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I. Resumen

Los casos de violaciones sexuales generalmente son crimenes sin testigos, por
lo que la evidencia cientifica forense, se convierte en una herramienta decisiva
para esclarecer estos hechos delictivos. En el sistema de justicia guatemalteco,
el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala —INACIF-, recibe las
solicitudes de analisis genético comparativo para asociar a un sospechoso de
violacion sexual, victima y/o escena del crimen. Para este fin, INACIF utiliza una
combinacion de métodos bioquimicos e inmunologicos para determinar la
presencia de semen y espermatozoides. En primer lugar se determina la
presencia de la enzima fosfatasa acida (FA), como indicador de la presencia de
semen junto con la determinacién de proteina seminal humana P-30, utilizando la
prueba One Step ABAcard PSA®, que determina la presencia de fluido seminal
por inmunocromatografia. Para observar la presencia de espermatozoides al
microscopio se utiliza la tincién de arbol de navidad (AN). Los analisis genético
forenses son eminentemente comparativos, por lo que al momento de contar con
muestras provenientes de sospechosos, indicios de la escena y muestras de la
victima, estos son sometidos a un proceso analitico que incluye: extraccion de
ADN, cuantificacién, amplificacién vy tipificacion (electroforesis capilar). El objetivo
de dichos analisis, es determinar si el perfil genético que se obtenga de los
indicios recuperados de la escena, coincide con el perfil genético del sospechoso
(Benton, Donahu y Valdez, 1998; Li, 2008).

Los indicios biolégicos relacionados con delitos sexuales generalmente
involucran una mezcla de fluidos de la victima y el sospechoso, por ejemplo, en
un hisopado vaginal se recuperan células epiteliales de la victima y semen del
sospechoso. Para separar el ADN proveniente de los mismos, se utiliza un
procedimiento denominado extraccion diferencial, en la cual, el ADN de las
células epiteliales (presumiblemente de la victima), es extraido con dodecilsulfato
sédico (SDS), y proteinasa K. Luego de separa por centrifugacion, el
sobrenadante que contiene el ADN de las células epiteliales -fraccién femenina-,
se extrae a partir del sedimento, el ADN de las células espermaéticas con una
mezcla de SDS, proteinasa K y ditiotreitol (DTT), -fraccion masculina-. También
se extrae el ADN proveniente de las muestras de la victima y el sospechoso
utilizando el método Chelex. EI ADN obtenido, es cuantificado utilizando el kit
Quantifiler Human®, a través de PCR en tiempo real. Conociendo la cantidad y

calidad de ADN presente en las muestras analizadas, el mismo es amplificado,



utilizando los kits Identifiler Plus® y/o Y-filer® en una reaccion por PCR.
Finalmente, se obtiene el perfil genético de las muestras analizadas, realizando

una electroforesis capilar (Butler, 2005; Marrakchi y Maibach, 2006).

Los perfiles genéticos obtenidos se cotejan realizando un estudio comparativo,
si se presenta una inclusion (coincidencia entre el perfil genético del sospechoso y
el perfil genético de los indicios), los datos son analizados estadisticamente para
establecer la razén de verosimilitud o tasa de probabilidad comunmente conocido
como Likelihood Ratio (LR), para reportar la tasa de probabilidad de coincidencia

entre dos perfiles genéticos (Ayyub, y McCuen, 2003).

El presente estudio determind la asociacion existente entre los resultados
obtenidos de los analisis de FA, P-30 y la tincién de AN y la obtencién de perfiles
genéticos de sospechosos de violaciébn sexual en 137 casos analizados por
INACIF de enero de 2010 hasta septiembre del 2011. Para establecer dicha
asociacion, se elaboraron tablas de 2x2, determinando los valores de OR, Chi
cuadrado (X?) y “p” con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Los
resultados mostraron que el analisis que presenta mayor asociacion con la
obtencion de perfil genético, es la deteccién de proteina seminal humana P-30
con un OR de 6.79 (IC 95% = 1.17-38.58), X* 5.89 y “p” de 0.018. En adicion, se
establecié que tanto la deteccion de la enzima FA (p = 0.037), proteina seminal P-
30 (p = 0.018), y la observacién de espermatozoides a través de la tincion de AN
(p = 0.027), muestran asociacion estadisticamente significativa con la obtencién
de perfiles genéticos de sospechosos. Asi mismo, se establecié una frecuencia de
obtencion de perfiles genéticos de 75.2%, siendo las prendas de vestir intimas
femeninas, los indicios que presentaron mayor coincidencia entre la deteccion de
fluidos masculinos y la obtencién de perfiles genéticos de sospechosos, con una
frecuencia de 88.37% (Vicéns y Medina, 2005).



Il.  Introduccioén

En Guatemala, existe un alto indice de casos de violacion sexual. En el afio 2009 el
Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala —INACIF- recibiéo mas de 10,000
indicios para ser analizados, asociados a este tipo de delito. Dichos indicios van desde
hisopados vaginales, orales, anales y otros provenientes de regiones anatomicas
donde se sospeche la presencia de fluidos bioldgicos, hasta prendas de vestir y otras
superficies que puedan contener material biolégico util para ser analizado (Guatemala,
INACIF 2009).

El semen y los espermatozoides son encontrados con mayor frecuencia en indicios
provenientes de agresiones sexuales, por lo que actualmente existen procedimientos
universales para su deteccion e identificacion. Entre estos procedimientos se incluye
la deteccién de la enzima fosfatasa acida (FA) que indica presencia presuntiva de
semen, utilizando el reactivo Brentamina para su identificacion. La deteccion de
Proteina Seminal P-30 o Antigeno Prostatico Especifico (PSA), a diferencia del
caracter presuntivo de la FA, confirma la presencia de fluido seminal humano, ya que
es una glicoproteina secretada por la prostata y presente en dicho fluido. Finalmente,
se investiga la presencia de espermatozoides a través de la tincién de los mismos por
el método de Arbol de Navidad. Una vez realizados dichos andlisis y determinada la
presencia de semen y/o espermatozoides, se busca establecer si existe en ellos Acido
Desoxirribonucleico (ADN) util para poder obtener un perfil que pudiera ser comparado
con el perfil genético de el(los) sospechoso(s) (Benton, Donahu y Valdez, 1998;
Hochmeister, Rudin, Borer, Kratzer, Gehrig y Dirnhofer, 1999).

Actualmente no existen estudios que establezcan la asociacion existente entre la
obtencion de perfiles genéticos, y los resultados obtenidos en la deteccion de semen y
espermatozoides, a partir de indicios provenientes de casos de violacion sexual. Por lo
que el presente estudio busca establecer dicha asociacién, determinando
estadisticamente, la relacion que existe entre dichos resultados y la posterior obtencion
de un perfil genético. Ademas busca determinar cémo influye el tipo de indicio
analizado y su procedencia en los resultados obtenidos por la Seccion de Genética de
INACIF, brindando asi, herramientas Utiles para poder presentar con un mayor soporte
cientifico, los resultados genéticos obtenidos. La determinacion de dicha asociacion se
realizara estableciendo la razén de posibilidades (odds ratio —OR-), existente entre la
obtencion de un perfil genético y cada una de las tres pruebas utilizadas para la

determinacién de semen y espermatozoides.



I1l.  Antecedentes
A. El delito de violacién sexual

El 15 de septiembre de 1973 el Organismo Legislativo a través del Decreto
17-73 promulgé el Cédigo Penal que se encuentra actualmente en vigencia, en
dicho codigo se encontraba tipificado el Delito de Violacion en el articulo 173, y
en los articulos 174 al 178 se afiaden agravaciones de la pena y otros delitos
sexuales como el estupro y los abusos deshonestos. Sin embargo, estos
articulos no abarcaban la diversidad y complejidad que caracterizan este tipo
de delitos, por tal razon, en el afio 2009 fue publicada por el congreso de la
Republica la “Ley contra la violencia sexual, explotacion y trata de personas”,
gue modifica los articulos 173 y 174 ampliandolos en aspectos muy
importantes, por ejemplo cambiar la palabra “mujer” por la de “persona” en la
definicion de violacién, lo que permite a la ley abarcar los delitos cometidos
contra personas de sexo masculino. Ademas elimina la palabra “yacer” que
segun el diccionario de la Real Academia Espafiola en alusién a una persona
significa “estar echada o tendida” o también puede interpretarse como “tener
trato carnal con alguien”, ambas definiciones son escuetas y dejan lugar a
diferentes interpretaciones, por lo que la nueva ley especifica: “Quien con
violencia fisica o psicolégica, tenga acceso carnal, via vaginal, anal o bucal con
otra persona, o0 le introduzca cualquier parte del cuerpo u objetos por
cualquiera de las vias sefialadas, u obligue a otra persona a introducirselos asi

misma” (Guatemala, 1973; Guatemala, 2009).

Esta nueva definicibn de violacion cubre varios aspectos no tomados en
cuenta por el articulo 173 original. En cuanto a los agravantes mencionados en
el articulo 174 original, se agregan como situaciones que merecen el aumento
de la pena, circunstancias como la utilizacion de armas, sustancias alcoholicas,
narcéticas y/o estupefacientes; cuando se cometa contra una mujer en estado
de embarazo o que se provoque como consecuencia del acto; el contagiar de
enfermedades de transmision sexual; y finalmente es un agravante que el autor
del hecho sea un funcionario publico en ejercicio de sus funciones (Guatemala,
2009).

Los articulos 175 al 178 que incluyen los delitos de estupro y abusos
deshonestos quedan derogados en la nueva publicacién. En adicion esta ley

crea la Secretaria contra la violencia sexual, explotacion y trata de personas y



define sus funciones, tipificando ademas los delitos de explotacién y trata de
personas, dejando asi de ser Guatemala uno de los pocos paises que no tenia
tipificados dichos delitos, que segun Adriano Gonzalez Regara representante
de UNICEF, se calcula que existen 15 mil victimas de este flagelo a nivel

nacional (Diario de Centro América, 2009; Guatemala, 2009).

La violacion sexual es uno de los delitos mas comunes en la sociedad
guatemalteca, en el afio 2009 se presentaron 4,618 denuncias de violacion,
gue representd el 1.81% del total de denuncias recibidas por el Ministerio
Publico (MP) en el afio 2009. Sin embargo, para poner en contexto la
importancia de dicho dato cabe destacar que delitos comunes y de menor
gravedad como el robo, amenazas y hurto representan el 52.37% de las
denuncias y otros delitos de mayor impacto como homicidio y extorsion
combinados figuran como el 5.36% de los casos registrados. En adicién debe
tomarse en cuenta que por la naturaleza de dichos delitos, el impacto que
tienen sobre las victimas y los estigmas de las sociedades actuales muchos de

ellos no son denunciados (Guatemala, MP 2009).
B. Investigacién del delito, manejo y recoleccidon de indicios

Durante la investigacion de los delitos de indole sexual debe asegurarse
qgue cualquier indicio que pueda ser util para la investigacion debe ser
recolectado de forma adecuada y cumpliendo con los procedimientos legales.
El término indicio proviene de latin indictum, que significa signo aparente y
probable de que existe alguna cosa, y a su vez es sindnimo de sefial, muestra
o indicacién. Por lo tanto, es todo material sensible significativo que se percibe
con los sentidos y que tiene relacién con un hecho delictivo. Los indicios son
cualquier elemento bioldgico o no biolégico presente sobre el cadaver o en el
lugar del crimen, cuyo estudio permite determinar, en los casos mas favorables,
la identidad del autor y las circunstancias de los hechos. En los delitos de
violacién sexual los indicios mas comunes son los hisopados vaginales, anales
y orales, ademas de ropa interior y otras prendas de vestir (Fuertes, 2007;
Jiménez, 2004).

Cuando se trata de prendas de vestir es necesario embalar por separado
cada prenda de la victima o el agresor que interese en la investigacion. Un
indicio practicamente obligatorio de recuperar es la ropa interior que la victima

vestia durante los hechos, también puede ser Util la ropa interior del agresor si



ha sido detenido el dia de los hechos y esta presenta manchas de sangre. Lo
cual ha sido particularmente Gtil en los casos de violaciones a menores, donde
se ha podido demostrar que el ADN recuperado de estas manchas de sangre,
corresponden al menor agredido y que los espermatozoides encontrados en el
menor coinciden con el sindicado. Ademas de la ropa interior se recolectan las
prendas y otros objetos que de acuerdo a la historia relatada por la victima o
por informacién recabada por los investigadores pudiera contener fluidos
biolégicos del agresor, por lo que al INACIF ingresan diferentes tipos indicios
como cortes tipicos, guipiles, pantalones, sabanas, toallas, cubrecamas entre
otros (Paredes, 1988).

Los hisopados son tomados de las regiones anatémicas de donde se
sospeche que existe material biolégico del agresor, y asi poder utilizarlo para
vincularlo con la victima. Generalmente, se recolectan tres hisopos por regién
anatdmica evaluada, estos son embalados en sobre de papel luego de
haberlos dejado secar al aire por un breve tiempo para evitar que la humedad
favorezca el crecimiento de microorganismos que pudieran degradar el material
biologico presente (California Commission on Peace Officer Standards and
Training, 1999).

Otros indicios menos comunes como vellos pubicos o cabellos encontrados
en la escena, raspado de ufias de la victima segun el relato de los hechos y
preservativos también son recolectados de la escena. La cultura guatemalteca
hace que en muy pocas ocasiones sea utilizado preservativo durante la
violacion, sin embargo, de estar presente constituye un medio altamente
informativo. Si el agresor usa condén, es muy probable que lo abandone cerca
de la escena y sea facil recuperarlo. Deberd manipularse lo menos posible,
utiizando un hilo resistente o una banda de caucho, debe anudarse
cuidadosamente en la base para cerrarlo y evitar que se pierda su contenido;
luego se embala en una bolsa debidamente rotulada. Esta muestra permite
relacionar a dos personas con una escena, ya que en la superficie externa del
preservativo es factible encontrar una cantidad considerable de células
epiteliales de la victima, y asi mismo espermatozoides del violador en la
superficie interna, Si se recupera varios condones, cada uno debe embalarse

adecuadamente en bolsas independientes (Paredes, 1988).



Debido a que los andlisis forenses de ADN se refieren al estudio
comparativo de perfiles genéticos, es necesario obtener las muestras de ADN
de la victima y el (los) agresor (es) involucrado (s) en el hecho que serviran

como referencia (Mbogori, Kimani, Kuria, Lagat y Danson, 2006).

En Guatemala por razones culturales, la muestra més utilizada es la sangre
fijada en papel FTA (Flinders Technology Associates) o papel filtro, que es
recolectada por puncién capilar en dedo anular, colocando una gota por circulo
en dos tarjetas de papel FTA. Si se trata de papel filtro se colectan también
cuatro gotas en dos piezas del papel. El papel FTA es ideal para la recoleccion
de la muestra ya que esta disefiado especificamente para proteger ADN de la
degradacién por nucleasas, contaminacién con microorganismos y otros
agentes. Son recolectadas en menor medida muestras de células epiteliales de
la cavidad bucal, tomadas frotando un hisopo en la cavidad oral de la persona a
la que se le toma la muestra. El material obtenido es luego transferido a la
tarjeta de papel FTA rotando suavemente el hisopo sobre la misma. Luego de
haberse recolectado las muestras de referencia se convierten en indicios
indubitados (ya que se conoce su procedencia). Es importante sefalar que los
términos muestra e indicio son comunmente utilizado indistintamente en
ciencias forenses y en el sistema de justicia Guatemalteco (Mbogori, Kimani,

Kuria, Lagat y Danson, 2006).

Para cumplir con los procedimientos legales necesarios y darle valor
probatorio frente a un juez a los indicios trabajados —incluidas las muestras de
referencia-, son manejados bajo los principios de la cadena de custodia, que no
es mas que un sistema de estricta y cuidadosa ejecucién que se aplica sobre
las evidencias, para garantizar la seguridad, preservacion, autenticidad e
integridad de los elementos materiales de prueba recolectados y analizados,
asegurando con ello que pertenecen al caso investigado, sin que puedan sufrir
alteraciones, modificaciones o0 sustracciones desde su inicio hasta la
culminacion del proceso. La cadena puede incluir una cadena de frio, si el
indicio colectado lo requiere, sin embargo, la cadena de frio es mas utilizada
cuando se trata con indicios como sangre con anticoagulante, sueros, tejidos
bioldgicos y otro tipo de indicios que no son comunmente utilizados para la
deteccibn de semen y espermatozoides o en la extraccion de ADN. Se
considera que un elemento material de prueba se encuentra bajo custodia,

cuando este se halla bajo posesion y observacion de una persona idonea,



guardada en un lugar seguro y accesible solo a personas autorizadas o con un

permiso especial (Milena, 2009).

La cadena de custodia puede dividirse en procesal y documental. La
cadena de custodia documental es el escrito que contiene la informacion sobre
las caracteristicas del indicio al que pertenece, incluyendo una descripcion del
mismo, datos de la fiscalia o juzgado que levanta el indicio y/o solicita su
andlisis, asi como el sello y firma de todas las personas que han tenido
posesion de éste, ya sea para su transporte, analisis 0 almacenamiento. Los
datos consignados en dicha cadena deben coincidir con los descritos en el
sobre de embalaje asi como con las caracteristicas fisicas del indicio, el sobre
de embalaje también debe ser sellado y firmado por las personas que entran en
contacto con el indicio y aparecen en la cadena de custodia. Cuando se hace
referencia a la cadena de custodia procesal se refiere al marcaje que realizan
los peritos que tienen contacto con el indicio trabajado, y este consiste en
colocar las iniciales del nombre de la persona que analiza en un area del
indicio que no afecte cualquier andlisis que pueda realizarse sobre el mismo
(Milena, 2009).

C. Caracteristicas del semen

El semen es una mezcla viscosa de células, aminoacidos, azlcares, sales,
iones y otros componentes organicos e inorganicos en cuya elaboracion
participan principalmente la vesicula seminal, la glandula prostética, la glandula
de Cowper y los testiculos. Una eyaculacién tipica libera entre 2 y 5 mL de
fluido seminal y espermatozoides. Estos son células especializadas, flageladas
y con una morfologia peculiar. Estan constituidos por tres regiones: cabeza,
cuello y cola, suelen medir entre 50 y 55 pm, y al ser observados al
microscopio se distinguen bésicamente la cabeza y la cola. La cabeza tiene
forma oval y aplanada, con unas dimensiones de 4,5 ym de largo x 2,5 ym de
ancho x 1,5 ym de grosor. Su numero puede variar entre 50 y 150 millones por
mililitro de eyaculado, con una media de unos 100 millones en individuos
normospermos. (Li, 2008, 115; Prieto, 2007).

Una muestra tipica de semen contiene un 60% de fluido vesical, varias
proteinas son secretadas por las vesiculas seminales, las cuales juegan un
papel en la densidad del eyaculado. Adicionalmente, el fluido de la vesicula

seminal contiene flavina, que ocasiona que el semen florezca bajo una luz



ultravioleta. EIl fluido prostético representa aproximadamente el 30% del
eyaculado total, estas secreciones contienen altas concentraciones de
fosfatasa acida y antigeno prostatico especifico (PSA o P-30). Estos son
usados como marcadores para la identificacion de semen en los laboratorios
forenses (Li, 2008).

Las caracteristicas del semen varian no sélo entre individuos, sino también
dentro del mismo individuo segun la edad o entre distintos eyaculados. Algunas
enfermedades, condiciones genéticas, el abuso de alcohol y drogas, la
exposicion a determinados agentes quimicos y acciones quirdrgicas pueden
reducir drasticamente el numero de espermatozoides en el eyaculado —

oligozoospermia- e incluso provocar su ausencia —azoospermia- (Prieto, 2007).

Auln en casos donde no se observen espermatozoides al microscopio, es
pertinente realizar la extraccion de ADN de indicios en los cuales se sospecha
la presencia de fluidos corporales, ya que existen otros elementos en el semen
gue pueden contener ADN, tales como leucocitos y células epiteliales del tracto
urinario, células uretrales y prostaticas aungque en nimero mucho menor. Asi, si
en un individuo normospermo se espera encontrar unos 450 ug de ADN/ml de
eyaculado, en un individuo azoospérmico es factible detectar unos 30 ug, esto

es, s6lo un 6.3% de lo normal (Prieto, 2007).
D. Deteccién de semen y espermatozoides

En el afio de 1826 quedd registrado uno de los primeros esfuerzos para
identificar la presencia de semen en una prenda, cuando Ollivier d’Angers y
Barruel reportaron un caso en el que fueron consultados. El sospechoso
afirmaba que unas manchas encontradas en su ropa fueron hechas por carne
cruda de animal. Los expertos examinaron las areas de la ropa junto con otros
controles, y compararon su respectiva humectabilidad con agua, la naturaleza y
color del extracto acuoso, y el comportamiento del extracto en una solucion de
alcohol absoluto. EIl extracto tenia un olor espermatico, era alcalino, y sus
restos al secarse era pegajosos. Por lo que concluyeron que la mancha no
pudo haber sido causada por grasa animal, y que se trataba de una mancha de

semen (Gaensslen, 1983).

Orfila, uno de los médicos forenses mas respetados de la época, reportd

1827 una serie de métodos de andlisis quimico para la identificacion de fluido
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seminal. Los métodos que desarrollé se basaban en la apariencia de las
manchas cambios en el color y consistencia al ser sometidos al calor e
inmersibn en agua, el olor emitido al humedecer la mancha, y el
comportamiento del extracto acuoso frente al tratamiento con diferentes
agentes quimicos. Las manchas de semen eran comparadas bajo estos
criterios con descargas vaginales, con moco nasal y manchas de saliva. Ofrfila
no tenia demasiada confianza en los métodos por microscopia y opinaba que
debian utilizarse siempre métodos quimicos para la identificacion de las
manchas. Devergie, en 1839, encontr6 que se podian localizar
espermatozoides en el canal uretral de la victima, a través de un examen
microscoépico. Notd que habia encontrado espermatozoides en manchas con
10 meses de antigliedad y que la confirmacion a través de la deteccion con
espermatozoides era mas certera que los métodos quimicos utilizados para la

identificacion de semen (Gaensslen, 1983).

Sin embargo, no fue hasta 1839 cuando HL Bayard public6 procedimientos
confiables para la deteccién espermatozoides por microscopia, y fue en 1897
cuando el Dr. W. F. Whitney desarroll6 el método denominado tincion de Arbol
de Navidad, método actualmente utilizado en INACIF (Gaensslen, 1983).

La mayoria de los métodos quimicos utilizados inicialmente fueron poco a
poco abandonados por la mayoria de investigadores, y la generalidad empez6
a basar sus estudios en la microscopia. Posteriormente surgieron nuevos
métodos bioquimicos para la detecciébn de semen, y sé empezé a utilizar la
enzima fosfatasa acida, presente en gran concentracion en el semen, en
relacién con otros fluidos corporales. Esta enzima fue reportada por primera
vez por Kutscher y Wohlbergs en 1935, sin embargo, Lundquist en 1945 le dio
aplicacion forense. También se utilizaron otras metodologias para detectar
manchas de semen; Ito, en 1927, reportdé que numerosos fluidos biol6gicos,
incluidas las manchas de semen, florecian al ser sometidos a luz ultravioleta.
Desde ese entonces muchos autores han publicado articulos al respecto y
muchos laboratorios utilizan esa metodologia de rutina (Federal Bureau of

Investigation 1983; Gaensslen, 1983).

Posteriormente, surgieron métodos inmunoldgicos para deteccién de semen
en diferentes superficies, inicialmente se utilizaron reacciones de precipitacion,

algunas reacciones de formacion de cristales, y finalmente los utilizados
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actualmente que se basan en la inmunocromatografia. Este ultimo método es
el utilizado para deteccion de la proteina seminal P-30, que fue identificada por
Sensabaugh en 1978, y se bautizé en un principio en funcién de su peso
molecular -30 000 daltons- (Prieto, 2007).

En la actualidad se utilizan una combinacién de métodos bioquimicos,
inmunoldgicos y microscopicos para la deteccion e identificacion de semen en
cualquier superficie, el INACIF utiliza las pruebas de fosfatasa acida, proteina

seminal P-30 y tincién de arbol de Navidad.
1. Fosfatasa acida

Es una enzima que cataliza la hidrdlisis de ciertos fosfatos organicos.
Se encuentra presente en una variedad de tejidos humanos, asi como
también en animales y plantas. Sin embargo, las altas concentraciones en
gue se encuentra en el plasma seminal suponen un rasgo caracteristico.
Es secretada por las células epiteliales de la glandula prostética en
grandes cantidades desde la pubertad hasta aproximadamente los 40
anos, edad a partir de la cual decrece gradualmente la cantidad secretada.
No se ha encontrado ninguna relacién entre los niveles de enzima
fosfatasa éacida (FA) y el numero de espermatozoides, ni se han
encontrado variaciones en los niveles de FA entre individuos
normospermos e individuos clinicamente infértiles o vasectomizados
(Prieto, 2007).

En un estudio citado por Prieto, V., en el 2007, se intent6 establecer la
capacidad del test de actividad de FA como test presuntivo de semen en
extractos de manchas, su valor predictivo en la respuesta negativa se fijo
en un 99.4% y el valor predictivo del resultado positivo fue del 69%, lo que
significa que de cada 100 extractos que mostraron actividad FA, 31 fueron
falsos positivos. Los datos muestran que se trata de una prueba mas
sensible que especifica, caracteristica deseable para cualquier técnica de

tamizaje o mapeo (Prieto, 2007).

La diversidad de tejidos y especies en donde se encuentra presente
esta enzima hace que los falsos positivos para determinar la presencia de
semen sean elevados. Las diferentes isoenzimas de FA localizadas en

tejidos humanos no son inmunolégicamente distinguibles, aunque si lo son
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en su grado de sializacion, propiedad que permitia caracterizarlas por
técnicas de isoelectroenfoque en funcién de su punto isoeléctrico. Esta
técnica era utlizada para confirmar la presencia de FA de origen
prostatico, y en la actualidad ha sido sustituida por la detecciéon del
antigeno prostatico especifico o P-30. Por tal razén la mayoria de
expertos no consideran suficiente la determinacion de fosfatasa acida para
reportar la presencia de semen, Hauck y Léithof en 1959 realizaron un
estudio al respecto y determinaron que un buen nimero de materiales de
origen vegetal contenia valores elevados de FA (Gaensslen, 1983; Prieto,
V. 2007). .

Para determinar la presencia de esta enzima se utiliza un método
colorimétrico, basado en la capacidad de la enzima de hidrolizar una
variedad de esteres de fosfato, catalizando la salida del grupo fosfato del
sustrato. Subsecuentemente se une a una sal de diazonio que resulta en
la formacion de un precipitado insoluble coloreado a expensas de la
actividad de la FA. Para lograr mejorar la especificidad de la prueba y
evitar que isoenzimas como las presentes en secreciones vaginales
interfieran en la prueba, pueden utilizarse sustratos que son mas
rapidamente degradados por las isoenzimas prostaticas y mas lentamente
por otros tipos. Entre estos sustratos se encuentran el a-naftil fosfato y
timolftaleina monofosfato, que son mas especificos para la FA prostatica

que el fenil fosfato y 4-nitrofenil fosfato (Gaensslen, 1983; Li, 2008). .

El método mas comun en el area forense es el uso de a-naftil fosfato
como sustrato unido con Brentamina. La FA prostatica es soluble en
agua, por lo tanto, un hisopo humedecido o una pieza de papel filtro puede
ser utilizado para transferir una pequefia cantidad de la muestra a través
de ejercer brevemente presion sobre el area donde se sospecha que
existe una mancha de semen. Se agrega el reactivo al hisopo o papel
filtro, si se observa una coloraciébn purpura en un tiempo menor a un
minuto, se considera como resultado positivo para la presencia presuntiva
de semen. Reacciones que den positivas luego de haber transcurrido un
minuto pueden deberse a la actividad de fosfatasa &cida no prostéatica
(Gaensslen, 1983; Li, 2008).
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La vida media de la FA activa a 37°C es de seis meses. Sin embargo,
la vida media disminuye si ésta es almacenada en ambientes himedos.
Puede detectarse la actividad de la FA de manchas de semen secas
almacenadas a 20°C hasta luego de un afio. El tiempo aproximado para
la deteccidn exitosa de la FA es de 48 horas después del contacto sexual,
algunos autores reportan que se ha detectado actividad de FA, posterior a
los tres dias del coito. Existen bajos niveles de FA prostatica en el suero
de hombres saludables (Li, 2008; Quispe, Tarifa, Soliz, Sierra, 2010).

Proteina Seminal P-30

El antigeno prostéatico especifico (PSA) también conocido como proteina
seminal P-30, fue descrito por primera vez en 1971 por Hara y
colaboradores, ellos la llamaron inicialmente y-seminoproteina. Liy Beling
describieron lo que probablemente era la misma proteina y llaméandola E1
en 1973. Sin embargo, fue en el afio de 1978 que Graves desarrollé un
método electroforético para su analisis a partir de manchas de semen.
Graves, y colaboradores, estudiaron esta proteina ampliamente y su
trabajo fue publicado como un complemento de su tesis de doctorado en
1985. Anticuerpos contra la proteina rapidamente se utilizaron en el area
forense para la deteccion de semen (Laux, D.L., Tambasco, AJ. y

Bezinger E.A s.f).

La P-30 es una glicoproteina sializada de peso molecular de 30,000
Daltons que se origina en la préstata, por lo que la vasectomia no afecta
su presencia en el liquido seminal. El rango de concentracion en fluidos

seminales es de 0.5 a 3 mg PSA/ml (Hochmeister, 1999).

Inicialmente se creia que se trataba de una proteina especifica del
semen, sin embargo, se ha determinado que se puede encontrar en
multiples tejidos, incluyendo las mamas, tumores, glandulas periuretrales,
leche materna, liquido amniético, orina femenina y el endometrio. No se
ha detectado la presencia de P-30 en fluidos vaginales. Tampoco se ha
identificado su presencia en el semen de otras especies animales
domésticas (carnero, toro, cerdo, gato), aunque si Se encuentra en
primates tales como el orangutdn y macaco en rangos de concentracion

semejantes al humano, si bien en estas especies la actividad fosfatasa



14

acida es extremadamente baja comparada con la humana (Breul, 1994;
Clements, 1994; Graves, 1985; Prieto, V. 2007; Yu, 1994).

Entre los ensayos inmunocromatogréficos para la deteccion de P-30
gque se comercializan, se encuentran pruebas como PSA-check-1 (VED-
LAB, Alencon); Seratec® PSA Semiquant (Seratec Diagnostica,
Gottingen); y One Step ABAcard PSA® (Abacus Diagnostics, California).
En el caso de ABAcard PSA, utiliza anticuerpos monoclonales antiP30
humanos que se unen al antigeno prostatico especifico (P30) formando un
complejo antigeno-anticuerpo. El limite inferior deteccién es de 4 ng/mL,
por lo que una muestra que contenga una cantidad igual o superior, es
evidenciado por la prueba, determinando un resultado positivo. (Benton,
Donahue y Valdez, 1998; Li, 2008, 125; Kristaly y Smith, 1999).

Tincién de arbol de navidad

Los espermatozoides tienen tres diferentes regiones: cabeza; cuello y
cola. La cabeza es aplanada y eliptica contiene el nudcleo con
cromosomas empacados densamente. La punta de la cabeza se
encuentra recubierta por una membrana que contiene enzimas esenciales
para la fertilizacion, tales como hialuronidasas y acrosina que rompen la
membrana externa del 6vulo. Un cuello corto une la parte media con la
cabeza, este cuello contiene los dos centriolos del espermatozoide
original. Las mitocondrias en la parte media se encuentran arregladas de
forma espiral alrededor de microtibulos, la actividad de estos mitocondrias
es proveer el adenosin-trifosfato (ATP) necesario para el movimiento de la
cola. Constituyen la Unica célula flagelar del ser humano, que le permite
un movimiento complejo en forma de sacacorchos. Estas células también
se caracterizan porque en su estado maduro carecen de reticulo
endopldsmico, aparato de Golgi, lisosomas, peroxisomas y otras
organelas intracelulares. Por tal razén estas células tienen menor masa y
tamafio, ademas no contienen glicégeno ni otras reservas de energia, por
lo que absorbe nutrientes de los fluidos circundantes, principalmente
fructosa (Behre y Nieschlag, 2000; Martini y Frederic, 2005).

Tradicionalmente la observacion al microscopio de espermatozoides,
era considerada la prueba de confirmacion de presencia de semen en una

muestra analizada. En la actualidad un analisis de proteina seminal P-30
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con resultado positivo, es considerado confirmatorio de presencia de
semen aun en la ausencia de espermatozoides. Existe diversidad de
criterios respecto a la supervivencia de espermatozoides, sin embargo,
son considerados el componente seminal que puede detectarse a mas
largo plazo. Se puede aceptar, en personas vivas y de forma general un
periodo maximo de 7 dias para detectar cabezas de espermatozoides en
vagina, dos o tres dias en ano o recto y 24 horas en boca (Behre y
Nieschlag, 2000; Martini y Frederic, 2005; Castro, s.f.).

Frecuentemente se observan espermatozoides intactos (con cola), en
vagina dentro de las 24 horas siguientes al acto sexual, pero rara vez se
encuentran en boca, ano o recto tras las 5 horas de los hechos. Estos
datos se ven afectados por una diversidad de factores imposibles de
controlar, lo que ocasiona variabilidad en los datos mencionados. En
prendas de vestir y otras superficies, absorbentes almacenadas en
ambientes secos, los espermatozoides pueden permanecer por décadas
(Prieto, V. 2007; Castro, s.f.).

Existen diferentes tinciones utilizadas para tefiir espermatozoides en el
area forense, la tincién de arbol de navidad es una de las mas difundidas y
aceptadas por la comunidad cientifica forense. Esta tincion utiliza los
colorantes rojo rapido nuclear y picro indigo carmin. La cabeza se tifie de
color rosado fuerte a rojo y el acrosoma se tifie rosado palido. La parte
media se tifie de una coloracién que va de rojo fuerte a lila debido al
colorante rojo rapido nuclear. La cola se tefiira de una coloracion verde
debido a la accion del picro indigo carmin. También se tifien las células
epiteliales presentes, observandose como estructuras romboides con
nuacleos de color rosado/rojo (Serological Reserach Institute, 2009;
Wheeler y Wilson, 2008).

E. ElI ADNYy los analisis genéticos

El &cido desoxirribonucleico (ADN) es un polinucle6tido constituido por dos
cadenas antiparalelas de unidades de desoxirribonucledtidos unidos
covalentemente, dispuestos de forma complementaria y adoptando una
estructura enrollada de doble hélice dextrogira. Esta molécula es necesaria
para transferir la informacién genética a las siguientes generaciones. Todas las

células del cuerpo tienen ADN excepto los glébulos rojos que son anucleados.
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Los &cidos nucleicos incluyendo el ADN estan compuestos por nucle6tidos,
estos estan formados a su vez por una base nitrogenada, un azlcar y un grupo
fosfato. Existen cuatro bases nitrogenadas que pueden estar presentes en el
ADN estas son: Adenina (A); Timina (T); Citosina (C); y Guanina (G) formando
los deoxinucleotidos que son denominados por las mismas siglas. Estas bases
nitrogenadas se unen entre si de forma complementaria a través de puentes de
hidrogeno, A y T forman puentes con dos uniones, mientras que G y C forman
tres puentes de hidrogeno. A estas uniones especificas entre deoxinucleotidos
se les denominan pares de bases (pb). ElI ADN es una sucesidn concatenada
de los cuatro deoxinucleétidos mencionados: A, C, Gy T. El orden especifico
en gue estos se encuentra se denomina secuencia, y estas secuencias son las
qgue definen el tipo de aminoacidos y proteinas que se van a sintetizar en la
célula, definiendo asi el tipo de tejidos y estructuras que formaran (Inman y
Rudin, 1997; Li, 2008).

Las secuencias son determinadas designando los extremos 5’ y 3’. Los
nameros provienen de la estructura quimica del ADN y se refiere a la posicion
de los 4tomos de carbono en el anillo del azicar que conforman la columna
vertebral del ADN. Normalmente estas secuencias son escritas y leidas en
direcciéon 5’ a 3, y de esta forma también son leidas por la ADN polimerasa
cuando sucede la replicacion. Existen 6,000 millones de pb, que en el
organismo se disponen de modo irregular en 23 pares de cromosomas que se
encuentran en el interior del ndcleo, 22 pares de cromosomas son
denominados autosémicos, el par 23 esta constituido por cromosomas que son
denominados sexuales, ya que determinan el sexo de las personas. De este
modo, el sexo femenino viene representado por dos cromosomas X (XX) y el
masculino por un cromosoma X y otro Y (XY). Esto se debe a que tras la
fecundacion la mitad del ADN del cigoto procede del 6vulo materno (que porta
un cromosoma X) y la otra mitad procede del ADN del espermatozoide (que
puede portar un cromosoma X o un cromosoma Y). Por lo tanto, es el
espermatozoide el que determina el sexo del futuro individuo (Butler, 2005;

Lorente, Alvarez, Entrala, Lopez-Munoz y Villanueva, 1998).

El cromosoma Y representa solamente el 2% del genoma humano, es uno
de los cromosomas mas pequefios. El 95% del cromosoma Y no recombina (no
intercambia material genético) con el cromosoma X, por lo que se transmite de

manera intacta de padre a hijo. Contiene aproximadamente 60 millones de pb
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y puede dividirse en dos regiones, la region pseudo-autosémica region (PAR) y
la region especifica masculina del cromosoma Y (MSY). Se han utilizado
regiones cortas repetidas en tandem (STR por sus siglas en ingles) del
cromosoma Y polimérficos de la MSY para la identificaciébn forense, estas
regiones y sus loci son conocidos como haplotipos, ya que se trata de
colecciones de alelos que estdn unidos inherentemente, debido a que no
ocurren recombinaciones homodlogas en la mayor parte del cromosoma Y
(Butler, 2005; Inman y Rudin, 1997).

Esta caracteristica hacen que a través del cromosoma Y puedan estudiarse
linajes paternos y lo hace particularmente Util en los casos de violacion donde
se obtiene mezcla de perfiles genéticos, ya que obtener el perfil genético del
cromosoma Y encontrado de los indicios provenientes de la violacion, permitira
identificar ADN que proviene de una persona distinta a la victima, si la victima
es de sexo femenino, o distinguir entre perfiles genéticos de personas de sexo
masculino, siempre y cuando estas provengan de distinto linaje paterno (Burke
y Terry 1990; Butler, 2005; Lorente, Alvarez, Entrala, Lopez-Munoz vy
Villanueva, 1998).

La mayoria de identificaciones humanas se realizan utilizando marcadores
autosémicos y determinando el sexo de la persona. En genética forense se
conoce como marcadores autosomicos a ciertas regiones de ADN para las
cuales se han disefado cebadores especificos, que permiten que estas
regiones sean amplificadas e identificadas por andlisis genéticos (Butler,
2005).

El ADN contiene regiones codificantes y no codificantes. Las regiones
codificantes contienen informacion necesaria para la sintesis de proteinas de
las células, también son conocidas como exones y representan solamente el
5% del genoma humano, mientras que las regiones no codificantes o intrones

representan 95% restante (Butler, 2005).

Los marcadores disefiados para la identificacion humana estan dirigidos a
estas regiones no codificantes. Los marcadores polimorficos son regiones de
ADN que presentan un gran numero de variantes, lo que permite diferenciar el
ADN de distintos individuos cuando son analizados simultdneamente varios
marcadores. La region del cromosoma o posicion especifica en un gen (puede

utilizarse como marcador genético) es conocida como locus. A las distintas
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variantes génicas que pueden aparecer en un locus cromosémico se les
denominan alelos. Existen concesos entre los laboratorios forenses del mundo
para analizar las mismas regiones del ADN, los marcadores son hombrados de
acuerdo al gen en el que se encuentran, por ejemplo el marcador THO1 es un
marcador disefiado a partir de regiones cortas repetidas en tAindem y proviene
del gen tirosina hidroxilasa localizado en el cromosoma 11. EI “01” del THO1 se
debe a que la regién en cuestién se localiza en el intron 1 de dicho gen (Burke
y Terry 1990; Butler, 2005; Inman y Rudin, 1997).

Actualmente los loci microsatélites son los de mayor utilidad en el campo de
identificacion genética. Se les denomina microsatelites a las secuencias de
pares de bases consenso repetidas en tAndem, que tienen entre 1 a 6 pb y se
encuentran distribuidos por todo el genoma, tanto en regiones codificantes,
como en no codificantes. Al igual que otras secuencias utilizadas previamente
son altamente polimorficas. A este polimorfismo se le denomina STR (Butler,
2005).

F. Extraccién de ADN

La extraccién de ADN tanto nuclear o mitocondrial conlleva la ruptura de la
doble membrana lipidica citoplasmatica, nuclear y/o mitocondrial para posibilitar
la liberaciébn del ADN que se encuentra en su interior. Los protocolos de
extraccion de ADN deben cumplir una doble funcién; la primera es extraer el
ADN del nacleo o la mitocondria y finalmente purificarlo, que es conseguir
eliminar al maximo la cantidad de contaminantes que puedan interferir en
analisis posteriores. Existen varias metodologias de extraccién de ADN, que
se adeclan al tipo de evidencia bioldgica, tipo de sustratos y cantidad de
evidencia recolectada. El método elegido es cominmente aquel que brinde
suficiente cantidad, buena calidad y alta pureza de ADN. Existen factores que
pueden afectar la extraccion de ADN, como material genético degradado, que
puede ocasionar la falla del procedimiento; la baja pureza de ADN, que puede
causar interferencias durante los pasos siguientes del analisis genético; la
presencia de inhibidores de la polimerasa, pueden interferir en la amplificacion
de ADN. Otras consideraciones importantes al momento de elegir el protocolo
de extraccion adecuado para el tipo de muestras con el que se trabajara, son la
adaptabilidad para automatizacion, simplicidad, riesgo de contaminacion y

costo efectividad. Los métodos de extraccion utilizados con mayor frecuencia
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son el de Chelex y el método de extraccion orgénica (fenol-cloroformo), ambos
tienen caracteristicas que favorecen la extraccidon de cierto tipo de muestras
(Inman y Rudin, 1997; Li, 2008).

1. Extraccion de ADN a partir de indicios de referencia

El indicio de referencia mas comun en Guatemala es la sangre fijada en
papel FTA o papel filtro. ElI ADN se extrae a partir de los leucocitos. En
promedio una persona saludable posee de 5.000 a 10.000 leucocitos por
mililitro de sangre, por lo que incluso manchas muy pequefias pueden
contener suficientes células como para obtener la cantidad de ADN
necesario para obtener perfiles genéticos. Las células epiteliales de la
cavidad bucal, son el segundo tipo de indicio de referencia mas comun.
La composicién de saliva es béasicamente agua, sales minerales y
multiples células en suspension (de 100.000 a 400.000 células por
mililitro). Una pequefia parte de las células procede de las glandulas
secretoras y de sus conductos de secrecién, no obstante, la mayoria son
leucocitos y células de descamacién del epitelio bucal y lingual -células
que mueren y se quedan en la boca, o células que son arrancadas por los
movimientos realizados al hablar y al masticar- (Lee, H., Gaensslen R.,

Bigbee, P. y Kearney, J., 1991).

El método de Chelex es el mas recomendado para la extracciéon de ADN
a partir de indicios de referencia. La resina de Chelex esta compuesta de
copolimeros de divinilbenceno estireno que contienen iones apareados
iminodiacetato, estos actiGan como grupos quelantes uniendo iones
metalicos polivalentes como el magnesio. Al remover el magnesio de la
reaccion, las nucleasas quedan desactivadas, por lo que se conserva el
ADN. Este método es mas rapido, sencillo, econémico y menos toxico
gue el método orgénico, ademas de conllevar menos pasos lo que reduce
la posibilidad de contaminacion entre indicios. Sin embargo, este método
tiene menor capacidad de purificacion que otros, ya que se limita a
bloquear el exceso de iones y no elimina otro tipo de moléculas, tales
como enzimas y proteinas que pueden interferir en el andlisis posterior. Su
rendimiento también es menor en comparacion a otros métodos. Estas
caracteristicas hacen que este método sea el mas adecuado para extraer

ADN de indicios que se han obtenido en condiciones controladas, que
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cuentan con buena cantidad de ADN y no requieren mayor purificacion
(Butler, 2005; Inman y Rudin, 1997).

Extraccion diferencial de ADN

Generalmente los indicios que se recolectan en los delitos de violacion
sexual contienen una mezcla de fluidos biolégicos que provienen tanto de
la victima como del (los) agresor (es). Las excepciones son los casos en
que el agresor deja restos de semen u otras sustancias en superficies
donde es poco probable que existan células de la victima, tales como
sdbanas, toallas, colchas, algunas prendas de vestir, entre otros indicios.
El objetivo del analisis es obtener el ADN del (los) agresor (es) a partir de
fluidos biol6gicos detectados por métodos bioguimicas, inmunolégicos o
microscopicos; que pudiera contener alguno de los indicios recolectados.
Para poder obtener perfiles genéticos independientes y bien diferenciados
es necesario utilizar un método que permita diferenciar el ADN de las
células espermaticas, del ADN de las células epiteliales de la victima. La
extraccion diferencial es una modificacion del método organico y es
utilizado por mudltiples laboratorios forenses incluyendo el del Federal
Bureau of Investigation -FBI- (Butler, 2005; Marrakchi y Maibach, 2006).

Este tipo de extraccion inicia con la ruptura de las células epiteliales
provenientes de la victima, esto se consigue incubando la muestra en una
solucién que contiene dodecilsulfato sédico (SDS) y proteinasa K. El SDS
es un detergente tensoactivo i6nico que desnaturaliza proteinas
rompiendo sus enlaces no covalentes. Los nucleos de la células
espermdticas se rompen con una mezcla de SDS, proteinasa K y
ditiotreitol (DTT). EI DTT rompe los puentes disulfuro que conforman las
membranas nucleares. La extraccion diferencial se basa en la resistencia
de los espermatozoides a la lisis con detergentes y proteinasa K en
ausencia de un agente reductor (como el DTT), por lo que inicialmente se
da la rotura de las células epiteliales, sin que se libere el ADN de los
espermatozoides. La fase de la extraccion del ADN de las células
epiteliales sin DTT es la principal diferencia con el método de extraccion
orgénico convencional. Este tipo de extraccion permite obtener finalmente
una fraccién femenina —ADN de la victima- y una fraccion masculina —ADN
del agresor-. Sin embargo, en el caso de individuos azospérmicos o0 en

indicios donde no detectan espermatozoides, generalmente se encontrara
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una mezcla de perfiles genéticos entre la victima y el agresor. También se
encontrardn mezclas de perfiles en casos donde las células espermaticas
se lisen junto a las células epiteliales, o donde se encuentre material
genético de varias personas. (Butler, 2005; Gill, Jeffreys y Werrett, 1985;
Li, 2008; Marrakchi y Maibach, 2006).

La menor capacidad de purificacion y eliminacion de interferentes e
inhibidores por parte de la resina de Chelex, quedd evidenciada en los
estudios realizados por Vuichard y colaboradores, y hace que el método
organico sea el mas utilizado para extraer ADN de muestras provenientes
de indicios, que por lo general, presentan menor cantidad y calidad de
ADN que los indicios de referencia obtenidas en condiciones Optimas y
con materiales ideales para la conservacién del mismo. Un estudio
realizado por Greenspoon y colaboradores comparo kits comerciales de
extraccion de ADN con el método organico y el método de Chelex,
demostrando que con la utilizacién de algunos métodos comerciales,
puede haber pérdidas de hasta el 75% del ADN disponible en relacion al
recuperado con el método organico. En adicion la extraccion diferencial
de ADN por el método organico permite una mayor discriminacion entre el
perfil genético de la victima y el perfil del agresor. Otro factor importante a
tomar en cuenta es que la estabilidad de las muestras extraidas por
Chelex es de aproximadamente un afio, mientras que el ADN extraido en
la fase acuosa, obtenida a través del método organico, puede
almacenarse por décadas (Greenspoon, Scarpetta, Drayton, Turek, 1998;
Viuchard, Bottinelli, Cossu, Malik, Meier, Gehrig, Sulzer, Morerod,
Castella, 2011).

G. Cuantificacion de ADN

Luego del procedimiento de extraccion de ADN de los indicios es necesario
determinar la cantidad y calidad de ADN con que se cuenta para obtener
perfiles genéticos. Esta cuantificacion se realiza debido a que los
procedimientos de electroforesis capilar funcionan mejor a ciertas
concentraciones de ADN, por lo general con una concentracion que oscile
entre 1 a 2 ng de ADN por muestra se obtienen resultados 6ptimos. Por lo que
la cuantificacion de ADN permite conocer la cantidad de ADN con la que se
contara luego de la amplificacion de ADN a través de la PCR (Lorente, Alvarez,

Entrala, Lopez-Munoz y Villanueva, 1998).
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La importancia de la cuantificacion se basa en que si existe demasiado ADN
al momento de realizar la electroforesis capilar puede ser que el equipo
utilizado, no diferencie plenamente los fragmentos de ADN amplificados y se
observen alelos dobles o que estos no se han reconocidos por la metodologia
utilizada. Si la cantidad de ADN es demasiado baja pueden darse pérdidas
alélicas o “drop-out” en algun marcador (que un alelo no sea detectado), debido
a que no pudo ser amplificado correctamente durante la reaccion de PCR
(Butler, 2005).

Existen diferentes metodologias para cuantificar el ADN, las mas utilizadas
son la cuantificacion mediante electroforesis en geles de agarosa,
cuantificacién mediante la técnica “Slot-Blot” y la cuantificacion por PCR en
tiempo real (Butler, 2005; Lorente, Alvarez, Entrala, Lopez-Munoz y Villanueva,
1998).

El método de cuantificacién por PCR en tiempo real utilizado por INACIF
brinda varias ventajas, ya que determina la cantidad y calidad de ADN presente
y ademas permite determinar la presencia de inhibidores de la reaccion; ADN
altamente degradado; cantidad de ADN insuficiente o una combinacién de
estos factores, por lo que puede dar informacién importante sobre la estrategia
a seguir para lograr obtener ADN con la cantidad y calidad necesaria. La
reaccion de PCR se describe con detalle en el inciso H; sin embargo, cabe
mencionar que el objetivo de esta reaccién es lograr producir multiples copias
del ADN presente en la muestra analizada. Esto se logra a través de varios
ciclos en los que la enzima ADN polimerasa replica regiones especificas del
ADN de interés, aumentando exponencialmente la cantidad de ADN presente
(Butler, 2005; Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

La PCR en tiempo real va cuantificando la cantidad de ADN que se va
produciendo luego de cada ciclo, esto se debe a que se utlizan como
cebadores (comunmente conocidos como primers), oligonucleétidos marcados
con fluorocromos, que se unen a la secuencia de ADN que se desea amplificar.
Cuando estos fluorocromos son separados de los oligonucleétidos pasan a su
estado excitado y actian como reporteros durante la replicacion del ADN. Los
equipos de PCR en tiempo real van analizando los cambios de sefal
generados durante las tres fases de ciclo en las que se da la reaccién, estas

fases y la reaccion de PCR en tiempo real son descritas en la secciéon I. Si se
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detecta fluorescencia en menos ciclos la cantidad de ADN presente es mayor
(Butler, 2005; Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

H. Amplificacion de ADN por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccion enziméatica
en la que regiones especificas del ADN son replicadas en varios ciclos, con el
fin de obtener multiples copias de la region de interés. La técnica fue
desarrollada por Kary B. Mullis en el afio 1989, inspirada a partir del proceso
natural de replicacién de ADN, por lo tanto la PCR es un proceso de sintesis “in
vitro” que utiliza como patrén el ADN de la muestra analizada, ademas de
contar con oligonucléotidos sintéticos de unos 15 a 30 nucle6tidos que son
complementarios de la region que se desea amplificar. Estos oligonucle6tidos
conocidos comunmente como primers actdan como cebadores para la unién de
la enzima Taq Polimerasa a la region de interés, esta enzima debe su nombre
a la bacteria terméfila Thermus aquaticus, que posee la capacidad de vivir a
temperaturas elevadas de 79 a 85°C. Las enzimas polimerasas tienen la
funciéon de afiadir deoxinucleotidos en una secuencia determinada por una
cadena lineal de ADN que sirve de molde, formando pares de bases (ADN de
doble cadena), segun los fundamentos descritos en la seccibn E (Aseunea T
y G se une a C), aumentando asi las copias de ADN que se tienen en una

muestra, como se muestra en la figura 1 (Butler, 2005).
Figura No. 1
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Tomado de replicacion del ADN, recuperado de: www. http://100ciasaldia.blogspot.com/

El fin de la PCR es aumentar la cantidad de ADN presente en una muestra,

por lo que se llevan a cabo una serie de amplificaciones coordinadas en ciclos,


http://100ciasaldia.blogspot.com/
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cada uno compuesto por tres etapas durante las cuales se someten las
muestras a diferentes tiempos y temperaturas de incubacién que favorecen

distintos procesos (Butler; 2005).

La primera etapa se denomina desnaturalizacién, durante la cual las
muestras se someten a una temperatura de 90 a 95°C, provocando la
separacion de la doble hebra de ADN. La segunda etapa es la hibridacion
comunmente llamada “annealing” o de emparejamiento, en la cual se unen
cebadores a las cadenas simples de ADN resultantes de la desnaturalizacion.
Los cebadores son secuencias cortas de ADN, disefiadas especificamente
para unirse a las regiones flanqueantes del ADN de interés. La union de los
cebadores a las cadenas de ADN es favorecida a ciertas temperaturas,
determinadas por el tipo de cebadores a utilizar, sin embargo, generalmente
estas se encuentran comprendidas entre 40 a 60°C (Butler, 2005; Watson,
Baker, Bell Gann, Levine, y Losick, 2004).

La etapa final de la PCR es la extension, durante la cual la enzima Taq
polimerasa incorpora deoxinucledtidos en el extremo 3’ del cebador
incorporado durante la fase de hibridacién, utilizando como molde la cadena de
ADN previamente desnaturalizada. La temperatura ideal para la actividad de la
enzima Taq polimerasa es 72°C, en la cual alcanza su maxima actividad. Para
lograr los cambios de temperatura las muestras se colocan en un
termociclador, equipo que fue disefiado especificamente para este tipo de
reaccion, y tiene la capacidad de realizar cambios de temperatura de forma
rapida. Estos cambios de temperatura se realizan en forma de ciclos en los
gue se van repitiendo los proceso de desnaturalizacién, hibridacion y extension
(Butler, 2005; Watson, Baker, Bell Gann, Levine, y Losick, 2004).

I. PCRentiempo real

La reaccion de PCR en tiempo real fue descrita por primera vez por Higuchi
y colaboradores, a principio de los afios 1990, en ocasiones se refiere a esta
reaccion como PCR cuantitativa o andlisis cinético, debido a que se analiza
ciclo a ciclo los cambios en la sefial de fluorescencia emitida como resultado de
la amplificacion de una secuencia blanco de ADN, durante la PCR (Butler,
2005).
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Generalmente los cebadores utilizados en los kits de PCR en tiempo real,
utilizados en ciencias forenses, vienen marcados con fluorocromos, y estan
disefiados para unirse a regiones especificas del ADN humano. Los
fluorocromos son conocidos conocido como reporteros (R) y se encuentran
unidos al extremo 5. Mientras en el extremo 3’, se encuentra unido un tipo de
tinte, conocido como extintor, denominado Q por sus siglas en ingles
(quencher). Al inicio del andlisis R esta en proximidad con Q, por lo que se
producirad poca o nula fluorescencia, debido a la supresion de la fluorescencia
del reportero debido a la transferencia de energia entre R y Q, es decir Q

absorbe la fluorescencia emitida por R (Bustin, 2005; Butler, 2005).

Durante la polimerizacién (adicién de deoxinucleotidos a la cadena molde),
la actividad 5’ exonucleasa de la porimerasa utilizada en la PCR en tiempo real,
desplaza los oligonucleétidos (cebadores) unidos al extremo 5’ de la secuencia
blanco, por lo que se libera el R, y al no estar en proximidad de Q, emite
fluorescencia aumentando la sefial captada por el equipo de PCR en tiempo
real. Por tal razén la cantidad de fluorescencia detectada por el equipo, sera
proporcional a las copias de ADN que sean producidas durante la PCR (Butler,
2005).

El equipo de PCR es un termociclador con la capacidad de detectar la
emision de fluorescencia. Ademas se encuentra conectado a una
computadora, que cuenta con un programa conocido como SDS 7500®, que
usa un parametro llamado umbral o thershold, para definir el nivel basal de
fluorescencia detectable, basado en el niumero de ciclos requeridos para
cruzar el umbral, el programa puede comparar las muestras evaluadas
cuantitativamente: una muestra con mayor namero de copias inicial cruzara el
umbral mas temprano que una muestra con un nivel de copias inferior.
Ademas, el programa utiliza un pardmetro conocido como umbral de ciclo (Ct
por sus siglas en inglés). El Ct para una determinada muestra corresponde al
ciclo de la PCR en que se cruza el umbral. EIl valor de Ct depende de la
cantidad de ADN blanco, y de la eficiencia de la amplificacion (Butler, 2005;

Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

Para determinar la cantidad de ADN en un analisis de PCR en tiempo real,
se utilizan 8 estandares (en duplicado), con una concentracibn de ADN

conocida. El programa va a determinar el valor de Ct de los 8 estandares (en
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duplicado), comparandolos contra la concentracion de ADN esperada (segun la
concentracion inicial de cada uno), generando una curva estandar. Basado en
dicha curva estandar, el programa va a utilizar el valor de Ct de las muestras
desconocidas para determinar la cantidad de ADN presente, a través de una
regresion lineal (Bustin, 2005; Butler, 2005).

La curva estdndar muestra la cantidad de ADN segun el numero de ciclos de
PCR que han transcurrido, y evidencia a la fase de la PCR en la que se
encuentra el andlisis. Las fases de la PCR, son tres: fase geométrica o
amplificacién exponencial, fase lineal o amplificacion lineal y la fase horizontal
(Bustin, 2005).

La fase geométrica es la primera del PCR, durante ésta, la sefal es
detectada y aumenta de manera directamente proporcional al producto del
PCR, mientras la amplificacion sucede de manera eficiente y constante, debido
a gue la cantidad de cebadores, deoxinucleotidos, polimerasas y demas
componentes de la PCR, se encuentran en cantidades éptimas, por lo que se
hay un alto grado de precisién en cuanto al producto de la PCR. Tipicamente,
el equipo es lo suficientemente sensible para detectar fluorescencia después
de 3 ciclos de la fase geométrica, asumiendo que las condiciones de PCR
estan optimizadas. Cuando la concentracion del ADN blanco alcanza 10° M, la
acumulacién exponencial del producto de PCR se detiene (Bustin, 2005; Butler,
2005).

La segunda fase de la cuantificacion es la fase lineal, durante la cual la
inclinacion de la curva de amplificacion disminuye constantemente,
principalmente por la disminucién de la cantidad de cebadores disponibles para
la reaccion, lo que ocasiona que la eficiencia de amplificacion disminuya. Es
denominada linear debido a que la amplificacién se aproxima a la progresion

aritmética, contrario al aumento geométrico inicial (Butler, 2005).

La tercera y ultima fase de la PCR se denomina fase horizontal, durante esta
fase la PCR se detiene y la sefial de fluorescencia permanece relativamente
constante, y la concentracion del blanco alcanza aproximadamente 107 M
(Butler, 2005).



27

J. Ensayos para identificacién humana

Como se menciona en la seccion E, los andlisis genéticos utilizan
marcadores genéticos para la identificacion humana. Existen diversas marcas
comerciales que han disefiado analisis que permiten la identificacion de varios
marcadores en una misma reaccion, comunmente denominados analisis
multiplex. EI Combined DNA Index System (CODIS) del FBI recomienda el uso
de por lo menos 13 marcadores para identificacibon humana. Los trece
marcadores avalados por el CODIS son los siguientes: CSF1PO, FGA, THO1,
TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51 y D21S11. También incluyen el marcador Amelogenina que determina
el género de la persona. ElI CODIS del FBI es un programa disefiado en
Estados Unidos en asociacion con laboratorios criminalisticos de todo el
mundo, para fomentar el intercambio y la comparacién de las pruebas forenses
de ADN a partir de la investigacion de delitos violentos. La eleccion de dichos
marcadores por parte del CODIS, se basa en que son marcadores que son
facilmente amplificables, son sensibles a concentraciones bajas de ADN vy
aportan un alto poder de discriminacion entre individuos, ya que son altamente

polimérficos (Mayntz-Press, Ballantyne, 2007; McLaren, 2007).

En Guatemala las dos marcas de mayor distribucion en el mercado forense
en materia de cuantificacion y amplificacion de ADN para identificacion
humana, son Promega y Applied Biosystems. Para amplificacion de ADN
nuclear existen los kits PowerPlex® 16 System (Promega) e Identifiler® Plus Kit
(Applied Biosystem), ambos son ensayos multiplex, que analizan
simultdneamente en la misma reaccion 16 marcadores distintos, incluyendo los
13 marcadores avalados por el CODIS del FBI para identificacion humana. El
kit Identifiler® Plus incluye ademas los marcadores D2S1338 y D19S433. El
kit Powerplex® 16 System agrega los marcadores Penta E y Penta D a los
marcadores recomendados por el CODIS (Burley, s.f.; Forensics DNA
Diagnostic Center, 2008; Mayntz-Press, Ballantyne, 2007; McLaren, 2007).

La sensibilidad del Kit de Identifiler® Plus reportada en un estudio realizado
por Lynne Burley es de 1ng a 31.25pg de ADN, mientras un estudio
patrocinado realizado por Robert McLaren de la corporacion Promega,
comparo el sistema Powerplex® 16 con Indentifiler® System (version anterior a

Identifiler® Plus) determinando una sensibilidad de 62.5pg de ADN para
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Powerplex®, y reportd que con esa cantidad de ADN Identifiler® solo producia
perfiles parciales (habia ausencia de alelos para algunos marcadores). Por
otro lado el precio en el mercado del kit de Identifler® Plus es
aproximadamente Q33,000, para 200 reacciones, y el kit de 100 reacciones de
Powerplex® tiene un precio aproximado de Q27,000 (Burley, s.f.; Forensics
DNA Diagnostic Center, 2008; Mayntz-Press, Ballantyne, 2007; McLaren,
2007).

INACIF utiliza actualmente el kit de Identifiler Plus®, con el que se han
obtenido excelentes resultados desde el afio 2010. Este kit cuenta con varias
ventajas, una de las principales radica, en la existencia de estudios que
determinaron la frecuencia alélica en Guatemala para los marcadores utilizados
por el kit, lo que es de gran utilidad para los analisis estadisticos, detallados en
la seccion L. En adicién, los cebadores utilizados para los marcadores
mencionados, son marcados con fluorocromos para que puedan diferenciarse
un locus de otro durante la electroforesis. El kit también incluye una enzima
polimerasa “Hot Start” que inicia su actividad al ser sometida por 10 minutos a
una temperatura de 95 a 100°C, y finalmente cuentan con deoxirribonucleétidos
trifosfato —dNTPs-. Para la deteccion del ADN cromosoma Y INACIF utiliza el
kit Y-filer, que identifica 16 loci: DYS456, DYS389l, DYS390, DYS389ll,
DYS458, DYS19, DYS385, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y-
GATA H4, DYS437, DYS438 y DYS44. Como se menciono previamente, el
analisis del cromosoma Y es de utilidad para determinar relacién biol6gica por
via paterna (Burley, s.f.; Forensics DNA Diagnostic Center, 2008; Mayntz-
Press, Ballantyne, 2007; McLaren, 2007).

K. Obtencion y comparacion de perfiles genéticos por electroforesis

capilar

Luego de la amplificacién se obtienen varias copias de los fragmentos de
ADN de interés. Hoy en dia la técnica de electroforesis es la mas utilizada para
identificar y tipificar dichos fragmentos. Esta técnica se basa en el proceso
fisico mediante el cual particulas cargadas migran a través de un determinado
soporte cuando son sometidos a un campo eléctrico. Los grupos fosfato del
ADN le brindan una carga negativa, por lo que dentro del campo eléctrico,
tenderd a moverse hacia el anodo, haciéndolo de manera més répida los
fragmentos mas pequefos, quedando rezagados los mas grandes. Los métodos

de electroforesis mas utilizados en genética forense son: electroforesis en geles
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de agarosa, electroforesis en geles de acrilamida; y electroforesis capilar. Este
ultimo es utilizado por la mayoria de laboratorios de genética forense,
incluyendo el de INACIF, debido a que brinda varias ventajas y supera varios de
los problemas de los métodos convencionales (Butler, 2005; Watson, Baker, Bell
Gann, Levine, y Losick, 2004).

La electroforesis capilar (CE), utiliza capilares de silica que miden entre 50 y
100 um de didmetro y tienen una longitud de 25 a 75 cm. EI medio de soporte o
de separaciébn es un polimero, que es inyectado en los capilares. Las
caracteristicas de estos capilares hacen que se genere mayor cantidad de calor
y se puedan aplicar cantidades mayores de energia, pudiendo estar la diferencia
del campo eléctrico entre 10 a 100 veces mas fuerte con la CE, por lo que se
obtienen resultados rapidamente (Butler, 2005).

Antes de correr cada muestra se inyecta el polimero en el arreglo de
capilares y la deteccion de las muestras se realiza automaticamente por el
analizador genético utilizando un laser colocado cerca del final del capilar. En el
mercado existen diferentes tipos de analizadores genéticos para electroforesis
capilar, uno de ellos es el ABI Prism® 310 de Applied Biosystems. El arreglo del
capilar en el que se lleva a cabo la electroforesis se encuentra cubierto por una
membrana opaca excepto por una pequeia zona denominada “ventana del
capilar” la cual es atravesada por el laser y permite que las muestras sean
excitadas a su paso por la misma. Estas emisiones de fluorescencia son
recogidas por una camara incorporada en el equipo denominada camara CCD
(Butler, 2005; Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

El equipo también incluye un software que recoge datos de ciertas areas en
la cdmara CCD para recoger exclusivamente las emisiones procedentes del
grupo de fluorocromos que se estan utilizando. Por tanto, las emisiones
recogidas provienen de los fluorocromos con los se han marcado los cebadores
de los fragmentos de ADN que se desean amplificar. La utilizacion de mas
fluorocromos, es de gran utilidad en el caso de la PCR multiplex, por que evita el
solapamiento en aquellos marcadores de ADN de tamafios similares (Butler,
2005).

Un ejemplo de este tipo de casos se da con el marcador D8S1179 que
posee un rango de tamafo comprendido entre 128 y 168 pb mientras que en el
D5S818 este rango oscila entre 135y 171 pb por lo que habria un solapamiento

entre los fragmentos comprendidos entre 135 y 168 pb. En un sistema de
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electroforesis en geles de acrilamida estos dos marcadores no podrian ser
amplificados conjuntamente por que seria imposible distinguir entre los
fragmentos de ambos marcadores que estuvieran dentro del rango comun; en
cambio si los fragmentos van a ser sometidos a electroforesis capilar
fluorescente, es posible marcar cada pareja de primers con un fluorocromo
distinto, por lo que se emitira una fluorescencia a diferente longitud de onda y
podran diferenciarse aunque los fragmentos tengan tamafos solapantes (Butler,

2005; Lorente, Alvarez, Entrala, Lopez-Munoz y Villanueva, 1998).

Una vez recogidos los datos de las emisiones producidas por los diferentes
fluorocromos, son enviados a una computadora conectada al analizador, y a
través de una serie de programas informaticos, son convertidos en
electroferogramas. Estos electroferogramas muestran los 16 marcadores
analizados y sus respectivos alelos que aparecen como picos, a los que se les
asigna un valor numérico, de acuerdo a la cantidad de pares de bases que
presentan los fragmentos de ADN amplificados (figura 2). Este tipo de
representacion grafica facilita la interpretacion (descrita en la seccion M),
haciéndola més sencilla y practica en relacion a la realizada con la electroforesis
convencional.  (Butler, 2005; Lorente, Alvarez, Entrala, Lopez-Munoz vy
Villanueva, 1998; Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

Figura No. 2
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Electroferograma: 16 marcadores genéticos con sus diferentes variantes o alelos. Estos alelos son comparados
con la evidencia recolectada para establecer si existe la relacion (identificacion, paternidad etc.) que presume el
investigador. Tomado de: Butler, J., (2005). Forensic DNA Typing. Biology, Technology, And Genetics of STR
markers.
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L. Anélisis Estadistico

Los principios de Mendel se aplican en la herencia de los loci del ADN
nuclear utilizado cominmente en analisis forense. La frecuencia de alelos (p)
puede ser calculada directamente contando la cantidad de un tipo de alelo para
determinado locus vy dividirlo por el nimero total de alelos que pueden aparecer
en una determinada poblacién para ese locus. Existen diversos estudios que se
han encargado de establecer las frecuencias alélicas para distintas razas
humanas. En Guatemala en el afio 2006 Martinez y colaboradores realizaron
un estudio titulado Guatemala Mestizo Population Data on 15 STR Loci
(Identifiler® Kit), en el cual, se determind la frecuencia alélica en 200 personas,
para los 15 loci incluidos en el kit Identifiler®, enfocandose principalmente en la
poblacion mestiza residente en el pais. Los datos de las frecuencias alélicas
obtenidas en dicho estudio, son utilizados actualmente por INACIF para realizar
los andlisis estadisticos. La heterocigocidad es la proporcion de alelos para un
determinado locus, también puede verse como la proporcion de individuos
heterocigotos (que presentan dos alelos distintos por locus) y es calculada con
la formula:

h=1-3p?

En donde h es heterocigocidad y p es la frecuencia alélica para un locus
homocigoto. La heterocigocidad de un locus muestreado en una poblacién es
una medida de la variacion genética. Dicha heterocigocidad es directamente
proporcional a la variacion genética de una poblacién (Li, 2008; Martinez,

Martinez, Fernandez, Entrala, Alvarez, Lorente, Budowle, Ovalle, 2006).

El poder de discriminacion de los loci utilizados puede ser medido utilizando
la probabilidad de coincidencia en una poblacién (Pm). Pm es definido como la
probabilidad de tener genotipos coincidentes entre dos individuos elegidos al
azar. Entre mas bajo sea el valor de Pm, menor sera la posibilidad de
encontrar coincidencia entre dos individuos elegidos al azar. La féormula para

calcular el Pm es la siguiente:

Pm =5 (p°)° + X (2pq)’

En donde p y g representan la frecuencia de dos alelos diferentes en una
poblacion, los valores de p y g se basan estudios poblacionales realizados

previamente. Pm también puede ser usado para comparar el poder de
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discriminacion de diferentes loci, por lo que es comUnmente utilizado en el area

forense, principalmente con STR'’s (Collins y Morton; Li, 2008).

En los casos de violacion y asesinato se busca establecer la coincidencia
entre dos o mas perfiles genéticos obtenidos de distintas fuentes. El perfil
genético de una escena del crimen puede coincidir con el de un sospechoso,
debido a que el ADN de la escena proviene del sospechoso, o por que el
sospechoso casualmente tiene el mismo perfil genético que el que encontrado
en dicha escena. Por tal razén, los calculos estadisticos son Utiles para poder
discriminar el perfil genético obtenido, de una poblacion determinada. Para
calcular la probabilidad de obtener un perfil genético se lleva a cabo el

siguiente procedimiento:

a. Calcular la frecuencia del genotipo para un locus; p y gq son las frecuencias
alélicas observadas en una base de datos para determinado alelo, estas
frecuencias han sido determinadas en estudios poblacionales que van
creando bases de datos para los marcadores que son utilizados por la
mayoria de laboratorios forenses. La frecuencia del genotipo se calcula

como se observa:
Frecuencia genotipica para homocigotos: Pi = p?
Frecuencia genotipica para heterocigotos: Pj = 2 pq

b. Para calcular la probabilidad de un determinado perfil, se multiplican todas
las frecuencias para cada locus analizado (Collins y Morton; Li, 2008).
Mientras mayor sea el nUmero de marcadores analizados, mayor sera el

poder de discriminacion en una poblacion determinada, y existirA menor

probabilidad de que el perfil genético encontrado en la escena del crimen
coincida con un individuo elegido al azar, por lo que la probabilidad de que
provenga del sospechoso sera altamente confiable. INACIF, como en muchos
otros laboratorios forenses de Latinoamérica y Espafa, utiliza la razon de
verosimilitud o tasa de probabilidad cominmente conocido como Likelihood

Ratio (LR) para reportar la probabilidad de coincidencia entre dos perfiles

genéticos. ElI LR se basa en el teorema de Bayes, que relaciona las

probabilidades de acuerdo a dos hipétesis. En el caso de los analisis genéticos
forenses, las hipotesis planteadas son: hipotesis uno (H;), que los perfiles

encontrados en la escena del crimen y el perfil del sospechoso provengan de la
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misma fuente; la segunda hipétesis (H,), que los perfiles genéticos provienen
de diferente fuente, y el sospechoso casualmente tiene el mismo perfil que el
obtenido de la escena del crimen. El LR es la probabilidad bajo la hipotesis H;
dividida por la probabilidad de la hipotesis H, (Ayyub, y McCuen, 2003; Butler,
2005; Collins y Morton, 1994; Li, 2008).

LR =H,
H,

Para realizar los célculos de LR se asume que la hipétesis H; es igual a 1
(se asume que es el 100% de las probabilidades). Mientras que la hipétesis H,
puede ser calculada de la frecuencia fenotipica para un marcador en particular
utilizando STR’s. En el caso de STR’s heterocigotos se utiliza la féormula 2pq,
siendo p la frecuencia del alelo 1 y g la frecuencia del alelo 2 en una poblacién
determinada. En el caso de STR’s homocigotos la férmula utilizada sera p?
(Butler, 2005; Li, 2008).

Por lo tanto la férmula para calcular el LR para un marcador seria:

STR homocigoto LR =1 STR heterocigoto LR =1
p? 2pq

Mientras mas inusual sea el genotipo particular de un STR, mas alto sera el
valor de LR, ya que existe una relacion reciproca entre ambos. Por lo tanto, en
una forma simple, el LR es el inverso de la frecuencia genotipica para cada
locus y el producto de los LR especificos de cada locus utilizado, proporciona el
LR total del perfil genético completo. Un LR superior a 1 apoya la hipotesis Hy,
y al igual que en el caso de la probabilidad de coincidencia, entre mayor sea el
nuamero de marcadores utilizados, mayor sera el valor de LR pudiendo alcanzar
valores de trillones, cuatrillones o superiores (Aitken y Stoney, 1991; Collins y
Morton, 1994; Li, 2008).

El LR se calcula solamente cuando los dos perfiles genéticos comparados
coinciden en todos los alelos, si uno de los alelos de los marcadores analizados
no coincide, se considera una exclusién (que los perfiles genéticos no
provienen de la misma persona), y no se realiza el calculo del LR. Es decir
siempre que se calcula el valor de LR se presume que el perfil genético
proviene del sospechoso, debido a que el valor de LR determina la tasa de
probabilidad de que un perfil genético determinado, pueda ser encontrado en

otra persona elegida al azar (Collins y Morton, 1994).
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M. Interpretacion de resultados genéticos

Es importante sefialar que la probabilidad de coincidencia y el LR, no indica
la probabilidad de que alguien mas sea culpable, o que alguien més pudiera
dejar la evidencia biolégica en la escena del crimen. De la misma forma, no
indica la probabilidad de que el sospechoso sea culpable o que alguien mas en
realidad comparta el mismo genotipo. Por el contrario, la probabilidad de
coincidencia y el LR solo estiman la frecuencia con la que se espera que
aparezca un perfil genético en particular. La probabilidad de coincidencia
también puede verse como la probabilidad teérica de que si se muestrea a una
persona al azar, se obtendria un perfil genético coincidente con el de la escena
del crimen (Butler, 2005).

La falacia condicional trasladada, presume que solo hay 1 probabilidad en
un numero determinado, 17,000 por ejemplo, de que el perfil genético provenga
de otra persona, o que solo existe 1 en 17,000 probabilidades de que el
defendido no sea culpable, son afirmaciones incorrectas utilizadas por la
fiscalia para apoyar su caso. Una afirmacion correcta seria que la probabilidad
de obtener el perfil genético observado en la evidencia, a partir de un individuo
elegido al azar es de 1 en 17,000, basado en los alelos presentes en la
muestra cientifica forense. Al utilizar como minimo los 13 marcadores
recomendados por la comunidad internacional, el rango aumenta las
probabilidades de 1 en trillones, cuatrillones o valores superiores. INACIF
utiliza 16 o mas marcadores para realizar los analisis genéticos, para los cuales
se ha determinado su frecuencia alélica en una poblacion mestiza
guatemalteca, por lo que los resultados brindan valores de LR elevados que
brindan un alto respaldo a los casos analizados (Aitken, y Stoney, 1991; Butler,
2005).

N. Datos obtenidos por estudios previos

En Guatemala y Latinoamérica no existen estudios que hayan determinado
la probabilidad de obtener perfiles genéticos a partir de indicios provenientes de
agresiones sexuales. Sin embargo, si existen estudios enfocados en las
pruebas de deteccion de semen y espermatozoides. Un ejemplo de este tipo
de estudios, es el realizado en Bolivia por Quispe y colaboradores, en el cual
se analizaron a 251 victimas de violencia sexual. Los resultados mostraron un

37% de casos positivos para fosfatasa &cida, un 25% de observacion de



35

espermatozoides, y un 35% de positividad para el estandar de oro, la
deteccion de proteina seminal P-30. Esto significa que se detecté semen sin
espermatozoides en un 10% de los casos estudiados, por lo que es de vital
importancia, determinar la probabilidad de obtener ADN de este tipo de indicios
(Quispe, Tarifa, Soliz, Sierra, 2010).

El objetivo principal de los andlisis genéticos en casos de violacion sexual
(sexo masculino a sexo femenino), es obtener perfiles genéticos masculinos de
las personas sospechosas de cometer el hecho. En esta linea de trabajo,
Soares-Vieira y colaboradores realizaron un estudio basado en Y-STR’s
(marcadores basados en ADN del cromosoma Y), a partir de muestras de
semen en individuos azoospérmicos, demostrando que la ausencia de
espermatozoides, no excluye la posibilidad de obtener ADN masculino a partir
de un indicio. El estudio analiz6é 105 individuos previo y posteriormente a una
vasectomia, demostrando grandes variaciones en la concentracion de ADN
entre ambos estados. La principal fuente de ADN en una muestra de semen
son los espermatozoides, mientras que células no espermaticas encontradas
en el semen, incluidas células germinales, leucocitos y células epiteliales
normalmente se encuentran en una concentracion inferior al 15% del fluido
seminal. El estudio analizo a 90 de los 105 participantes (15 fueron excluidos
por no cumplir con criterios de inclusion), y se obtuvo ADN del cromosoma Y de
las muestras post-vasectomia en los 90 individuos que participaron en el
estudio. Es importante considerar que las muestras de semen fueron
obtenidas en condiciones 6ptimas, y las variaciones de ADN entre las muestras
pre y post-vasectomia fueron significativas (en algunos casos hasta de 300ug
de ADN), por lo que en indicios provenientes de casos de violacién sexual
donde existen otros interferentes, la cantidad de ADN puede no ser suficiente
para obtener un perfil genético util (Soares-Vieira, Correia, Sadayo, lwamura,

Andrade, Figaro, Romero, Hallak, Bilharinho, Marmo, 2007).
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IV. Justificacion

Desde los inicios de la investigacion forense, los cientificos intentaron
establecer qué tipo de analisis eran los mas adecuados para detectar la
presencia de semen y poder diferenciarlo de otro tipo de fluidos, por lo que se
utilizaron pruebas bioquimicas, fisicas, inmunoldgicas y tinciones especiales
con dicho fin. Finalmente, luego de varios estudios y debates, en la actualidad
existen metodologias ampliamente difundidas y estandarizadas, que son
utilizadas por los laboratorios forenses para detectar semen vy

espermatozoides.

El INACIF utiliza la deteccion de fosfatasa acida y proteina seminal P-30,
como indicador de presencia de fluido seminal, ademas de utilizar la tincion de
arbol de navidad para identificar espermatozoides. Una vez realizados dichos
andlisis surgen interrogantes respecto a las probabilidades que existen de
obtener un perfil genético -util para el cotejo con un sospechoso- a partir del
indicio analizado, de acuerdo a los resultados obtenidos durante dichos
analisis. Si bien la fuente mas comun y abundante de ADN a partir de indicios
provenientes de casos de violacién sexual son los espermatozoides, también
puede obtenerse material genético de indicios donde se ha detectado
solamente la presencia de semen, por las metodologias mencionadas.
Determinar la asociacién probabilistica que existe entre la obtencién de ADN a
partir de cierto indicio de acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de
identificacion de semen y espermatozoides, brindara informacion que, en
conjunto con el analisis de la influencia de factores, tales como el tipo de indicio
analizado y la procedencia de los mismos, entre otros, aportard datos que
permitan respaldar los resultados plasmados por los peritos en los dictamenes
y debates, ademas de estudiar la posibilidad de utilizar protocolos de extraccién
diferentes segun las caracteristicas del indicio que se trabaja Finalmente
permitird informar a los agentes fiscales sobre probabilidades que existen de
realizar cotejos genéticos en un caso en particular, a fin de que estas sean

consideradas y les permita enfocar conscientemente su investigacion.
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V. Objetivos
A. General:

Determinar la asociacion existente entre los resultados obtenidos en
analisis para la deteccién de semen y espermatozoides y la obtencién de

perfiles genéticos de sospechosos de violacion sexual.
B. Especificos:

1. Establecer la frecuencia de obtenciébn de perfiles genéticos de

sospechosos, en los casos de violacion sexual incluidos en el estudio.

2. Relacionar los resultados genéticos, de acuerdo al tipo de indicio
analizado y su procedencia.

3. Establecer la prueba de deteccioén (fosfatasa acida, P-30 y tincién de arbol
de Navidad) que presenta mayor asociacion con la obtencion de un perfil
genético.
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VI. Hipotesis

Existe asociacion estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos en
andlisis para la deteccion de semen y espermatozoides y la obtencion de perfiles
genéticos de sospechosos de violacion sexual.
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VIl. Materiales y Métodos

A. Universo

1. Casos de violacion sexual manejados por el Instituto Nacional de Ciencias

Forenses de Guatemala -INACIF-, en el periodo comprendido entre enero

del 2010 hasta septiembre de 2011 (muestreo no probabilistico por

conveniencia).

2. Criterios de inclusion:

a.

Casos analizados por la Seccién de Biologia para la determinacion de
semen y espermatozoides -Fosfatasa Acida, Proteina Seminal P-30 y
Tincion de Arbol de Navidad-.

Casos en los que se cuenta con una muestra de referencia del
sospechoso de cometer una violacién, para cotejar con el ADN

encontrado en los indicios provenientes de la violacion.

B. Materiales

1. Equipo

Refrigeradora

Microcentrifuga para 24 tubos de polipropileno de 1.5mL.
Bafios de Maria secos.

Real Time PCR 7,500 de Applied Biosystems®
Termociclador GeneAmp 97000 System®

Analizador Genético 3130 de Applied Biosystems®

Computadoras

2. Instrumentos

Tijeras
Agujas
Pizetas
Marcadores

Lapiceros

3. Reactivos

Brentamina

Colorante Rojo Répido Nuclear
Colorante Picro indigo Carmin
ABAcard® p30 Test

Agua destilada

Agua ultrapura
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Etanol absoluto

Chelex

Tris-HCI [LOmM]/EDTA [L0mM]/NaCl [L00mM]/ 2% SDS
Laurilsarcosina

Proteinasa K

Solucion amortiguadora para lavado espermatozoide (Tris-HCI 1M,
NaCl 5M, EDTA 0.5M, SDS al 2% y agua ultrapura)
Ditiotreitol

Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)

Solucién amortiguadora TE™ 1x

Kit Quantifiler™

Kit Identifiler Plus®

Size Standar LIZ®

Formamida

Papel Whatman FTA

Papel encerado

Métodos

Preparacion de hisopos con frotis de distintas regiones anatémicas
(Gaensslen,1983)

a.

Se realizaron cortes diagonales sobre los hisopos, cuidando dejar

suficiente material para el analisis genético.

Se agreg6 el fragmento cortado a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL
con tapa invertida.

Se agregaron 500 pL de agua destilada.

La muestra fue incubada a 4°C por un minimo de 2 horas.

Con un instrumento punzocortante, se abrieron cuatro agujeros en la
tapa del tubo de centrifuga de tapadera invertida

Con un aplicador de madera, se removid el pedazo de hisopo
depositado en el tubo, colocandolo en la tapadera del mismo, cubierto

con masking tape para evitar que se cayera.

. Se centrifugaron los tubos por 10 min a 4000 rpm.

Luego de la centrifugacion se obtuvo tres fracciones, las cuales se
utilizaron de la siguiente forma:

i.  Sobrenadante: utilizado para la deteccién de p-30.
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ii. Precipitado: se utiliz6 una gota (20uL aproximadamente) del
precipitado para la busqueda de espermatozoides a través
de la tincion de arbol de navidad.

iii. Tubo de centrifuga: el precipitado restante en el tubo de
centrifuga, fue utilizado para la determinaciéon de la enzima

fosfatasa acida.
2. Proteina seminal P-30 (Benton, Donahue y Valdez, 1998)
a. Se sac6 del empaque la placay el gotero de ABAcard®.

b. Utilizando el gotero, se agregaron 8 gotas del sobrenadante (obtenido
en el inciso 1) en el area de la prueba marcada como “S”.
c. Los resultados fueron leidos luego de 10 minutos, interpretando de la
siguiente forma:
i. Formacién de una banda rosa en el &area de control,
resultado Negativo (figura 3).
i. Formacion de dos bandas rosa, una en el area de control y
otra en el area de la muestra, resultado positivo.

Figura 3
Interpretacion de resultados

C
g f ﬁ : D C = area de control

T = &rea de prueba

Positivo Hegativo Ivalido

—

S = pozo de la muestra

Interpretacion de resultados de andlisis de p30, la formacion de dos bandas indica un resultado positivo.
Tomado de: Benton, Donahue, Valdez, 1998. Analysis of the ABAcard® p30 Test for use in forensic laboratory.

3. Tincioén de arbol de navidad (Gaensslen,1983)

a. Tomando una gota del precipitado (20 pL aproximadamente) se realizd

un frote en un portaobjetos.

b. El frote fue fijado al calor y se aplicaron los colorantes de la siguiente
forma:

i. Rojo Rapido Nuclear, hasta cubriendo el area del frote y se

Dejo que se tefiir por 10 minutos; (no se dejo secar el

colorante).
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i. Se Lavd la lamina con agua hasta quitar el exceso de
colorante.

ii. Se agreg6 Picro indigo Carmin, hasta cubrir el area del frote
y rotandolo a mano por 30 segundos.

iv.  Se lavé con etanol absoluto y se dejo secar.

v. Los frotes fueron observados al microscopio con el objetivo

de 100X con aceite de inmersion.

4. Determinacién de fosfatasa acida:

a.

b.

Se agregaron 2 gotas de Brentamina al tubo de centrifuga de tapadera

invertida conteniendo el remanente de la preparacién de la muestra.

Se observo el tubo de centrifuga por un minuto, si presentaba presencia
de una coloracion rosada fuerte a purpura, el resultado del analisis se
reporté como positivo (Gaensslen,1983).

5. Analisis de prendas de vestir, sabanas, sobre fundas y otros

materiales:

a.

Se cort6 papel filtro Whatman No. 1 en piezas del tamafio de la prenda
a analizar o del area donde se localizaron las posibles manchas de

semen.

Se coloco un fragmento de papel encerado del tamafio del papel filtro y
se unieron, dejando el papel filtro al frente.

Se humedecio el papel filtro con agua desmineralizada.

El papel encerado junto al papel filtro se colocé sobre la prenda
(dejando en contacto la prenda y el papel filtro) haciendo presion sobre
toda la superficie de la misma durante un tiempo aproximado de un
minuto.

La solucion de Brentamina fue aplicada sobre el papel filtro que estuvo
en contacto con el indicio y observando la reaccién, que se tomé como
positiva si aparecia un color rosado fuerte/purpura.

La presencia de color rosado fuerte o purpura debia aparecer como
maximo después de un minuto, para considerar el resultado positivo.

De la parte de la prenda que indicd presencia de fosfatasa &cida, se
cortaron trozos para efectuar los procedimientos de confirmacién de

presencia de semen.
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h. El fragmento cortado fue colocado en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL,

i. Se agreg6 500uL de agua destilada.

i. Seincubd a 4°C por un minimo de 2 horas.

j-  Con un instrumento punzocortante, se abrieron cuatro agujeros en la
tapa del tubo de centrifuga de tapadera invertida.

k. Se removio el pedazo de hisopo depositado en el tubo, con un palicador
de madera, colocandolo en la tapadera del mismo, cubierto con
masking tape para evitar que se cayera.

I. Se centrifugaron los tubos por 10 min. a 4000 rpm (Gaensslen, 1983).

m. Luego de la centrifugacion, se utilizaron el sobrenadante y el precipitado
para la determinacion de proteina seminal p30 y tincion de arbol de
navidad, procedimientos descritos en los incisos 2 y 3 (Gaensslen,1983;
Prieto, 2007).

Método de extraccién muestras de referencia (Burke y Ferry, 1990)

a. Con el perforador de papel FTA de 1.2 mm o 2.0 mm se realizaron de
una o dos perforaciones de la tarjeta FTA con mancha de sangre, y se
trasladaron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL debidamente
identificado.

b. Se agregaron 1000 pL de agua ultra pura al tubo, colocandolo en vortex
por 5 10 segundos e incubando por 30 minutos a temperatura ambiente.

c. Se coloc6 en vértex por 10 segundos y se centrifugd por 3 minutos a
13,000 revoluciones por minuto (RPM).

d. El sobrenadante fue descartado y se conservG el precipitado,
aproximadamente 30 uL en el tubo.

e. Se agregaron 200 pL de Chelex al 20% y se mezclaron en vortex por 10
segundos.

f. Se incubd por 30 minutos a 56°C.

g. Se incub6 seguidamente a 95°C por 8 minutos.

h. Se mezclé en vértex por 10 segundos y se centrifugé por 3 minutos a
13,000 RPM.

i. Se procedi6 a cuantificar el ADN.
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Método de Extraccidon Diferencial (Burkey Ferry, 1990)

a.

b.

iv.

Se cortd6 una porcion de la muestra a analizar -hisopo, tela, etc.-
(muestra analizada previamente para determinacion de semen vy

espermatozoides).

Se coloco la muestra en un tubo de 1.5 mL, debidamente identificado y
se agregaron las siguientes soluciones:

400 uL Tris/EDTA/NaCI

25 uL de Laurilsarcosina al 20%

75 uL de Agua ultrapura

1 yL de proteinasa K

Se colocaron en vértex por 10 segundos y se incubaron a 56°C por 24
horas.

Se centrifugaron a 13,000 RPM por 5 minutos.

El sobrenadante se removio y fue depositado en un tubo debidamente
identificado como fraccién femenina (FF), conservandolo a 4°C.

Se lavo el precipitado celular con 500 pL de la solucibn amortiguadora
para lavado espermatozoide (Tris-HCI 1M pH 8, NaCl 5M, EDTA, SDS
en agua ultrapura).

Se mezcl6 brevemente en vortex por 8 segundos y se centrifugd a
13,000 RPM.

Se descart6 el sobrenadante y se repitieron los pasos f, g y h hasta que
se completaron tres lavados.

Se agregaron 150 pL Tris/EDTA/NacCI, 50 pyL de Laurisarcosina, 7 uL
DTT, 150 pL de Agua ultrapuray 2 yL de proteinasa K.

Se mezcld con voértex por 10 segundos y se incubd a 56°C por 2 horas.
Nuevamente se mezclé con vortex por 10 segundos y se centrifugd a
13,000 RPM por 3 minutos.

Se afiadieron 400 pL del solvente fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) a la fraccion femenina y a la fraccibn masculina.
Colocandolas en vortex por 10 segundos o hasta observarles una

emulsién lechosa.

. Se centrifug6 a 13,000 RPM por 3 minutos.

Se ensamblé el sistema de centrifugacibn que contiene: un

concentrador y tubo estéril de 1.5 mL para microcentrifugacion.



—

£ < €E

Y.

45

Se agregaron 100 pL de agua ultrapura al concentrador, para hidratar la
membrana.

La fase acuosa de la extraccion fue transferida completamente al
concentrador, cerrando la unidad.

Se centrifugd a 500 x g de fuerza centrifuga relativa (RCF) por 10
minutos.

Se retir6 el concentrador y se descartd el filtrado. Se repitieron los
pasos q Yy r hasta terminar de filtrar la fase acuosa del extracto, es decir
concentra la mayor cantidad de ADN posible en la membrana a través
de la centrifugacion.

Se agregaron 200 pL de agua ultrapura al concentrador y se tapo.

Se centrifugdé a 500 x g RCF por 10 minutos.

Se retir6 el concentrador y se descarto el filtrado.

Se agregaron 35 L de agua ultrapura al concentrador.

. El contenido del concentrador se invirti6 en un tubo de 1.5 mL

debidamente identificado.

Se centrifugé el sistema (concentrador invertido y el tubo receptor) a
500 x g RCF por 5 minutos.

Se descarté el concentrador y se procedi6 a la cuantificacién de ADN.

8. Cuantificacion -PCR en tiempo real- (Burke y Ferry, 1990; Viuchard,

Bottinelli, Cossu, Malik, Meier, Gehrig, Sulzer, Morerod, Castella,
2011)

Utilizando el Kit Quantifiler™ Human DNA de Applied Biosystems se tomaron los

siguientes pasos:

a.

Preparacion de estandares para cuantificacion:
Se identificaron 8 tubos de 0.2 mL con el nUmero de patron de la
curva (estandar 1 al 8).
Se agreg6 la cantidad de agua ultrapura necesaria y estandar como

se indica en la tabla No.1
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Tabla No. 1
Estandares para Cuantificacion

Estandar (St) Concentracion (ng/ L) Volumen
1 50.000 10 pL St (200 ng/ pL)* + 30 pL

de H,0O
2 16.700 10 pL de St 1 + 20 pL de H,0
3 5.560 10 pL de St 2 + 20 L de H,O
4 1.850 10 pL de St 3 + 20 pL de H,0
5 0.620 10 pL de St 4 + 20 pL de H,0
6 0.210 10 pL de St 5 + 20 pL de H,O
7 0.068 10 pL de St 6 + 20 pL de H,0
8 0.023 10 pL de St 7 + 20 pL de H,O

* Nota: El estandar es proporcionado en el kit.

b. Preparacién de la mezcla de reaccién:

Se determind la cantidad de muestras a analizar, tomando en
cuenta los estandares previamente preparados (en duplicado) y el
control negativo.

Se preparé una placa 6ptica de 96 pozos y un mapa donde se indico
la posicion de cada muestra.

Se calculé la cantidad de reactivo a utilizar, multiplicando el nimero
de muestras a analizar por el volumen de cada reactivo, como se

observa en la tabla No. 2.

Tabla No. 2
Célculo de reactivos para cuantificacion
_ Volumen
Reactivo L No. de muestras | Volumen total
M

Primer Mix 10.5
Reaction Mix 12.5
Volumen total 23

Se agregaron las cantidades calculadas en un tubo de 1.5 puL y se
mezcl6 con vortex.
Se agregaron 23 L de la mezcla preparada en cada uno de los

pozos de la placa segun la cantidad de muestras a analizar.
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vi.  Se agregaron 2 pL de la muestra segun el mapa mostrado en la
tabla No. 3.

Tabla No. 3
Mapa para Cuantificacion
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | Stdl | Std1l | NTC | Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx

B |Std2 | Std2 | Ctrl.- | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx
C | Std3 | Std3 | Mx Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx
D | Std4 | Std4 | Mx Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | MXx
E | Std5 | Std5 | Mx Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx | Mx

F | Std6 | Std6 | Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx

G | Std7 | Std7 | Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx

H | Std8 | Std8 | Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx Mx

Std = Estandar, NTC = Control Negativo, Mx = muestra

vii.  Se sell6 la placa y se coloc6 en el REAL TIME PCR 7,500 de
Applied Biosystem previamente encendido.

viii.  Se cre6 una plantilla ingresando el mapa previamente elaborado en
la computadora conectada el equipo, y se eligi6 un ensayo de
cuantificacién absoluta en el programa SDS v1.2.3.

9. Normalizacion (Burke y Ferry, 1990; Viuchard, Bottinelli, Cossu, Malik,

Meier, Gehrig, Sulzer, Morerod, Castella, 2011)

a. Los resultados obtenidos durante la cuantificacion de ADN, fueron
analizados tomando en cuenta que el objetivo de la normalizacién es
contar con una cantidad de ADN comprendida entre 0.5 a 1.25 ng en 10
pL de mezcla.

b. Tomando en cuenta la cantidad de ADN determinada en cada muestra,
durante la cuantificacion, se agreg6 la cantidad necesaria de muestra,

como se observa en el ejemplo de la tabla No. 4.

Tabla No. 4
Célculo de normalizacién
Cantldgq de ADN Volumen de muestra | Volumen de agua 0.5 a 1.25 ng/10 pL
cuantificado ng uL ultrapura pL

0.525 2 8 1.05 ng/10 pL
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10. Amplificacion (Burke y Ferry, 1990; Viuchard, Bottinelli, Cossu, Malik,
Meier, Gehrig, Sulzer, Morerod, Castella, 2011)
Utilizando el kit Identifiler Plus® de Applied Biosystems se llevaron a cabo los
siguientes pasos:
c. Se calcul6 la cantidad de reactivo a utilizar, multiplicando el nimero de
muestras a analizar por el volumen de cada reactivo, como se observa
en la tabla No 5.

Tabla No. 5
Célculo de reactivos para amplificacion
Reactivo Volumen pL | No. de muestras | Volumen total
Reaction Mix 10
Primer Set 5
Volumen total 15

d. Se agregaron las cantidades calculadas en un tubo de 1.5 pL y se
mezclé adecuadamente.
e. Se agregaron 15 pL de la mezcla en cada uno de los pozos a utilizar.
f. Se agregaron 10 pL de la muestra preparada (debe contener entre 0.5 a
1.25 ng de ADN).
g. El termociclador GeneAmp 97000 System®, fue programado con 28
ciclos y 4 etapas de temperatura:
i.  95°C por 11 minutos
ii. 94°C por 20 segundos
ji.  59°C por 8 minutos
iv. ~ 60°C por 10 minutos -al finalizar los 28 ciclos programar el

termociclador para conservar las muestras a 4°C.

11. Tipificacion -electroforesis capilar- (Burke y Ferry, 1990; Butler, 2005;
Viuchard, Bottinelli, Cossu, Malik, Meier, Gehrig, Sulzer, Morerod,
Castella, 2011)

a. Se prepard la solucién para tipificacion, calculando la cantidad de Size
Standar LIZ y formamida de acuerdo a la cantidad de muestras a

trabajar, como se observa en la tabla No. 6.
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Tabla No. 6
Calculo de reactivos para amplificacion
Reactivo Volumen pL | No. de muestras | Volumen total
Standard LIZ 0.3
Formamida 10
Volumen total 10.3
b. Se agregaron 10 pL de la solucion preparada en cada uno de los pozos
en donde se agregardn muestras.
Se agreg6 1 pL de la muestra previamente amplificada.
d. Se agregé 1 pL de la escalera alélica (Allelic Ladder) en las posiciones
elegidas para dicho fin.
e. Se coloco la placa a tipificar en el termociclador y se eligio la opcién de
desnaturalizar (95°C por 3 minutos).
f. Se coloco la placa en una placa refrigeradora mantenida a -20°C, para
provocar un shock térmico que mantenga la desnaturalizacion.
g. Se ingresaron los datos de las muestras a analizar en la computadora
conectada al analizador genético 3130.
h. Los protocolos adecuados fueron elegidos de acuerdo al tipo de

-

tipificacion que se desea realizar.
Se colocé la placa en el analizador genético.

Se imprimieron los electroferogramas y fueron analizados.

12. Disefio del Estudio

Estudio retroprosepectivo descriptivo, que evalué cual de los analisis -
fosfatasa &cida, proteina seminal P-30 y tinciébn de arbol de Navidad-,
tiene mayor asociacién con la obtencidn de perfiles genéticos, esto se

realizo en términos probabilisticos.

a. Muestras: Casos de violacion sexual manejados por el Instituto
Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-, en el
periodo de enero del 2010 hasta septiembre de 2011, entre 125 y
175 casos aproximadamente (muestreo no probabilistico por

conveniencia).

b. Se cre6 una base de datos utilizando el programa Epi Info™ version
3.5.3, disefiado por el Centro de Control de Enfermedades de
Atlanta (CDC). La base de datos cuenta con los resultados

obtenidos por la Seccién de Biologia en las pruebas de fosfatasa
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acida, proteina seminal P-30 y tincién de arbol de navidad. También
se ingresaron en dicha base, los resultados obtenidos por la seccion
de genética, en relacion a la obtencidn positiva o negativa de perfiles

genéticos para comparacion con sospechosos.

Se determind la frecuencia de obtencién de perfiles genéticos en
todos los casos incluidos en el estudio. Ademas se determiné la
frecuencia de obtencién de perfiles genéticos segun el tipo de indicio
analizado (hisopos, calzén, sabana, pantalon etc.), y segun

procedencia o regién anatémica (hisopado vaginal, anal, oral, etc.).

Se diseflaron tres tablas de 2x2, colocando en las columnas la
obtencion de perfil genético (positivo 0 negativo), y en las filas -una
prueba por tabla-, los resultados obtenidos en las pruebas de
fosfatasa acida, proteina seminal P-30 y tincion de arbol de navidad.

Se establecid la asociacion existente entre la obtencién de un perfil
genético y los resultados obtenidos en las pruebas de deteccion de
semen y espermatozoides, determinando el Odds Ratio (OR) —raz6n
de posibilidades-, de cada una de las pruebas, en relaciéon a la
obtencion de un perfil genético para comparacibn con un

sospechoso.

Se determiné el valor de Chi cuadrado (X?), utilizando los datos a
analizar como variables dicotémicas, con un grado de libertad,
evaluando asi la significancia estadistica de las asociaciones

establecidas.

El intervalo de confianza utilizado para el andlisis estadistico fue de
95% (IC 95%).
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VIIl. Resultados
Un total de 137 casos de violacion cumplieron los criterios de inclusion para ser
parte del estudio, dichos casos fueron analizados en INACIF en el periodo de
enero de 2010 a septiembre de 2011. Se realizaron las pruebas de fosfatasa
acida, proteina seminal P-30 y tincién de Arbol de Navidad. Finalmente, se
realizaron los andlisis genéticos para asociar a los sospechosos con las victimas

y/o a escenas del crimen.

Se obtuvo un nimero mayor de resultados positivos en el andlisis de P-30, con
un total de 131 casos (95.62%), mientras que la tincion de AN fue el analisis que
present6 un nimero menor de positivos con 119 de los 137 casos analizados. En
cuanto a perfiles genéticos Utiles para cotejo con un sospechoso, se obtuvo ADN
en 103 casos, lo que representa una frecuencia de obtencién de perfiles del

75.2% del total de los casos analizados (Tabla No.7).

Tabla No. 7
Resultados totales obtenidos en los analisis realizados
Analisis - SESERG "
Positivo Negativo

Fosfatasa acida 130 7

Proteina Seminal P-30 131 6
Arbol de Navidad 119 18
Obtencion de perfil 103 34

genético
Fuente: Datos experimentales.

En el andlisis de fosfatasa acida se obtuvo 130 resultados positivos de los 137
casos analizados. En 3 de los 7 casos con resultado negativo para fosfatasa
acida, se obtuvo un perfil genético de sospechoso de violacion sexual. El Odds
Ratio (OR) establecido entre esta prueba y la obtencion de un perfil genético fue
de 4.44 (IC 95% 0.94-20.97), X> 4.13 y un valor de “p” de 0.037 (Tabla No.8). El
OR, también conocido como riesgo relativo estimado, es utilizado para determinar
el grado de asociacion existente entre dos variables estudiadas, un valor de OR
>1 (IC95% >1->1), indica que existe una asociacion significativa entre las

variables estudiadas (Vicéns y Medina, 2005).

Tabla No. 8
Asociacion de resultados de la prueba de Fosfatasa acida y obtencién de un
perfil genético

Resultado de Obtencién de perfil genético
Fosfatasa Acida Si No
Positivo 100 30 130
Negativo 3 4 7
Total 103 34 137

Fuente: Datos experimentales. OR: 4.44 (IC 95% = 0.94-20.97), X°= 4.13, p = 0.037
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El andlisis de proteina seminal P-30 fue la prueba que presentdé un mayor valor
de OR con relacién a la obtencion de un perfil genético, con un valor de 6.73,
X? de 5.89 y “p” = 0.018, siendo este Ultimo también el valor méas significativo, en
relacion a las asociaciones establecidas con los otros dos analisis utilizados en el
estudio (FAy AN). En 2 de los 6 resultados negativos se obtuvo un perfil genético
de un sospechoso, en los restantes 4 no fue posible obtener material genético util

para comparacion (Tabla No. 9).

Tabla No. 9
Asociacion de resultados de la prueba de Proteina Seminal P-30 y obtencién
de un perfil genético

Resultado de Proteina Obtencién de perfil genético
Seminal P-30 Si No
Positivo 101 30 131
Negativo 2 4 6
Total 103 34 137

Fuente: Datos experimentales. OR: 6.73 (IC 95%= 1.17-38.58); X“ = 5.89, p = 0.018

La tincién de AN presento la mayor cantidad de resultados negativos con 18
casos, en 10 de los cuales fue posible la obtencion de un perfil genético y
solamente en 8 no se obtuvo material genético Gtil para comparacién. El valor de
OR observado es el mas bajo de los tres establecidos, con 2.86, sin embargo, el

valor de “p” mostré una mayor asociacion que el analisis de FA, con un valor de
0.027 (Tabla No. 10).

Tabla No. 10
Asociacion de resultados de la prueba de Arbol de Navidad y obtencion de un
perfil genético

Resultado de Arbol Obtencion de perfil genético
de Nvidad Si No
Positivo 93 26 119
Negativo 10 8 18
Total 103 34 137

Fuente: Datos experimentales. OR: 2.86 (IC 95% 1.03-7.98), X° = 4.27, p = 0.027

Se analizaron 16 tipos diferentes de indicios, que van desde hisopados
vaginales y calzones hasta pafales de adultos y toallas sanitarias. La Tabla No. 7
muestra los tipos de indicios analizados durante el estudio, asi como los
resultados obtenidos durante el andlisis de los mismos, para las pruebas de FA,
P-30, tincién de AN y los resultados de los analisis genéticos.

Los cinco indicios mas comunes analizados durante el estudio, fueron los
hisopados vaginales (56), calzones (43), hisopados anales (8) y pantalones de
lona (8). Finalmente el quinto indicio mas comun fueron los cortes tipicos (prenda

de vestir tradicional guatemalteca), con un total de 6 durante el periodo del
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estudio. En 18 de los 56 hisopados vaginales analizados no fue posible la
obtencion de un perfil genético, lo que presenta el segundo porcentaje mas alto
(32.1%) de resultados genéticos negativos de los cinco indicios mas comunes.
Los hisopados anales mostraron el mayor porcentaje de analisis sin perfil
genético, ya que en 3 de los 8 indicios no fue posible obtener material genético

atil, lo que representa un 37.5%.

De los cinco indicios mas comunes, el indicio que mostré los mejores
resultados durante los analisis genéticos fueron los calzones, ya que solamente
en el 11.6% de los casos no fue posible la obtencion de un perfil genético (5 de
43), en el 88.37% (38) restante fue posible la obtencién de un perfil genético de
uno o mas sospechosos. En el analisis de cortes tipicos se obtuvo un perfil

genético en 5 de los 6 casos (83.33%). Mientras que en los pantalones de lona

se obtuvo un perfil genético en 6 de los 8 casos, lo que representa un 75% (Tabla
No. 11).

Tabla No.11
Resultados obtenidos segun el tipo y procedencia de indicios

Fosfatasa acida Plrotelin &=l Arbol de Navidad Perfil Genético

Tipo de Indicio P-30
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo*

54 2 55 1 53 3 38 18

Negativo*

Hisopado
vaginal
Calzén

Hisopado anal
Pantalén de
lona
Corte
Sabana
Calzoncillo
Short
Licra
Hisopado oral

Hisopado

suprapubico
Blusa tipica
Pants
Falda
Parfial de
adulto
Toalla
Sanitaria
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Fuente: Datos experimentales. *Los resultados de genética se colocan como positivo si se obtuvo un perfil
genético y negativo de lo contrario.
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IX. Discusiéon de resultados

La asociacién entre los andlisis de FA, P-30 y tincion de AN, con la obtencion
de perfiles genéticos queda evidenciada al observar los valores de OR y el valor
‘p” establecidos en el presente estudio. Los valores de OR muestran que un
resultado positivo en alguno de los tres analisis (FA: OR = 4.44; P-30: OR=6.73y
tincibn de AN = 2.86), aumenta la posibilidad de obtener un perfil genético. Los
analisis de FA (p = 0.037), P-30 (p = 0.018) y la tincion de AN (p = 0.027)
mostraron valores inferiores a 0.05, que es el valor te6rico de “p”, con intervalo de
confianza del 95%, lo que indica que los tres analisis muestran asociaciones
estadisticamente significativas con la obtencién de un perfil genético de un

sospechosos de violacion sexual (Ruiz y Morillo, 2004; Vicéns y Medina, 2005).

El valor de OR establecido para el andlisis de fosfatasa &cida fue de 4.44.
Al observar este valor podria interpretarse que un andlisis de fosfatasa acida
positivo aumenta la posibilidad de obtener un perfil genético. Sin embargo, al
analizar intervalo de confianza al 95%, se observa que los valores pueden
encontrarse entre 0.94-20.97, lo que indica que un resultado positivo de fosfatasa
acida, no necesariamente aumenta la posibilidad de obtener un perfil genético de
un sospechoso de violacion sexual. Esto se debe a que con un 95% de confianza
el valor de OR puede estar entre 0.94 y 1, de lo cual, se podria interpretar que la
viabilidad de obtener un perfil genético disminuye con un resultado de FA positivo
(Aitken y Stoney, 1991; Vicéns y Medina, 2005).

El andlisis de FA es util para la deteccion presuntiva de semen, Pietro en el
2007, le atribuye una sensibilidad del 99,4%. Sin embargo, el mismo estudio
demostré que 31 de cada 100 extractos que mostraron actividad de FA, fueron
falsos positivos, lo que indica una alta sensibilidad y una baja especificidad, ya
gue esta enzima también se encuentra presente en otros fluidos humanos,
microorganismos y algunos materiales de origen vegetal. Estos datos y los
obtenidos en el presente estudio muestran que un analisis positivo de FA, no es
evidencia suficiente de la presencia de semen, por lo que no seria factible realizar
un analisis genético basado Unicamente en el resultado obtenido en el andlisis de
FA (Gaensslen, 1983; Prieto, 2007; Ruiz y Morillo, 2004).

Un estudio realizado en 2009 por Montoya y colaboradores analizé la relacién
de las pruebas de FA, P-30, tincion de AN y la determinacion de ADN del
cromosoma Y. Dicho estudio determind la sensibilidad de los tres analisis,

utilizando muestras conteniendo semen y espermatozoides a distintas diluciones,
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estableciendo que la sensibilidad del andlisis P-30 (positivo en diluciones
1:100,000) era mayor que la sensibilidad de FA y tincion de AN, los cuales,
siempre presentaban resultados negativos en diluciones de 1:50,000. En el
presente estudio, se observd que la mayor cantidad de resultados positivos se
obtuvo en el analisis de P-30 con un 95.62% de casos positivos, ademas de
presentar la mayor asociacién con la obtencion de perfil genético de sospechosos
de violacién, con un valor de OR de 6.73 (IC 95%= 1.17-38.58) y un “p” de 0.018,
mostrando ser el andlisis mas confiable para la prediccion de presencia de semen
y de ADN de un presunto agresor sexual (Montoya, Rodriguez, Pérez, Garcia,
2010).

En el estudio realizado por Montoya y colaboradores, se busco obtener el perfil
genético del cromosoma Y de 27 muestras analizadas para semen vy
espermatozoides utilizando FA, P-30 y tincion de AN. En 13 de las 27 muestras
se obtuvo resultado positivo para los tres andlisis y también se obtuvo perfiles
genéticos del cromosoma Y. En dos de los casos se obtuvo un resultado positivo
para P-30 y tincion de AN, mientras que el resultado de FA fue negativo,
obteniendo en ambos casos ADN del cromosoma Y. En 3 casos se obtuvo
resultado positvo para FA y negativo para los andlisis de P-30 y tincion de AN.
Solamente en uno de dichos casos se obtuvo un perfil genético parcial (con
ausencia de alelos para algunos marcadores). Mientras tanto, en 4 casos se
obtuvo un resultado positvo para P-30, y negativo para FA y tincibn de AN,
obteniendo un perfil genético del cromosoma Y. Solamente uno de los casos
analizados, presento resultado positivo Unicamente para la tincién de AN y no fue
posible obtener un perfil genético del mismo (Montoya, Rodriguez, Pérez, Garcia,
2010).

Los datos mencionados respaldan los resultados obtenidos en el presente
estudio, en relacion al analisis de P-30, confirmando que es el andlisis mas
confiable para la deteccion de semen y prediciendo una buena posibilidad de
obtener ADN de sospechosos de violacion sexual (OR = 6.73), en los indicios
tomados o pertenecientes a la victima. En adicién, existe concordancia al
establecer la baja posibilidad de obtener ADN de sospechosos de violacién
sexual, cuando se obtienen resultados negativos en los 3 analisis, ya que
Montoya y colaboradores reportan que no se obtuvo ADN en los 4 casos con

dichas caracteristicas, mientras que en el presente estudio, 2 casos presentaron
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resultados negativos para los 3 andlisis, y en ninguno fue posible obtener material

genético (Montoya, Rodriguez, Pérez, Garcia, 2010).

La tincion de AN mostré el valor de OR mas bajo de los tres analisis (2.86),
sin embargo, a diferencia de la FA el IC 95% no cruza la barrera del 1 (1.03-7.98)
lo que indica que la deteccidén de espermatozoides con la tincion de AN, con un
intervalo de confianza del 95%, aumenta la posibilidad de obtener ADN, desde 1
hasta casi 8 veces. Estos datos muestran que la tincion de AN es un buen
indicador en cuanto a la posterior obtencién de un perfil genético de sospechosos
de agresion sexual (Behre y Nieschlag, 2000; Prieto, 2007; Vicéns y Medina,
2005).

Adicionalmente, los espermatozoides son considerados la mayor fuente de
ADN en los analisis de muestras de semen, tomando en cuenta que en un
individuo normospermo, se espera extraer unos 450 pg de ADN del eyaculado,
mientras en un indivudo azoospérmico es factible detectar unos 30 pg, lo que
representa aproximadamente el 6.3% de una muestra que cuenta con
espermatozoides. Sin embargo, los datos obtenidos muestran que se obtuvo un
perfil genético de sospechoso de violacion sexual, en 10 de los 18 casos
negativos para la tincion de AN, es decir se obtuvo ADN en el 55% de los casos
negativos. Al comprar este dato con el 33% de obtencion de ADN en los casos
negativos para P-30 (2 de 6), queda en evidencia que un resultado negativo de
P-30, disminuye en mayor medida la posibilidad de obtener ADN de un presunto
violador (Behre y Nieschlag, 2000; Prieto, 2007).

El hecho de que no se hayan observado espermatozoides con la tincion de AN
y se haya obtenido ADN de las muestras que mostraron presencia de semen (P-
30 y/o FA positivos) puede atribuirse a varios factores. Por ejemplo, una vez
establecida la presencia de semen en un indicio, es factible asumir que pudo
existir transferencia de otras fuentes de ADN del agresor, tales como células
epiteliales, leucocitos, células uretrales y prostéticas. En adicién, es importante
tomar en cuenta, como ha sido mencionado previamente, la tincion de AN es
considerablemente menos sensible que el andlisis de P-30, por lo que un
resultado negativo en la tincién de AN, no descarta totalmente la posibilidad de
gue exista una cantidad baja de espermatozoides (Behre y Nieschlag, 2000;
Prieto, 2007).

Se obtuvo perfiles genéticos de sospechosos de violacién sexual en el 75.2%

de los casos incluidos en el estudio (103 de 137), en 2 de los cuales los
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resultados para los analisis de FA, P-30 y tincion de AN fueron negativos. Esto
significa que en 32 casos que presentaron como minimo un resultado positivo,
para uno de los tres analisis, no fue posible obtener ADN de un sospechoso de
violacién sexual. Esto puede atribuirse principalmente a la degradacién del ADN
de la muestra debida a la presencia de microorganismos (bacterias y hongos), asi
como a la presencia de inhibidores de la PCR, los mas comunes encontrados en
los casos de violacion sexual, por la naturaleza de las muestras forenses son: la
hematina presente en la sangre, la melanina del pelo, las sales biliares presentes
en las heces, las sustancias humicas de la tierra, la urea de la orina y los tintes
utilizados en textiles. Finalmente, es importante mencionar que dichos andlisis
determinan la actividad de fosfatasa &cida, presencia de P-30 y de
espermatozoides, en ningin momento determinan la cantidad o calidad de ADN
presente, por lo que como se observo en 8 de los casos del estudio, un resultado
positivo para los tres andlisis, no garantiza la posterior obtencién de un perfil
genético de sospechosos de violacion sexual (Gill, Jeffreys, Werrett, 1985;
Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, y Losick, 2004).

Los hisopados tomados a la victima, son los indicios mas comunes obtenidos
de los casos de violacion sexual. En el presente estudio este tipo de indicios
representd el 47.45% del total de indicios analizados (56 hisopados vaginales, 7
hisopados anales, 1 hisopado suprapubico y 1 hisopado oral). En los hisopados
vaginales y anales se obtuvo excelentes resultados en los andlisis de FA, P-30 y
tincion de AN. Por ejemplo, en los hisopados vaginales solamente se obtuvo 2
resultados negativos para FA, 1 para P-30 y 3 para la tinciéon de AN de un total de
56 indicios. Sin embargo, solamente en 38 hisopados vaginales, fue posible la
obtencion de un perfil genético de un sospechosos de violacion sexual, que
representa una frecuencia del 67.86%. En el caso de los hisopados anales se
obtuvo 1 resultado negativo para los andlisis de FA y P-30, y los 8 indicios fueron
positivos para la presencia de espermatozoides con la tincion de AN. A pesar de
resultados tan promisorios, solamente en 5 de los 8 casos fue posible obtener
ADN de un presunto violador, mostrando una frecuencia de 62.5%. Ademas de la
presencia de inhibidores y degradacion del ADN propios de los analisis forenses,
cabe resaltar que si bien los hisopados son tomados directamente de la victima,
es importante el tiempo que transcurre entre la violacion y el reconocimiento
médico forense, esto puede definir la cantidad de ADN que puede recuperarse de

los hisopados, ya que la microbiota vaginal y anal puede facilmente degradar el
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ADN de las células transferidas por el sospechoso. También es importante
considerar que una de las primeras reacciones de una victima de violacion, es
bafarse e intentar deshacerse de cualquier rastro que pueda haber dejado en su
cuerpo el episodio violento, lo cual disminuye considerablemente la cantidad de
ADN que podria recuperarse a través de hisopados (Behre y Nieschlag, 2000;
Prieto, 2007).

Las prendas de vestir, principalmente las prendas intimas femeninas, fueron el
tipo de indicio que mostré mejores resultados en cuanto a la frecuencia de
obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de violacion sexual. Se obtuvo
ADN de sospechosos en 38 de los 43 calzones analizados durante el estudio, lo
gue representa una frecuencia del 88.34%. Este dato confirma lo expuesto por
Paredes en 1988, en cuanto a que practicamente es obligatorio recuperar la ropa
interior que la victima vestia durante los hechos. Los calzones se convierten en
un excelente indicio para los analisis forenses, ya que en el momento en que la
victima se coloca de nuevo la ropa interior, los movimientos peristalticos de la
vagina, en con junto con la gravedad, provocan que los fluidos dejados por el
sospechoso desciendan hacia el calzon, por lo que esta prenda absorbera gran
parte del material genético presente en la escena. También existe la posibilidad
de que la violacion suceda cuando la victima tenga puesta la ropa interior, por lo
gue ésta, estaria en contacto directo con el agresor y con los fluidos dejados por
el mismo (Gill, Jeffreys, Werrett, 1985; Paredes, 1988).

Otras prendas de vestir como los pantalones de lona y los cortes tipicos,
presentaron una alta frecuencia en la obtencién de perfiles genéticos, con 75% (6
de 8) y 83.33% (5 de 6) respectivamente. Ademas, en dos shorts y dos licras
analizadas durante el estudio, fue posible la obtencién de perfiles genéticos.
Estos datos demuestran el gran aporte de las prendas de vestir en los analisis
genéticos donde se pretende obtener ADN de sospechosos de violacién sexual,
siendo importante sefalar, que en este tipo de indicios, es de suma importancia la
deteccion exacta del lugar donde se encuentra el fluido seminal y la historia del

caso que se esta analizando (Paredes, 1988; Prieto, 2007).
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X.  CONCLUSIONES

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre los resultados
obtenidos en los analisis de fosfatasa &cida, proteina seminal P-30 y tincion de
arbol de navidad, con la obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de

violacién sexual.

La frecuencia de obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de violacion
sexual fue de 75.2% de los casos analizados, mostrando excelentes resultados
para las metodologias utilizadas para analisis genéticos por INACIF.

Las prendas de vestir intimas femeninas mostraron los mejores resultados en
la obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de violacién sexual, con una

frecuencia de 88.37%.

El analisis de proteina seminal P-30 mostré la mayor asociacién con la
obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de violacién sexual, con un
valor de OR de 6.73 (IC 95% = 1.17-38.58), X* 5.89 y valor “p” = 0.018.

La asociacion establecida entre el analisis de fosfatasa acida y la obtencion de
un perfil genético de un sospechoso de violacién sexual (OR = 4.44, X = 4.13,
IC 95% = 0.94-20.97), indica que un resultado positivo de fosfatasa acida, no
necesariamente aumenta la posibilidad de obtener un perfil genético de un

sospechoso de violacién sexual.
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Xl. Recomendaciones:

1. Difundir el presente estudio las autoridades competentes que solicitan los
andlisis genético comparativos (fiscales y jueces), asi como a médicos
forenses y demdas personas que forman parte del sistema de justicia
guatemalteco, con el fin brindar una herramienta Util, respecto a las bases

cientificas de los analisis genético forenses en casos de violacion sexual.

2. Tomar como minimo tres hisopos por region anatomica a estudiar, para

aumentar las posibilidades de obtener ADN de los mismos.

3. Hacer énfasis en la importancia de recuperar la ropa interior que viste la
victima al momento de la violacién, ya que puede llegar a convertirse en el

indicio que aporte la informacion necesaria para esclarecer el hecho delictivo.
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