados en este estudio
indican gue los sistemas marcadores CTT,
FFv, DDD y D1S80 pueden ser de mucha uti-
lidad en estudios de interés forénsico y de
investigaciones criminales en la poblacidn
nicaraguense. tsta es la primera vez que se
establece esta tecnologia en el pais.

La base de datos de frecuencias aléiicas
especificas para la poblacién nicaragiense,
obtenidas a partir de este trabajo de investi-
gacion, representa un recurso indispensable
para la tipificacion de ADN humano.

Un sumario de todos los resultados se pre-
seran en 'a cuadro 19

Indice tipico de paternidad (1TP) para
los marcadores CTT, FFy y DDD

| Locus indice tipico de paternidad
. _CSFIPO 1.79
TPOX 1.68
. THOD 2.41
_ FI13A01 .63
FESEPS 1.59
vWA e,
— D168539 198
| D78820 1.85
Di38317 2.64
1580 2.75
__ITP combinado 403.23
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Cuacdre 11

Frecuencias alélicas de los marcadores CSFIPOL TPOX, THOLFIIAOQL FESFPS, vWA,
165539, D7S820 y 2135317 en da poblacion nicaragiens),
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Aqui s¢ presenta una sistematizacion de los resuttados encontrados en este estudio con
respecto a la poblacidn nicaragiiense. Hex, Heterocigocidad esperada; Hob, Heterocigocidad
observada; PD, poder de iscriminacion; PE. poder de exclusién; p, equilibric de Hardy -
Weinberg {basado en la prueba exacta de Fisher); PI, indice de paternidad.
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V. Discusion
Bases de datos

Las bases de datos poblacionales que reflejan
la frecuencia de aielos de genes usados ruti-
pariamente poseen una aplicacién primordial
en trabajos de identificacion humana e inves-
tigacion forénsica. En este estudio, primera-
mente se estabiecieron las frecuencias aleli-
cas especificas de la poblacién nicaragiense
respecto a diez marcadores genéticos distin-
tos, partiendo del analisis del ADN obtenido
de voluntarios anonimos sanos de la Cruz
Roja. Se determind. ademas, el porcentaje de
heterocigotos y homocigotos. el indice de
paternidad y el poder de exclusion de los mar-
cadores mencionados. Con estos datos se
construy® la primera base de datos de ADN
humano, constituyendo el perfil genético de la
poblacién nicaragiense.

La base de datos aqui conformada consiste
de las frecuencias alélicas establecidas para
los alelos AmpliFLP y GenePrint D1S80,
CSF1PQO, TPOX, THO1 (CTT), F13A01,
FESFPS, vWA (FFv) y D165539, D7S820.
D13S317 {(DDD}.

Este estudio se planted objetivos académicos
de cardcter descriptivo, para lo cual se
definieron los perfiles genéticos de ciu-
dadanos nicaragienses de diversas locali-
dades del pais. En o que respecta al material
biolégico de muestras de voluntarios. al
finallzar el estudio se procedid a su debida
eliminacion. Es importante mencionar gue en
el extranjero existen muchos tipos de labora-
torlos y centros de investigacion forénsica. los
Cuales conservan bases de datos de ADN
sobre diversos sujetos de investigacion con
una finalidad mas bien judicial.

Aqui definimos como bases de datos de ADN
al archivo sistematico de perfiles geneticos

determinados a partir del ADN de ciudadanos
nicaragiienses. Sin embargo. en otros estu-
dios bajo la misma terminologia se incluye
ademas el archivo de material genético de
determinados grupos para diversos fines. Asi
encontraremos bases de datos generales, de
profesicnales de riesgo, judiciales {personas
desaparecidas) y criminales {convictos.
sospechosos, victimas, y otros). Algunos
autares diferencian tres tipos de bases de
datos. En el primero se realiza un anélisis
generat de |la poblacién total; el seqgundao tipo
consiste de una serie de bases de datos agru-
padas segun les tipos de delites cometidos; y
por Lltimo, un tipe de bases de datos restringi-
das a casos especificos. Todo parece indicar
que el sistema de analisis segun los tipos de
delitos es el que mas aceptacion tiene
(Parsen y col. 1998; Guillen y col, 2000).

Tanto EEUU como Inglaterra mantienen bases
de datos de ADN de usc rutinario que archivan
perfiles de criminales y condenados por agre-
siones sexuales. En otros paises industria-
lizados como Espana se han establecido
instalaciones y l|aboratorios nacionales y
bases de datos forenses en donde se almace-
nan huelfas genéticas de criminales o delin-
cuentes declarados culpables. Estas bases
de datos sirven en |a identificacion de crimi-
nales reincidentes. En los mismos laboratorios
se puede almacenar, ademas, informacion
genética sobre personal del ejército o de fa
policia, bomberos y otros individuos de interés
para facilitar la identificacion de cadaveres en
caso de accidentes y tragedias.

La Base de Datos Nacional de Inglaterra y
Wales dispone de mas de 60 mil muestras de
perfiles de ADN provenientes de personas
involucradas en crimenes y sospechosos.
Ademas, la policia complementa estos datos
con otras informaciones relevantes como las
huellas dactilares de estos individuos con la
finalidad de dispaner de mucha informacién

’om
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para investigaciones futuras. Estas bases de
datos. en canjumta con otras estadisticas cri-
minales, han establecido previamente una
correlacién entre aquellos que han cometido
crimenes horrendos recientes y los que tienen
un histerial de crimenes. Otros paises
eurcpeos que cuentan ya con bases de datos
de ADN, para esclarecimiento de delitos son:
Holanda. Alemania, Bélgica, Finfandia,
Francia, Noruega, Suecia, Suiza y Dinamarca
(Schneider, 1938).

Las limitaciones econémicas de los paises en
vias de desarrollo impiden que estos paises
puedan hacer uso de Jas tecnologias moder-
nas. lo cual, a su vez, repercute grandemente
en sus posibilidades de desarrollo econémico
y bienestar social. Asi, son pocoes 10S paises
en vias de desarrollo que estan utihzande la
tecnologia de ADN y sus aplicacicnes en la
agricultura, industria y medicina. De estos
paises, solo unos cuantos han construido sus
bases de datos poblacicnales, lo que les
obliga a tener que respaldar sus datos uti-
hzando como referente las bases de datos
disponibles. las cuales no necesariamente
son adecuadas o compatibles con la realidad
de otras poblaciones. De alli la necesidad de
crear una base de dates propia de cada
poblacion.

En Nicaragua, os estudios forenses de casos
criminales, especificamente de violaciones
sexuales, se efectuan por medio de técnicas
colorimétricas y por deteccion de espermato-
zoides por microscopia. Estas procedimien-
tos apuntan al sospechoso de violacion, pero
no son capaces de determinar concluyente-
mente al autor del delito.

En los Gltimos anos. el incremeanto de la activi-
dad delictiva ha sido un tema de gran pregcu-
pacion para la sociedad civil, en general, y
para las fuerzas policiales del pais. Dentro del
amplio espectro de delitos que se cometen.

los casos de violaciéon han venido en aumento
aho tras aho. Los adolescentes, mnas y ninos
san las principales victimas. Segun el anuario
del 2002 de |a Policia Nacional, el nomero de
mujeres violadas sexualmente ascendio a
cerca de un mil doscientas.

Partiendo de esta primera experiencia de
construccion de bases de datos de ADN en
Nicaragua, podria procederse a la creacion de
una base de datos para objetivos especificos
de las nvestigaciones que realiza Ja Policia
Nacional de modo similar al establecido en
otros paises mas avanzados. Proyectos de
&ste tipo serian bien recibidos y apoyados por
instituciones promatoras de |os derechos de la
muijer y la infancia.

Caracteristicas genéticas:
identificacion vs. enfermedades

Las caracteristicas geneticas utilizadas en el
presente estudio, para la identificacion de indi-
viduos, no brindan informacion alguna sobre
los rasgos fisicos o étnicos de la persona.
Esto se debe a que las regiones del ADN en
estudioc o marcadores especificos son
regiones ho codificantes. Sin embargo, de uti-
lizarse ofros marcadores genéticos, bien se
podria obtener otrg tipo de infermacidn coma,
por ejemplo, el sexo del individuo y la loca-
lizacion de mutaciones asociadas a enfer-
medades. De modo que |a existencia de mar-
cadores genéticos y de otras herramientas
modernas de la genetica y la biotecnologia,
ademas de facilitar, per un lade. la identifi-
cacion de vicladores o delincuentes, permiten
también protundizar sobre la base genética de
multiples enfermedades.

Por otro lado. una mejor comprension de la
funcién y control de los genes mejoraré el
conocimienio de un organismo Ssano, perp
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también de los fundamentos moleculares de
enfermedades tan distintas como el cancer, el
SiDA, las afecciones cardiovasculares y el
alzheimer, por mencionar algunas. Algunos
estudios que utiizan tecnologia de ADN per-
miten también diagnosticar la presencia de
algun gen marcardor indicativo de la presen-
cia o predisposicion genética a alguna enfer-
medad. Las alteraciones genéticas son
responsables de aproximadamente entre
3,000 y 4,000 enfermedades hereditarias,
tales como la enfermedad de Huntington y |a
distrofia muscular de Duchenne.

El progreso del diagnastico clinico y el
conocimiento sobre tas caracteristicas genéti-
cas de un individuo proporcionan informacion
sobre la predisposicion de una persona a
padecer ciertas enfermedades si ésta se ve
expuesta a ciertas condiciones ambientales
determinantes. Aun mas, considerando los
logros y posibilidades provenientes de la
determinacion del Genoma Humano (2003)
sera posible algin dia obtener mas informa-
cion sobre los genotipos individuales, lo cual
habréd de conllevar a una atencion médica
mas individuaiizada.

Implicaciones éticas y legales

La identificacién humana por ADN tiene una
doble orientacion: por un lado, (a investigacién
biclogica de |a paternidad, y por otro, la inves-
tigacion criminal. Aunque las bases técnicas y
analiticas de ambos procesos son las mis-
mas, las circunstancias y planteamientos son
diferentes. y por tanto, también diferentes en
¢l ambito ético-juridico. La resolucién de
Casos de paternidad tiene una importante
repercusion social por cuanto logra establecer
lazos de parentesco dentro de una familia. En
muchos casos. la determinacion de |la pater-
nidad puede conllevar al reconacimiento, por
la ley, de los derechos de los menores y al

debido cumplimiento de obligaciones morales
y economicas por parte de los padres.

En el fuero penal, la identificacién por ADN
permite, mediante el cotejo de restos hioldgi-
cos encontrados en la escena del crimen con
la sangre de los sospechosos, identificar al
autor o eximir de culpa al inocente. Respecto
a esta uitima utilidad se comenta muy poco.
Sin embargo, estadisticas recientes de anali-
sis reatizados en EE.UU. senalan que al
menos un 30% de los analisis de ADN
demuestran la inocencia de los imputados.
De modo que, mediante la aplicacion de estas
tecnologias, no solamente se logra identificar
a los autores de delitos, sino que tambien se
puede demostrar la inocencia de muchas per-
SONAs.

En el contexto de la identificacion humana por
ADN, tanto la resolucion de casos de pater-
nidad, como también los casos de interés
meédico-forense. pueden plantear varios diie-
mas sociales, éticos y juridicos. Algunas de
estas preocupaciones incluyen, por gjemplo,
la obligatonedad o no, por parte del sospe-
chosc de proveer muestras para analisis, |a
validez de las muestras recaudadas por la
policia, y el uso apropiado de bancos de datos
de ADN para facilitar la investigacion criminal.
En estas situaciones procede hacer un ba-
tlance entre los derechos individuales del acu-
sado y el interés plbiico de establecer justicia.

Actualmente, las aplicaciones del andlisis de
ADN en el ambito de la justicia se utilizan can
vasta eficacia, ya que mediante su aplicacion
el jurista moderno cuenta con una herramien-
ta de valor inestimable en la resolucion de
casos. En Nicaragua, si bien la ley permite a
los jueces decidir segun su propio criterio
respecto a la inclusién de pruebas de ADN, no
existe una regulacién especifica al respecto.
De modo que, a pesar de la importancia de

$os
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esta prueba en los casos de paternidad discu-
tida. en la mayoria de los casos aun no se
estd considerando como medio de prueba
tanta en el fuero civil como en el fuero penal.
Sin embargo, todo indica que, mas reciente-
mente y con el auxilio de laboratorias extran-
jeros, la Policia Nacional ya esta empezando
a utilizar este tipo de evidencia, 1o cual aporta
elementos objetivos sobre los cuales se
puede centrar la investigacion de 10s hechos,

Respecto a las criticas sobre la existencia de
bases de datos de ADN. éstas no se centran
sobre |la conveniencia ¢ no de las mismas
como instrumentos para combatir la criminali-
dad, ni tampoco contra Ja admisibilidad de las
pruebas, sind mas bien sobre Ia posibilidad de
que a partir de las bases de datos se infieran
datos o informaciones gue afecten |3 privaci-
dad e intimidad de las personas.

Las bases oe datos que consisten de perfiles
geneticos de pablaciones, como es ¢l casa de
este estudio, debido a su especificidad técni-
ca ho pueden destinarse a otro tipa de anali-
sis mas que para el que fueron coenstruidas.
Sin embargo, hasta ahora, &n el pais no exis-
ten pautas normalizadas elaboradas especifi-
camente para la preteccion de la informacion
en cualquier tipo de bases$ de datos pobla-
cionales. Ademas es legitima la prepcupacion
que algunas bases de datos caigan en manos
de personas e instituciones inescrupulosas,
En cualquier case queda claro que cada pais
tiene que proveer garantias y regular el uso
adecuado de f1a informacidon genética
disponible.

Puesto que muchos de los temas que se
plantean alrededor de las pruebas genéticas y
de las bases de datos tienen que ver con
aspectos éticos, filogoficos vy juridicos, es juste
que un debate seio sobre estas implicaciongs
deberia consistir de un esfuerzo muttidiscipli-
nar de especialistas en biologia molecular y

genética humana, asi coma también de socidl-
0gos y juristas, por nombrar unos cuantos. Un
relo importante en relacién a estos temas es
la capacitacion de los expertos y protesionales
necesarios para brindar a la poblacion una
mejor cobertura de servicios genéticos. asi
como tambien atender |as repercusiones
sociales y juridicas provenientes de estas
avances cientificos.

VI. Conclusiones

El desarrolio cientifico y técnico de la biologia
molecular ¥ la genética han conllevado a la
implementacion de la tecnologia de ADN enia
resolucion de problemas y dificultades en
esleras tan diversas como Ja medicina ¥ la
agricultura. En particular, el estudio del ADN
ha impulsado enormemente la identificacitn
bioldgica forense. lanto en Ja investigacidon
criminal como en la investigacion de la pater-
nidad. Actualmente, el estudio del ADN y la
existencia de bases de dates poblacionales
nos proporcignan un conjunto de propiedades
que estadisticamente permiten la identifi-
cacion de personas con una probabilidad
practica del 100%.

La identificacion de personas tiene ventajas y
consecuencias individuales y sociales, las
cuales deben ser consideradas seriamente en
su cantexte ética- juridice. Del mismo modo
gue con otros temas actuales de la biotec-
nologia y la biologia molecular, uno de los
retos principales posiblemente sea poder
divulgar. en lenguaje sencillo e inteligible, 1a
informacién técnica fundamental y 1os criterios
éticos y sociales imprescindibles para la toma
de decisiones basada en la informacion y el
andlisis critico y equilibrado de la situacion
expuesta.
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IX. Anexo

Recomendaciones para la recoleccion y con-
servacion de material bicldgico en medicina
forense.

Las siguientes recomendaciones son Utiles
para procesos de investigacion forense gjecu-
tados por personal de laboratorio de crimi-
nalistica con fines de interés social o legal.

Notas generales

-Solicite informacién general sobre los acon-
tecimientos con el personal a cargo del area
antes de ingresar e iniciar el procesc de
recoleccion.

-Tome el control y camine cautelosamente
alrededor de la escena del crimen. Mantenga
fuera de esta a toda persona no autorizada.

-Recuerde que sélo hay una oporturidad para
recolectar apropiadamente las muestras.

-Condlzcase cautelosamente en el darea de
recoleccion, evitando la pérdida y contami-
nacion de la evidencia.

-Trate de asegurarse que el personal que
efectlie |la recoleccion tenga la suficiente apti-
tud, entrenamiento y experiencia para garanti-
zar un buen mansjo de las muestras.

-Es necesario maniener una comunicacion flu-
ida y franca con los investigadores. cuerpos
policiales, procuradores y cuerpo médico pre-
sentes.

-Siempre mantengase en alerta, tome notas y
considere sobre tode la seguridad del perso-
nal.

-No manipule excesivamente la muestra
despueés de recolectada.

-Marque la localizacion de |as evidencia.

-Constantemente realice una autoevaluacion
de los procedimientos en el manejo y bisque-
da de muestras biologicas.

-Recuerde que la escena del crimen sera li-
berada hasta que todas las partes involu-
cradas den por cencluido el trabajo.

-€l control emocional le permitird garantizar
una mejor calidad de las muestras,

-Tome apuntes de los factores bidticos y
abidticos del medio ambiente del perimetro de
busqueda.

-Inicialmente enféquese en las evidencias que
podrian perderse y deje de Ultimo aquellos
qgue se pueden preservar fisicamente.
Recuerde que no todas las evidencias son
visibles. :

-Evaile si las evidencias pudieron haber sido
mavidas inadvertidamente.

-Inicie su patrén de busqueda de lo general a
lo mas especifico.

-Dos personas deben de ser designadas en el
proceso de recoieccion de las evidencias,
siguiendo los siguientes modelos de busque-
da:
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Cuadricula 1.incal

Recoleccion y manejo del material biologi-
co

1. Desarrolle el proceso de recoleccion
del material biclogico, bajo condiciones de
estricta esterilidad. Para poder observar estas
condiciones es necesano usar guantes
descartables de latex, instrumentos esteriiiza-
dos {pinzas, tijeras, eic). Si s necesario reuti-
tizar los instrumentos se recomienda esteri-
zarlos nuevamente o ulilizar nuevos.
Cambiese de guantes en caso que Se toque 1a
mugstra en el proceso de recoleccion.
Ademas observe todas las medidas de biose-
guridad necesarias para proteger al personal
de posibles agentes infecciosos.

2. Cuando se recojan muestras seme-
jantes, ubicadas en lugares proximos, es
recomendable utilizar diferentes recipientes
debidamente etiquetados.

3, El etiquetado de la muestra debe hacer
referencia a:

a. Fecha y hora de recoleccion.

b. Identificacidon o descripcion de la victi-
ma.

C. Localizacion, tipe y numero de la
muestra.

d. Nombre de la persona que efectia la
recaieccion.

€. Referencia al casc judicial.

I

Espiral

En este proceso se recomienda que la misma
persona que efectua el muestreo sea la que
realice el etiquetado.

4. Remita a los juzgados o |laboratorios el
material bajo condiciones optimas de conser-
vacion {~ 4°C}, debidamente sellado y conte-
niendo un listade cronolégico del material
recolectado. Se recomienda procesar las
muestras lo mas prento posible ya que petio-
dos prolengados de conservacion pueden
danar el material bioldgico.

2, Es sumamente imprescindible tomar
muestras testigo o controles de |la victima y
sospechoso, tomando muestra de sangre o
frontis de |la cavidad bucal. Para ello es nece-
sario contar can la autorizacion de familiares o
de las personas implicadas. También tome
muestras control de los materiales fisicos uti-
lizados y recolectados.

6. Levante un listado de las personas que
intervinieron en el proceso de recoleccion, o
participarcon en el proceso investigativo o estu-
vieron presentes en el area de escrutinio. Esto
se hace con la hnalidad de descartar algiun
problema de contaminacién que pudiese pre-
sentarse en los analisis. sobre todo cuando se
trabaja con material bioldgico sumamente
susceptible a la contaminacion cruzada.

Recuerde que si las evidencias no fueron ade-
cuadamente documentadas, recolectadas,
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empacadas y preservadas, estas no podran
sOpoitar su caracier legal y cientifico ante fos
administradores de la justicia.

Si la evidencia de ADN no es docu-
mentada adecuadamente, su origen puede
ser cuestionado.

St no se recolectd el material ade-
cuadamente la actividad bioldgica se puede
perder.

Si no se empaca adecuadamente,
puede ocurrir contaminacion.

Si la muestra no es adecuadamente
preservada puede ocurrir la descomposicion y
detericramiento del ADN.

Cuidados especiales con glgunos tipos de
muestras

Muestras liquidas (sangre, semen, saliva,
orina, etc).

Se deben regcoger con medios estériles
{leringas descartables, pipetas, goteros,
gasas, algedon o hisgpos). La sangre en esta-
do liquide debe mantenerse en medio antico-
agulante {0.5 m EDTA). El muestreo de ras-
tros biolégicos humedos se efectua dejando-
los secar a temperatura ambiente antes de
almacenarlos. Posteriormente, éstos son
guardados en frascos o envueltos en papel.
No se recomienda usar bolsas plasticas. Bajo

ninguna circunstancia almacenar material en
estado humedo ya que esta condicion
favorece el crecimiento de microorganismos
que pueden afectar la calidad del material.

Manchas secas {objetos manchados con
sangre, semen, saliva y otros.

Estas se pueden localizar en una gran va-
riedad de objetos. Muchas estan sobre obje-
tos transportables (cuchillos, armas, cortinas,
ropa, alfombras, etc) y otras se ubican sobre
superficies no requisables {muebles. piso,
sanitarios, etc). En este caso. la mancha es
recogida humedeciendo un hisopo con agua
destilada, y secado a temperatura ambiente.
Alternativamente se puede raspar el area de
ubicacién de la mancha con un instrumento
esterilizado.

Restos solides {tejidos, cabellos, dientes,
ttuesos, etc). Se recomienda observar las
medidas de precauciéon necesarias en la
recoleccion y almacenamiento, para evitar
cualquier dario o contaminacion colateral.
Cuando se recojan cabellos hay que almace-
narlos en recipientes separados aunque estos
aparezcan visualmente idénticos. En el caso
de los huesos, estos deben ser manipulados
con guantes para evitar cualquier contami-
nacion epitelial o de sudor. En caso en que
éstos estuviesen enterrados limpiarlos con
polvo de oxide de aluminio utilizando una
brocha nueva y baje ninguna circunstancia
lavarlos.
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Glosario

Acido  desoxirribonucleico  {ADN):
Macromolécula que normaimente esta forma-
da por cadenas polinucleotidicas antiparale-
las, unidas por puentes de hidroégeno, en que
el residuc azucar es la desoxirribosa. Es la
principal molécula que contiene informacién
genética.

ADN polimerasa: Enzima que agrega nucle-
otidos a una cadena de ADN en crecimiento
en sentido 5° @& 3’ durante la replicacion.
Como modelo o plantilla de copiado, la enzi-
ma se vale de una cadena de ADN preforma-
da.

Alelo: Uno de los posibles estados muta-
cionales de un gen, diferente de otros alelos
por sus efectos fenotipicos.

Alelos multiples: Tres ¢ mas alelos del
mismo gen.

Aminoacidos: Cualquiera de las sub-
unidades que se unen covalentemente para
formar las proteinas.

Bases de datos: Es una coleccion de perfiles
de tipificacién de ADN de individuos previa-
mente seleccionados o seleccionados al azar.

Cebador: Secuencia corta de nucledtidos,
que properciona el punto de iniciacion para
que la polimerasa copie una secuencia de
nucledtidos y elabore una doble cadena.

Centromerc: Regidn especializada de un cro-
mosoma en que se enganchan las fibras del
huso en la divisidn celular. La localizacion del
centromero determina la forma del cromoso-

ma durante la anafase de la dwisidon celular.
También se conoce como constriccion pri-
maria.

Cromosoma: En procariotas, molecular de
ADN intacta que constituye el genoma; en
eucariotas, molécula de ADN acomplejada
con RNA y proteinas para formar una estruc-
tura filamentosa en donde se encuentra la
informacion genética dispuesta en secuencia
lineal.

Desnaturallzacion: Es el proceso en el cual
el ADN o ARN se convierte desde la cadena
doble al estado de cadena sencilla; la sepa-
racion de las cadenas se censigue sobre todo
mediante calentamiento.

Duplex o doblete: complejo de dos cadenas
complementarias de acidos nucleicos.

Electroforesis: Teécnica utilizada para sepa-
rar una mezcla de moléculas por su migracion
diferencial en una fase estacionaria sometida
a un campo eléctrico.

Enzimas de restriccion: Son las que recono-
cen secuencias cortas especificas de ADN vy
rompen el duplex (a veces en un sitio diana, a
vecss en otro, dependiendo del tipo).

Equilibrio genético: Mantenimiento de las
frecuencias alélicas en el mismo valor durante
generaciones sucesivas. Situacion en que las
frecuencias alélicas ni aumentan ni dismi-
nuyen.

Exon: Segmento de un gen que esta presente
en el ARN totalmente maduro después de la
transcripcion.

Fenotipo: Caracteristicas observables de una
célula o un organismo que son el resultade de
la expresion del genotipo celular.
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Frecuencias alélicas: Medida de |a propor-
cidn de individuos de una poblacion que lleva
un alelo concreto.

Frecuencias genéticas: Porcentaje de alelos
de un tipo dado en una poblacion,

Gen: Unidad de herencia que especifica un
ARN o ARNm. Un gen también contiene
regiones intronicas y regiones que controlan
la transcripeion.

Genoma: Conjunto de genes que lleva un
individuo.

Genotipo: Alelo concreto o constitucion
genética de un organismo; a menudo, {a com-
posicion alélica de uno o de un nimero limita-
do de genes sujetos a investigacion.

Heterocigoto: Alude a una céluia diploide o
un organismo diploide que contiene diferentes
alelos de un gen debido a la pérdida de un
cromasoma de un par de homdiogos.

Hibridacion: Alude a la capacidad de las
meléculas complementarias de ARN o ADN
monocatenario para formar un diplex.

Histonas: Grupo de proteinas basicas con-
servadas que en las células eucaridticas le
dan al ADN la estructura cromatinica basica.

Homocigoto: Individuo con alelos idénticos
en uno © mas loci. Tales individuos daran
lugar a gametos idénticos y por consiguiente
Seran raza pura.

Intron: Porcién de ADN entre regiones codifi-
cantes de un gen que se transcribe perc que
no aparece en el MRNA maduro.

Ley de Hardy - Weinberg: Principio segun ¢l
cual las frecuencias genéticas y genotipicas
permanecen en equilibno en una poblacion

infinitamente grande
mutacion, migracion,
apareamiento no aleatorio.

en ausencia de
seleccion y de

Locus: Lugar de un cromosoma en donde se
localiza un gen dado.

Marcadores moleculares: Son regiones de
genes o cromosomas facilmente detectadas y
usadas para identificacion.

Mutacion: Cambio transmisible en una
secuencia de nucledtidos que conduce a una
alteracion o la pérdida de la funcién normal
coedificada por esa secuencia de nucledtidos.

Nucleodtidos: Nuciedsido unide covalente-
mente a un grupo fosfato. Los nuciedtidos son
las piezas de construccion basicas de los aci-
dos nucleicos. Los nucledtidos que normal-
mente se encuentran en el ADN son el dacido
desoxiadenilico, el acido desoxicitidilico. el
acido desoxiguanitico y el acido desoxitimidili-
co. Los nucledtidos de RNA son el acido
adenilico, el acido citidilico, el acido guanilico
y el acido uridilico.

Oncogen: Gen cuya actividad promueve la
profiteracién de celulas eucariotas.

Par de bases: Par de nucledtidos (Ay To G
y C) en cadenas opuestas de la molécula de
ADN gue estan unidos por puentss de
hidrégeno.

Polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion (PLFR o RFLP, del inglés,
restriction fragment length polymor-
phism): Variacién en la longitud de fragmen-
tos de ADN generados por endonucieasas de
restriccion. Estas variaciones estan causadas
por mutaciones que crean g suprimen sitios
de corte de enzimas de restriccion. Los RFLP
se heredan de manera codominante y pueden
utilizarse como marcadores genéticos.

n



Cuiadesnos de Imasstigyzon ae wi VA

Polimorfismo: Existencia de dos o mas
fenctipos discontinuos que segregan en una
poblacion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP
o PCR, del inglés, polymerase chain reac-
tion): Método para amplificar segmentos de
ADN, que utiliza ciclos de desnaturalizacion,
de emparejamiento a cebadores y de sintesis
de ADN dirigida por la ADN polimerasa.

Repeticiones cortas en tandem (RCT o
STR, def inglés Short Tandem Repeats): Es
una repeticion concatenada en la cual las
unidades repetitivas son de tres, cuatro o
cinco pares de bases.

Repeticiones en tandem de numero va-
riable (RTNV o VNTR, de inglés, variable
number tandem repeat): Secuencias cortas
de ADN (de 2 a 20 nucledtidos) presentes
camo repeticicnes en tandem entre dos sitios
de enzima de restriccion. La variacion en el
numero de repeticiones crea fragmentos de
ADN de longitud diferente tras digerir con enz-
imas de restriccion.

Telémero: Es el extremo natural de un cro-
mosoma
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