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RESUMEN

Se conoce como superfecundacién heteropaterna (SFH) al fendémeno por el cual se da origen al nacimiento de gemelos de
diferente padre, como producto de !a fertilizacién de dos 6vulos con semen de dos contactos sexuales diferentes. En este arti-
culo se describe el primer caso de SFH demostrado en Costa Rica utilizando la deteccion de microsatélites STR del ADN en
el estudio de un caso de paternidad. Para la definicién de los perfiles genéticos se utiliz6 la extraccion del ADN con Chelex®,
la amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de 19 marcadores STR y la amelogenina como mar-
cador de sexo y la deteccién por electroforesis capilar y electroforesis en acrilamida seguida por tincion de plata. El andlisis de
los diferentes marcadores permitid, por un lado, sefalar al presunto padre como el padre bioldgico de uno de fos gemelos (con
una probabilidad de 99,999966426477%) y, por el otro, excluirio en 9 de los 19 marcadores y asi descartar su paternidad con
relacion al segundo nifio. La combinacién de la naturaleza altamente polimérfica de los marcadores STR y de la capacidad de
ampliarlos por PCR y amplificarlos por electroforesis capilar, brindan a estos procedimientos un incomparable poder discrimina-
torio para la resolucion de casos como el de SFH aqui descrito.
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ABSTRACT

Heteropatemal superfecundation (HSF) refers to the fertilization of two ova by sperm from different coitus; the result is twins
from different fathers. We describe the first case of HSF detected in Costa Rica by using STR microsatellite technology. For
the definition of genetic profiles, DNA was extracted with Chelex and 19 STR markers (and amelogenin as sex marker) and
amplified by PCR; amplicons were detected by capillary electrophoresis in an ABI 310 genetic analyzer. STR genetic profiling
enabled the incrimination of the defendant as the biological father of one of the twins (probability of paternity 99,999966426477
%), and excluded him as the biological father of the second twin in 9 out of 19 markers tested. In summary, genetic profiling
using a combination of STR of highly polymorphic markers, PCR amplification and capillary electrophoresis detection, has an
incomparable discriminatory power for medico-legal purposes.
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Estadisticas recientes muestran que se ha
producido, a nivel mundial, un incremento de
embarazos mdltiples, condicionado por diferen-
tes factores (tratamientos hormonales, fertili-
zacion in vitro, embarazos en mujeres a edad
mas tardia con mayor posibilidad de ovulacio-
nes dobles, entre otros). Datos publicados por
la Organizacién Mundial de la Salud en 1998
indican que en 1 de cada 85 embarazos se
da origen a un alumbramiento gemelar (1} . A

su vez, del total de partos gemelares el 70 %
corresponde a embarazos dicigéticos (fecunda-
cién de dos oocitos por dos espermatozoides)
que originan los llamados gemelos fraternos,
o bivitelinos, mientras un 30% corresponden a
embarazos monocigoéticos (fecundacién de un
6vulo por un espermatozoide y subsiguiente
division en dos o mas embriones completos),
cuyo producto son los llamados gemelos idénti-
cos o univitelinos.
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A pesar de tratarse de un evento raro, varias
autores 2345 han confirmado la posibilidad de
que, como consecuencia del fenémeno de super-
fecundacion (la fertilizacion de dos 6vulos con
esperma de dos contactos sexuales diferentes),
se produzcan gemelos dicigoticos con diferente
padre, dando origen a la llamada superfecun-
dacién heteropaterna (SFH). El fendmeno fue
inicialmente comprobado por Terasaki y colabo-
radores en 1978 mediante la tipificacién de anti-
genos de histocompatibilidad - Se ha sugerido
que este evento mas que nuevo esta siendo y
sera descrito cada vez con mayor frecuencia
gracias a la disponibilidad actual de métodos
moleculares que explotan, a partir del ADN, el
enorme potencial de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR); su aplicacion posibilita Ia
identificacion certera de perfiles genéticos utili-
zando marcadores polimorficos altamente confia-
bles para la individualizacién de las personas de
practicamente cualquier grupo étnico.

Se presenta aqui el primer caso de gemelos
dicigéticos de diferentes padres detectado en
Costa Rica y demostrado mediante la identifica-
cién de microsatélites STR (repeticiones cortas
en tdindem) del ADN.

MATERIALES Y METODOS

En el afio 2001, se recibié en la Seccién
de Bioquimica del Departamento de Ciencias
Forenses (BQM/DCF) del Poder Judicial de
Costa Rica una solicitud para estudios por mar-
cadores genéticos como parte de la disputa de
paternidad de una pareja de gemelos varones.

El caso fue tramitado de acuerdo con los
protocolos de rutina establecidos en la Unidad
de Genética Forense, los cuales implican, breve-
mente: toma de una muestra de sangre capilar
sobre papel de filtro a todas las partes en el orden
establecido en el protocolo de trabajo del labora-
torio, extraccién del ADN con Chelex y determi-
nacién de los microsatélites STR por PCR, para
los loci VWA, D8S1179, TPOX, FGA, D5S818,
D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, PENTA
D, D351358, THO1, D21S11, D18S51, PENTAE,
LPL, F13 B, FESFPS, F13A01 y la amelogenina
como marcador de sexo.

La amplificacion se realizé en un termocicla-
dor Perkin Elmer 9600 utilizando los sistemas
Gene Print’ Power Plex y F13A01, FESFPS,
F13B, LPL de Promega, de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Los produc-
tos amplificados se separaron utilizando el
analizador ABI PRISM" 310 y electroforesis en
acrilamida desnaturalizante, seguida por tin-
cidn con solucion de plata.

Los genotipos se asignaron utilizando el
software AB! Genotyper . El analisis estadis-
tico se realizé6 con un programa gentilmente
donado por el Dr. A. Carracedo, del Instituto de
Medicina Legal de la Universidad de Santiago
de Compostela, Espania.

RESULTADOS

Los genotipos identificados en los indivi-
duos investigados se muestran en la Tabla 1.

Internacionalmente se acepta que 3 0 mas
marcadores genéticos que excluyen al supues-
to padre descartan su paternidad con relacién
al presunto hijo.

Elanalisis de las diferencias de los marcadores
identificados permitié sefialar al presunto padre
como el padre biolégico del gemelo 1 con una
probabilidad de patemidad de 99,999966426477
%, la cual de acuerdo con los predicados de

“Hummel corresponde a una patemidad practica y
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cientificamente probada. A su vez, los resultados
con 9 de los 19 marcadores evaluados (TPOX,
D13S317, D16S539, D3S1358, D18S51, Penta
E, F13B y F13A01), condujeron a la exclusién del
presunto padre y a descartar su paternidad con
relacién al gemelo 2.

DISCUSION

En el presente reporte se describe el primer
caso de superfecundacion heteropaterna detec-
tado en Costa Rica mediante la utilizacién de
microsatélites STR del ADN.

Aunque el nacimiento de un gemelo blanco
y uno mulato en una mujer que en 1810 admi-
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Tabla 1

Genotipos de los gemelos, la madre y el supuesto padre

Sistema Supuesto padre Madre
Amelogenina  X/Y XIX
1. VWA 15/17 15/16
2. D8S1179 13/15 13/15
3. TPOX 8/11 91
4. FGA 21/24 22/24
5. D5S818 11/13 11/12
6. D13S317 13/14 8/10
7. D75820 10/12 8/13
8. D16S539 10/13 10/10
9. CSF1PO 11/11 11/12
10. PENTAD 10/14 14/15
11. D351358 15/17 15/15
12. THO1 6/8 7/9
13. D21S11 29/33,2 29/30
14. D18S51 12/15 12/15
15 PENTAE 13/14 712
16. LPL 10/12 10/11
17. F13B 10/10 6/8
18. FESFPS 11/11 10/12
19. F13A01 6/7 6/7

(E)=Exclusiones

Gemelo Gemelo
1(%) 2(%)
XY XY
15/16 15/16
13/15 15/15
9/11 9/9 @
22/24 22/24
1112 1111
8/13 8/12®
10/13 10/13®
10/13 10/12®
11/11 11/12
14/14 14/14
15/17 15/16®
6/7 8/9
30/33.2 29/30
12/15 11/15@
7/14 12/12®
1112 10/10
8/10 6/9®
1112 11/12
6/6 3.2/6®

(*) En el orden usado en el protocolo de trabajo del taboratorio

ti6 haber tenido relaciones con dos individuos
distintos en un corto periodo de tiempo parece
ser el primer caso reportado de SFH, el desa-
rrollo de las diferentes metodologias y el des-
cubrimiento de diversos marcadores genéticos
ha permitido identificar, concluyentemente, la
doble paternidad en varios casos reportados en
la literatura 2345)_ James (") ha estimado que la
incidencia de SFH en mujeres caucasicas nor-
teamericanas es de un par en cada 400 partos
gemelares, mientras que Wenk y colaborado-
res® reportan que la prevalencia de gemelos
dicigdticos con padres diferentes es de 1 caso
en cada 13000 casos de paternidad. Aunque
no existen datos especificos al respecto en Cos-
ta Rica, el presente es el Gnico caso detectado
en la Secciéon BQM/DCF en un total de 4594
Investigaciones de paternidad realizadas entre
enero de 1998 y diciembre de 2002.
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Interesantemente, estudios en colonias de
chimpancés @ revelan que la tasa de SFH
en estos animales es muy similar a la de los
humanos. A la vez, sin embargo, en chimpan-

‘cés, por un lado, los gemelos dicigéticos son

2 veces mas frecuentes que en los humanos
y, por el otro, las ovulaciones dobles y las SFH
son 2.8 y 16 veces respectivamente mas fre-
cuentes en estos primates. Todavia no ha sido
propuesta una explicacion para dichos hallaz-
gos ni su relevancia evolutiva. James () ha
sefialado que la incidencia de SFH podria ser
significativamente mas alta en determinados
grupos humanos dependiendo de miuiltiples
factores (tasas de infidelidad, ejercicio de la
prostitucién) a los que podrian agregarse otros
de reciente introduccién en nuestra sociedad,
como la disponibilidad creciente de tratamien-
tos hormonales para promover la fecundacién
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o la manipulacién genética. Algunos reportes
(W sefialan, por ejemplo, que las mujeres some-
tidas a procedimientos de fertilizacién in vitro
enfrentan un riesgo 20 veces mayor de un
embarazo gemelar y 400 veces mayor de un
embarazo de mayor orden que las mujeres sin
ningun tipo de manipulaciéon genética.

La naturaleza altamente polimérfica de los
marcadores STR, compuestos de secuencias
repetidas de 2 a 7 pares de bases que las
hacen adecuadas para el andlisis por PCR,
brindan a estas metodologias un altisimo poder
discriminatorio, razén por la cual constituyen
herramientas fundamentales de apoyo en la
resolucion de casos legales (sobre todo de
paternidad) y forenses en practicamente todo
el mundo 19, En el caso aqui reportado fue
posible excluir al supuesto padre como padre
biolégico de uno de los gemelos, a la vez que
se establecid, con una altisima probabilidad
(99,999966426477%) su relacion con el otro. Al
mismo tiempo, el andlisis de los perfiles genéti-
cos confirmé la relacion de la madre con ambos
gemelos, con lo cual se descarta la posibilidad
de un eventual intercambio accidental de uno
de los nifios en el lugar de nacimiento.

Un reporte reciente de Geada y colabora-
dores @ pudo establecer, en forma casi indis-
cutible, la presencia de SFH en un caso en
que incluso uno de los gemelos era portador
de una mutacién paterna en uno de los mar-
cadores STR (ACTBP2). Hallazgos como este
confirman adn mas el poder discriminatorio de
los analisis de microsatélites STR de ADN en
disputas de paternidad y su importancia en las
investigaciones médico-legales como la que se
presenta en este reporte. Dichos procedimien-
tos estan disponibles en la Unidad de Genética
Forense del Complejo de Ciencias Forenses
desde 1998 para que su ya demostrado poten-
cial pueda ayudar a la resolucién de diferentes
casos dentro del sistema judicial del pais.
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