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RESUMEN
Las pruebas de ADN han significado un avance sin precedentes en el laboratorio forense en las tltimas décadas. En el pre-
sente articulo se presenta las generalidades acerca de los principios de esta tecnologia, sus aplicaciones, los factores que
afectan esas aplicaciones y, finalmente, una descripcion general de las labores que realiza la Seccién de Genética Forense del
Organismo de Investigacién Judicial de Costa Rica, en las cuales las pruebas de ADN constituyen una herramienta fundamental
al servicio del sistema judicial.
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ABSTRACT
DNA testing represents a landmark of forensic laboratory development in recent decades. This article presents the fundamentals
of this technology, applications, factors that influence those applications, and finally, a general description of the work done in the

Forensic Genetics Laboratory of the Costa Rican judiciary system, where DNA testing is playing a central role in daily work.
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El Acido Desoxirribonucleico (ADN) es una
molécula organica presente en la mayoria
de los seres vivos (algunos virus solo contie-
nen una variante llamada Acido Ribonucleico,
ARN} y la portadora del codigo genético que
define las caracteristicas individuales de los
individuos. El cédigo genético esta determina-
do por el orden de las unidades estructurales
que forman parte de esta molécula. Asi como la
unidad estructural de las proteinas son los ami-
noécidos, la unidad estructural del ADN son los
nucledtidos. Los nucledtidos estan constituidos
de éacido fosférico+azicar desoxirribosa+base
nitrogenada. Cuatro nucleétidos distintos for-
man parte del ADN y son representados por las
letras A (adenosina), C (citosina), G (quanosina)

y T (timidina). La unién secuencial formando
una cadena de estos cuatro nucleotidos y el
orden en el cual se disponen proporcionan un
ndamero casi infinito de secuencias de letras
que determinan el codigo genético. (-2

Una unica cadena o hebra de ADN esta com-
puesta de cientos de miles de nucledtidos. El
ADN en los cromosomas se conforma por dos
hebras que se unen entre si, complementando-
se de acuerdo a las propiedades quimicas de
las bases nitrogenadas A, G, C y T, de forma
que siempre una A estara asociada a una T y
una G con una C. Una cadena de ADN puede
ser entonces representada por el orden en el
cual se disponen las cuatro letras. Por ejemplo:
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...A-C-G-T-A-A-A-G-T-T-C-C-T-G-G-A...

Inmediatamente, la doble hebra quedara
conformada asi:

...A-C-G-T-A-A-A-G-T-T-C-C-T-G-G-A.
... T-G-C-A-T-T-T-C-A-A-G-G-A-C-C-T...

Los aproximadamente 3 billones de nucle6-
tidos del cédigo genético humano, constituyen
el genoma que se dispone en 23 pares de cro-
mosomas para la especie humana.

Desde el punto de vista funcional el ADN
puede ser clasificado en dos tipos: codificante
y no codificante.

El ADN codificante es aquel que contiene
las secuencias (genes) que determinan el
orden de los aminoacidos que constituiran
las proteinas. Es el ADN de importancia en
medicina (una sola variacién en el orden de
un nucleétido puede determinar la aparicion de
una enfermedad).

Por su parte, aunque no se sabe a ciencia
cierta su funcién biologica el ADN no codifican-
te, aparte de que cuantitativamente supone Ia
mayor parte del genoma humano, es el ADN
que resulta de mayor interés desde el punto de
vista de las ciencias forenses. Cerca de la mitad
del ADN no codificante es ADN repetitivo una
parte del cual, a su vez, la constituye secuen-
cias repetidas (en tandem y e intercaladas).

Actualmente, los elementos en los cuales
la secuencia que se repite es de 2 a 6 pares
de bases (llamados microsatélites o STRs) son
lo de mayor relevancia en la practica forense,
sobre todo porque, aparte de la gran variabili-
dad, permiten obtener resultados concluyentes
incluso en muestras degradadas.

Para tratar de ejemplificar la composicion de
estos microsatélites, tomemos como ejemplo
las siguientes secuencias dobles de ADN que
provienen de dos cromosomas diferentes.

La secuencia repetida (microsatélite) en
este caso es obviamente C-A-T-T . En uno de
los cromosomas esta secuencia se repite 6
veces (alelo 6) mientras en el otro homdlogo
s6lo 4 veces (alelo 4) (Grafico 1).

Para este marcador, el microsatélite podria
ser denominado 4-6 puesto que el individuo
ha heredado uno de los alelos de su madre y
otro de su padre biolégico. La posibilidad de
realizar esta clase de determinaciones en un
gran numero de marcadores identificados en
diferentes cromosomas es la base de las prue-
bas de identificacion genética utilizadas en el
laboratorio forense actual.

LA REVOLUCION DE LA PCR
La aplicacién de la técnica de reaccién en

cadena de la polimerasa (0 PCR, Polymerase
Chain Reaction) propuesta por Kary Mullis en

Grafico 1

Ejemplo de microsatelite (C-A-T-T)

AT-G-C C-ATT CATT CATT

CATT CATT CATT AAGG

TACG GTAA GTAA GTAA

AT-G-C C-ATT CATT CATT

GT-AA GTAA GTAA T-T-CC

C-A-T-T A-AG-G

T-A-C-G G-T-AA GTAA GTAA

G-T-AA T-T-C-C
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1987, y reconocida luego con el Premio Nobel
de Quimica, ha representado el hallazgo mas
espectacular en el campo forense, desde la
implementacién de la aplicacion de las huellas
dactilares por Sir Francis Gallup en el siglo
XIX 34, La PCR es una técnica in vitro con la
cual es posible la amplificacion de pequefos
segmentos de ADN a partir de una cadena
Unica, de modo que se pueden elaborar millo-
nes de copias, y hacer asi el producto ampli-
ficado facilmente analizable en el laboratorio.
El tamafio de los 2 fragmentos generados por
la PCR para cada marcador (microsatélite)
dependera del nimero de repeticiones que
contenga cada alelo. Consecuentemente, si
el nimero de repeticiones es diferente en los
dos cromosomas heredados de los progeni-
tores, se observaran dos fragmentos de dife-
rente tamafio. Los individuos que presentan
2 fragmentos de diferente tamario se denomi-
nan heterocigotos y los que presentan 2 frag-
mentos iguales, que se observan como un
Unico fragmento, se denominan homocigotos.
La inclusion o exclusién se logra estudiando
en las personas involucradas al menos los
alelos de 12 marcadores localizados en dife-
rentes cromosomas.

La importancia de la PCR radica en que
permite el analisis de las evidencias que son
mas comunmente remitidas al laboratorio
forense: muestras mindsculas de sangre,
semen, elementos pilosos o indicios de la
mas diversa indole, recolectadas en con-
diciones poco ideales para el andlisis por
ofros procedimientos. La literatura cientifica
ha mostrado que gracias a la PCR y a las
técnicas de deteccion actuales, aparte de
las muestras de sangre y semen, puedan
obtenerse resultados concluyentes en anali-
sis con dientes, huesos, colillas de cigarriilo,
estampillas, caspa, huellas digitales, tejidos
fijados en parafina y diversos objetos perso-
nales (rasuradoras, goma de mascar, hilo
dental, y otros) 2 9,

El nimero de sistemas estudiados depen-
de del presupuesto con que cuente el laborato-
rio, y de la evaluacién de la razén costo/bene-
ficio para cada circunstancia especifica. La
Unidad de Genética Forense analiza de rutina
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al menos 15 sistemas y esta en capacidad de
aumentar este nimero a 19 marcadores y muy
pronto a 22.

PROBABILIDAD DE EXCLUSION A PRIORI:
UNA MEDIDA DE LA EFICACIA DE UN
SISTEMA PARA EXCLUIR UN INDIVIDUO
FALSAMENTE ACUSADO

Un parametro que permite cuantificar la vali-
dez de un sistema genético es la probabilidad
de exclusién a priori (PE). Es un valor porcen-
tual que es funcion directa del polimorfismo
(variabilidad) de un sistema. Cuanto mas poli-
morfico sea un sistema y cuanto mas equilibra-
das estén las frecuencias de sus alelos, tanto
mayor sera la probabilidad a priori de exclusién
y, por tanto, su eficacia en la investigacion. Esta
probabilidad se define como la probabilidad de
que un sistema genético especifico dara eviden-
cias que conduciran a la exclusién de un hom-
bre falsamente acusado. La eficacia de varios
sistemas para excluir a un individuo, cuando
se usan conjuntamente, puede ser cuantificada
mediante el calculo de la probabilidad de que
una persona acusada sea eliminada por una o
mas series de sistemas genéticos. La probabi-
lidad de exclusidon acumulada es un valor que
se utiliza como indice a priori de la eficacia de
un laboratorio. En Espafia, se considera que un
laboratorio esta capacitado para realizar prue-
bas de paternidad cuando alcanza al menos un
99,9% de probabilidad de exclusién a priori ©).

La probabilidad de exclusién a priori de los
sistemas analizados por la Unidad de ADN a lo
largo de los aifos es la siguiente:

# sistemas Capacidad de
exclusion

Sistemas

analizados del sistema (%)
CTTv- FFFL-STRgamma 12 99.988
Power Plex 16 15 99.9999647
Power Plex 16 + FFFL 19 99.99999741

Esto significa que si comparamos una
madre y su hijo con 100 hombres que no son
el padre del nifio, estos 12 sistemas estan
en capacidad de excluir al 99.988% de los
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hombres analizados y la combinacién de los
19 sistemas a un 99.99999741. El 100% es
Gnicamente una tendencia, pues si se desea
aumentar la probabilidad de exclusion a priori
del sistema se deberan incluir mayor nimero
de marcadores, y esto Unicamente agregara
mas nueves después del punto decimal a este
valor (99.9999....).

FACTORES QUE AFECTAN LA
INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS
DE ADN

Rudin e Inman () han resumido en 3 grupos
los factores que pueden influenciar la capaci-
dad de interpretacién de los resultados obteni-
dos a partir del ADN en el laboratorio forense,
a saber:

1.La posible participacién de varios indivi-
duos en un hecho determinado (sea un
caso de delitos sexual 0 no sexual) y, por
tanto, la presencia de mezclas.

2.La posible degradacion de las muestras.

3.La presencia de sustancias “extrafias”
que podrian implicar la presencia de inhi-
bicién quimica de las enzimas o la pre-
sencia (y posible interferencia) de ADN
no humano.

En el caso de las mezclas de semen la posi-
bilidad de obtener resultados interpretables y
validos dependera de si la muestra contiene o
no espermatozoides, del nimero de individuos
involucrados, de cuanto contribuyé cada uno al
total de la muestra y , finalmente, del sistema
utilizado para analizar las muestras. No cabe
duda que cada caso es diferente y debe ser
abordado con la mayor sistematizacién y peri-
cia desde el mismo momento de la recoleccién
de las muestras, sea cuales sean las circuns-
tancias del hecho.

Por su parte, diferentes condiciones ambien-
tales (temperatura, humedad, luz, factores qui-
micos, etc.) podrian alterar la integridad del
ADN. Aunque las técnicas mas recientes, basa-
das en el andlisis por PCR, permiten utilizar
fragmentos muy pequefios de ADN, esos facto-
res deben ser siempre considerados cuando se
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trate del andlisis de cualquier tipo de evidencia
0 muestra biolégica.

Puesto que las pruebas actuales de iden-
tificacion se basan en la accion de enzimas,
cualquier factor que interfiera con la acci6n enzi-
matica podria potencialmente inhibir su accién
sobre el ADN. Afortunadamente, muchas opcio-
nes han sido desarrolladas a nivel del labora-
torio para minimizar la accion de estos interfe-
rentes. La presencia de ADN “no humano” o
“extrafio” no es per se un problema para fines
forenses dada la incomparable especificidad
de las pruebas. Los problemas en este sentido
surgen mas bien de la posibilidad de que los
microorganismos que producen enzimas que
destruyen el ADN puedan hacer imposible los
analisis por la degradacién del mismo. De nue-
vo, vale mencionar que el laboratorio ha desa-
rrollado las estrategias para que estos factores
tengan la menor influencia posible sobre los
analisis forenses y, lo que es mas importante,
sobre su interpretacién final.

APLICACIONES DE LAS PRUEBAS DE ADN

Tres son las areas fundamentales que pue-
den sefialarse para la aplicacion directa de las
pruebas de ADN @)

1. La investigacion biolégica de la paternidad.

2. Lainvestigacion de indicios en criminalistica
biolégica y

3. La resolucién de problemas de identificacion.

Pruebas de paternidad

En esta prueba se comparan los marcado-
res de ADN del nifio (a) con los de la madre y el
posible padre bajo el supuesto que las caracte-
risticas que no procedan de la madre deberan
provenir, y por tanto existir, en el que sea su
padre biolégico. Las leyes de la herencia pre-
dicen el comportamiento de estos fragmentos
en una familia. El hijo siempre comparte un
fragmento con la madre biologica, el fragmento
restante en el nifio debe ser compartido con
el padre biologico. Es asi como el supuesto
padre debe compartir un fragmento con el hijo
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en todos los marcadores analizados. Luego de
estudiar al menos 12 marcadores genéticos
(hasta 19 disponibles actualmente en la UGF)
en los cuales el supuesto padre comparte un
fragmento o alelo con el hijo, se puede asumir
que la paternidad esta practicamente probada.

Se acepta internacionalmente que valores
iguales o superiores al 99.73% en la probabili-
dad de paternidad (la razén calculada al dividir
la probabilidad del supuesto padre en relacién
al perfil paterno entre la frecuencia génica de
dicho perfil en la poblacién) prueban practica-
mente la paternidad (segun los llamados predi-
cados verbales de Hummel). Es teéricamente
imposible llegar a una cifra de 100% de probabi-
lidad de paternidad por la naturaleza de la esta-
distica que se aplica, aunque se analicen miles
de marcadores y no se observe una exclusion.
Cada nuevo marcador que se estudie lo Unico
que logra es agregar mas nueves después del
punto decimal (99.999....).

Vale mencionar que el andlisis estadistico
aplicado a las ciencias forenses es un capitulo
aparte que ha alcanzado un desarrollo también
extraordinario, y en algunos casos, una gran
complejidad. Su discusion, por supuesto, esca-
pa a los fines del presente articulo pero puede
ser abordado a partir de multiples publicacio-
nes aparecidas en la literatura cientifica (3.9:10)

La prueba de ADN aplicada a criminalistica

Segun ha sido sefialado por Andradas (") la
prueba de ADN aplicada a criminalistica tiene
cuatro etapas basicas:

1.-El analisis de la muestra, que incluye la
determinacion del mayor nimero posible
de polimorfismo de ADN, para obtener
un perfil genético de la evidencia objeto
de andlisis.

2.-La comparacion de los resultados con
los obtenidos en el sospechoso y la
victima. Ello implica que si aparece un
vestigio biolégico en la victima lo compa-
ramos con el analisis genético del agre-
Sor o viceversa.

69

3.-Puede entonces ocurrir que los patrones
sean diferentes en uno o mas grupos,
con lo que se concluye que ese vestigio
biolégico no se corresponde con el indivi-
duo con el que lo comparamos. Con ello,
es posible una exclusiéon del individuo
como el donador de dicho ADN.

Pero puede suceder que los polimorfismos
de ADN analizados en el vestigio se correspon-
dan con el individuo con el que se comparan.
De modo que cuando se presenta una inclusién
del individuo como donador del ADN, hay que
valorar |a probabilidad de provenga de ese indi-
viduo, lo que depende de la frecuencia de esos
grupos en la poblacion. La tercera etapa del
analisis es pues la valoracion de la prueba en
el caso de coincidencia de patrones.

4 -Por ultimo, la emision del correspondiente
dictamen pericial y en su caso, la comunica-
cién de los resultados en el juicio oral.

Estas etapas de andlisis que concluyen en
el informe criminalistico tienen un precedente
basico que es la correcta recoleccién y envio
de las muestras e indicios al laboratorio. Estos
aspectos han cobrado una importancia conside-
rablemente mayor conforme el valor de la prueba
es considerada como trascendental en muchos
casos. De este modo, aspectos alos que frecuen-
temente no se pone la atencién que merecen,
como la denominada “cadena de custodia” de ias
muestras, han pasado a tener una enorme impor-
tancia y son un complemento vital para comple-
tar el proceso de analisis que concluye con la
presentacion de los resultados en la corte.

La mayoria de las aplicaciones de la tecno-
logia del ADN en el campo forense tiene, por
tanto, como fin la identificaciéon de individuos,
sean estos relacionados con investigaciones de
paternidad, hechos criminales, personas extra-
viadas o victimas de desastres (*). Sin embargo,
esta tecnologia es también una herramienta fun-
damental en estudios antropolégicos, arqueolégi-
cos y en la comprensién de aspectos evolutivos
en genética de poblaciones. 5

Quizas sea importante anotar en este
momento, como bien lo resumen Berruno L
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Tabla 1

Investigaciones de paternidad solicitadas y realizadas por la UGF, segun aio

Ado
1998 1999
Total solicitadas 1164 1982
Realizadas 225 567
(19.3) (28.6)
No realizadas ) 939 1415
(80.7) (71.4)
Tiempo promedio de
respuesta (meses) 10 8

2000 2001 2002
2554 4054 4847
722 1444 . 1636
(28.3) (36.6)  (33.8)
1832 2610 3211
(71.7) (63.4)  (66.2)
10 8 6

(*) Por ausencia de una o ambas partes

y colaboradores (12 que la aceptacion del poli-
morfismo del ADN en los tribunales (que sigui6
a la aceptacioén de las pruebas de HLA), se fun-
damenta en varias premisas:

1.La teoria genética de estos sistemas ya
no corresponde al campo experimental.

2.Los métodos de deteccion son controla-
bles y, ademas de seguros, son realiza-
dos con razonable facilidad.

3.Existen tablas de frecuencias de genes
adaptadas al grupo étnico y al lugar geo-
grafico de la investigacion.

4. Pueden valorarse otros factores que inci-
den en el estudio.

5.Puede realizarse un adecuado control de
calidad en cuanto a los procedimientos,
materiales y equipos.

6.Los estudios deben realizarse por exper-
tos bien calificados.

LA SECCION DE BIOQUIMICA (BQM) DEL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES

La Seccién de Bioquimica del Departamen-
to de Ciencias Forenses distribuye sus funcio-
nes en dos areas basicas:

- La Unidad Centralizada de Inspeccion
de Indicios (UCIl) y
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- La Unidad de Genética Forense (UGF),
que realiza las pruebas de ADN .

La UCIl tiene bajo su responsabilidad la
identificacion y recoleccion inicial de fluidos
biolégicos y elementos traza en todo tipo de evi-
dencias. Por tanto, todo caso criminalistico que
requiere la comparacién de perfiles de ADN es
analizado inicialmente por la UCII; esto, con
excepcion de la identificacion de restos 6seos
y las pruebas de paternidad en casos de viola-
cién que ingresan directamente a la UGF.

Como se muestra en la Tabla 1, se ha pro-
ducido en los ultimos afos un incremento consi-
derable de los casos remitidos a la Seccion de
Bioquimica del DCF para investigaciones de
paternidad, la mayoria de ellas remitidas por
los Juzgados de Familia (95% en el 2002).

Las cifras de la Tabla 1 permiten concluir
que:

- El nimero de investigaciones de paterni-
dad ordenadas por las Autoridades Judi-
ciales durante 2002 supera en un 316%
las ordenadas durante el afio 1998.

- Se ha mantenido a lo largo de los afios
la tendencia segun la cual la mayoria de
las veces (en promedio en cerca del 65%
de los casos).una de los partes o ambas
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no asisten a las citas solicitadas por la
Autoridad Judicial

- Sigue habiendo un importante atraso en
el tiempo de respuesta del laboratorio
ante la demanda creciente de pruebas
de ADN. Se espera que este parametro
pueda ser considerablemente disminui-
do a inicios del 2004 con la compra de
equipo adicional (sobre todo de un anali-
zador genético) y la contratacion de nue-
vos analistas, condiciones que han sido
declaradas como prioridades del labora-
torio a corto plazo.

En relacién con los resultados obtenidos en
las paternidades, en el Grafico 2 se muestra
que en la mayoria de las investigaciones (pro-
medio: 88%) se produce la inclusion del padre
(es decir, el supuesto padre es confirmado co-

mo el padre bioldgico del nifio (a)). Todo lo con-
trario sucede en los juicios por impugnacion en
los cuales la inclusién se produce sélo en apro-
ximadamente 1 de cada 4 investigaciones (en
24 % de ellas en promedio).

En lo referente a casos criminalisticos, co-
mo puede apreciarse en el Grafico 3, la mayo-
ria de los casos remitidos durante el afioc 2002
por las Fiscalias para andlisis por ADN, corres-
pondieron a homicidios (31%) paternidades por
abuso sexual (26%) y abuso sexual (23%).

Finalmente, parece de relevancia sefialar
que, con la excepciéon de las pruebas de pa-
ternidad y la identificacion de restos éseos,
las muestras provenientes de otros tipos de
casos (abuso sexual, homicidios, robo, etc.)
que deben ser procesadas por ADN son sélo

Grafico 2
Inclusiones de paternidad (%) segun afio y tipo de causa judicial
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Grafico 3

Distribucién de los casos remitidos por la fiscalia segun causa judicial, 2002 (269)
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una pequefia fraccion del total recibidos en la
UCII (ver Figura 1). Las pruebas de ADN son, en
realidad el final de un protocolo de analisis que
debe aplicarse a cada muestra en particular.

La variedad del origen de los indicios y de
las circunstancias en las cuales los mismos
son recolectados obliga, a la Seccién de Bio-
quimica a contar con diversas pruebas prelimi-
nares para la deteccion de fluidos biologicos
semen, saliva, sangre, etc.) en los cuales
eventualmente podrian encontrarse células
conteniendo ADN. Dependiendo del resultado
de las mismas (se define la necesidad o no (o
ia viabilidad) de proceder a los analisis de mar-
cadores de ADN cuyo costo es muchisimo mas
alto. Esto sélo sucede en 3% de los casos de
abuso sexual y en el 7% de los casos de robos
y homicidios.

Las pruebas de ADN son usualmente, por
tanto, el final de un largo proceso de analisis
cuyos resultados deben integrarse en una mar-
cha analitica que permita explotar al maximo el
potencial que el laboratorio brinda al sistema
de justicia del pais.
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CONCLUSIONES

1. La tecnologia del ADN constituye hoy un
elemento fundamental en el aporte que el labo-
ratorio forense brinda al sistema judicial en
practicamente todos los paises del mundo vy,
por supuesto, en Costa Rica. El desarrollo al-
canzado incluye la implementacion de estrictos
programas de control de calidad intra e inter-la-
boratorios y de procedimientos estadisticos
que han reforzado enormemente el potencial
analitico de dichos procedimientos.

2. En forma rutinaria, hoy dia la tecnologia
del ADN se aplica fundamentalmente en la in-
vestigacion biolégica de la paternidad, en el
analisis de indicios en criminalistica biolégica y
en la resolucién de problemas de identificacion
(desapariciones, desastres, etc.)

3. Las pruebas de ADN deben considerarse
en el marco de una marcha analitica que inclu-
ye muchas otras pruebas cualitativas y cuanti-
tativas que deben aplicarse dependiendo de la
naturaleza de los indicios y las circunstancias
de cada caso. La Seccién de Bioquimica del
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Figura 1

Fraccion del total de muestras analizadas por ADN, segun caso, afio 2002.

1712 casos
abuso sexual

1354 casos
homicidios-
robos

Abuso Andlisis .
sexual Homiddios
61 (3%) por b Robos
ADN 101 (7%)
Poder Judicial ha detectado un incremento 3. Evett Wl and Weir BS. Interpreting DNA Evi-

considerable en las solicitudes de esos anali-
sis en los ultimos afios y realiza hoy un es-

fuerzo para actualizar las tecnologias requeri- 4.

das y apoyar las instancias judiciales que las
requieran de una forma cada vez mas pronta

y oportuna. 5.
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