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Alla por donde pise, todo lo que toque, todo lo que deje tras su paso, aun
inconscientemente, servird de prueba silenciosa contra él. No so6lo sus huellas
dactilares o las huellas de sus pisadas, sino también su cabello, la fibra de sus
prendas de vestir, el vidrio que rompa, las marcas de las herramientas que utilice, los
rasgufos en la pintura, la sangre o el semen que deje o recoja, todos estos elementos,
entre otros, seran testigos mudos contra él. Son pruebas que no olvidan. No se dejan
confundir por la emocion del momento. Aunque no haya testigos humanos, ellas estan
ahi. Son pruebas concretas. Las pruebas materiales no pueden equivocarse ni pueden
prestar falso testimonio, no pueden estar totalmente ausentes. Sélo su interpretacion
puede ser errénea. Sélo el hecho de que el ser humano no las encuentre, las

estudie y las interprete debidamente puede mermar su valor.
Kirk Paul,

Crime investigation, (1953).
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RESUMEN.
El pelo es una prueba muy comdn de encontrar en las escenas del delito. Los seres

humanos pierden aproximadamente 100 cabellos por dia, ya sea por caida
espontanea, arrancados, por transferencia o por contacto fisico. ES una muestra
ubicua, y puede ser de importancia para el establecimiento de asociaciones entre los
individuos, una persona y el entorno; sin embargo su utilidad como prueba en ciencias
forenses es limitada, en el presente trabajo evaluamos variables que pueden ser

pautas para mejorar la utilidad como prueba.

El filamento piloso constituye una muestra Unica e indivisible para el analisis del ADN
con fines de identificacion individual. Este tipo de material bioldégico presenta un
crecimiento ciclico y tiene estadios de crecimiento definidos. Cuando se trata de
filamentos de caida espontanea la eficiencia en la obtencién de perfiles ADN
completos a partir de un bulbo es limitada. Las dificultades se relacionan
principalmente con la cantidad y la calidad del ADN nuclear presente relacionadas con
las caracteristicas biologicas del filamento tales como estadios de crecimiento y

factores ambientales.

Las técnicas de ADN se han convertido en unos de los pilares de la criminalistica
actual. La mayoria de las investigaciones giran en torno al intercambio de muestras

biolégicas-autor-victima-escena del crimen.

Los filamentos pilosos representan un desafio importante en la validacion de los
métodos empleados en genética forense para la extraccion y purificacion del ADN. El
objetivo de este trabajo ha sido evaluar la relacién entre la prueba de perfil de ADN y
el pelo como muestra forense para lo cual fue necesario tener una comprension de los
métodos utilizados para la recuperacion de ADN y las caracteristicas biolégicas de los
filamentos pilosos. Para poder evaluar los distintos métodos de extraccion de ADN, se
tuvieron en cuenta algunos factores variables que podrian afectar los resultados, con

el propdsito de disminuir al minimo el efecto dependiente del material de partida.
La evidencia del cabello solo tendra valor cuando se sume a otra evidencia.

La importancia de los resultados de los exdmenes del cabello depende de varios

factores como: del método de recoleccion de las pruebas utilizadas en el lugar del



crimen, de las pruebas técnicas de procesamiento empleadas, de la metodologia del
proceso de examen de pelo, de la no contaminacion y preservacion segura de la

muestra, y de le experiencia del profesional que examine el pelo.

Si bien hay protocolos de actuacién, a nuestro conocimiento no hay bibliografia que
reina en detalle esta muestra particular con la obtencién y su valor como prueba
forense.

Tener una comprensién del material a tratar y su procesamiento permite plantear
consensos para mejorar las condiciones y oportunidades de obtener resultados que

puede ser de gran importancia en la investigacién forense.

Palabras Claves: Pelo- ADN- Genética Forense-Muestras



INTRODUCCION.

El levantamiento de los rastros e indicios es vital para una correcta investigacion
criminal, sin una adecuada articulacion, la prueba puede perderse, conduciendo a su
fracaso. Un adecuado tratamiento de la evidencia reduce los margenes de error para
la identificacion de los responsables de los delitos.

La recoleccién como el registro apropiado sirve para configurar los anclajes necesarios
para determinar que sucedié, como y cuando se cometié un delito. De esto resulta la
necesidad de su correcto tratamiento y procesamiento. La importancia del protocolo de
actuacion en los primero momentos de la investigacion se fundamenta en minimizar
los errores que puede llevar a no esclarecer un hecho, a la impunidad o a la condena

de un inocente.

LOS SERVICIOS DE CRIMINALISTICA Y EL PROCESO DE INVESTIGACION DE
LA ESCENA DEL DELITO

La funcién de los servicios de criminalistica comienza a desarrollarse en la escena del
delito con el reconocimiento y la recogida de las pruebas materiales. ContinGia con su
andlisis y la evaluacion de los resultados en un laboratorio, y la presentacion de las
conclusiones a los jueces, fiscales, abogados y demas personas que necesiten la
informacion concreta. Desde los que realizan la primera intervencion en la escena del
delito hasta los usuarios finales de la informacion, todo el personal que intervenga
debe contar con suficientes conocimientos del proceso criminalistico, las disciplinas

cientificas y los servicios especializados que prestan los laboratorios forenses.

La investigacién de la escena del delito es un proceso que tiene como objetivo captar
la escena del delito tal como se presenta en el primer momento y reconocer y recoger

todas las pruebas materiales que puedan resultar pertinentes para resolver el caso.

Los primeros en intervenir en la escena del delito, desempefian un papel fundamental
en todo el proceso de investigacion de la escena del delito. Sus funciones iniciales son

preservar la integridad de la escena de las pruebas. También es parte de sus
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funciones preparar la documentacion inicial sobre la escena del delito, las pruebas y
todas las actividades que se realicen en dicha escena.

En la escena del delito la organizacion y coordinacion de las tareas se fundamenta en
una evaluacion inicial de la escena, que se efectia antes de que empiece la actividad
criminalistica propiamente dicha. La organizacion y la coordinacion se mantienen
durante toda la investigacion y comprenden un analisis de lo que debe hacerse (es
decir, la sucesion cronoldgica de actuaciones, las prioridades, etc.), las personas que
estan autorizadas a tener acceso a la escena (es decir, sélo tendra acceso el personal
gue desempefie un papel esencial en la investigacion de la escena del delito y en la
atencion médica de las victimas que alli se encuentren), la atribuciéon de las distintas
tareas y de la responsabilidad de su ejecucion (por ejemplo, la designacién de un jefe
0 responsable, descripcion de las funciones y cometidos, la asignacion de tareas y la
necesidad de personal especializado), y la manera de llevar a cabo las tareas
necesarias (por ejemplo, los procedimientos aplicables, la necesidad de herramientas

y equipo especiales y los canales de comunicacién necesarios).

La preservacion de la escena y de las pruebas tiene como objetivo la aplicacion de
medidas de proteccion y de prevencion de la contaminacion adecuada para reducir al

minimo las alteraciones de la escenay de las pruebas.

CONCEPTO DE LA CADENA DE CUSTODIA

Se entiende por ella la documentacién cronoldgica y minuciosa de las pruebas para
establecer su vinculacién con el presunto delito. Desde el principio hasta el final del
proceso cientifico policial es fundamental poder demostrar cada medida adoptada para
garantizar la “trazabilidad” y la “continuidad” de las pruebas desde la escena del delito
hasta la sala del tribunal. Se considera que la cadena de custodia es el punto débil de

las investigaciones criminales.

CRITERIOS DE ADMISIBILIDAD, SOLICITUD DE ESTUDIO.

Cada muestra debe llegar al laboratorio correctamente identificada y debidamente

acondicionada en su contenedor a los fines de garantizar la autenticidad e integridad



de la misma. Cada muestra y su contenedor deben constar al menos de los siguientes
datos:

Causa/oficio e identificacion particular.

Debe venir acompafiada de su correspondiente planilla de cadena de custodia,

completada y firmada por cada uno de los actores intervinientes en las etapas previas.

Para cada caso las muestras deberan venir acompafadas del oficio correspondiente,
en el que deberd constar: dependencia judicial interviniente, expediente, caratula,

solicitantes, estudio solicitado y los elementos remitidos para el analisis.

En caso de derivaciones de muestras indubitadas, estas deben venir acompafadas de
su correspondiente acta de conformidad en la que debe constar: fotografia, impresion
digital, DNI, firma y aclaracién de la persona que dona su muestra biolégica, y/o su

representante legal en caso de menores e incapaces.
Aspectos técnicos.

Todos los envases (tubos, sobres, etc.) deben ser rotulados (en caso, que sea
necesario) con marcador indeleble. No se aceptaran muestras donde se observen
envases o0 envoltorios rotos, liquidos derramados o volcados, debido a que no se

encuentra garantizada la integridad de la muestra.

Deben respetarse todas las medidas para recoleccién, envasado y transporte

detalladas en el presente protocolo. (1)

(1) Nota: se sugiere remitir copia de los informes bioquimicos que se hayan realizado a

las muestras.

El/llos solicitantes del estudio deben detallar especificamente qué tipo de estudio se
busca realizar y cudl es la finalidad del mismo (puntos periciales, cotejo entre
evidencias, cotejo entre evidencias e individuos involucrados en la causa,
identificacion con familiares directos u objetos, especificando el tipo de vinculo
biol6gico que se busca establecer, etc.). Para recibir asesoramiento sobre el pedido de

analisis, debe comunicarse telefénicamente al laboratorio.
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PROTECCION Y LEVANTAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Son numerosos los procesos que pueden afectar la integridad de una muestra y por lo
tanto la posible obtencién de perfiles genéticos. Los mismos se incrementan cuando el
levantamiento y envié al laboratorio se lleva a cabo de una forma errénea. Estos

procesos son:

a. Contaminacion por material biolégico humano
b. Transferencia de indicios biol6gicos

C. Contaminacion por microorganismos

d. Contaminacién quimica.

Precauciones durante el levantamiento.

Esterilizar Material, alcohol 70% y/o encendedor (pinzas). Dejar enfriar antes de tomar
la muestra (degradacion de ADN).

Para evitar contaminacion.

Usar guantes durante todo el proceso de levantamiento, cambiarlos cada vez que

toma nueva evidencia.

Usar recipientes para guardar cada muestra, a pesar de encontrarse muy préximas o

juntas.

Para evitar degradacion de ADN.

No exponer las muestras bioldgicas a la luz UV (> 2 min)

Pb. Luminol

Toma de indicios biolégicos en el lugar de los hechos.

* Aislar y proteger, lo mas rapidamente posible la escena del delito
* Recoger, si es posible, en primer lugar los indicios biologicos

11



» Usar guantes limpios que deben cambiarse con frecuencia.

* Evitar hablar o estornudar sobre las muestras. Usar mascarilla.

» Usar bata u otro tipo de ropa protectora.

* No afadir conservantes a las muestras.

* Dejar secar a temperatura ambiente previamente a ser empaquetadas.

» Todas las muestras deben ser guardadas en forma individual, aunque hayan sido

recogidas en lugares muy préximos o estuvieran juntas.

+ Empaquetar en bolsas de papel o cartdén, evitar las bolsas de plastico, que

condensan la humedad y favorecen la proliferacion de bacterias que degradan el ADN.

Levantamiento de la evidencia en la escena del crimen, indicios tricolégicos:

1) Utilizar fuente de iluminaciéon y ampliacién visual (lupas) para buscar los indicios
tricolégicas.

2) Colectar cada indicio con pinzas limpias o mano utilizando guantes, sin dafar la

muestra, y colocar cada uno por separado en sobres de papel.

En todos los casos en los que deba recolectarse y transportarse cualquier tipo de
material cadavérico y que, por alguna situacion extrema, no pueda ser conservado en
cadena de frio, debe colocarse en un frasco de boca ancha con NaCl (sal de mesa,

fina o gruesa), cubriendo la totalidad de la muestra.

Muestras bioldgicas para analisis genético, apéndices pilosos dubitados:

1) Colectar con pinzas plasticas o de punta de goma estéril, o cualquier otro método
de coleccidn, colocando uno o varios (siempre que se encuentren juntos, en un mismo

lugar) en un papel pequefio.
2) Doblar el papel cuidadosamente, sin comprometer la morfologia.

3) Introducir en un sobre de papel. No usar cinta de pegar ya que puede adherirse el

bulbo, perdiendo la muestra, y mantener a temperatura ambiente.
12



La recoleccion de vello pubico debe realizarse del siguiente modo:
1) Realizar peinado de vello pubico y recogida de pelos dubitados sobre un papel.
2) Guardar cada grupo de pelos por separado; no pegar con cinta.

3) Embalar en sobre de papel debidamente rotulado y sellado.

EL FILAMENTO PILOSO Y SU UTILIDAD COMO MUESTRA FORENSE

El pelo puede definirse como un filamento largo y delgado que constituye un anexo de
la piel formado por queratina y que adopta diversas configuraciones (cabello, ceja,
etc.). Morfolégicamente se lo puede describir por un tallo cilindrico y una raiz
contenida en una depresion llamada foliculo piloso. La base de la raiz tiene un
ensanchamiento denominado el bulbo piloso que se asienta sobre la papila pilosa y la
encierra a modo de gancho. Se hallan presentes en varias regiones del cuerpo con

caracteristicas distinguibles y tienen un crecimiento ciclico.

Embriologia del pelo.

La epidermis primitiva de un embrién humano comienza a organizarse en cllsteres de
células para la produccién del pelo alrededor de 9 a 12 semanas de gestacion. Un
grupo discreto de células se agrupan en la zona basal primitiva (ectodermo) de la piel,
la epidermis comienza a formar invaginaciones hacia la dermis subyacente (para
formar “capuchdén” o “gancho”; la misma crece hacia abajo hasta encontrarse con el
clister de células mesodérmicas que ulteriormente formaran la papila dermal, tejido
conectivo, como las cubiertas fibrosas del foliculo. La proliferacién ininterrumpida de
las células epiteliales en la base del tallo empuja el pelo hacia arriba y hacia el final del
tercer mes aparecen los primeros pelos en la superficie denominado lanugo, antes del
nacimiento se desprenden excepto en la zona de las cejas, parpados Yy cuero
cabelludo, aqui persiste el vello y adquieren mayor calibre y longitud. Luego son

reemplazados mas tarde por pelos mas gruesos que se originan en los foliculos
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pilosos neoformados. Después del nacimiento no se forman foliculos pilosos. En la
pubertad por influencia hormonal masculina aparecen vellos gruesos en las axilas y el
pubis, en los varones también en la cara y en extension variable, en otras partes del
cuerpo, estos reciben el nombre de pelos terminales para diferenciarlos de lanugo y

vello.

La papila dermal estéd compuesta principalmente por fibrocitos de origen mesodérmico
y a través del factor de crecimiento de secrecion influencia a la formacion de la matriz
celular en el bulbo del pelo, pero no hay células de la papila dermal que con-tribuyan al
eje del pelo.

Las células en el bulbo se dividen cada 23 a 72 horas, y son dispuestas de una forma

concéntrica inmediatamente sobre la papila dermal.

Estructura del foliculo piloso.

El foliculo piloso es una estructura epitelial rodeada de una condensacion de tejido
conectivo. En la parte mas profunda de la invaginacién epidérmica o prolongacion
epitelial se encuentra un cumulo de células o matriz germinativa del foliculo piloso que
queda sobre la papila de tejido conectivo, que lleva capilares a su zona central

constituyendo una fuente de liquido tisular.

Células periféricas de la invaginacion se tornan cubicas y dan origen a la vaina epitelial
radicular externa del pelo; la vaina radicular dérmica es formada por el mesénquima
adyacente que cerca de la superficie muestra todas las capas epidérmicas de la piel
delgada, y en un plano profundo no posee algunas capas superficiales de la epidermis
como la queratina blanda. En el fondo solo consta de estrato germinativo de la
epidermis. Por lo general suele estar unido a esta vaina un pequefio musculo liso

llamado erector del pelo también derivado del mesénquima.

Un pelo terminal consiste en una medula central de queratina blanda y en ella las
células cornificadas suelen estar separadas entre si donde puede haber aire o liquido
entre las células medulares; y una cuticula, entre ambas se encuentra una corteza de

gueratina dura. Algunos cabellos practicamente no contienen medula.

Figura 1: Corte longitudinal de un bulbo piloso
14
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La cuticula consiste en células muy delgadas, aplanadas a manera de escama,
dispuestas en la superficie como placas con un borde libre dirigido hacia arriba que se
solapan con los bordes libres de las células similares que recubren la vaina radicular
externa y cuyos bordes libres se dirigen en sentido descendente, disposicion que

dificulta el arrancamiento de cabello sin arrastrar parte de la vaina radicular interna.

La queratina es una escleroproteina fibrosa, derivada del ectodermo y es el principal
constituyente de la epidermis, pelo, ufias, tejidos corneos vy la matriz organica del
esmalte de los dientes; contiene azufre, aminoacidos y cistina, es insoluble en agua y
resistente a la accion de acidos y alcalis; tampoco tiene afecto la accion de la pepsina,
la tripsina y otras proteinas proteoliticas. A las células epidérmicas que sintetizan
gueratina se las denomina queratinocitos. Se puede diferenciar queratina blanda de la
gueratina dura, tienen caracteristicas fisicas y quimicas diferentes. Ambas aparecen
en los foliculos pilosos. La queratina blanda cubre la piel en su totalidad y la queratina
dura aparece solo en algunas de las faneras, esto es, ufias, cuticulas y corteza de
cabellos en el hombre, en plumas garras y pezufias en animales; es permanente y no
se descama, no es reactiva quimicamente y contiene mayor cantidad de cistina y

enlaces disulfuros que la blanda.

Pigmentacion del cabello.

La melanina es un pigmento negro o pardo, amorfo, que se halla en la piel, el cabello,
la capa coroide del o0jo, la sustancia negra del encéfalo y los tumores meléanicos. Se

produce por polimerizacion de productos de la oxidacién de la tiroxina (aminoacido
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aromatico homociclico), el dihidroxifenilo o 3,4,-dihidroxifenilamina (dopa) que se
produce por oxidacion de la tiroxina.

Las células epidérmicas que sintetizan melanina se las denomina melanocitos, la
enzima interviniente es la tirosinasa, cuya falta de sintesis causa la falta pigmento en
el cabello de ancianos. Los melanocitos encontrados en el bulbo son células de una

alta demanda de energia, conteniendo gran numero de mitocondrias.

Los melanocitos estan distribuidos en la matriz de un foliculo cerca de la papila y
forman prolongaciones citoplasmicas que aportan melanina a las células epiteliales

por queratinizacion, se transformaran en la corteza y medula pilosa.

Al microscopio se observan tres tonos de pigmentos, el negro, pardo o café y amarillo.
Este ultimo recibe el nombre de feomelanina y su formacion parece estar regida por
genes distintos que los que controlan la formacién de las melaninas negras y pardas.
Las vias metabdlicas que intervienen en su formacién son distintas de las que

producen la melanina negra y parda.

Durante el desarrollo fetal los melanocitos derivan de la cresta neural de la epidermis
primitiva (mesectodermo), y se distribuyen azarosamente. Un grupo de melanocitos
activos llegan a concentrarse en la porcién ectodérmica del cluster de células del bulbo
que ulteriormente llegara a ser la matriz del bulbo. Los melanocitos por encima de la
papila se dividen despacio, en contraste con sus células vecinas en la matriz del bulbo
germinal; los melanocitos se hallan intercalados entre células que forman el eje y
migran hacia arriba. Durante la su maduracion forman brazos dendriticos que
contienen mitocondrias y melanosomas. Estos procesos dendriticos son engolfados
por endocitosis por células pre cortical, las cuales se mueven desde la matriz de

células indiferenciadas hacia su ultimo destino en el eje queratinizado.

Inmediatamente luego de la diferenciacién las células corticales comienzan una
intensa sintesis de proteinas y la produccién de filamentos de queratina, el gasto

energético requiere numerosas mitocondrias.

Las células corticales que se hallan por debajo de la cuticula llevan mitocondrias de al
menos dos procedencias distintas, aquellas provenientes de las células de la matriz

celular del bulbo y las provenientes de los melanocitos, por lo que es potencialmente
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probable la heteroplasmia a lo largo del eje del pelo o en pelos originados del mismo

foliculo.

Los melanocitos no llegan a ser parte del eje, mas bien quedan en el sitio de
proliferacién celular como en la matriz del bulbo arriba de la papila, produciendo
melanosomas y nuevas mitocondrias, las células corticales de vida corta estan

destinadas a sacos deshidratados con fibras de queratina.

Formacién y crecimiento de un cabello.

Para que el cabello crezca en un foliculo es necesario que proliferen las células de la
matriz germinativa, lo cual obliga a las células mas superiores de dicha matriz a
ocupar el interior de la vaina radicular externa. Las células son desplazadas hacia
arriba, se alejan cada vez mas de la papila que es su fuente de nutricion y se
gueratinizan. Las células que se transforman en la cuticula de la corteza del cabello
que es queratina dura, lo hacen sin la sintesis de granulos de queratohialina. El area
celular en la cual ocurre la transicidn de las células en queratina dura recibe el nombre

de zona queratégena.

Vaina radicular interna se forma por células en proliferacién de la matriz que asume
forma de una vaina tubular celular que es desplazada hacia arriba alrededor del pelo,
separada de la vaina radicular externa. Se extiende solo hasta un punto intermedio de
la altura del foliculo y esta formada por queratina blanda y en consecuencia se
observan granulos de queratohialina en las células en esta regiéon los granulos suelen

llamarse también tricohialina y en vez de ser basdfilos captan un color rojo.

Actividad ciclica de los foliculos pilosos.

El crecimiento del cabello humano es ciclico con estadios de crecimiento, reposo,
muerte y regeneracion bien definidos. El ciclo activo de crecimiento denominado
anageno puede durar tanto como 2 a 7 afios en la cabeza humana alrededor de 6

meses en ceja, brazos y tronco.

El cabello de la cabeza humana crece un promedio de 0.35 mm por dia 0 mas de 300

mm en un ciclo de crecimiento promedio. Luego de un periodo de crecimiento
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programado rapido donde las células de la matriz germinativa proliferan y se
diferencian, y el cabello aumenta de longitud, le sigue una fase de reposo (catageno).
Esta fase de regresion es establecida por la terminacion de la mitosis en las células de
la matriz celular del bulbo. Los melanocitos se inactivan. La melanogenesis cesa
previa a la ultima division mit6tica, comenzando asi la fase telogeno, en la cual se
hallan la mayoria de las evidencias forenses. La raiz del pelo se desprende de su
matriz y se desplaza hacia arriba del foliculo y en un momento dado se halla en una
zona de fijacién secundaria en la vaina radicular externa; el extremo inferior del cabello
se acerca al cuello del foliculo. Este evento marca el comienza de telégeno, y como
resultado de esta fase la raiz se encoge a 1/3 comparada con la de la fase anageno.
La parte mas profunda de la vaina radicular externa se contrae y el pelo queda fuera
del foliculo. Alrededor del tiempo en que ocurre este proceso, las partes profundas de
la vaina radicular externa crecen de nuevo hacia abajo, donde se inicia una nueva
formacion germinal o brote pro-anagenico. Hay reportes que esta nueva unidad
germinal de células tienen su origen en el abultamiento de la raiz o donde el musculo
erector se inserta en el foliculo. Un nuevo foliculo se desarrolla debajo de la
asociacion de la raiz durante aproximadamente 3 meses de duracion de la fase

telogénica. Finalmente una nueva fase anagénica comienza.

Los animales forman y eliminan pelos cada afio; en humanos la actividad ciclica dura
de 2 a 3 afios en cuero cabelludo antes de comenzar con la fase de reposo y muerte
que dura aproximadamente 4 meses, sin embargo en otras partes del cuerpo esto
puede variar, por ejemplo los pelos de las cejas crecen durante 1 0 2 meses y la fase
de reposo es de 3 a 4 meses; otra de las diferencias es que la foliculogenesis primaria
es azarosa produciéndose un mosaico de foliculos en diferentes estados de desarrollo
en la piel. Esta independencia en la fase del estado de desarrollo se mantiene en el

adulto.

En una cabeza saludable, del 80 al 90% de los foliculos se encuentran en la fase de
anageno, 2% catégeno y 10 al 18% en la fase de telégeno.
Entre los 15 y 30 afios crece a una velocidad promedio de 1 cm por mes, luego
disminuye entre los 50 y 60 (Ham W. 1983).
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Por dia se caen en promedio 100 pelos. El continuo crecimiento y remplazo de los
pelos humanos involucra complejos eventos de transformacion y regeneracion celular.
Las causas naturales de pérdidas de pelos se dan por, disposicion hereditaria, por la
edad y aumento de la hormona dihidrostetosterona dentro del foliculo piloso.

Figura 2: Estadios de crecimiento del foliculo piloso.
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Diferenciacion y desintegracién celular.

Las células que forman el eje comienzan a diferenciarse y se desprenden por arriba
de la matriz del bulbo germinal tomando luego un rol distintivo como células
diferenciadas de la cuticula, células medulares y células corticales del eje del pelo. La
mayor parte del eje maduro es compuesto por quitina, una proteina estructural fibrilar

perteneciente a 4 familias multigenicas.

La regién totalmente queratinizada comienza arriba del nivel del bulbo; el eje maduro
estd compuesto por cuticula, coértex, y medula. Las células estan muertas y
compuestas enteramente por fibrillas de queratina embebidas en una matriz amorfa de

restos celulares.

El cértex comprende la masa del eje del pelo. Células pre corticales o queratinocitos
comienzan una intensa actividad de sintesis con aparentes tonofilamentos de
gueratina en el citoplasma inmediatamente después de la diferenciacion, pueden verse
numerosas mitocondrias. Las células precorticales son las receptoras de

melanosomas y quizas de mitocondrias de los melanocitos estacionarios.
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Entrando en la zona de queratinizacién (por arriba del abultamiento) el didmetro de las
células corticales se reduce un 25% debido a la deshidratacion y contraccion de las
fibrillas en el citoplasma. En este punto ocurre la histélisis con la pérdida del ADN del
nucleo, mitocondrias y ribosomas comienzan a desintegrarse. La muerte de las células
corticales retiene la membrana nuclear fuera de linea (fantasmas nucleares) que

persisten en el gje.

Las células cuticulares migran lateralmente y emergen hacia la superficie, son mas
alargadas y aplastadas. Durante la queratinizacion de las células cuniculares granulos
trichohyali, restos de nucleos, ribosomas y mitocondrias son movidos al lado interno

del citoplasma y forman una endocuticula.

Por ultimo las células medulares no presentan tanta actividad de sintesis como las
anteriores, sus precursores son localizados mas centralmente dentro del anillo
concéntrico de las células germinales arriba de la papila dermal. Al igual que las otras
células, al diferenciarse comienzan a desintegrarse con una evidente vacuolizacion del

citoplasma ni bien alcanza el centro del eje del bulbo.

EL PELO COMO EVIDENCIA FORENSE.

Los filamentos pilosos pueden ser transferidos durante el contacto fisico y su
presencia puede vincularse al sospechoso o victima en la escena del crimen. Hay que
tener en cuenta que al ser un muestra ubicua se debe tener un entrenamiento
adecuado en la toma de la misma. Las muestras de pelo remitidas para estudios
forenses son generalmente de la cabeza o del pubis; pueden ser transferidos ya sea
por arrancamiento, por ejemplo, en la mano de la victima por una maniobra defensiva
0, por caida espontanea. La relevancia del pelo como prueba depende del vinculo de
este rastro con el hecho. En algunos casos, puede brindar un aporte importante a la

investigacion penal.

Los pelos son siempre muestra Unica, se destruyen en el proceso de extraccion y, por
tanto la repeticion de los andlisis es imposible. Por ello, la eficiencia es la extraccién de

ADN tienen una importancia fundamental.
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Los primeros en realizar la individualizacion de un Unico pelo humano fueron Higuchi y
colaboradores en 1988 y desde entonces son muchos los autores que han discutido
las posibilidades y dificultades de la individualizacibn de pelos en distintos

procedimientos de extraccion.

Es dificil establecer una correlacion entre la técnica de extraccion, su eficiencia y el
éxito de la tipificacion, los resultados suelen ser aleatorios, incluso cuando se ha
pretendido relacionar con la celularidad observada al microscopio (Schnee-Griese J,
Aab S. 1992. en Advances forensic haemogenetic, Berlin).

Los estudios de obtencién de ADN a partir de filamentos pilosos poseen una eficiencia

relativamente baja.

-Moller y Brinkmann (1994) obtienen un 15% de eficiencia para el andlisis de un Unico

pelo, que aumenta hasta un 50% cuando utilizan 15 pelos del mismo individuo.

-Fernandez y colaboradores (1996), reportan una eficiencia promedio del 20%, que

resulta alin menor cuando realizan la extraccién con chelex en lugar de proteinasa K.

-Greenhalgh y colaboradores (1996) obtienen una eficiencia del 66% en pelos
tomados del individuo por arrancamiento y conservados como referencia, pero
disminuye notablemente cuando analizan cabellos remitidos por la policia como

evidencia de casos criminales.

Algunos autores postulan que la baja eficiencia se debe no solo a la escasez de
células, sino al efecto inhibidor de las melaninas hidrosolubles que se generan durante
el proceso de extraccion del ADN, que forman un complejo inactivo constituido por dos

moléculas de melanina y una de Taq polimerasa (Yoshii y col, 1994).

-En un relevamiento realizado por el Dr. Penacino Gustavo A. (1997) sobre pelos
remitidos como evidencia forense se informa un 30% de eficiencia promedio para la

recuperacion de perfiles genéticos analizables a partir de este material.

La causa principal y fundamental es la baja cantidad de células nucleadas que los
mismos contienen, que se encuentran localizadas casi exclusivamente en el bulbo
piloso y su cubierta epidérmica. El bulbo o tejidos foliculares son las fuentes
principales de ADN nuclear (Penacino G. 1994, Douglas W.Deedrick, 2000).
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El bulbo de la raiz de pelo en fase anageno, el tallo dentro del foliculo, las vainas
fibrosas epiteliales internas y externas de la raiz y el eje de queratina pesado
emergente, son elementos que juntos o separados pueden ser adecuados para la
tipificacion de ADN nuclear. En contraste el resto estd compuesto por queratina, una
fuente pobre de ADN nuclear.

-McNevin D. y colaboradores (2005), realizaron procedimientos en comun de
extraccion de ADN nuclear y cuantificacion con PCR real time de varios donadores, se
realizaron estrategias de amplificacion, ciclos extendidos o rondas adicionales de
PCR. Se encontr6 que hay ADN nuclear en el eje del pelo aunque niveles muy bajos.
Se encontraron perfiles mixtos y con contaminantes lo que indica bajo niumero de
copias (LCN). Se encontré que el lavado de los ejes pilosos disminuye la recuperacion

de ADN nuclear y que existe una dependencia del donante en los resultados.

-Opel y colaboradores (2008) determinaron que las cantidades de ADN que pueden
ser extraidos de un pelo arrancado con raiz son de 1ng/raiz a 750ng/raiz y en pelo
caido con raiz de 1ng/raiz a 10ng/raiz. En dicho estudio se extrajo el ADN de 6 pelos
de cada individuo de un total de 60 individuos. La cantidad de ADN recuperado de
cada individuo varia enormemente, y de la mayor parte de muestras se obtuvieron una
cantidad de 550 pg o menos por pelo. EI ADN también fue cuantificado en tiempo real
PCR con la utilizacion de tres amplicones diferentes de una secuencia Alu. Los
resultados fueron usados para determinar el estado de degradacién del ADN extraido
y las cantidades de ADN diferentes se separaron en 3 grupos (<100pg, 100-500pg,>
500pg) vy fueron amplificadas con los equipos Miniplex para determinar la cantidad
minima requerida para la amplificacion. EI ADN recuperado del pelo mostré
degradacion y se obtuvieron perfiles parciales para aquellas muestras que contienen al
menos 60 pg usando MiniSTRs. En muestras forenses la cantidad y calidad pueden

ser significativamente afectadas por factores ambientales.

El material nuclear es degradado con el proceso de queratinizacion, pero el ADN
mitocondrial al ser circular y covalentemente cerrado es menos susceptible a los
procesos degradativos. La region control del ADN mitocondrial, es la mas interesante
desde el punto de vista de la Genética Forense debido a que es la region hiperva-

riable y lo suficientemente pequefia para ser abordada por estudios con PCR y se-
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cuenciacion; mide aproximadamente 1.100 pb y forma parte del 10% del ADNmit no
codificante.

Considerando los inconvenientes mencionados anteriormente en la obtencion del ADN
genomico de buena calidad a partir de muestras de bulbos pilosos y considerando los
métodos de extraccion de ADN descriptos en este trabajo, se plantearon los objetivos
de este trabajo de tesis.

EL ADN CELULAR Y LOS DISTINTOS TIPOS DE SECUENCIAS EN EL GENOMA.

La identidad quimica del ADN fue descubierta por Friedrich Miescher en 1871, quien
public6 un método para separar el nucleo celular del citoplasma. A partir de estos
ndcleos extrajo un material acido, al que denominé nucleina. Recién transcurridos mas
de 70 afios a partir de este primer hallazgo, se identifico al ADN como portador de la

informacién genética (Avery y colaboradores, 1944; Hershey and Chase, 1952).

En 1953, James Watson y Francis Crick dedujeron la estructura tridimensional del
ADN e inmediatamente interpretaron su mecanismo de replicaciéon. Analizaron las
figuras de rayos X de fibras de ADN obtenidas por Rosalind Franklind y Maurice
Wilkins y a partir de estos datos propusieron un modelo estructural esencialmente

correcto, cuyas caracteristicas mas sobresalientes son:

Quimicamente el ADN es un biopolimero compuesto por unidades nucleotidicas
conformadas por una base nitrogenada, una pentosa (desoxirribosa) y un grupo
fosfato. Las bases nitrogenadas son cuatro: Adenina y Guanina (puricas) y Citocina y

Timina (pirimidicas), y constituyen la parte variable de la molécula (figura 3).

Figura 3: Los pares de bases A-T tienen 2 uniones de hidrogeno; y los pares de bases
G-C tienen 3 uniones H
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La molécula de ADN esta formada por dos cadenas antiparalelas que adoptan una
conformacion de doble hélice. Las cadenas se hallan unidas por puentes de
hidrégeno formados entre las bases complementarias. Las bases nitrogenadasse

proyectan en el centro de la estructura conformando un ambiente hidrofébico

delimitado por el esqueleto fosfodiéster (figura 3).

Figura 4: La estructura del AND es una doble cadena, hélice antiparalela.
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The structure of DNA is a double-stranded, antiparallel helix.

(A) Antiparallel nature of the two DNA strands. The two strands are antiparallel because they have opposite directions for
linking of 3’ carbon atom to 5’ carbon atom. The structure shown is a double-stranded trinucleotide whose sequence can be
represented as: 5' pCpGpT-OH 3’ (DNA strand on left) / 5’ pApCpG-OH 3" (DNA strand on right) (where p = phosphodiester
bond and -OH = terminal OH group at 3’ end). This is normally abbreviated by deleting the ‘p’ and '‘OH’ symbols and giving
the sequence on one strand only (e.g. the sequence could equally well be represented as 5" CGT 3’ or 5' ACG 3'). (B) The
double helical structure of DNA. Note that the two strands are wound round each other to form a plectonemic coil. The pitch
of each helix represents the distance occupied by a single turn and accommeodates 10 nucleotides in B-DNA.

En los organismos eucariontes, el ADN nuclear se encuentra altamente organizado en
estructuras llamadas cromosomas. Cada molécula constituye un cromosoma y en los

individuos diploides, como el hombre, las células somaticas llevan dos juegos
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cromosomicos homélogos, uno heredado por via paterna y el otro por via materna. El
genoma humano nuclear se encuentra organizado en 22 pares de cromosomas
autosémicos mas un par sexual, que es XX en la mujer y XY en el hombre. En el
proceso de division celular por meiosis, los pares homdélogos recombinan entre si al
azar, de modo que el juego haploide que recibe cada célula germinal es una
combinacién Unica de las secuencias de los dos cromosomas homdélogos que le dieron
origen. Los eventos sucesivos de recombinacién en cada generacién, hacen que no
haya dos individuos genéticamente iguales (a excepcion de los gemelos univitelinos).
Un principio que sirve de fundamento para la identificacion individual a partir del

analisis de secuencias de ADN autosémicas.

Para comprender la organizacién de los distintos tipos de secuencias, el Proyecto
Genoma ha cartografiado el mapa genético humano (Organigrama 1). De la
secuenciacién completa del genoma humano haploide se observé que tiene 3.200
millones de bases. El 38% de todo el genoma, unos 1200 Mb, son genes y secuencias
relacionadas con genes. La expresion de los genes involucra la transcripcion del ADN
a Pre-ARN mensajero, el cual mediante un proceso de corte y empalme (splicing) da
origen al ARN mensajero maduro, luego en el citoplasma celular el ARNmensajero
codifica las proteinas. En consecuencia el porcentaje de secuencias del ADN total que
codifica para proteinas es del 1.5 %. Por otro lado se encuentra las secuencias
relacionadas con genes que no codifican para proteinas y se denominan pseudogenes
(genes inactivados por mutaciones), fragmentos de genes (genes truncados), intrones
(fragmentos de ADN que se eliminan en el proceso de splicing) y regiones terminales
no traducidas, UTR, (se hallan al principio y final delos genes). También encontramos
los productos ARN no codificante de proteinas que juegan varios roles en la célula
(ARN de transferencia, ribosémico, nuclear, nucleolar y citoplasmaticos) (Brown TA.;
Cap. 3; 2002).

El resto de toda la secuencia del genoma humano, aproximadamente el 62% (2000
Mb), comprende regiones Intergénicas que no tienen funcién conocida y la mayor
parte estan formadas por secuencias repetidas (IHGSC, 2001; Venter vy

colaboradores., 2001).
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Segun la distribuciéon de sus unidades repetidas en el genoma podemos distinguir dos
clases de ADN repetitivo, primero en aquellas unidades repetidas que estan
distribuidas alrededor del genoma de una manera aparentemente aleatoria como los
Elementos Nucleolares Interdespersos Cortos o secuencias SINE (Short interspected
Nucleolar Elements), los Elementos Nucleolares Interdespersos Largos o Secuencias
LINE (Long interspected Nucleolar Elements), elementos de Repeticiones Terminales
Largas o LTR (Long Terminal Repeat) y Transposones, estos Ultimos a diferencia de

las secuencias anteriores no requieren intermediarios ARN para transponerse.

En una segunda clase esta el ADN repetitivo en tandem cuyas unidades de repeticién
se disponen una junto a la otra, ejemplos de secuencias repetidas en tandem muy
abundantes en el genoma son los minisatélites y los microsatélite. EI nombre
minisatélites se usa para denominar aquellas secuencias en las que la unidad de
repeticién es de 10-100 bases, reservandose la denominacion de microsatélite o STR
(short tadem repeat) para aquellas secuencias en las que la unidad de bases que se

repite son de unas pocas bases (2 a 7).

Como veremos mas adelante, a pesar de su funcion desconocida, y por las facilidades
gue brindan para el abordaje experimental, los microsatélites se han impuesto

actualmente como herramienta Gtil para la identificacion individual.

Figura 5: Organizacién porcentual de los tipos de secuencia de la molécula de ADN

gendmico. Datos tomados de IHGSC, 2001; Venter y colaboradores., 2001
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POLIMORFISMO DEL ADN Y SU UTILIDAD EN CIENCIAS FORENSES PARA LA
IDENTIFICACION GENETICA

Para poder estudiar los caracteres genotipicos al nivel de la molécula de ADN es
necesario seleccionar secuencias especificas que se vinculen en forma directa o
indirecta con la caracteristica a estudiar. La eleccion de la secuencia indicadora tiene
que ver con el objetivo que se persigue a través del andlisis y debe estar
cientificamente fundamentado el porqué de la eleccion del sector del ADN que se
analiza. Sélo para citar algunos ejemplos, podemos decir que hay marcadores para
enfermedades hereditarias, para sensibilidad individual a determinados farmacos y
para predisposicion a enfermedades.

Cuando nos referimos a la posicion o localizacion especifica de un gen o de una
secuencia indicadora en el ADN, lo denominamos locus (del Latin: lugar); y las
variantes bajo las que se puede presentar esa secuencia se denominan alelos (del

griego: otro de uno).Un alelo mutante surge a partir de cambios en la secuencia
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original. La introgresion de un alelo mutante en una poblacion depende de su
comportamiento frente a la presion de seleccién (a favor, en contra o neutro) y de la
frecuencia de mutacién. Segun la presiéon de seleccién, su frecuencia en la poblacién
puede variar. De este modo, en las poblaciones actuales, algunos locus puede
presentarse bajo distintas formas alélicas, y se dice que el locus es polimorfico.

Cuando la variabilidad se relaciona con diferencias en la secuencia de bases, se habla
de polimorfismos de secuencia. Es el caso de la region control del ADN mitocondrial o
de los SNP (polimorfismos de un unico nucleétido). En el otro extremo, tenemos el
polimorfismo en los genes del complejo principal de histocompatibilidad (HLA), donde
la seleccion natural ha favorecido la diversidad fenotipica.

En las secuencias repetidas en tandem, la naturaleza polimérfica no esta dada por su

secuencia sino por el nimero de repeticiones de una unidad repetida.

............ (AATG) (AATG (AATG)........... 3 repeticiones

............ (AATG) (AATG).........eevvvne..... 2 repeticiones

Las mutaciones obedecen a cambios en el nimero de repeticiones y el mecanismo
que las genera es diferente a los mecanismos que ocasionan las mutaciones de punto.
Se acepta que la generacion de mutaciones en microsatélites se deben a slippage
(deslizamiento) de la ADN polimerasa sobre la regién repetida de la hebra molde de
ADN vy el reensamblamiento en una posicion mas avanzada durante el proceso de
replicacion, favorecidos por las caracteristicas repetitivas de estas secuencias
(Brinkmann y cols., 1998). A consecuencia de este deslizamiento, la enzima ADN
polimerasa incorpora las bases complementarias, provocando un emparejamiento
erroneo entre ambas hebras de ADN. Dependiendo de que dicho error se produzca en

la hebra parental o en la de nueva sintesis, el resultado es la delecion o insercidn
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respectivamente de nuevas unidades repetitivas (Sia y cols., 1997).Estas mutaciones
se dan con una frecuencia apreciable. Por esta razon, las secuencias repetidas en
tandem son altamente polimérficas y las distintas variantes (alelos) bajo las que se
presenta el locus difieren en el numero de repeticiones. Esta variacion afecta la
longitud de la secuencia, razon por la cual a este tipo de polimorfismo se los clasifica
como polimorfismos de longitud. En esta categoria encontramos tanto los minisatélites

(VNTRs) como los microsatélites (STRs).

Uno de los sistemas mas utilizados en la genética forense y que evalian polimorfismo
de longitud, fue logrado usando marcadores STR (Short Tandem Repeat) y la
Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) como herramienta de estudio. La ele-
vada heterocigosidad, unida al gran nimero de estos marcadores a lo largo del ge-
noma, los hace extremadamente Utiles para estudios de identificacion humana, ana-
lisis de ligamiento en grupos familiares y prueba de paternidad. Los marcadores STRs
son parte de una base de datos en crecimiento alrededor del mundo por lo cual

probablemente sean los mas utilizados a lo largo de muchos afios.

Figura 6: herencia de marcadores STR en 2 cromosomas de un individuo ejemplo.
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El cromosoma con el circulo abierto en el centrémero es de herencia paterna y el
cromosoma del centromero sélido es de herencia materna. El individuo heredd del
padre un alelo de 4 repeticiones del locus A y 3 repeticiones del locus B, y de su
madre heredd 5 repeticiones del alelo del locus A y 6 repeticiones del alelo del Locus
B. Tomado de Butlher (2011).

Con la necesidad de obtener mas informacién de muestras particulares, actualmente
se utilizan estudios adicionales con marcadores SNPs, (single nucleotide
polymorfisms). Los marcadores SNPs son variaciones entre individuos de una sola
base en un punto particular en el genoma. Existen millones de SNPs por individuo que
pueden ser utilizados para identificacion.

Los SNPs son menos informativos que los marcadores STRs y para obtener un poder
de discriminacién significativo es necesario analizar un gran nimero de SNPs. Por
ejemplo, para equiparar el poder de discriminacién de los 13 loci STR del CODIS son
necesarios 50 SNPs (Gill y colaboradores. 2004). Sin embargo, por sus caracteristicas
los SNP puede tipificarse en muestras con ADN altamente degradado. Los SNPs
pueden ser multiplexados por métodos de hibridacién en matrices o chips (array).

Otra forma de polimorfismo bi-alelico utilizados para identificacion son las
inserciones-deleciones, (INDEL), y pueden tener uno a cientos de nucleétidos en su
secuencia, al igual que ocurren con inserciones en las secuencias ALU. (Pereyra, R., y

colaboradores. 2009).

En el caso particular de la secuencia del cromosoma Y, no existe un cromosoma
homologo y la homologia con el cromosoma X es muy limitada. Por esta razon se
hereda practicamente sin cambios a través de la linea hereditaria masculina. Cuando
se analizan las secuencias del cromosoma Y con fines identificatorios, se define la
identidad del linaje masculino, y no la identidad individual, de paternidad o crimina-

listico.

Algo similar ocurre con el ADN mitocondrial, pero en este caso, como componente del
citoplasma se hereda por la matrilinea. Existen entre 1.000 a 10.000 moléculas de

ADNmIt por célula, superando ampliamente el complemento de dos copias del ADN
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nuclear. La probabilidad de recuperar ADN mitocondrial en un material altamente
degradado es mayor que la del ADN nuclear, ya que por su estructura y por su ta-
mafio es mas resistente a degradacion. En este caso, su utilidad se limita a la
identificacion del linaje materno siendo una restriccion importante para su uso como
herramienta en genética forense (Butler, J.M. 2011). Otra de las limitaciones
encontradas para los estudios forenses es que debido a la alta tasa de mutacion, que
pue-de generar diferencias en la secuencia de la poblacién celular de ADNmit,
caracteristica conocida como heteroplasmia (un mismo individuo presenta mas de un
genotipo de ADNmit). Cuando una célula heteroplasmica se divide, la herencia
mitocondrial en las células hijas es una cuestiébn de azar, de modo que el nivel de
heteroplasmia puede no ser el mismo en diferentes tejidos. Particularmente importante
en muestras de pelo (Wilson y colaboradores. 1997). No obstante estas limitaciones,
en muchos casos los estudios de ADNmit han aportado informacion histérica
relevante, como la identificacidon de los restos de la familia Romanov, los Ultimos zares
Rusos ejecutados bajo las ordenes de Lenin en 1918 (padres y sus 5 hijos) y

enterrados en una fosa comun.

El distinto origen celular que caracteriza la composicion del filamento pilosos podrian
llevar al menos dos tipos o poblaciones de mitocondrias, aquellas provenientes de las
células de la matriz celular del bulbo de origen mesodérmico y las provenientes de los
melanocitos de origen ectodérmico. En caso de heteroplasmia, es potencialmente
probable encontrar distinto tipo de ADNmit a lo largo del eje del pelo o en pelos

originados del mismo foliculo.

EVOLUCION HISTORICA DE LAS TECNICAS DE ESTUDIO DEL POLIMORFISMO
GENETICO EN CIENCIA FORENSE.

Los sistemas para identificar personas siempre han sido un punto de interés para las
Ciencias Forenses. Es de préactica habitual el estudio de caracteres fenotipicos como
la fisonomia, o las huellas dactilares. Con el mismo objetivo, las pruebas biolégicas

han sido usadas desde hace tiempo.

En un principio se usaron pruebas bioquimicas, como el estudio de los antigenos
eritrocitarios (grupos sanguineos), de algunas proteinas plasmaticas polimérficas y de

los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA). Estas determinaciones
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definen la identidad de grupo y no la identidad individual, por lo que su utilidad se limita

a la exclusion.

En el sistema ABO sélo hay4 posibles grupos fenotipicos principales en base a los
antigenos presentes en la membrana de los eritrocitos: A, B, AB y O, por lo que su
poder de exclusion es limitado. Hay muchos individuos no relacionados que comparten
el mismo grupo sanguineo. Al sistema ABO, descubierto en 1901 por Landsteiner, se
fueron agregando posteriormente otros, como el RH, MNS, Duffy, Lewis, Kidd,
Lutheran, etc. De esta forma se pudo aumentar el poder de discriminacién de la
prueba. No obstante, la probabilidad de exclusién no superaba el 75%.Si bien el poder
de discriminacion de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad, CMH,
es muy superior al de los grupos sanguineos también en este caso queda definida la
identidad de grupo.

En 1980 Wyman and White demostraron que era posible analizar la variabilidad
individual sobre la base de la distinta longitud generada por una misma secuencia de
ADN repetida en tandem (Wyman and White, 1980). La aplicacion del analisis de ADN
en Ciencia Forense se inicia en 1985 a partir de estudios realizados por el Dr. Alec
Jeffrey estudiando el gen de la mioglobina. ElI Dr. Jeffrey propone el estudio de
polimorfismos en la longitud de secuencias de ADN repetidas conocida como VNTR
(variable number tandem repeat). Usando el método de Southern Blotting mediante la
técnica de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion, RFLP, y condiciones
poco estrictas de hibridacion con sondas VNTR propone el analisis global de
secuencias, al procedimiento lo denominaron DNA Fingerprinting 6 “huella genética”
(Jeffrey y Col., 1985). Sin embargo era dificil su estandarizacién y automatizacion.
Pequefias diferencias experimentales significativas y poco controlables en la corrida
electroforética (voltaje, tiempo, concentracion del gel), afectan en gran medida la
reproducibilidad e interpretacion de los resultados. La interpretacion de muestras con
mezclas de genotipos es aun mas compleja y se requiere de mucho tiempo, labor y
experiencia. Por ello posteriormente se desarrollé6 un sistema que producen patrones
mas sencillos y faciles de interpretar, con sondas unilocus que reconocen secuencias
repetidas ubicadas en un locus Unico especifico dentro de cromosomas homélogos, de

manera que se detectan una o dos bandas (alelos) segun el individuo sea homocigoto
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0 heterocigoto; este sondaje unilocus requiere condiciones de hibridacion estrictas
(Martinez J., 1999).

Con varias sondas se consigue el mismo poder de individualizacion que proporciona
un unico andlisis multilocus, de esta manera el método reune las ventajas de ambos
sistemas: simplicidad de patrones y gran poder discriminativo. Sin embargo a pesar de
las ventajas mencionadas estos sistemas requieren alta concentraciéon de ADN y que
no se halle degradado, por estas causas las muestras se consumen con el primer
andlisis dificultando las contra pericias y son bastante tediosas desde el punto de vista

experimental.

Con el advenimiento de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, estas
limitaciones pudieron ser superadas, por cuanto este método experimental permite
seleccionar y amplificar secuencias de ADN especificas mediante ciclos repetidos de
reacciones enzimaticas. Esta técnica se ha impuesto por la rapidez para la obtencién
de los resultados, y por la versatilidad del andlisis, que permite abordar el estudio de
vestigios biolégicos, donde la concentracion de material es muy escaza y en muchos
casos se encuentra degradada. El uso de microsatélites, por su longitud, permite la
amplificacién de la secuencia, que se caracteriza por su diferente migracion en la

electroforesis.

Una variante de la técnica PCR que se ha impuesto en ciencias forenses es
denominada Multiplex. Esta técnica permite que mas de una regién pueda ser
amplificada en forma simultanea simplemente adicionando a la mezcla de reaccién
mas de un par de cebadores (Edwards and Gibs 1994).La obtencién simultanea de
informacion de varios loci disminuye los tiempos experimentales y la cantidad de
templado necesario logrando con una Unica reaccion de PCR alcanzar un alto poder

de discriminacion.

Los primeros Kits Multiplex Comerciales muy utilizados a mediados de los 90, fueron
disefiados para el andlisis en geles de secuenciacion. Estos reactivos permitian el
andlisis simultaneo de 3 marcadores STRs, con un poder de discriminacién de 1 en
500; 4 marcadores, con un poder de discriminacion de 1 en 10.000 (Kimpton y

colaboradores 1994) y seis, con un poder de discriminacion de 1 en 50 millones
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(Kimpton et el 1996). El limitante para el nUmero de marcadores era la superposicion

en los tamafios de los amplicones.

El uso de la Electroforesis capilar como método de deteccién y los cebadores
marcados por fluorescencia hizo posible la tipificacion simultanea de un numero
mucho mayor de microsatélites. La utilizacion de distintos fluorocromos para marcar
las secuencias durante la reaccion de PCR permite el analisis aun cuando los
fragmentos tengan longitudes semejantes, ya que los mismos pueden diferenciarse en
el secuenciador automético gracias a distintas sefiales de fluorescencia que emiten

dichos loci.

LOS MARCADORES MICROSATELITES Y LA CONSTRUCCION DEL PERFIL
GENETICO.

Los microsatélites son loci que contienen secuencias cortas (entre 2 a 7 nucleétidos)
que se repiten en tandem, siendo el nimero de repeticién el elemento diferenciador
entre alelos. En el genoma humano han sido caracterizados mas de 20,000 loci de
STRs (Collins y colaboradores. 2003). Estos se hallan esparcidos a lo largo del
genoma y ocurren en promedio 1 de cada 10.000 nucleétidos (Edwards y colabo-
radores. 1991).

El nimero de repeticiones de la unidad puede ser altamente variable entre individuos
lo que los hace efectivos para la identificacion humana. La pequefia medida de los
alelos STRs (aprox. 100 a 400 pb) comparado con los alelos VNTRs (aprox 400 a
1000 pb.) los hace buenos candidatos para la amplificacion por PCR, facilitando el
andlisis de las muestras forenses donde el ADN se encuentra frecuentemente de-
gradado. La longitud reducida de los productos de amplificacion minimiza la perdida

alélica por la amplificacion preferencial de los fragmentos mas cortos.

Los STRs seleccionados para su uso en genética forense presentan baja tasa de
mutacion y se localizan en distintos cromosomas para asegurar que los loci no
pertenezcan a un mismo bloque de ligamiento. De esta forma se busca garantizar un

alto poder discriminativo.
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De acuerdo con las recomendaciones de la Internacional Society of Forensic
Haemogenetic (ISFH), la denominacion de los alelos de los STRs se debe realizar de
acuerdo al numero de unidades de repeticion (UR) de la secuencia bésica. Por
ejemplo para una muestra conteniendo dos alelos, uno con 13 repeticiones y otro con
18 UR, para ese locus en particular el genotipo se denomina por nomenclatura como
13,18. Para el caso que tenga una UR incompleta (Microvariante), el alelo se desigha
por el nimero de UR y el nimero de pares de bases de la UR incompleta, separando
estos por un punto. El ejemplo mas comun es el alelo microvariante 9.3 del locus
THOL, el cual contiene 9 repeticiones de tetranucleotidos y una repeticion incompleta
de 3 nucleotidos, en la séptima repeticion se pierde una A de la unidad repetitiva
AATG (Puers y colaboradores 1994).

Los marcadores STR se denominan de acuerdo a su localizacién. Si es parte de un
gen o cae dentro de un gen, el nombre del gen es usado como designacion, p.e el
marcador THO1 es el gen tiroxina hidroxilasa localizado en el cromosoma 11. El
numero 01 es el hecho de que la region repetitiva en cuestion es localizada dentro del
intron 1 del gen tiroxina hidroxilasa. Los marcadores que caen fuera de regiones de
genes son designados por su posicién en el mapa. Por ejemplo, STR D5S818 y
DYS19, en ese caso D se refiere a DNA. Las siguientes referencias son el nimero
cromosomico, 5 en el primero, yen el segundo por cromosoma sexual Y. “S” se refiere
al hecho de que el marcador es copia de secuencia simple. EI numero final indica el

orden en que fueron descubiertos y categorizados para un cromosoma en particular.

Los tetranucledtidos AGAT o GATA son los motivos mas comunes para loci STR
usados por la ciencia forense. Una extension de cuatro bases logra un espaciado
definido en el caso de heterocigotos y es facil de resolver por separaciones
electroforéticas basadas en medidas de longitud. Otra de las ventajas técnicas que
presenta el uso de STRs con UR de 4 o mas nucleédtidos tiene que ver con un
artefacto frecuente en la amplificacion por PCR conocido como “stutter’, que se
produce por desplazamiento de cadena durante la reaccion de polimerizacion (Walsh
el al, 1996) y tienen tipicamente una o mas unidades de repeticién de menos que el
alelo verdadero. Cuanto mas larga es la unidad de repeticion, menor es la diferencia
entre la concentracion del stutter y el alelo STR verdadero. Para el caso de

tetranucledtidos, la intensidad del pico correspondiente al stutter llega a ser
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usualmente menor al 15 % de la observada en el alelo verdadero, mientras que en di-
o trinucledtidos la este porcentaje puede ser mucho mayor (30% o mas) haciendo
dificultosa la interpretacioén, sobre todo en el caso de mezclas.

A comienzos de 1996 el FBI junto a varios laboratorios realizaron una seleccién de loci
STR para la identificacion individual con la finalidad de construir una base de datos
nacional que se conoce actualmente como CODIS (Combined DNA index System).
Como consecuencia de este proyecto fueron elegidos 13 marcadores STR que
conforman el perfil genético bésico para la identificacion individual en el sistema de
base de datos de EEUU (Budowle y colaboradores 1998). Con estos 13 loci, el
promedio de probabilidade del perfii es de 1 en 1 billon entre individuos no
relacionados (Chakraborty y colaboradores 1999).

Por su parte la comunidad Europea sugirio inicialmente un panel de 6 Marcadores
para definir el perfil que fueron ampliados a 12 en las uUltimas recomendaciones.
Algunos coinciden con los del CODIS otros no (ENFISA DNA Working Group 2011).

Figura 7: 13 loci STR con su posicion cromosémica del sistema CODIS.
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Con el objetivo de regular el trabajo cientifico en genética forense y con el animo de
estandarizar procedimientos y establecer un riguroso control de calidad, surgieron
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hace ya varios afos el Scientific Working Group on DNA Analisis and Methods
(SWGDAM) en EEUU., y la European DNA Profiling Group (EDNAP), en Europa, con
representantes de distintos paises europeos.

Con los kits comerciales actualmente disponibles se puede caracterizar genéticamente
una muestra partiendo de menos de 1ng de ADN. Sin embargo, la alta sensibilidad de
los métodos incrementa el riesgo de contaminacion por transferencia durante el

levantamiento de los rastros o el procesamiento de las muestras.

Con la constante investigacion para optimizar la obtencion de perfiles genéticos para
identificacion en muestras forenses, Wiegand y Klieber en 2001 demostraron que se
puede mejorar el éxito en la tipificacion de ADN degradado usando cebadores
redisefiados para minimizar la longitud necesaria de la secuencia que se desea
amplificar, para aumentar la probabilidad de lograr una amplificacion exitosa cuando el
ADN de la muestra se encuentra muy fragmentado (wiegand and Kleiber, 2001). El
redisefio consisti6 en minimizar la longitud de las secuencias que flanquean a la
secuencia de repeticion STR de interés. Applied Biosystem valido 8 marcadores
miniSTRs mas el marcador de genero amelogenina en un kit de simple amplificacion
MiniFiler kit (Mulero el al., 2008).

Actualmente se estan analizando las guias para la reglamentacion del trabajo con
muestras con Bajos Niveles de ADN o bajo nimero de copias, (menos de 100 o
200pg). Muchos laboratorios han establecido un umbral para el andlisis en niveles de
menos de 100 pg, el equivalente a 15 células diploides (Gill y colaboradores, 2000),
otros determinaron 200pg o 30 células diploides (Caddy et al, 2008; Budowle el al,
2009). Sin embargo, aun no hay una linea rigida de division entre la metodologia a
aplicar para estas muestras y la tipificacion STR convencional (Gill & Buckleton,
2010). Para obtener perfiles a partir de estas muestras limitadas, se han propuesto
variantes de los métodos de tipificacién convencionales. Tales como volumen reducido
en la reaccién de PCR y aumento de la cantidad de taq, ciclos de amplifi-cacion
adicional, purificacién post amplificacion de los fragmentos obtenidos o incremento del
voltaje o del tiempo de inyeccion en la electroforesis capilar. Sin embargo, en la

busqueda de aumentar la sensibilidad de los métodos experimentales pueden
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incrementarse., los efectos estocasticos tales como la pérdida alélica o picos extras

entre otros.

Como referencia sabemos que la mayoria de los kits comerciales de tipificacion STR
trabajan bien con una cantidad de templados de 1 ng. Una célula conteniendo una
simple copia diploide del genoma humano tiene aproximadamente 6 pg o 0.006 ng.de
ADN genomico. Una cantidad de 1 ng de ADN gendmico corresponde a
aproximadamente 333 copias de cada locus (1ng* 2copias/0.006ng) que puede ser
amplificado. Asi un rango tipico de cantidad de ADN de 0.1 ng a 25 ng podria
involucrar aproximadamente 30-8330 copias de cada secuencia de ADN. Para ilustrar
las magnitudes de las concentraciones de trabajo se puede decir que la cantidad de
ADN templado en una gota de sangre o aproximadamente 10 microlitros, contiene
aproximadamente 70.000 a 80.000 células blancas sanguineas (alrededor de 500 ng

de ADN genémico).

ANALISIS DEL GENOTIPO STR POR ELECTROFORESIS CAPILAR.

Luego de ser amplificados, los fragmentos marcados pueden ser separados Yy
detectados por electroforesis capilar en un secuenciador automatico. La intensidad de
la emision es reportada en unidades arbitrarias tales como unidades relativas de
fluorescencia, RFUs, que se refleja en forma grafica como el area de los picos en un

electroferograma.

El sistema de electroforesis capilar permite aplicar un voltaje alto ya que al tener los
capilares un area de superficie grande se logra la disipacion del calor que genera el
movimiento de los iones en un campo eléctrico. EI campo eléctrico que se aplica es
mayor que la electroforesis en laminas de gel, 300 V/cm en lugar de los 10 V/cm que
se usa en la electroforesis capilar, lo que hace la corrida mucho mas veloz. Puede
usarse cantidades minimas de muestras y permitiendo retestearse si fuera necesario;
esto es importante en ciencia forense ya que a menudo la muestra no puede ser

reemplazada.

La inyeccion, separacion y los pasos de deteccion pueden ser automatizados
permitiendo la corrida de mudltiples muestras. Los sistemas automaticos tienen
ventajas con respecto a los sistemas manuales. Al utilizar distintos fluorocromos en los
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extremos 5” de los cebadores permite el analisis simultaneo de los distintos loci incluso
cuando estos tengan alelos con tamafios solapantes, ya que los mismos pueden

diferenciarse en base a distintas sefiales de fluorescencia que emiten dichos loci.

El equipo secuenciador funciona de forma automatica inyectando las muestras (que se
preparan igual que durante la secuenciacion en geles) y se colocan en una placa de
96 pocillos, en un capilar previamente cargado conla solucién de un polimero viscoso
denominado Polymer Optimized Poliacrylamide, (POP). El polimero sirve como medio
tamizante y permite resolver fragmentos de ADN de cadena sencilla que se diferencian
en una uUnica base. A una altura determinada del capilar el laser de argon iénico
detecta la fluorescencia emitida por cada cadena sencilla de ADN fluorescente y
traduce esta emision de fluorescencia en la secuencia correspondiente. Una vez
desarrollada la electroforesis de la primera muestra el capilar se vacia rel-lendndose
nuevamente con polimero y se vuelve a inyectar una segunda muestra, y asi

sucesivamente.

Los picos del electroferograma representan fragmentos de ADN identificados
asociados con un color. Estos fragmentos son medidos por comparacién con una
medida estandar interno que se adiciona a la muestra en un canal de color diferente al
de los STRS. Un ejemplo lo constituye el GS500-ROX, que contiene 16 fragmentos
con un rango de medida desde 35 pb a 500 pb marcado con el tinte ROX (emite en el
rojo). El estandar interno de movilidad permite medir de manera automatica el tamafio
de los alelos eliminando las diferencias de movilidad electroforética que pueden existir

en las diferentes calles de un gel.

Figura 8: Inyeccion, separacion y deteccion en Electroforesis Capilar
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Historicamente, el andlisis de los datos colectados por el secuenciados se analizaban
con dos softwares: GeneScan y Genotyper (PE Applied Biosystem) para realizar una
tipificacion automatica del perfil del ADN multilocus obtenido en cada muestra. El
GeneScan era usado para resolver la medida de los fragmentos de cada una de las
muestras. El electroferograma resultante era analizado el Genotyper para la
identificacion alélica. Esta identificacion era realizada por comparacion del tamafio de
los amplicones con los correspondientes a las escaleras alélicas (Ladders), que

contenian los fragmentos mas frecuentes en la poblacién para cada locus.

Nuevas tecnologias y sistemas de automatizacion se hallan continuamente en
desarrollo. Actualmente se utilizan sistemas expertos para la interpretacion de los
datos STR. Applied Biosystem ha desarrollado el software GeneMapper ID que
incluye un control de calidad en la coleccion de datos con secuenciadores ABI seguido
de una validacion del perfil del ADN de muestras que cuando pasan “luz verde”

determina perfiles de ADN que no requieren una supervision manual. Este sistema
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estd disefiado para trasladar la sefial del electroferograma a un genotipado
compatible con una base de datos. (Applied Biosystems, 2003)(Frappier, R. y
colaboradores., 2008).

IDENTIFICACION DEL RASTRO BIOLOGICO A PARTIR DEL GENOTIPO STR.

Para realizar la identificacion individual de una muestra se realiza la comparacién del
perfil obtenido con una muestra de referencia, la que corresponde a un individuo
previamente identificado. Si los perfiles son diferentes se puede inferir que no
corresponde al mismo individuo (exclusién). Cuando los perfiles coinciden existen dos
explicaciones posibles, la primera es que la coincidencia se da porque el rastro co-
rresponde al individuo, otra explicacién posible es que el rastro corresponda a otro
individuo que presente el mismo genotipo STR y que la coincidencia sea fruto del azar.
Es por esta razén que es necesario ponderar el valor de las observaciones teniendo
en cuenta la probabilidad de los resultados, bajo cada una de las hipoétesis. Si la
hipétesis alternativa es que el perfil corresponde a otro individuo no relacionado
genéticamente (Random man), se calcula la probabilidad del perfil en la poblacién de
referencia (coleccion de perfiles de ADN obtenidos de individuos no relacionados entre
si y que pertenecen al mismo grupo étnico).

La probabilidad de que dos individuos no relacionados tengan diferentes genotipos
aumenta conforme aumenta el numero de marcadores analizados. Si existe
independencia entre los loci estudiados para compones el perfil, el calculo de la
frecuencia del perfil de ADN puede realizarse multiplicando los genotipos observados
en cada loci (regla del producto).

Cuanto mayor sea el nimero de alelos de un marcador particular, mayor sera el
namero de combinaciones genotipicas posibles. Si hay n alelos, se pueden presentar
n genotipos homocigotos y n(n — 1)/2 heterocigotos. Asi, un locus con diez posibles
alelos podria exhibir 10 homocigotas diferentes (uno para cada alelo) y 55
combinaciones genotipicas heterocigotas. Haciendo una proyeccién, se puede
estimar que para el andlisis de 10 loci con 10 alelos cada, seria esperable 2.5x1017
posibles genaotipos (55)10 (Butler J.M., 2010).
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Las muestras forenses pueden presentar distintos grados de degradacién del ADN por
procesos oxidativos, bioquimicos o de contaminacidon con contaminantes ambientales
que pueden afectar o incluso inhibir la tipificacion por PCR. Cuando el ADN
recuperado se encuentra degradado o en baja concentracién, pueden observarse
“efectos estocasticos” (azarosos), que son el resultado de muestreos desiguales en la
reaccién de PCR de los dos alelos presentes en un individuo heterocigoto (Walsh y
colaboradores. 1992). Como consecuencia puede resultar un falso homocigoto (si uno
de los alelos falla en ser detectado) o un hetericigoto desbalanceado. El efecto puede
afectar a ambos alelos de un locus STR (locus dropout) obteniéndose un perfil

incompleto o parcial.

Los resultados experimentales indican que con 17 a 20 copias de ADN diploide en la
mezcla de reaccién, ya es posible observar pérdida alélica (Fregeau y Fourner 1993,
Kimpton y colaboradores. 1994). Esto permite concluir que se requieren un minimo de
20 mas copias de ADN por reaccién para obtener resultados Optimos (Walsh y

colaboradores. 1992).

METODOS DE EXTRACCION DE ADN PARA EL ANALISIS FORENSE.

En general, los métodos de digestiébn de muestras biol6gicas suelen hacer uso de
detergentes, para solubilizar componentes celulares, y de enzimas proteoliticas, para
digerir, principalmente histonas, que de otra forma permanecerian fuertemente ligadas
al ADN, dificultando su extraccion. Todas las muestras deben ser cuidadosamente

manejadas para evitar la contaminacion o la mezcla con ADN foraneo.

Tabla 1: Cantidades de ADN extraidas de muestras biologicas

Tipo de Muestra Cantidad de ADN

Sangre liquida 20000ng/ml a 40000ng/ml
Mancha de sangre 250 ng/cm2 a 500ng/cm?2
Semen liquido 150000ng/ml a 300000ng/ml
Hisopo Vaginal postcoital 10ng/hisopo a 3000ng/hisopd
Pelo arrancado con raiz 1ng/raiz a750ng/raiz

Pelo caido con raiz 1ng/raiz al0 ng/raiz

Saliva 1000ng/ml a 10000ng/ml
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hisopo bucal 100 ng/ml a 1500ng/ml

Orina 1ng/ml a 20ng/ml
Hueso 3ng/mg a 10ng/mg
Tejido 50ng/mg a 500ng/mg

La cantidad de ADN presente en los vestigios biolégicos depende de cada muestra en
particular. Estas cantidades pueden variar segun la cantidad de células presentes y/o
la eficiencia del proceso de extraccion. Las cantidades tipicas de ADN extraidos de

varios materiales bioldgicos son variables segln las muestras (tabla).

Tanto la cantidad como la calidad recuperada pueden ser significativamente afectadas
por factores ambientales. (Lee & Ladd, 2001)

Los métodos de extraccion presentan variaciones condicionadas por el material de
partida. Por ejemplo una mancha de sangre debe ser tratada diferente que una los
fragmentos de huesos o los filamentos pilosos. Las diferencias en general tienen que
ver con las condiciones de digestion.

Extraccién organica.

El método mas clasico para la extraccibn de ADN, es conocido como extraccion
organica. Este método comprende tres etapas. En la primera etapa se realiza la
digestiébn con una enzima proteolitica en presencia de detergentes, para romper las
paredes celulares y desnaturalizar las proteinas que protegen el ADN. Una vez
digerida la muestra los componentes celulares del digesto se separan con una mezcla
de fenol/cloroformo. Las proteinas y los lipidos, por sus caracteristicas de solubilidad,
bandean en la interface acuoso- organica y el ADN, por su carga, queda suspendido
en la fase acuosa, lo que facilita la separacién. Se completa el procedimiento con una
precipitacion del ADN con etanol, el lavado y la resuspensién en agua. Algunos
protocolos incluyen el uso columnas de didlisis como Centricon 100 (Amicon, Beverly,

MA) para permitir la purificacién y la concentracion del ADN obtenido.

43



La extraccion orgénica tiene como desventaja, ademas del tiempo requerido y el uso
de quimicos, las varias transferencias entre multiples tubos (aumentan el riesgo de

contaminacion y “de errores de rotulado).

Extraccién con Chelex.

El Chelex* 100 (laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA) es una resina de intercambio
iGnico que se adiciona como una suspension a las muestras (Walsh y colaboradores,
1991); se halla compuesto por copolimeros de styrene divinylbenzene conteniendo
iones iminodiacetato emparejados. Estas resinas actlian como grupos quelantes; ligan
iones metales polivalentes como el magnesio (Butler, 2010), los cuales podrian causar
dafio sobre el ADN a altas temperaturas. Si se hierve el ADN en presencia de estas

resinas quelantes se puede evitar su degradacion.

En la mayoria de los protocolos las muestras biol6gicas tales como manchas de
sangre, se les adiciona un 5% de suspension Chelex y se hierve por varios minutos
para disgregar las células y desprender el ADN con variaciones de tiempo y
temperatura de incubacion, asi como de la presencia o no de proteinasa K y agentes
reductores como el ditiotreitol (DTT), en funcidén del tipo de muestra. Los pasos previos
de lavado son de ayuda para remover posibles contaminantes e inhibidores como el
grupo hemo y otras proteinas (Willard y colaboradores, 1998). La exposicion a 100°C
desnaturaliza el ADN, rompe las membranas celulares y destruye proteinas celulares.
Luego con un rapido spin en centrifuga precipita la resina y el sobrenadante es

removido, el cual puede adicionarse directamente a la PCR.

El método es rapido, simple y no implica el uso de reactivos téxicos, por otra parte se
utiliza un solo tubo para la extraccion del ADN. Como se trabaja con un extracto
celular total en condiciones alcalinas la muestra contiene toda la carga de inhibidores y
se obtiene el ADN desnaturalizado lo que invalida su uso para el analisis posterior por

RFLP, sin embargo es de utilidad cuando se usa técnicas con PCR.

Resinas Magnéticas.

En el método de extraccidbn con resinas magnéticas se utiliza para concentrar y

purificar el ADN. Perlas magnéticas recubiertas con silica modificada se usan como
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soporte sélido. EI ADN liberado de la célula, en un ambiente caotropico (aportado por
el tiocianato de guanidinio), se une a las perlas por interaccion con la silica. La resina
con el ADN adsorbido puede ser aislada de la solucion usando soportes magnéticos.
De esta forma es posible realizar los lavados de purificacion, minimizando la pérdida
de material genético. La variacion en la fuerza i6nica del medio permite la
recuperacion del ADN en el buffer de elusion. Algunas muestras, como tejidos y pelos
requieren una pre-digestion con proteinasa K para asegurar la lisis y disgregar las
proteinas que pueden competir con las moléculas de ADN por los sitios de union a las

resinas.

El método de Resinas Magnéticas es un sistema disefiado para purificar pequefias
cantidades de ADN vy llega a ser mas eficiente con muestras que contienen menos de
10 ng.

Columnas de Purificacién.

En 1990 Boom R. y colaboradores, desarrollaron un protocolo simple, rapido, v,
adecuado para la purificaciébn a pequefia escala de ADN y ARN a partir de suero
humano y orina. El método esta basado en las propiedades combinadas de lisis celular
e inactivacion de las nucleasas por parte de sales caotropicas como el tiocianato de
guanidinio (GUSCN), con la capacidad de unién del ADN a particulas de silice o polvo
de diatomeas en presencia de este agente. La técnica de Boom R. consistié en que
una muestra pequefia de suero, orina o bacterias fue pipeteada en un tubo de reaccion
conteniendo un carrier sélido de ADN (particulas de silice fraccionadas o diatomeas) y
un buffer de lisis conteniendo GUSCN. Bajo las condiciones creadas por las sales
caotropicas el ADN se liga y forma complejos que pueden ser sedimentados por
centrifugacion. Estos complejos son lavados dos veces con 2 buffer etanolicos
conteniendo GuSCN, dos veces con etanol al 70%, y una vez con acetona, luego son
secados por centrifugacion y el acido nucleico es eluido en un buffer acuoso con
concentracion baja de sal. A partir de los fundamentos de estos experimentos se
desarrollan los sistemas de columnas de purificacion. (Volgeistein & Gillespie 1979,

Boom y colaboradores 1990, Duncan y colaboradores.2003).
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En condiciones nativas el &cido nucleico esta recubierto de una capa hidratante de
moléculas de agua que mantiene la solubilidad del ADN en agua. Con la adicién de
iones caotropicos se destruye esta estructura ordenada de moléculas de agua de la
capa hidratante y se crea un entorno hidrofébico alrededor del ADN. Bajo estas
condiciones los &cidos nucleicos se unen a la membrana de silica de las columnas,
mientras que las proteinas, metabolitos y otros contaminantes no se unen y son
eliminados en los pasos de lavado. Posteriormente los acidos nucleicos purificados se
eluyen mediante tampones de elusidn con baja concentracién o ligeramente alcalinos

ya que permite recuperar la capa hidratante liberandolos asi de la membrana de silica.

Figura 9: Extraccién con columnas
: ) : P ) £
lysis binding washing £ drying elution

Con este método no se produce ningun efecto sobre la molécula de ADN ya que la
unién intramolecular de los mismos no es de naturaleza hidrofobica. (Tereba y

colaboradores, 2004).

El buffer de elusion debe equilibrarse a temperatura ambiente o para mejores
resultados incubarlo a 650 C antes de colocarlo en la columna. Este ADN es
directamente usado para PCR y muchas otras aplicaciones posteriores. Existen
variaciones comerciales de las columnas purificacion denominados Minicolumnas vy

Microcolumnas segun el diametro de la membrana que adsorbe el ADN.

El Kit QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN contiene Proteinasa K, la cual es la enzima de
eleccion para buffer de lisis que contienen SDS usado en protocolos para tejidos,

sangre y otros fluidos corporales.

El método por columnas de purificaciébn estd disefiado de manera que evita la
contaminacibn muestra-muestra y permite un manejo seguro de muestras

potencialmente infecciosas.

Tarjetas FTATM.

46



Una nueva aproximacion de extraccion de ADN involucra el uso de papeles de filtro
especialmente tratados FTATM (Burgoyne y colaboradores.1994). Las tarjetas FTATM
es absorbente basado en celulosa que contiene cuatro sustancias quimicas que
protegen las moléculas de ADN de la degradacién de las nucleasas y preserva el
paper de crecimiento bacterial. Como resultado ADN en papeles FTATM es estable a

temperatura ambiente por periodos de varios afios.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la relacion entre la prueba del perfil de ADN y el pelo como muestra forense

sobre las remitidas al Laboratorio Forense de Analisis Comparativo de ADN de la
Suprema Corte de Justicia de la Provincia de Buenos Aires durante el periodo del afio
2013 al 2021.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar las caracteristicas biolégicas particulares del pelo y su relacién con la

eficiencia en la obtencion de perfiles de ADN del pelo.

Analizar los métodos de recoleccion de la toma de esta muestra en particular.

MATERIAL Y METODOS.

Se realiz6 una busqueda documental sobre registros relacionados con estas
muestras y estudios forenses, desde el levantamiento, laboratorios y valoracién como

prueba forense.

Se analizaron las variables de la muestra y los perfiles de ADN para comprender y
comparar su relacion mediante un estudio qué se realiz6 sobre un muestreo de 255

filamentos pilosos arrancados y caidos.

Se realiz6 una descripcion comprensiva de las dificultades de la muestra y cual es su
tratamiento en un laboratorio forense. A diferencia de otros tejidos, para realizar
pruebas en laboratorio, el pelo tiene caracteristicas particulares: no puede
subdividirse, presenta un crecimiento ciclico y asincrénico, por estas razones y con la
necesidad de uniformar la muestra, para fines comparativos en la eficiencia en la
recuperacion del ADN, se realizé una seleccién preliminar, con microscopia Optica,
realizando una medicién de los bulbos pilosos que posteriormente fueron utilizados en
la extraccion de ADN. Se aplicaron diferentes métodos de extraccion de ADN, para

evaluar la eficiencia en la recuperacion y en la obtencién de perfiles de ADN. Se utilizé

48



la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el Secuenciador Automatico para el
andlisis de los marcadores obtenidos.

Se analizaron los datos obtenidos mediante estudios estadisticos para comprender la
relacion en las variables y evaluar junto a lo observado su significado que podria

aportar criterios en los procedimientos forenses.

Recepcion, variables y seleccion de muestras para su procesamiento.

En el trabajo de referencia se realizé un muestreo controlado unificando las variables

que pueden afectar el rendimiento de la extraccién y obtencién de perfil.

Se colectaron muestras de filamentos pilosos correspondientes a un Unico donante
voluntario de sexo femenino obtenidos por caida espontanea y por arrancamiento. Los
filamentos pilosos de caida espontanea fueron levantados en forma individual,
realizando la busqueda en distintos lugares como prendas de vestir, toallas, ropa de
cama y objetos personales (peine, jabdn, etc.), siguiendo las normas de levantamiento

de rastros sugeridas por el Laboratorio.

Para caracterizar la poblacion muestral se realiz6 la medicion del ancho y el largo de
los bulbos pilosos, usando para ello la imagen obtenida en una pantalla graduada de
un videoscopio con una lupa de 60 magnificaciones (60x). Estos parametros fueron
usados para lograr una seleccion de muestras lo mas uniforme posible, desde el punto

de vista morfolégico.

Con este objetivo se registraron las mediciones de 130 bulbos de filamentos pilosos
por caida espontanea y 115 filamentos pilosos por arrancamiento. Los datos obtenidos
en las mediciones se analizaron en Histogramas y gréaficos de Dispersion, focalizados
en la distribucion de los valores, evaluados mediante célculo de descriptivos
estadisticos, distribuciéon de frecuencias y correlaciones de las variables. Se utilizaron
herramientas de calculos manuales, Microsoft Excel y a través del software estadistico
SPSS 11.0.1 para Windows Version Estandar.

Para minimizar las variables entre las muestras utilizadas para evaluar los métodos de
extraccion de ADN, se seleccion6 bulbos pilosos morfolégicamente uniformes y cuyas
medidas se hallen en mayor frecuencia dentro de la poblacion muestral.
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Extraccion de ADN, cuantificacion y genotipado de ADN.

Existen diferentes métodos de extraccion de ADN, columnas de purificacion y resinas
magnéticas en los cuales se compard la cantidad de ADN obtenido y la recuperacion
de ADN vy los perfiles (completo o incompleto) una vez extraido el ADN se amplifica
mediante la técnica de PCR. Para el analisis de los fragmentos obtenidos mediante
PCR se corre en el secuenciador de electroforesis capilar. Se utiliza un software para
analizar el tamafio de los fragmentos (genscan) y los genotipos son asignados
mediante otro software que identifica cada alelo. (genotyper)

Analisis de los perfiles obtenidos.

Los picos observados en los electroferogramas se analizaron en forma comparativa,
teniendo en cuenta la intensidad de los mismos medida en escala arbitraria de
fluorescencia (rfu). Las comparaciones se realizaron en tres niveles: 1) Entre los
Métodos de Extraccion, 2) Entre las muestras de cada grupo y 3) Entre los diferentes
marcadores de cada muestra. Se utilizaron herramientas de analisis como el programa

Microsoft Excel y software estadistico SPSS 12.0.1 para Windows Version Estandar.

50



RESULTADOS.

Se analizaron los resultados obtenidos en 255 extracciones de ADN de filamentos
pilosos correspondientes a los casos de rutina forenses. Los mismos se agruparon de
acuerdo al método de extraccion utilizado y la calidad de los perfiles obtenidos (Tabla
2). De esta forma se definieron cuatro grupos, denominados: Perfil completo (todos los
marcadores STRs detectados); Perfil Incompleto (m&s de 4 marcadores STRs
detectados); Perfil muy incompleto (tres 0 menos marcadores STRs detectados); Sin
perfil (ninguin marcador STRs detectado).

Tabla 2: Comparacion de los Métodos de extraccion de ADN con la eficiencia obtenida

de los perfiles genéticos

Completo Incompleto  Muy Incompleto Sin perfil  TOTAL

23 5 0 72 100

43 2 6 41 92

11 7 7 38 63

77 14 13 151 255

Siendo el parametro de eficiencia la obtencion de un perfil completo, en el
relevamiento de estas muestras se observd una diferencia significativa entre las dos
marcas de columnas de purificacion, con una eficiencia muy superior para el DNA
MiniKit Quiagen que presenta un 46.7% de resultado efectivos contra un 23%
registrado para la marca Macharey Nagel. En el caso de las Resinas Magnéticas, se
analizaron 63 resultados con una eficiencia del 17.5% para la obtencion del perfil
completo (Histograma 1).
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Histograma 1. Porcentajes de la eficiencia obtenida respecto a los perfiles genéticos
tipificados con métodos de extraccion de ADN ensayado.
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Completo Incompleto Inmmn::rlem Sin perfil
QUIAGEN 46,74% 2,17% 6,52% 44,56%
MACHAREY MAGEL 23,00% 0,00% 5,00% 72,00%
o] 17,46% 11,11% 11,10% 60,32%

Las muestras analizadas corresponden a casos forenses de rutina en el laboratorio.
Por esta razén en las poblaciones comparadas existen variables no controladas que
pueden influir en los resultados: numeros de bulbos procesados, estadios de
crecimiento, procedencia o factor individual, contaminacién con fluidos corporales,
condiciones ambientales de exposicidn, acondicionamiento de las muestras para el
envio al laboratorio 6 soportes (clases de embalajes, cintas autoadhesivas). Las
variaciones antes mencionadas si bien se presentan en todos los grupos en forma
azarosa, podrian estar sesgando los resultados del analisis, a pesar de que la cantidad
de casos analizados es alta. Por estas razones se disefié un andlisis exhaustivo para
minimizar las variables mencionadas y lograr uniformidad de las muestras

seleccionadas para la extraccion de ADN y obtencion del perfil.

ANALISIS MORFOLOGICO Y SELECCION DE LAS MUESTRAS.

El procedimiento utilizado para la extraccion de las muestras permitié la clasificacion
en 2 grandes grupos: filamentos pilosos arrancados de la cabeza y filamentos pilosos
caidos espontaneamente. Dentro del grupo de pelos arrancados encontramos
diferentes estadios de crecimiento como también la presencia de células epiteliales en
el arrastre mecanico de la extraccion.
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La cuticula del filamento piloso consiste en células delgadas dispuestas a manera de
escamas interdigitadas cuyos bordes libres se contraponen y solapan con los bordes
libres de células similares que se disponen en sentido contrario y recubren la vaina
radicular externa (imagen 1), como consecuencia de esta disposicién se genera una
resistencia al arranque pudiendo arrastrar células epiteliales circundantes al bulbo
piloso. La cantidad de células arrastradas en el arranque de un filamento piloso es una

variable no controlable.

En las Imagenes podemos ver ejemplos de bulbos pilosos arrancados en diferentes
estadios de crecimiento. Observamos ejemplos de bulbos pilosos en estadios
anagénico Yy telogénico. El bulbo anagénico se reduce 1/3 comparada con la de la
fase telogénica (Imagen 2).

Los bulbos pilosos pueden presentar restos de células de las vainas epiteliales
circundantes (Imagen 3), 6 tener adherido al mismo una prolongacién que puede
corresponderse al brote folicular proanageno, este brote es una zona germinal del
nuevo bulbo (Imagen 4). Muestras con brotes pro anagénicos o con presencia de
vainas radiculares evidentes fueron desestimadas para las pruebas ya que pueden ser
bulbos exitosamente tipificados gracias a la presencia de estas estructuras extras

variables.

Por sus caracteristicas el bulbo del pelo arrancado es en general rico en ADN y no
presenta dificultades para extraccion. Esto se demuestra claramente cuando se hace
la tincion con el colorante DAPI y se observa que el bulbo arrancado presenta gran

cantidad de nucleos (Imagen 5).

Por el contrario un filamento caido espontaneamente, en general, se relaciona en
forma directa con el estadio de crecimiento avanzado (telogénico) (Imagen 6), por esta
razon la poblacion muestral es mas homogénea en relacion al estadio de crecimiento.
Las imagenes de los bulbos pilosos de caida espontanea con DAPI son muy variables

y con escaza a hinguna presencia de nucleos (Imagen 7).
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Vainas Epiteliales
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Bourguignon Luc y colaboradores (2008), proponen estimar el nimero nuclear en
bulbos de pelos telogénicos por tincion con DAPI, el cual no interfiere en los andlisis
subsecuentes con PCR. De acuerdo al relevamiento realizado concluyeron que el

éxito en la tipificacion se halla positivamente correlacionado con el nimero de ndcleos.

Como la morfologia del bulbo piloso sufre modificaciones a lo largo de su crecimiento y
uno de los cambios visibles al microscopio éptico es el tamafio del mismo, se usaron
variables como el ancho y el largo de los bulbos. Para ello se midieron el ancho y largo
en milimetro de 115 bulbos de pelos arrancados en una pantalla de videoscopio con

aumento 60x.

Se seleccionaron 15 bulbos de igual medida para someterlas a la extraccion con los
tres métodos, esto es en pelos arrancados.

Se midieron 130 bulbos de pelos caidos de los cuales se seleccionaron 30 de medida
similar. Las caracteristicas morfométricas de las muestras de pelo caido se encuentran
directamente relacionadas con el estadio de crecimiento telogénico. A dicho estadio le
sucede la caida espontanea, por esta razén la poblacién es mas homogénea que la
gue se observa en muestras de pelo arrancadas. Las curva del ancho y largo en

muestras de bulbos de pelos caidos muestran una distribucién normal.

El bulbo piloso en estadio Telogénico presenta condiciones desfavorables para la
obtencion de perfiles genéticos, ya que dado el estadio avanzado de crecimiento es de

esperar que tengan bajo contenido de ADN y que el mismo se encuentre degradado.

Se seleccionaron muestras con los valores mas frecuentes y que se hallen dentro de

los valores medios de la distribucion.

COMPARACION MORFOLOGICA DE DOS POBLACIONES EN ESTUDIO.

El estadio avanzado de crecimiento es la causa que provoca la caida espontanea,
causa por la cual dicha poblacion muestral es en su mayoria telogénica. Distinto es el

caso en las muestras de bulbos arrancados donde se hallan representados todos los

estadios de crecimiento.
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Para estimar la proporcion de pelos telogénicos en la cabeza del individuo tomamos
300 como valor maximo AxL de las mediciones realizadas con la poblacion muestral
de pelos caidos o telogénicos (Ver histograma de valores AxL de bulbos caidos,
excluimos 1 caso extremo de valor 400), y extrapolamos dicho valor con los
observados en la tabla de valores AxL de pelos arrancados (grupo que representa
todos los estadios en un solo individuo en un mismo muestreo, al comparar con la
poblacion de pelos arrancados la proporcién acumulada hasta el valor de 300 es del
20% de la poblacion total (remarcado con amarillo) es decir, que del muestreo
podemos concluir que en la cabeza del individuo, aproximadamente el 20% de los
bulbos pilosos se hallan en estadio telogénico y el 80% restante representa el
porcentaje de bulbos en estadio anagénico; entre ambas subpoblaciones se
encuentran los bulbos en estadio catageno, que al ser una fase de regresion
establecida por la terminacion de la mitosis en las células de la matriz celular del bulbo

es dificultosa establecerla solamente con las variables cuantitativas.

Encontramos en la bibliografia, otros estudios afirmando que en una cabeza saludable,
del 80 al 90% de los foliculos se encuentran en la fase de anageno, 2% catageno y 10
al 18% en la fase de telogeno (Ham W. Arthur, Cormack H. David, 1983)

Distribucion de los valores medidos del largo en los bulbos de pelos arrancados.
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Distribucion de los valores medidos del ancho en los bulbos de pelos arrancados
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Distribucion de los valores medidos del ancho en los bulbos de pelos caidos
espontaneamente
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Distribucion de los valores medidos del largo en los bulbos de pelos caidos
espontaneamente
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Distribucion de los valores resultantes del Ancho x Largo en los bulbos de los caidos.
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Distribucion de los valores resultantes del Ancho x Largo en los bulbos de pelos
arrancados.
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EFICIENCIA EN LA OBTENCION DE PERFILES GENETICOS A PARTIR DE LAS
MUESTRAS Y METODOS DE EXTRACCION EVALUADOS.

Bulbos de pelos arrancados.

A partir de los bulbos correspondientes a pelos arrancados se obtuvieron resultados
variables en cuanto a la amplitud de la sefial obtenida en cada caso, la fidelidad de la
informacion y la reproducibilidad de los resultados. No obstante, las muestras
ensayadas fueron tipificadas con resultados positivos, independientemente del método
empleado, lo que indica que para este tipo de muestra el contenido de ADN no es un
limitante. En algunos casos se observd amplificacion diferencial de alelos en algunos
marcadores y ausencia de alelos en otros, las que se analizaron con relacion al

método de extraccion.

Por razones de disponibilidad de reactivos, las extracciones de ADN de pelo arrancado
con Minicolumnas y Resinas fueron amplificadas con ProfilerPlus que testea 10

marcadores STR.

Para analizar la informacién obtenida se realiz6 la comparacién de los resultados en

dos niveles de andlisis:

59



Entre los Métodos de extraccion de ADN y entre los distintos marcadores STRs
usados para el tipificado.

Se observo que la variabilidad de obtencién de sefial (RFUs) fue alta lo que indica que
la heterogeneidad no pudo ser controlada sobre la base de la seleccion morfoldgica.
Hay que considerar que es muy probable que la divergencia de los datos surja a partir
de una falta de homogeneidad en el contenido y calidad del ADN de los filamentos
ensayados. A pesar de la gran variabilidad intra grupo el analisis de varianza puso en
evidencia diferencias significativas entre los resultados obtenidos con el método
estandar y el método con incubacion a 95° en medio caotrépico.

Tabla 3.Perdida alélica en cada Método

Dropout o Perdida
alelica 12 Alelos 16 Alelos 6 Alelos

(de 10 STRs)

Comparacion entre Marcadores.

Los amplicones de los STRs utilizados en el Kit para PCR Multiplex tienen longitudes
en pares de bases que van desde 107 pb como es el caso para el marcador STR
Amelogenina a 341pb para el STR D18. Si comparamos las longitudes de los
amplicones con la sefal obtenida en cada locus STR, se observa que la disminucién
de la sefial y comienza a partir de alelos tipificados que tienen 202pb de longitud. Esta

pérdida de sefial aumenta con la longitud de los STR.

La diferencia la eficiencia de la amplificacion de cada locus en un sistema de
coamplificacion lo referimos como amplificacion preferencial de marcadores. Si bien es
de esperar una menor eficiencia en los locus de mayor tamafo, el efecto se
incrementa cuando el ADN se encuentra degradado, llevando al desbalance entre los

picos heterocigotas y la pérdida alélica. Dependiendo del marcador, para algunos
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casos se detecta desbalance en heterocigosis y pérdida alélicas, aleatoriamente lo que
podria ser considerado como un indicio de degradacion en las muestras. El efecto mas
pronunciado se hace evidente para el marcador D18S51, del cual es conocida la
tendencia al drop out y el desbalance.

Bulbos de pelos caidos.

Los bulbos de pelos caidos suelen encontrarse en un estadio avanzado de crecimiento
(Telogénico), razon por la cual estas muestras pueden presentar poco ADN y hallarse

en estado degradado.

a) Cuantificaciéon por PCR Real Time.

La cuantificacion de las muestras de ADN por PCR en tiempo real arrojé resultados
muy variables. Como hemos visto anteriormente, mas alla de la morfologia del bulbo,
la eficiencia para la obtencion de ADN esta condicionada a la presencia de nucleos
(Bourguignon Luc y colaboradores, 2008). Esta caracteristica es altamente variable en
los filamentos de caida espontanea.

La variabilidad entre las cuantificaciones de muestras morfologicamentes homogeneas
no unifica la cantidad ni la calidad del ADN recuperado. En el caso extremo de la
muestra que presentd 2ng puede estar relacionado con material genomico que no es

exclusivo del bulbo piloso.

SegCon los protocolos modificados a temperatura ambiente se recuperé mas ADN que

con los protocolos estandar.

Vemos nuevamente la temperatura como factor influyente en la eficiencia de los
métodos de extraccién en estas muestras. Como en el caso de pelos arrancados
donde la incubacion a altas temperaturas fue nociva, procesar las muestras de pelos
caidos a temperatura ambiente sin pasos de incubacién con altas temperaturas

favorece la recuperacion del ADN en estas muestras.

b) Recuperacion de perfiles en los pelos de caida espontanea.
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Los perfiles recuperados reflejan efectivamente los resultados de las cuantificaciones.
Confirmando de esta forma la mayor eficiencia de las columnas, con incubacion a
temperatura ambiente. Los perfiles completos estan asociados a las muestras a partir
de las que se recuperd una concentracion de ADN no limitante. En el resto de los
casos los perfiles son incompletos y la sefal recuperada muy baja.

Se observaron diferencias en los resultados de las columnas, relacionadas con la
temperatura de incubacién, con una eficiencia mayor para la obtencién de perfiles
cuando la incubacién de las muestras en medio caotropico se realiz6 a temperatura
ambiente y no a 70° como sugiere el protocolo estandar. EI método de resinas
magnéticas por su parte no permitié6 obtener ADN en cantidad suficiente como para
recuperar un perfil genético. Observacion que concuerda los relevamientos de casos

reales realizados en la etapa inicial de nuestro trabajo.

Con el Método de Microcolumnas se observo diferencia importante entre los 2
protocolos, en el protocolo estandar no se obtuvo ningun perfil, y con el protocolo
modificado a temperatura ambiente se obtuvieron perfiles incompletos en 4 muestras y

un perfil completo en 1 muestra.

Como se observa en los electroferogramas, sélo uno de los perfiles se recuperd con
una muy buena sefal. El resto se encuentra en la zona por debajo del umbral
estocastico (sefial < 100 RFU para los alelos), con un electroferogramas caracteristico
de las muestras con muy bajo contenido de ADN. A consecuencia, se observo pérdida
alélicas importante y mezcla que puede ser explicada considerando la probabilidad de
lo que se conoce con el nombre de drop in (Gill et al., 2000; Gill, 2001; Poy et al.,
2006). En muchos casos, si bien no hay alelos declarados por el requerimiento del
umbral minimo de 50 RFU, es posible identificar el pico correspondiente (Marcadores
D19 vy el locus TPOX en el color negro). Estos resultados pueden ser mejorados
aplicando el protocolo para muestras con bajo nimero de copias gque se encuentra en
etapa de validacion en el Laboratorio. El protocolo de mencién incluye un aumento en
el nimero de ciclos, reduccion del volumen de reaccion y aumento de la taq

polimerasa en la reaccién de PCR vy purificacion post- amplificacion.

62



CONCLUSIONES.

La documentacion cronolégica y minuciosa es importante para velar por la trazabilidad
y la continuidad de las pruebas durante todo el proceso. La cadena de custodia
determina que lo que se presenta ante el tribunal guarda relaciébn con el objeto

concreto recogido en la escena del delito.

Los métodos de recogida adecuados permiten evitar la pérdida, degradacion o
contaminacion de las pruebas.

Toda evidencia relacionada con un hecho delictivo debe ser levantada con una légica
de clasificacién que permita posteriormente relacionarlos con las etapas del hecho y

las circunstancias del mismo.

La incorporacién de muestras de transferencias de material genético y el analisis de
ADN representa un segmento cada vez mas relevante, involucrando tanto a causas
graves como de menor grado. Debido a las particularidades que presentan, este tipo
de rastros constituyen un desafio para la optimizacion de técnicas y protocolos
utilizados desde el levantamiento de muestras hasta la culminacion de la pericia de
ADN.

Se debe tener una compresion del tipo de muestra para optimizar el procedimiento en

la toma y valorar su aporte.

La morfologia del filamento piloso es dependiente de la actividad ciclica de crecimiento

y debe evaluarse para fines técnicos de laboratorio forense.

Del relevamiento de los resultados de filamentos pilosos de casos forenses se observo
una diferencia en la eficiencia en la obtencién de perfiles, siendo superior en una de

las dos marcas de columnas de purificacion.

La eficiencia de la obtencién de perfiles cuando se trata de bulbos pilosos arrancados

es optima.

El método con resinas magnéticas en bulbos de pelos arrancados brinda resultados

mas homogéneos. Sin embargo, en bulbos pilosos caidos fue el menos efectivo.
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El filamento piloso tiene como ventaja que es una muestra recurrente, sin embargo
requiere establecer criterios sobre la relacion con el hecho, tener un protocolo de
levantamiento adecuado para mejorar no solo la probabilidad de obtencién de un perfil

completo si no también su validez como muestra forense.

La evidencia del cabello solo tendra valor cuando se sume a otra evidencia.
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ANEXQOS.

DIAGRAMA DEL PROCESO DEL SISTEMA DE CADENA DE CUSTODIA
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RECOLECCION, EMBALAJE Y ROTULADO DE LOS ELEMENTOS MATERIA DE
PRUEBA O EVIDENCIAS
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