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RESUMEN

El calculo o determinacion de la tasa de mutacion poblacional de los polimorfismos
de adn-str (repeticiones cortas de repeticion) de cada pais en particular, son de
importancia fundamental para la valoracion estadistica en los casos de
investigacion de la consanguinidad y casos de investigacion criminal. Esta
investigacion tiene como objetivo analizar las variables sociodemograficas como
la edad, sexo de los padres, origen parental y origen geografico del
comportamiento de las mutaciones de los biomarcadores moleculares (STR) en
la poblacién panamefia. Es una investigacion de Enfoque cuantitativa, no
experimental, transversal, observacional, descriptiva, analitica y retrospectiva. Se
analizaron 1696 casos de paternidad biologicamente confirmadas, 5088
individuos y 101760 meiosis, se identificaron 41 mutaciones STR en la poblacion
panamefia de las cuales el 90,24% son de tipo deslizamiento de un solo paso,
4,87 % tiene un mecanismo mutacional nulo o silente y en 4,87% no fue posible
determinar el mecanismo mutacional. La tasa de mutacién de la poblacion
panamenfa oscila entre 4 x10-3 a 3 x 10-2. Las tasas de mutaciobn mas alta se
encontraron en los locus FGA y D18S51, mientras que los locus D16S539,
D2S1338, D6S1043, D3S1358, TPOX, D13S317, D13S317, D12S391, PENTA D,
D8S1179, fueron los locus con tasa de mutacidon mas bajas, en tanto en los locus
THO1, D1S1656, D7S820, D19S433, no se observaron mutaciones en nuestra
poblacion, la tasa de mutacion por meiosis paterna fue cuatro veces mayor que la
tasa de origen materno, las provincias del pais no presentaron diferencias

significativas, en cuanto a las tasa de mutacion estudiada.

Palabras claves: ADN, Poblacién, STR, Tasa de mutacién, Transferencia mei6ticas.



ABSTRACT

The calculation or determination of the population mutation rate of the DNA-STR
polymorphisms (short repetitions of repetition) are of fundamental importance for
the statistical evaluation in cases of investigation of consanguinity and cases of
criminal investigation. This research aims to analyze variables such as sex, age,
parental origin, and geographic origin, on the mutational behavior of molecular
biomarkers (STR) in the Panamanian population. It is research with a quantitative,
non-experimental, transversal, observational, descriptive, analytical, and
retrospective approach. 1696 biologically confirmed paternity cases were
analyzed, 5088 individuals and 101,760 meisois, 41 STR mutations were identified
in the Panamanian population, of which 90.24% are of the one-step slip type,
4.87% have a null mutational mechanism or silent and in 4.87% it was not possible
to determine the mutational mechanism. The mutation rate of the Panamanian
population ranges from 4 x10-3 to 3 x 10-2. The highest mutation rates were found
in the FGA and D18S51 loci, while the D16S539, D2S1338, D6S1043, D3S1358,
TPOX, D13S317,D13S317, D12S391, PENTA D, D8S1179 loci were the loci with
the lowest mutation rate. while in the THO1, D1S1656, D7S820, D19S433 loci, no
mutations were observed in our population, the rate of mutation due to paternal
meiosis was four times higher than the rate of maternal origin, the provinces of the
country did not show significant differences, in terms of at the mutation rate
studied.

Keywords: DNA, Meiotic transfer, Mutation rate, Population, STR.
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INTRODUCCION

Las regiones cortas de repeticion (STR), son dentro de los marcadores genéticos,
los mas utilizados en pruebas de determinacién de la relacién filial (paternidad y/o
maternidad) y en los casos de casuistica criminal a efecto de vincular o desvincular

a un individuo dentro de una investigacion penal.

En los casos de relacion filial, usualmente se analizan entre 16 a 20 STR, los
cuales pueden arrojar resultados estadisticamente concluyentes; sin embargo, en
algunas ocasiones se encuentran dentro de un panel de 20 marcadores genéticos
dos a tres inconsistencias que requieren confirmar si se trata de una exclusion real

o0 es producto de una mutacion.

Si en un caso de Paternidad/Maternidad o caso de casuistica criminal, se observa
una inconsistencia debido a una mutacion, esta debe estudiarse y al momento de
estimar el indice de Paternidad (IP), se debe contar con la Tasa de Mutacion del
marcador mutante, y es aqui donde radica la importancia de contar con este valor

gue es propio de cada poblacién o pais.

El valor numérico de la Tasa de mutacién poblacién permite (en los casos de no
paternidad y en los casos de investigacion criminal, debido a mutaciones en los
STR) realizar la correccién del calculo de probabilidad (W) con los valores
mutacionales propios de nuestro pais, o que seria mas consono; pues se evitaria

la utilizacion de Tasa de Mutacion de poblaciones de paises referente.

En genética poblacional, la tasa de mutacion también es valorada como una
fuerza evolutiva de la especie y la Unica manera de determinar la misma, es por

medio del estudio de la comparacion genética de los padres y sus descendencias.



Capitulo I; se desarrollan los aspectos que enmarcan la problematica del estudio,
se establecen los objetivos generales y especificos, la justificacién e importancia
de esta investigacion sus hipoétesis e informacion detallada sobre los aspectos
relacionados con el ADN, la Tasa de Mutacion y los Marcadores genéticos.

Capitulo II; se presenta el marco teorico donde se fundamenta el tema de
investigacion, presentando y explicando detalladamente su enfoque constructivo,

el marco conceptual y sustento teérico para el analisis y comprension del tema.

Capitulo IlI; abarca el método de la investigacion, poblacion, muestra de estudio,
variables incluyendo su definicion conceptual y operacional, y finalmente el

procedimiento.

Capitulo 1V; se presentan los datos y analizan los resultados obtenidos, para dar
respuesta a los objetivos planteados, la pregunta de investigacion y la hipétesis;
relacionando y analizando los datos con el fundamento tedrico del estudio.

Finalmente se presentan las conclusiones cientificas, las limitaciones vy

recomendaciones.



CAPITULO |



CAPITULO I: ASPECTOS GENERALES DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema de Investigacion

A raiz de la Teoria Celular, a la célula se le considerada la unidad basica de la
vida, toda vez que, por medio de ella, se produce en los seres vivosO los
constituyentes fundamentales y/o basicos, asi como la energia requerida para la
realizacion de los mecanismos, metabdlicos, anabdlicos, y de reproduccion. El ser
humano hace parte de los organismos multicelulares que en su momento se

originaron de una Unica célula (Butler, 2015).

En el interior del nucleo de las células, existe una estructura llamada Acido
Desoxirribonucleico (ADN), el cual es portador de la informacion necesaria y
requerida en los procesos metabdlicos y anabdlicos que ocurren al interior de la
célula. EI ADN, presente en el nucleo de la Célula se le denomina ADN nuclear
(Butler, 2015).

El Acido Desoxirribonucleico es una molécula polinucleétido, constituido por un
par de cadenas antiparalelas de elementos desoxirribonucleétidos enlazados por
uniones covalentes, estructurados en forma complementaria, de doble hélice y
enrollada, contiendo la informacién biogenética e individualizante de cada
individuo (Klug, 2006).

El Acido Desoxirribosa (ADN), es un polinucledtido nuclear, constituido por
estructuras bésicas llamadas bases nucleicas estatuidas como nucleétidos. Cada
uno de estos a su vez esta formado por un grupo fosfato, un azdacar (desoxirribosa)
y una base nitrogenada (adenina, guanina, citosina y timina); los nucleétidos se
denominan con base a su constitucion en: cinco primas’-mono-fosfato de desoxi-

adenosina, cinco prima-mono-fosfato desoxi-guanosina, cinco prima -mono-
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fosfato de deso-xicitidina y cinco prima-mono-fosfato de timidina (Para et al.,
2014).

El genoma (ADN), es el portador de las instrucciones e informacion genética para
formar un organismo. Entre los propoésitos fundamentales del genoma esta el de
replicarse a si mismo, crear copias celulares idénticas y contener la informacion y

directrices requeridas en la sintesis de proteinas (Luque, 2002).

La molécula de Acido desoxirribonucleico (ADN), presenta una serie de
caracteristicas propias que la hacen ser dentro de las biomoléculas, una de las
moléculas biolégicas mas fascinante a decir de (Robertis, 2004), la molécula de
ADN tiene un altisimo grado de variabilidad o polimorfismo, es decir que existen
diferentes formas de Acido desoxirribonucleico (ADN) en la poblacion, lo que en
aspectos criminalisticos, relaciones de parentesco, mapeo genético y genética
poblacional, aumenta considerablemente la capacidad de discriminacién y/o

distincion entre los entre individuos.

La estabilidad de la molécula de Acido desoxirribonucleico (ADN), permite
analizar a la misma a pesar de su antigiiedad y degradacion; sus regiones de
estudio, pueden ser amplificadas, mediante procedimientos en vitro como la
llamada Reaccion en Cadena de la Tag Polimerasa (PCR), ademas su alta
sensibilidad analitica hace posible su estudio partiendo de una Unica célula

nucleada (Orengo, 2013).

La molécula de Acido desoxirribonucleico posee la cualidad de ser tnico, idéntico
e irrepetibles, estable y de utilidad en la determinacion de consanguinidad entre
individuos (Para et al., 2014).

A manera de clasificacion de las bases nitrogenadas que componen el Acido

Desoxirribonucleico (ADN), existen las bases nitrogenadas purinas (Adenina y
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Guanina), y bases nitrogenadas pirimidinas (Citosina y Timina), que se diferencian

entre si por la estructura del anillo que los constituye (Para et al., 2014).

Debido a los cromosomas sexuales a los individuos del sexo masculino, se les
designan como XY, mientras que, a las féminas, se les designan como XX
(Orengo, 2013).

Los cromosomas que hacen parte de las células corporales, se les llama
Cromosomas somaticos, son de naturaleza diploides, en cambio las células
sexuales (6vulos y espermatozoides) se les llama cromosomas sexuales y son de

naturaleza haploide (Viei ra et al., 2017).

Un cigoto es el producto de la union del ovulo y espermatozoides, esta union
ocurre durante la concepcion; siendo entonces el cigoto de Constitucion
cromosoOmica diploide. Luego entonces, un cromosoma diploide es el producto de
la unién del cromosoma haploide de cada uno de los progenitores (Para et al.,
2014).

“Es usual la clasificacion de los cromosomas STR en regiones Codificantes y
regiones no codificantes. Las primeras hacen alusion a los genes en el
cromosoma que codifican para la formacién de proteinas y estan constituidos por
el cinco por ciento (5%); las segundas “no codifican” para la sintesis de proteina

y constituyen el resto del genoma de ADN (Butler, 2015).

En la estructura del Acido Desoxirribonucleico ADN, se encuentran regiones
conocidas como mini-satélites y Microsatélites que no son mas que secuencias
{cortas del Acido Desoxirribonucleico , generalmente de uno (1) a cuatro (4) pares
de bases, repetidas en bloque o “tamden” a lo largo de la molécula del Acido
Desoxirribonucleico ; son regiones de una gran variabilidad entre individuos, lo

gue permite que se utilicen como biomarcadores moleculares en area como
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medicina forense, criminalistica, diagnostico de enfermedades moleculares,

pruebas de paternidad y/o consanguinidad (Luque, 2002).

Las regiones cortas de repeticion del Acido Desoxirribonucleico (ADN), llamadas
(STR), son marcadores genéticos moleculares del genoma humano,
caracterizados por ser abundantes en el genoma humano, de forma sencilla y
estable, heredables, alto polimorfismo y sobretodo su heterocigosidad elevada
(Jin et al., 2016).

Las regiones cortas de repeticion(STR) del Acido Desoxirribonucleico(ADN) , son
secuencias que se denominan «regiones polimorfismo», estas son altamente
discriminatorias, permitiendo asi la capacidad de exclusion o inclusion de un

individuo dentro de un proceso penal (Zauza, 2016).

Las regiones cortas de repeticion (STR), son entre los marcadores genéticos
moleculares los mas comunmente utilizados en las pruebas de paternidad,
identidad humana, genéticas de poblaciones, el andlisis de vinculos

criminalisticas, y los trabajos de identificacion forense (Buttler, 2015).

Las regiones cortas de repeticion (STR), resultan ser tan eficientes en algunos
casos que es posible obtener buenos resultados, incluso con ADN degradado o

con un numero bajo de copias(LCN) (Zauza, 2016).

Los loci de las regiones cortas de repeticion (STR), mas utilizados son D7S820,
CSF1PO D5S818, entre otros (Buttler, 2015).

Los ADN-STR son también los biomarcadores genéticos ideales para la

conformacién de bases de perfiles nacionales, locales y regionales, con fines de

investigacion penal, investigacion de migraciones, investigaciones civiles,
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humanitarios y sociales, estudios poblacionales, ligamento de genes, y de

aquellos con predisposicion genética a enfermedades y (Luque, 2002).

Segun, Gonzalez (2003), los STR presentan herencia de tipo mendeliana simple,
son de particular codominantes (pudiéndose diferenciar los individuos
homocigoticos de los heterocigoticos), y altamente polimérficos. Su estudio o su
genotipado, resulta relativamente facil, semi-automatizable, automatizable, con

resultados faciles de analizar, repetitivos y fiables.

Las regiones cortas de repeticiéon (STR), presentan locus con tendencia a sufrir
mutaciones, debido a que, durante la replicacion de ADN, la enzima Taq
Polimerasas, puede deslizarse, siendo asi que presentan una alta tasa de
mutacion, lo que resulta ser un factor fundamental en la disponibilidad de
informacion para poder realizar estudios genéticos poblacionales y estudios de
salud clinica. Las STR, también han sido ampliamente utilizados en la
investigacion de la variabilidad genética de poblaciones en una gran cantidad de

especies, entre ellos nuestra especie (Zauza, 2016).

Las mutaciones cromosomicas, las mutaciones gendmicas, ademas de la
recombinacion (independiente y por cross over); son la principal fuente de
variabilidad genética natural; las mutaciones pueden ser provocada u ocurrir
espontaneamente, estas Ultimas se les atribuye a errores en la replicacion del
ADN, al momento de la replicacion de este, 0 agentes como sustancias
radioactivas, radiaciones césmicas. Las mutaciones provocadas, puede darse por
o através de la utilizacion de agentes muta génicos fisicos y agentes muta génicos

qguimicos (Cornejo, 2014).
Butler (2015), establece que la mutacién es todo cambio estable o permanente

gue ocurre en la secuencia de bases de ADN de un individuo; son fenémenos que

ocurren a nivel molecular, de un gen o cromosomico y las mismas pueden ser
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observadas y estudiadas, mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) y por medio de la utilizacion de un microscopio.

Las mutaciones de las regiones cortas de repeticiéon (STR), son relativamente
comunes en el genoma humano. En comparacion con algunas otras mutaciones
en el genoma, las mutaciones de las regiones cortas de repeticion (STR), tienen
mayor diversidad genética, su patrén de mutacion es causado por alteraciones en
su longitud y producido por la pérdida o ganancia de unidades de repeticidén
(Checa, 2007).

La tasa y frecuencia de mutacién que se da u ocurre en las regiones cortas de
repeticion (STR), es usualmente utilizada en la evaluacion de la genética
poblacional asociada a variables como las regiones geograficas, la edad, el sexo
(Zhao et al., 2015).

Los laboratorios de genética forense generan una gran cantidad de informacion
genética para el logro de la vinculacion o exclusion de relacién de un individuo en
un hecho penal o civil. Esta gran cantidad de informaciéon genética permite
detectar y hacer accesible el analisis de mutaciones y el estudio y valoracién de
dinamica muta-poblacional en particular de un pais y correlacionarla con la

dinAmica mutacional de otros paises (Paredes, 2014).

Paredes, 2014 sefala igualmente que, para realizar inferencias poblacionales

certeras y eficaces, es necesario, entre otras:

1. Hacerse de una gran cantidad de transferencias meiéticas de facil observancia.
2. Seleccionar uno o varios biomarcadores genéticos con una elevada tasa de
mutacion, situacion que hara posible observar conductas mutacionales en la

poblacion.
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Los estudios de mutacion de las regiones cortas de repeticion han sido de mucho
interés a nivel internacional, ello en funcién de que dicha informacion proporciona
interés genético poblacional en aspectos forenses, criminalisticos y antropoldgicos

de una region o pais en particular.

En la actualidad y a nivel mundial, han sido varios los cientificos, laboratorios de
investigacion forense e instituto de investigacion genéticos poblacionales privados
y universitarios que han contribuido al estudio de las tasa y frecuencia de

mutaciones de las regiones cortas de repeticion STR.

Al menos se han realizado quince estudios relacionados con la Tasa y Frecuencia
de Mutacion y su relacién con aspectos como la edad de los progenitores, la region
geografica de la cual hacen parte en su pais, la edad de los progenitores al
momento de la concepcion, la longitud del microsatelite y los distintos mecanismos
causantes de dichas mutaciones (Zhang, 2019; Zametica et al., 2018; Martinez et
al., 2017; Zhang et al, 2019; Shao et al., 2016; Drozdziok, 2018; Vieira et al.,
2017; Bekada et al., 2013; Gauviria et al., 2015).

Los estudios descriptivos de dindmica social de las relaciones de parentescos,
han sido de interés también por laboratorios encargados de dilucidar las
relaciones de parentesco en casos de criminalistica casuistica y casos civiles, por
medio del estudio de las regiones cortas de repeticion (STR) encontrandose entre
ellos una estrecha relacion y el hecho de que aproximadamente el 30 por ciento
de los casos estudias arrojan resultados de no paternidad (Miranda, 2014; Acuia,
2008; Gonzalez, 2015).

Las regiones cortas de repeticién (STR), igualmente han sido estudiados para
determinar los polimorfismos genéticos, la diversidad o variabilidad genéticas de
las poblaciones humanas, variabilidad genética que han sido comparadas Inter

pais y entre paises, observandose una sustancial variabilidad genética en unos
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casos y en otros poco indice de variabilidad genética. (Hadi, 2004;
Hernandez,2014; Gaibar, 2011; Zauza, 2015).

En nuestro pais son escasas las investigaciones realizadas en el &mbito genético
poblacional humana, entre las investigaciones publicadas en donde se han

estudiado la variabilidad polimorfica STR de la poblacion Chibcha (Trejos, 2016).

Ramos en el afio 2018, analizé 30 marcadores polimérficos INDEL de dltima
generacion en la poblacion panamefa, determinando la variabilidad genética de
nuestro pais (Cw & De, 2018). Otro estudio especifico, utilizando regiones cortas
de repeticion fue realizada en 2010 por Nufiez y Col, en donde aportan informacion
sobre la frecuencia alélica de dichos marcadores en nuestra poblacion (Nufez,
2009).

Achill,(2012) publica una investigacion titulada Descifrando el Acervo Genético del
panamefio por medio de ADN Mitocondrial, haciendo aportes importantes sobre

el origen europeo, indigena y negroides de nuestra poblacién actual.

Uno de los primeros estudios genéticos poblacionales de la poblacién panamenia,
utilizando biomarcadores moleculares, fue el realizado por Pérez en 2002,
investigacion referente al aporte genéticos de las etnias en la republica de
Panama (Pérez, 2002).

Con respecto a los estudios de las mutaciones de los STRs de la poblacién
panamefia, no se encontrd publicacién alguna, ni se tiene conocimiento de que
algun laboratorio nacional o internacional de Genética este realizando

investigaciones al respecto.

Panama, debido a su posicion geografica, constante migraciones de todo el orbe,

la presencia in situ de una gran poblacion indigena, un pool genético poblacional
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multiétnico, su compleja dinamica social, sus niveles delincuenciales productos
del narcotrafico y consecuente conflicto entre bandas rivales (Situacién de la
Salud en Panama, 2015), genera una alta demanda de identificacibn humana y
pruebas de consanguinidad, donde las pruebas genéticas (ADN), son de vital

importancia.

La Ley 80 de 1998, faculta al Laboratorio de Analisis Biomolecular del Instituto de
Medicina Legal y Ciencias Forenses de Panama (IMELCF) a la realizacion de
pruebas de Identificacibn Humana por medio de la técnica de ADN, en los casos

de criminalistica forense y determinacion de relaciones filiales.

Durante los afios 2019-2020, la casuistica forense, trajo consigo que el
Laboratorio de Andlisis Biomolecular, haya realizado cerca de 7339 pruebas
cientificas, con la finalidad de determinar el origen biolégico de las muestras de
fluidos recolectadas en la escena del delito y la identificacion humana de las
mismas, por medio de la técnica de ADN (Pachar, 2020).

Al momento de la implementacién de la Ley 39 del 2003, referente a la
responsabilidad paterna, segun cifras del Registro Civil de la Republica de
Panamd, existian en todo el pais, cerca de 120,000 menores de edad, no

reconocidos por sus padres (Sanchez, 2003).

En el Laboratorio de Analisis Biomolecular del Instituto de Medicina Legal y
Ciencias Forenses (IMELCF), desde el aifio 2000 hasta la fecha, he participado
directamente en las pruebas de ADN, las cuales pretenden determinar la relacion
filial y la identificaciébn de personas, en los casos de casuistica forense; es un
hecho que en nuestro pais se analizan aproximadamente 600 casos de

consanguinidad por afio, por medio del estudio del ADN (Avila, 2018).
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Segun Paredes 2014...” esta situacion es también una importante fuente de
conocimiento sobre el genoma panamefio, que debe ser administrado,
clasificado y analizado, con el fin de aportar no solo al conocimiento
fundamental de estas secuencias de ADN y su dindmica de cambio
molecular sino, ademas, para resolver problemas concretos y cotidianos de
la practica pericial, que permitan perfeccionar el ejercicio forense en bien de

las victimas y la sociedad”. p.30).

Los eventos mutacionales, que requieren una valoracion a efecto de proporcionar
facilmente y alcanzar los valores estadisticos de vinculacion deseados son dos
(Paredes, 2014):
1. Las mutaciones padre-hijo o madre-hijo, detectadas en la practica forense,
durante las pruebas de identificacion genética y establecimiento de

relaciones de parentesco y/o consanguinidad entre individuos.

2. Las mutaciones de origen somético, de poca o nula ocurrencia en los casos

forense o de criminalidad.

La resolucion de casos de consanguinidad entre individuos y de los casos de
casuistica forense, por medio del ADN; contribuye a disminuir los conflictos
sociales, la violencia familiar, la violencia social, los niveles de intolerancia en
nuestra sociedad y resentimientos; ademas de contribuir a disminuir los factores
asociados a la aparicion y prevalencia de trastornos en el entorno socio familiar

(Situacion de la Salud en Panama 2013).

El tener informacidén precisa, actualizada y vigente en cuanto a la dinamica de los
casos de paternidad, tales como: casos de paternidad positiva, casos de
paternidad no incluyente, extranjeros que solicitan la paternidad, casos de
paternidad por Delitos Sexuales permitira establecer politicas financieras,

econdmicas, educativas y culturales al respecto.
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1.1.1 El problema de investigacion

¢ Existe relacion entre el numero de mutacion del ADN (STRs) en la poblacion
panamefa y aspectos sociodemograficos como: género, edad paternal, edad
maternal y origen geografico?

1.2 Justificacion

Las pruebas para la determinacion de la consanguinidad familiar y/o la vinculacién
individualizante en casos de casuistica forense, se realizan mediante el analisis
de regiones de ADN del tipo Microsatélites (STRs), estos marcadores genéticos
constituyen una valiosa herramienta forenses y de consanguinidad, debido a
estabilidad, reproductiva, herencia mendeliana, facil interpretacion,

procesamiento automatizable.

Estas regiones de ADN presentan una tasa de mutacion o cambios en su
secuencia, tales que trae consigo la dificultad agravada en la asignacion de la
relacion filial y/o vinculacion certera de un delincuente en un caso forense o

criminal.

Para superar ese escollo, se requiere del estudio y determinacion de las tasas y
frecuencia de mutacién de ADN de las regiones cortas de repeticion (STR) de la
poblacién particular. Una mutacion es, por ejemplo, cuando una célula al dividirse
y por ende al realizar una copia de su molécula de ADN vy, por alguna razén, esa
copia no es exactamente a la secuencia de ADN original, se habla entonces de
una mutacién; una mutacion es cualquier cambio en la secuencia de nucleétidos

del ADN, es la fuente primaria de variabilidad genética en una poblacion.

Si bien es cierto el estudio del ADN, es un elemento convincente en el combate a
la delincuencia (homicidios, violaciones, Tréfico de nifios, robos a mano armada,

etc.), y la violencia de género y de indiscutible importancia en el otorgamiento de
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una consanguinidad al individuo, lo que le permite tener sentido de pertenencia
social, familiar, y derechos humanos. Para el logro certero de estos objetivos, se
hace necesario el conocer la frecuencia y tasa mutacional de la poblacion

panamefia.

Resumidas cuentas este estudio sustenta su contribucidon en el Programa
Nacional de Salud (PNS Varela, 2019) y en el Programa Nacional de Ciencia y
Tecnologia (PENCYT 2015) y contribuird a

1. Aportar mayor certeza y fiabilidad a la interpretacion de los resultados de

consanguinidad genética familiar (Ministerio de Salud de Panamé@, 2016).

2. Aportar certeza en la interpretacion y vinculacion o no de un individuo
involucrado en la casuistica forense (Ministerio de Salud de Panama,
2016).

3. Valorar los eventos mutacionales del ADN de la poblacién panamefa, y
relacionarlos con aspectos como sexo, edad, origen geografico y evolucion

poblacional. (Ministerio de Salud de Panama, 2016).

4. Contribuir a impulsar el Programa PENCYT 2015-2019, en cuanto a la
creacion, difusion y transferencia de conocimientos, entendiendo que existe
una correlacion directamente proporcional entre el conocimiento cientifico
y el desarrollo sostenible, el desarrollo econémico, desarrollo social y

cultural de nuestro pais.

5. Comprender, analizar y conocer certeramente la dindmica vy
comportamiento social, tal cual se enmarca en nuestro cuarto objetivo
especifico, permitird afrontar los problemas y coadyuvar a las soluciones
del desarrollo nacional. (PENCYT, 2015-2019).
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1.3 Hipdtesis

Hal: Existe relacion entre el nimero de eventos Mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en la Republica de Panama, con
aspecto sociodemogréfico: edad parental.

Ho1: No existe relacion entre el nimero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en la Republica de Panama, con

aspecto sociodemogréfico: edad parental.

Ha2: Existe relacion entre el nimero de eventos Mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano de mujeres y del ADN humano de
hombres en la Republica de Panama.

Ho2: No existe relacion entre el nimero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano de mujeres, y del ADN Humano de

hombres en la Republica de Panama.

Ha3: Existe relacion entre el nUmero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en las provincias o regién geografica
de la Republica de Panama.

Ho3: No existe relacion entre el nUmero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en las provincias o region geografica

de la Republica de Panama.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Analizar los eventos mutacionales de las regiones cortas de repeticion (STR) del
ADN de la poblacion panamefa, y su relacién con aspectos sociodemogréficos

como: género, edad maternal, edad paternal, origen geogréfico.

22



1.4.2 Objetivos Especificos

1. Analizar las variables socio-demograficas como: el género, edad maternal,
edad paternal, origen geogréfico, sobre el resultado mutacional de los

biomarcadores moleculares (STR) en la poblacién panameria.
2. Analizar la tasa de mutacion (TA) de las regiones cortas de repeticién (STR)

del ADN de la poblacion panamefia, a partir de las transmisiones hereditarias

observadas, en los casos de investigacion de la consanguinidad.
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CAPITULO Il



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 El Acido Desoxirribonucleico (ADN+) y las Regiones Cortas de Repeticion
(STR)

ENCODE (Enciclopedia of DNA Elemens), propuso el Proyecto del Genoma
Humano, cuyo objetivo principal fue la genotipificacion de la biomolécula de Acido
Desoxirribonucleico (ADN) humano y del ratén, Proyecto que hoy en dia ha
logrado el Mapeo y la caracterizacion de elementos funcionales de coordinacion

y analisis del ADN Humano y del raton (Feingold et al., 2004).

Este avance tecnoldgico y cientifico, condujo el desarrollo y el impulso de areas
cientificas desconocidas e incipientes para el ser humano, tales como:
farmacogenética, diagndéstico de enfermedades raras, interpretacion del genoma,

variacion genética humana, gendmica del Cancer, entre otras (Tolosa, 2019).

Avery, MacLeod y McCarty a través de una gran cantidad de experimentos
lograron determinar que la biomolécula de Acido Desoxirribonucleico (ADN),
contiene la informacion genética necesaria para las funciones y reproduccion de

las células (Orengo, 2013).

Watson James y Francis Crick, con el apoyo teérico de la informacion que se tenia
al respecto de la biomolécula de Acido Desoxirribonucleico (ADN), disefiaron un
modelo adecuado a las particularidades, funciones y estructura de la molécula que
resultaria en uno de los mas importantes avances cientificos del siglo 19. (Orengo,
2013).

Los postulados de los disefiadores de la biomolécula de Acido Desoxirribonucleico
(ADN), consideran que los componentes estructurales de la gran Biomolécula,

consta de cuatro nucledtidos a saber: Adenina, Guanina, Citosina y Timina;
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nucleotidos formados fundamentalmente de un grupo Fosfato, una Azucar

(Desoxirribosa) y una base Nitrogenada (Purina o Pirimidina) (Para et al., 2014).

Las bases Nitrogenadas forman puentes de hidrégeno entre ellas de manera
especifica, siendo asi que la Guanina se une con la Citosina y la Adenina se une
con la Timina (Lisker, 2013).

Los nucleétidos (A, T, C, y G) estan colocados u ordenados uno seguido del otro,
lo que hace posible la conformacion de dos cadenas o hélices antiparalelas y
enrolladas sobre su propio eje, que aunado a los puentes de hidrogeno, se

garantiza una fuerte cohesion molecular. Ver Fig. 1 (Lisker et al., 2013).

Figura 1. Modelo Estructural de la Molécula de ADN.

0 P ) jl Azticar
. Q ' A (") (desoxirribosa)
" ¥% WQ( — Nucledtido
— .. P
~
2

Pareja de bases
complementarias

(timina-adenina)

Fuente: Lisker, 2013 .

Segun Ramirez en 2014, los ganadores del Premio Nobel, Watson y Crick y
colaboradores, al desarrollar su Teoria Molecular de la Estructura de la molécula

de Acido Desoxirribonucleico (ADN), hicieron hincapié en lo siguiente:

”

. Las dos cadenas son antiparalelas; es decir, la orientacién C-5-C-3° va en

direcciones opuestas.
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e Lasbasesdelas dos cadenas yacen formando estructuras planas y perpendiculares
al eje; estan apiladas unas sobre otras, separadas por 3,4 A (0,34 nm), y se

encuentran en el interior de la estructura.

e Las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas estan apareadas como resultado
de la formacion de puentes de hidrogeno; en el ADN soOlo se permiten los
emparejamientos Acon Ty G con C.

e Cada vuelta de la hélice tiene una longitud de 34 A (3.4 nm); de este modo, cada

vuelta de la cadena contiene 10 bases.

e Encualquier segmento de la molécula, se observaun surco mayor y un surco menor

gue se alternan alo largo del eje.

e Ladoble hélice mide 20 A (2.0 nm) de diametro”. (P.14).

Con respecto a las funciones de la molécula de Acido Desoxirribonucleico (ADN);
depende del hecho de que en el cuerpo humano encontramos dos tipos de células
a saber: las células somaticas que son todas aquellas células cuyo complemento
genético es 2n, se constituyen de 46 pares de cromosomas; 23 provenientes de
la madre y 23 provenientes del padre. Estos son los cromosomas que constituyen
los tejidos corporales. Fig. 2 (Butler, 2015).

Figura 2. El Cromosoma Humano.

Genoma Humano
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3.2 billones pb Sexuales

Fuente: Butler, 2015.
En cambio, las células sexuales, poseen un complemento genético n y son

aquellas células que por procesos de Ovogenesis 0 Espermatogénesis originan
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los espermatozoides en el caso de los hombres y los évulos en el caso de las
féminas; ademas los cambios y/o mutaciones que ocurren en estas células se

transmiten a la descendencia (Feingold et al., 2004).

Figura 3. Origen de las Célula Germinales y las Células somaticas.
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Fuente: Feingold et al., 2004.

La biomolécula de Acido desoxirribonucleico, tiene la funcion de contener toda la
informacién necesaria para la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo de un
individuo, ello solo es posible si la informacion contenida en su estructura
molecular es transcrita para la fabricaciébn de estructuras complejas llamadas
proteinas, responsables de una gran cantidad de funciones vitales (Feingold et al.,
2004).

Las instrucciones para la produccién de proteinas, esta contenida en una pequefia
secuencia de la biomolécula de Acido desoxirribonucleico (ADN) llamada gen,

estos son las unidades estructurales, funcionales y operativas béasicas de la
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herencia en los seres superiores, incluyendo el hombre; se estima que los seres
humanos contamos con alrededor de 25,000 genes, coincidiendo entre personas
en un 99,00 % y difiiendo en un 1% (Para et al., 2014).

Existen los genes que contiene informacion para la produccion de proteinas (ADN
codificante) y representa el 2% de la biomolécula de Acido desoxirribonucleico
(ADN), dicho de otra forma, son los responsables de las caracteristicas fenotipicas
de un individuo, es decir su color de piel, color de los ojos, estatura, fisiologia,
inteligencia, propension a enfermedades; en cambio existe otro tipo de genes que
no codifican para la conformacion de proteina (ADN no codificante), usualmente
llamado biomolécula de Acido desoxirribonucleico ADN Basura, representante
del 98 % del ADN; sin embargo los ultimas investigaciones indican que este “ADN
Basura” esta intimamente relacionado con la activacion, regulacion y el pare de
ciertos genes codificantes, la identificacion de individuos, entre otras funciones
(Feingold et al., 2004).

Investigaciones realizadas por bidlogos como Frederick Griffith en 1928; Osval
Avery en 1944, Martha Chase y D Hershey sobre la molécula del ADN y sus
mecanismos de transmision de la informacién genética; aunado al ya mencionado
descubrimiento del modelo de la estructura del ADN por Watson y Crick, se dio la
fortaleza tedrica suficiente para despejar las dudas sobre el hecho de que la
biomolécula de Acido desoxirribonucleico (ADN), es la molécula responsable de

la transmision de la informacion genética de padres a hijos (Para et al., 2014).

Estos estudios igualmente contribuyeron al establecimiento de la Teoria
‘Dogmatica Central de la Biologia Molecular”; propuesta por Crick en 1970,
referente a la flujo de transmision de la informacién genética; la cual establece que
la informacion presente en el ADN es transcripta al ARN (acido Ribonucleico) y a
partir de éste se traduce la informacion genética para la creacion de proteinas
(Robertis, 2004).
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Afos después este dogma fue modificado, debido a nuevos descubrimientos en
el cual se demostré que la informacion genética puede darse desde el ARN al

ADN, por medio de un proceso llamado transcripcién inversa (Para et al., 2014).

En cuanto al polimorfismo de la molécula del Acido desoxirribonucleico (ADN), en
los seres vivos aproximadamente el noventa y nueve por ciento (99%) del Acido
Desoxirribonucleico, es similar en todos los individuos de una especie, quienes
difieren en un 1%, es decir los individuos de una misma especie varian solo en el
uno por ciento de su ADN, estas variaciones en la secuencia del ADN, son
llamadas Polimorfismo del ADN (Lewin, 2008).

Esta variacion polimérfica en el ADN, es de gran utilidad en la Genética
Poblacional y es la que permite realizar estudios de Paternidades, Identificacion
Criminal, diferenciar un individuo del otro, determinar las distancias genéticas en
las poblaciones estudiadas, estudios de diversidad genética, construccion de
mapas filogenéticos, estudios de asociacion y origen étnico, identificacién

individual y familiar, genética forense y de criminalistica (Octavio, 2013).

En la naturaleza existen una variedad de polimorfismos genéticos, y los mismos
son clasificados u ordenados basados en su estructura molecular, distribucién
gendmica, su estabilidad e incluso la forma en que se transmiten a la siguiente

generacion (Gonzalez, 2003).

Segun Checa, (2007), usualmente los Polimorfismos del ADN, se clasifican
basados en dos propiedades a saber: su naturaleza intima y por su sistema de

deteccién.

Sefiala Checa 2007, que serian los Polimorfismo de Tipo | llamados RFLP, los
gue se detectan a través de la técnica de geles de poliacrilamida, estos

Polimorfismo del ADN por lo general, se originan o surgen por la pérdida de una
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0 varias secuencias debido a mutaciones puntuales. Los polimorfismos del ADN
Tipo I, son secuencias de ADN gue oscilan entre un par de base y 1 kilobyte,
incluyen a los mini satélites y microsatélites. Por ultimo, tenemos los Polimorfismo
Tipo Ill, son originados también por mutaciones puntuales que no afectan la

longitud ni expresividad de la molécula de ADN.

Entre los Polimorfismos mas conocidos, se encuentran: las regiones cortas de
repeticion (STRs), Polimorfismos de Nucleétidos Unicos(SNP), Cromosoma Y,
ADN Mitocondrial, entre otros (Orengo, 2013).

Las regiones cortas de repeticion (STR), son secuencias muy cortas de ADN,
formados de entre dos (2) y seis (6) pares de base (pb), secuencias que se repiten
consecutivamente y hace posible la identificacion de los individuos (Orengo,
2013).

Segun (Aranguren, 2005), los microsatélites son:

“...una poderosa herramienta para estudios genéticos, presentan un
elevado grado de polimorfismo, su herencia es mendeliana simple, son
codominantes (pudiéndose diferenciar los individuos homocigotos de
los heterocigotos), son faciles de medir y analizar, tienen una
confiabilidad del 100%, repetitivos y automatizables. Estos
marcadores se encuentran generalmente en regiones no codificantes del

genoma y distribuidos uniformemente...” (p. 31)

Demarchi en el afio 2009, sefiald que entre las ventajas que ofrecen el estudio de

los microsatélites tenemos:

“(1) Son encontrados en gran numero y esparcidos uniformemente a
través del genoma; (2) Dada su alta tasa de mutacién (entre 102y 10%), la

mayoria son polimérficos, adn en poblaciones donde existe baja
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variabilidad en otros marcadores (proteinas, ADN mitocondrial);3) La
mayoria son selectivamente neutros, con lo cual resultan compatibles con
los postulados de la genéticade poblaciones; (4) Son relativamente faciles
de tipificar y los distintos alelos pueden ser caracterizados sin
ambigledades; (5) El analisis por PCR (Polymerase Chain Reaction), de
pequefios fragmentos de ADN permite la tipificacion de muestras muy
degradadas;(6) Por sobre las otras ventajas, la existencia de Kits
comerciales utilizados rutinariamente en genética forense hace posible la
tipificacion rapida y eficiente de, por ahora, hasta 15 sistemas

genéticos (y mas de 100 alelos) a partir de una sola reaccion de PCR y a

un costo cada vez mas accesible...” (P. 74).

Figura 4. Funciones de los Microsatélites.
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Replicacidn
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Fuente: Orengo, 2013.

Ahora comprendamos méas sobre la Nomenclatura y clasificacion de los
microsatelites. En cuanto a la clasificacion y nomenclatura de los microsatelites
del Acido Desoxirribonucleico, se clasifican convencionalmente por la cantidad de
uniones repetitivas, estas pueden ser Mono (una unidad repetitiva), Di (dos
unidades), Tri, tetra (cuatro unidades de repeticion), Penta (cinco unidades de

repeticion), o Hexa (seis unidades de repeticion); siendo asi tenemos que:
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e Mono-nucleotidicas (una unidad de repeticion) (3): AC A

e Dinucleotidicas (dos unidades de repeticion) (4): AC AG AT CG
e Tri-nucleotidicas (tres unidades de repeticion) (3): ACC AAG AAT
e Tetra-nucleotidicas (5): AAAG AAAT AACC AACG AACT

Igualmente es importante sefalar que la nomenclatura del polimorfismo de
microsatelites inicia con la letra del marcador D, los cual significa DNA, seguido
de un numero representativo que indica en qué cromosoma se encuentra el
microsatelite, el siguiente factor a nombrar en esta nomenclatura de STR es la
letra S que indica que el marcador de STR estudiado es una secuencia de copia
Unica, finalmente se coloca el nimero el locus de la regidbn o marcador genéticos.
Figura 5 (Butler, 2015).

Figura 5. Nomenclatura de los Microsatelites.

ADMN | | Numero del locus
Localizacidn en el Secuencia de
Cromosoma copia lnica

Fuente: Butler, 2015.
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Cuadro 1. Informacion de los Microsatélites Comunmente Utilizados en el

CODIS
Physical Position

Locus Chromosomal (May 2004; NCBI GenBank Accession Category and
(UnisTS)® Location Build 35) {Allele Repeat No.) Repeat Motif Allele Range
TPOX 2p25.3 thyroid Chr 2 1.472Mb MESE51 (11) Simple GAAT 4-16
(240638) peroxidase, 10t

intron
D251338 2g35 Chr 2 218.705 Mb ACO10136 (20) Compound 1528
[30509) TGCC/TTCC
D351358 3p21.31 Chr 3 45.557 Mb ACO99539 (16) Compound B-21
(148226) TCTG/TCTA
FGA 4g31.3 alpha Chr 4 155.866 Mb MBEASB2 (21) Compound 12.2-51.2
(240635) fibrinogen, 3rd CTTT/TTCC

intron
D5S818 5g23.2 Chr 5 123.139Mb ACOD8512 (11) Simple AGAT 718
(54700)
CSF1PO 5033.1 c-fms Chr 5 149.436 Mb ¥14720 (12) Simple TAGA 5-16
(156169) proto-oncogens,

Bth intron
SE33 6014 beta- Chr 6 89.043Mb VDD481 (26.2) Complex AAAG  4.2-37
[ACTBP2) actin-related
(none pseudogens
reported)
D7S820 7g21.11 Chr 7 83.433Mb ACDOD4848 (13) Simple GATA 516
(T4895)
D8s1179 Bg24.13 Chr 8 125.976 Mb F216671 (13) Compound —20
(83408) TCTA/TCTG
THO1 11p15.5 tyrosine  Chr 11 2.149Mb DOD2E69 (9) Simple TCAT 3-14
(240639) hydroxylasa, 1st

intron
VWA 12p13.31 von Chr 12 5.963Mb MZ25858 (18) Compound 10-25
(240640) Willebrand factor, TCTG/TCTA

At imtron
D138317 13g31.1 Chr 13 81.620Mb AL3R3628 (11) Simple TATC 5-16
(T734)
Penta 15g26.2 Chr 15 95.175Mb ACO27004 (5) Simple AAAGA  b-24
E (nocne
reported)
D165539 16g24.1 Chr. 16 84.944Mb ACD24581 (11) simple GATA 5-16
[45590)
D18S51 18021.33 Chr 18 59.100Mb APDI1534 (18) Simple AGAA T—40
[44409)
D195433 189g12 Chr 19 35.109Mb ACD08507 (16) Compound 9-17.2
133588) Go/TAGG
D21811 219211 Chr 21 19.476MbD APDO0433 (29) Complex TCTA/  12-41.2
(240642) TCTG
Penrta 210223 Chr 21 43.880Mb AP0 752 (13) Simple AAAGA 2217
D none
reportad)

Fuente: Fundamentals of Forensic DNA Typing, Butler, 2015.
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Ahora analicemos el Mecanismo de obtencion y deteccion de los microsatélites
de ADN, para la obtencibn de ADN se pasa por varios procesos técnicos,
metodologicos y procedimentales estandarizados, y en algunas etapas del
proceso depende del sustrato biolégico con el que se trabaje (sangre, semen,

tejido muscular, diente, saliva, huesos, célula nucleada) (Butler, 2015).

e Extraccion del ADN: Es el primer paso para realizar en los procesos de
estudios en que requiera de la molécula de ADN. Hoy dia Existen una
variedad de Kits comerciales, procesos manuales Yy procesos
semiautomatizados y totalmente automatizados para tal fin. El cual tiene
como objetivo fundamental romper la estructura fosfolipidica de la
membrana celular y la membrana nuclear; ademas de procurar la ruptura
de las proteinas histénicas que mantienen el ADN enrollado dentro del
ndcleo celular; de manera que se permita extraer el ADN del nucleo.
(Herrera, 2014).

e Purificacion del ADN: El siguiente paso consiste en purificar ese ADN
extraido, al lograrse la extraccion del ADN, se hace posible la obtencion
igualmente de una gran cantidad de grasa, azucares, lipidos, proteinas,
restos celulares y enzimas innecesarias para nuestros estudios y
perjudiciales para la integridad y calidad de ADN que se pretende.(Luque,
2002).

e Cuantificacion de la Molécula de ADN: Es el paso que nos permite saber
con cuanta concentracion de ADN contamos para nuestros futuros
estudios. (Nussbaum, 2012).

e Amplificacion de la molécula de ADN: La misma se realiza a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una técnica que permite la
amplificacion in vitro de millones de veces la region de interés de la
molécula de ADN, (Beas, 2009).
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e Deteccion de las regiones de interés por medio del Electroforesis Capilar
0 geles de poliacrilamida o Agarosa (Herrera, 2014).

Hoy dia se cuenta con una gran cantidad de recursos automatizados,
semiautomaticos, de precision, ademas de reactivos quimicos basados en

fluorocromos.

2.2 Las mutaciones en los microsatélites (str)

Una mutacién es cualquier alteracién en la estructura molecular del ADN o
alteracion del cromosoma, son cambios nuevos que pueden ser transmitidos a la
siguiente generacion. Es un cambio en el material genético, que involucra
delecciones cromosoémicas, alteraciones cromosOmicas y alteraciones en la
secuencia del ADN (Klug, 2006).

Una mutacién es el cambio, de una secuencia del genoma. El mismo se transmite
como un caracter heredable, son muy frecuentes en los mamiferos, aves,
bacterias, son de un valor enorme para los bidlogos genetistas y bidlogos
poblacionales, porque las misma contienen un valor evolutivo importante, son

generadoras de diversidad genética (Barbadilla, 2020).

Las mutaciones tienen ventajas y desventajas; la aparicion de estas aumenta los
polimorfismos de una especie, es decir su variabilidad génica y aporta ventaja
evolutiva; en cambio cuando las mutaciones son desfavorables causan
enfermedades patoldgicas hereditables, con efectos altamente perjudiciales

individualmente y a nivel de especie. (Benavides, 2012).

Las mutaciones ocurren en todo el genoma, tanto en regiones que codifican para

proteina como en regiones que no codifican para proteinas, en el ADN Nuclear, el
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ADN Mitocondrial, en células somaticas (del Cuerpo) o en células sexuales (Ovulo

0 espermatozoides) (Luque, 2002).

Las mutaciones, y la recombinacién genética que ocurre durante la meiosis, son
la principal fuente de variabilidad genética en todo tipo de organismos, es por ello
gue las mutaciones, son de gran importancia de aplicabilidad y en aspectos como
evolucion de los organismos, diagndstico de enfermedades, alteraciones
patoldgicas, identidad de los individuos y vinculaciones familiares (Luque, 2002).

Segun Orego en 2013, el mecanismo por el cual ocurren las mutaciones en el
ADN tiene causas enddgenas, que son aquellas fortuitas o espontaneas (Errores
de replicacion, inestabilidad quimica, diseminacién oxidativa de las bases), en
cambio aquellas que ocurren por factores externos, tales como Agentes fisicos,

Agentes quimicos y Agentes BiolOgicos, estos son considerados causas exdgenas

Existen varias formas de clasificar los tipos de mutaciones; para efecto de esta
investigacion consideraremos la siguiente clasificacion, atendiendo al lugar o tipo

de células donde ocurre la mutacion:

e Mutaciones Germinales: Son aquellos cambios en la secuencia del
ADN que ocurren en las células reproductoras (Ovulo o
espermatozoides), durante la ovogénesis u la espermatogénesis; su
particularidad es que se transmite a los hijos (Orengo, 2013).

e Mutaciones Somaticas: Son aquellas mutaciones que acontecen
en las células sométicas, ocurren durante la mitosis y las mismas
solo afectan a la célula especifica del cuerpo de los individuos y no

se transmiten a la descendencia (Orengo, 2013).

Otra forma de determinar el tipo de mutaciones es en funcion de la forma y o

magnitud en que altera o cambia la secuencia del ADN:
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e Alteraciones cromosoémicas: se da cuando una seccioén del cromosoma
se intercambié con otro cromosoma, ocasionalmente causa la muerte del
individuo y si el mismo no muere se vera afectado desde el punto de vista
fisiolégico, anatdbmico o en su fenotipo., son las llamadas deleciones,
duplicacion, inversion, translocacion, etc. Figura 6. (Tipos de mutacion |
Fundacién CK-12, 2020).

Figura 6. Alteraciones Cromosomicas.

Duplicaciéon Inversiéon

P H H

Insercion

!

Fuente: Tipos de mutacion | Fundacion CK-12, 2020.

Cuando la mutacién ocurre en un punto del cromosoma, se determina Mutacién
Puntual, el efecto o afectacién de una mutacion puntal es dependiente de que
tanto afecta la secuencia del codon. Cuadro2. (Tipos de mutaciones | Guia
Metabolica, 2020.)
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Cuadro 2. Tipos de Mutaciones

Tipo Descripeion Ejemplo Efecto

- codon mutado codificael mismo | CAA (glutaming) + CAG |
Silenciosa L : ninguno

aminoacido (glutamina)
Con cambio de el coddn mutado codifica un CAA (glutamina) + CCA .
: P : variable

sentido aminoacido diferente (proling)

- el codén mutado esun codon de | CAA (glutaming) » UAA | normalmente
Finalizadora

término prematuro (término) grave

Fuente: Tipos de mutaciones | Guia Metabdlica, 2020.

Los microsatélites de STRs se caracterizan por su baja tasa de mutacion, la cual
puede oscilar entre 2,1.102 -- 2,7-10° (Ye et al., 2017; Bhargava, 2010; Ye et al.,
2017; Junge, 2006; Ellegren, 2016; Becker et al., 2007; Vazquez, 2014; Leclercq,
2010).

Estas variaciones en las tasas de mutacién también varian en funcioén del largo de
la secuencia de repeticién; ademas del tipo de marcador molecular (Shao et al.,
2016; Weber,1993).

Los microsatélites de tipo mononucledétidos, generalmente presenta una mayor
tasa de mutacién que los di, tri 0 pentanucleotidos, ello es asi debido a que la
probabilidad de Re asociacion errobnea se hace mayor con el largo y la simplicidad
del microsatélite, muy por el contrario, cuando los microsatélites son interrumpidos
su variabilidad es menor, y los nucleétidos no correspondientes al STRs del loci

funciona como sefal de pare del anclaje (Vazquez, 2014).
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Tomando en consideracion que las tasas de mutacion de los STR es baja y a la
particularidad de que metabdlicamente no expresan informacion para generar

proteinas, sus loci exhiben un elevado polimorfismo (Ellegren, 2016).

El mecanismo y el momento de ocurrencia de estas mutaciones se prevé que
ocurre en dos eventos distintos, estos son: en la recombinacion (crossing-over)
y durante la replicacién resbale de la Taqg polimerasa (“slippage”) (Smith, 2018,
Vazquez, 2014).

De estos mecanismos el mas aceptado es el de “slippage” de la Taq polimerasa
(Ellegren, 2004; Vazquez, 2014).

El nimero de repeticiones de los microsatelites es causado por las deleciones e
inserciones de la molécula de ADN la misma es causada por el mecanismos
“slippage” el cual segun su descubridor ocurre durante la sintesis de ADN
(Leclercq et al., 2010).

Figura 7. Modelo de Explicacion del Origen de las Mutaciones “sppliage”.

5" CTAATGCTATATA 3
3" GATTACGATATATATGCATTA §'

A ; ) B
apareamiento eroneo
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< 2
5' CTA ‘yTATATA 3’ 5" CTAATGCTATATA 3
3" GATTACGATATATATGCATTAS' 3! GAT_4 ‘2"‘ ATATATGCATTA 5°'
'7c(_'}
sintesis sintesis
&G(\ et dnd N

A
' CTP\T FTATATACGTAAT 3' 5" CTAATGCTATATACGTAAT 3'
3' GATTACGATATATGCATTAS 3' GAT, '{"‘ ATATATGCATTA 5'

Fuente: Vasquez, 2014.
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Segun Valdés et al. 1993, Di Rienzo et al.1994, Auton et al, 2015, Planter, n.d,
Paredes, 2014; existen varios modelos para explicar las mutaciones, los cuales

son:

1. SMM step mutation model - Modelo de mutacion de un paso, en el que
el alelo mutado depende directamente de la condicion ancestral del alelo
original, siendo que, si el alelo original es de diez pares de bases, el alelo
mutado puede ser de un paso hacia adelante (11 pares de bases) o por

el contrario puede ser de un paso hacia atras (9 pares de base).

2. TMP Modelo de Mutacion de dos pasos: considera que puede haber

mutaciones de dos pasos o de mayor tamafio. Y finalmente el modelo.

3. IAM modelo de alelos infinitos, el mismo sefiala que todos los alelos
diferentes al alelo original existentes son variantes producidos por el
mecanismo de insercidn/seleccion y los mismos pueden incluir mas de

dos nucleotidos.

La mutacién de los microsatélites de las regiones cortas de repeticion (STR), es
importante debido a que se pueden utilizar estos marcadores mutados y no
mutados para el estudio de la evolucion poblacional, el mapeo de genes de
enfermedades, para valorar las diferencias entre un individuo y otro en una misma
poblacion, también como determinante de la paternidad u otro grado de relacién
filial, incluso para el analisis de la variabilidad génica entre especies; los estudios
de asociaciéon de genes se basan en el desequilibrio de ligamento el cual es

altamente dependiente de la tasa de mutacién (Weber, 1993; Valdés et al. 1993).

Es importante analizar el Género y la mutacion en las regiones cortas de
repeticion (STR). Las tasas de mutacion de los microsatelites de las regiones
cortas de repeticibn (STR) en la gran mayoria de los locus de las células

germinales, se ha observado que son mas elevadas en los hombres en
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comparacion con las mujeres (Mardini et al., 2013; Shao et al., 2016; shao et al.,
2015; Jin et al., 2016).

La comunidad genetista considera que los espermatozoides experimentan mas
ciclos de replicacion meidtica y mitética durante la espermatogénesis cigotica que
durante la ovogénesis. Se considera que cuantos mas ciclos de replicacion ocurre

en una célula, mayor es la frecuencia de la mutacion (Maher et al., 2016).

Otra variable que tiene que ver con la mutacion de las regiones cortas de
repeticion (STR) es la edad. La mutacién de los STR se ve afectada por varios
factores tales como: el sexo, la edad y las arquitecturas de ADN (Shao et al. 2016;
Rahbari et al. 2016; Goldmann et al., 2016).

La edad media de los hombres que portan mutaciones de las regiones cortas de
repeticion (STR), es significativamente mayor que la de los hombres que carecen
de estas mutaciones (Junge et al. 2006; Greeff, 2015).

Esto es probablemente debido a que los espermatozoides experimentan mas
mitosis y, por lo tanto, tienen mayores posibilidades de mutacién. Una esperma
de hombres sufre alrededor de 380 y 540 mitosis a la edad de 28 y 35 afios,
respectivamente. Por lo tanto, de alguna manera, la tasa de mutacién de STR
depende de la edad de los hombres (Hohoff, 2006).

Finalmente analizaremos las enfermedades y la mutacion en las regiones cortas
de repeticion (STR). El interés en la mutacion de las regiones cortas de repeticion
(STR), proviene del descubrimiento de que algunas repeticiones de trinucleétidos
estan involucradas en enfermedades neurodegenerativas humanas (Weber,
1993).
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Se sabe que las enfermedades asociadas a la repeticion de trinucledtidos influyen
en muchos trastornos raros, dominantes y principalmente neurolégicos, como el
sindrome de X fragil, la enfermedad de Huntington, la distrofia miotdnica y ciertos
tipos de ataxia. Hasta la fecha, las enfermedades asociadas con la repeticion de

trinucledtidos solo se han identificado en humanos (Weber, 1993).

Esto ha llevado a la hipotesis de que la presencia de repeticiones de trinucleétidos
dentro de ciertos genes relacionados con el cerebro puede contribuir a la

evolucion de la funcion cerebral (Weber, 1993).

En general, la gravedad de la enfermedad a menudo parece correlacionarse con
el grado de expansion anormal. Por ejemplo, la repeticion CGG, que codifica
corridas de arginina, reside en el extremo 5 'en el fragil sindrome de retraso mental
X. Por lo general, el nimero de repeticiones oscila entre 6 y 46, con un promedio
de 29. Cuando las repeticiones se sobrepasan 52 veces, la regibn STR sera
inestable durante la meiosis, con la consecuencia de una expansion rapida. El
namero de repeticion de CGG en el transportador sin ningln sintoma oscila entre
60 y 200. Sin embargo, el paciente con sintomas obvios tiene mas de 230
repeticiones de CGG (Shao et al., 2015).

Por lo tanto, para comprender mejor estas enfermedades neurodegenerativas

humanas, es importante comprender el proceso de mutacion particular de las

regiones cortas de repeticion (STR) (Shao et al., 2015).
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CAPITULO Il



CAPITULO lil: MARCO METODOLOGICO

3.1 Disefio de investigacion y tipo de estudio

Es una investigaciéon de enfoque cuantitativo, la cual recopila datos sobre las
variables investigadas (Tasa de Mutacion, género, edad y regién geogréfica de
los parentales que mutan) de forma objetiva, sistematica, a través de mediciones
y andlisis estadisticos, que nos permiten dar respuesta a los objetivos, hipotesis y
pregunta de investigacion planteados. (Monje 2011; Herndndez et al 2015;
Ramos 2015y Lion, 2015).

El Disefio que no manipula las variables, no-experimental, se realiza en un
laboratorio de forma controlada, bajo un método riguroso y sistémico que hace

posible que las variables sean identificadas y analizadas; (Hernandez , 2015).

Es una investigacion descriptiva; porque se detallan, exponen, identifican y se
caracterizan las variables sociodemograficas y genéticas estudiadas. Se explican
las frecuencias y tasas de las variables, las cantidades genéricas de los individuos
involucrados, a través de una proceso racional, estructurado minuciosamente,
atendiendo a los objetivos mediante la utilizacién de herramientas e instrumentos
de medicion adecuados (Hernandez 2015; Kumar 2011; Loeb et al. 2017).

La transversalidad en esta investigacion obedece al hecho de que la recogida de
datos se realiz0 una vez durante una cantidad de tiempo limitada. No hay
seguimiento de las variables, se miden una sola vez. (Hernandez 2015; Fidias
2012; Monje 2011).

El estudio es de tipo retrospectivo, pues se realizdé con base a la informacién
registrada en la historia de las variables que presentan los actores (Monje Alvarez,

2011; Martinez 2010). Se revisaron y analizaron los registros de expedientes de
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solicitudes de pruebas de filiacion biolégicas archivadas en el Laboratorio de

Andlisis Biomolecular del Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses.

3.2 Poblacién o Universo

Poblacién para el estudio de las mutaciones de STR:

Nuestra poblaciéon y muestra de estudio fueron 5,088 perfiles “genéticos,
obtenidos de fluidos de sangre y/o tejido 6seos, epitelial o dientes de individuos
(madre-hijo-padre) involucrados en casos de investigacion de la paternidad y/o
maternidad, registrados desde el afio 2016 al afio 2019, en el laboratorio del
Andlisis Biomolecular del Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses de
Panama/Veraguas, provenientes de todas las provincias y Comarcas de la
republica de Panama@, con resultados no excluyentes o confirmatorio de la relacion

de paternidad y/o la maternidad.

La muestra estadistica para el estudio fue censal, es decir se eligieron a

todos los individuos de la poblacién.

Esto con la finalidad de encontrar mutaciones, cumplir los objetivos planteados y
las exigencias de la comunidad Internacional en Genética Forense, en cuanto a la
cantidad de muestlras validas para estudios de Poblacién, utilizando Regiones
Cortas de Repeticién ( STR) (Carracedo et al., 2013).

Criterios de inclusion, exclusion:

Inclusion: Muestra para el conteo directo de las mutaciones germinales y

calculo de tasa mutacionales:

e Los individuos cuyos perfiles genéticos de las muestras biologicas

seleccionadas, estuviesen en la base de datos del Laboratorio de Analisis
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Biomolecular de Panama/Veraguas del Instituto de Medicina Legal y
Ciencias Forense de Panama.

e Los perfiles genéticos seleccionados, son de casos de investigacion de
consanguinidad, en donde se da por hecho cierto la confirmacion genética
o] No-exclusién del parentesco cuestionado
(PATERNIDAD/MATERNIDAD), en los cuéles se evidencie o detecte al
menos una no coincidencia aislada (MUTACION), es decir, donde se
observe que, en un grupo de marcadores autosémicos, uno (o dos) de ellos,
fueron incompatibles con la paternidad y/o la maternidad biol6gica

cuestionada.

Exclusion: Muestra no aptas para el calculo de tasa mutacionales:

% Los casos investigados, en donde se observaron tres o0 mas marcadores
no compatibles con la consanguinidad estudiada.

% Los casos en donde los perfiles genéticos de las muestras bioldgicas, no
cuente con el documento de consentimiento informado para estudio de
poblacion.

% Los casos de investigacion filial con presunto padre o madre fallecidos.

3.3 Variables de la Investigacion

Variable 1. Edad
Definicién conceptual: Es el nUmero de afios cumplidos desde su hacimiento hasta
la fecha de la toma de muestra (RAE, 2021).

Definicion operacional: La misma se determind a partir de lo consignado en su

cédula de identidad personal.
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Variable 2: Sexo de los progenitores
Definicidn conceptual: Es la caracteristica bioldgica obtenida al momento de la
concepcion (RAE, 2021).

Definicion operacional: La misma se determiné a partir de lo consignado en su

cédula de identidad personal.

Variable 3: Region geogréfica de los progenitores
Definicién conceptual: Lugar de nacimiento de los individuos muestreados (RAE,
2021).

Definicién operacional: se determiné a partir de lo consignado en su cédula de

identidad personal e informacién ofrecida por el individuo.

Variable 4: Tasa de mutacién
Definicién conceptual: Es la frecuencia en la que se producen nuevas mutaciones

en un gen o la secuencia en cada generacion (Butler, 2015).

Definicion operacional: obtenida de la divisién del nUmero de eventos de exclusion

de consanguinidad aislada sobre el nUmero total de meiosis.

3.4 Instrumentos, técnicas de recoleccion de datos y/o materiales

e Instrumentos:
Hoja de Matriz de datos, contiene la informacion de las personas a quienes se

les colecta las muestras (Anexo 1).
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Materiales:

Figura 8. Papel FTA (Flinders Technology Associates).

| FTA™
Classic Card

Whatman™

Fuente: Avigen Brands, 2020.

Figura. 9 Tubos de 0,2 ul, 1.5 mly 2.0 ml.

Fuente: Fischer Scientific, 2020.
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Figura 10. Termociclador PCR 9700

Fuente: AppliedBiosystems, 2020.

Figura 11. Analizador Genético ABI PRISM® 310.

Fuente: AppliedBiosystems, 2020.

Figura 12. Analizador genético 3500.

Fuente: AppliedBiosystems, 2020.
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3.5 Procedimiento

Fase 1:

Colecta de las muestras Bioldgicas para la obtencion del ADN.

1.

4.

Desinfeccion y limpieza del area de colecta de muestra biologica, utilizando
para ello alcohol con concentracion del setenta por ciento.

Se le explicé al donante de la muestra, las razones de su presencia en
nuestras instalaciones; se procede con el llenado de la hoja de trabajo, la
firma del consentimiento informado por parte del donante y la identificacion
de la muestra.

Limpieza del dedo anular con alcohol al setenta por ciento y puncién con
una lanceta nueva, limpia y disefia para esa labor.

Al momento que la sangre fluye, se acerca la tarjeta de papel FTAy se deja

secar la misma a temperatura ambiente.

Las tarjetas FTA (Flinders Technology Associates), son utilizadas para registro,

recogida, preservacion y transporte de acidos nucleicos, estas tarjetas contienen

en su interior sustancia quimicas que lisan las células, desnaturalizan las

proteinas y protegen el ADN de las proteinas nucleasas, la oxidacién, dafios por

Luz Ultravioleta, impiden el crecimiento de bacterias, hongos y cualquier clase de
microorganismos (AVIAGEN, BRANDS, 2015).

En los casos o en la eventualidad de que las muestras correspondian a restos

0seos se procedio de la siguiente manera

1.

Limpieza de la muestra 0sea, con la finalidad de eliminar elementos
putrilagos y tejido blando adherido al mismo, utilizamos para ello el
reactivo duodecilsulfato sédico (SDS o NaDS) (Ci2H2sNaQ4S) y una hoja
de bisturi limpia.

Lavado de la pieza 6sea con abundante agua destilada estéril, solucion de

hipoclorito al cinco por ciento.
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3. Secado e irradiacion con Luz Ultravioleta de la pieza 6sea.
4. Pulverizacion de la pieza 6sea utilizando un Taladro, modelo Dremell.

5. Se almacena el polvo obtenido, hasta su utilizacion.

El reactivo dodecilsulfato sédico (SDS o NaDS) (Ci2H2sNaOa4S), es responsable
de romper los enlaces no covalente de las proteinas que componen el tejido
adherido a la pieza 06sea, se une a las zonas a-polares de las proteinas,
desnaturalizdndolas y haciendo posible que las mismas pierdan su estructura

molecular nativa, y la remocién del tejido 6seo.

Fase2:

El procedimiento de amplificacion de las regiones cortas de repeticion (STR) de
las muestras analizadas, independientemente del panel de amplificacion, requirio
la utilizacion de la técnica PCR (Reaccion de la Cadena de la polimerasa), la cual
consiste en:

1. Desnaturalizaciéon de la doble hélice de ADN, por medio de calor (95
grados centigrados)

2. Incorporacion y Alineacion en la molécula de ADN de las secuencias
cortas de repeticion (primers), las cuales tiene la responsabilidad de
limitar las regiones de interés del ADN o las regiones que se amplificaran

3. Por medio de la enzima termoestable Taq Polimerasa, se incorporan

nucleotidos a los extremos de los primers.

Este proceso se realiza, durante cada ciclo de la PCR, duplicAndose de esa
manera la secuencia de interés de manera exponencial, facilitando el analisis

posteriormente.
Para la amplificacion del ADN STRs, se siguieron los pasos validados e insertados

en los paquetes comerciales: ldentifiler® / Life techonologies AppliedBiosystems

Co (Life Techonologies Corporation, 2015) y los paquetes comerciales de la casa
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comercial PowerPlex 16®, Kits PowerPlex 18,(Promega, 2016) Kits PowerPlex

21 de la casa Promega Co. (Corporation, 2017).

Fase 3:

La fase tres consiste en la deteccidon y asignacion de las regiones de ADN,

previamente amplificadas; el proceso consistio en

. Se prepar6 una mezcla de Formamida y del estandar de control interno,

en un tubo eppendorf de 1.5 ml, de acuerdo con la cantidad perfiles
genéticos a detectar, en concordancia con el panel de deteccion

utilizado.

. La mezcla previamente preparada, se agitd durante aproximadamente

20 segundos y posteriormente fueron colocados, proporcionalmente, en
una placa de polipropileno 96 pocillos, de acuerdo con el nUmero de
muestras a analizar.

Se afiadi6 a cada pocillo de la placa entre 0,5ng/ul a 1.0ng/ul del ADN
amplificado y al menos un pocillo con 1.0 ul de escalera alélica.

La placa de 96 pocillos fue sellada con una septa, se elaboré un
formulario de corrida en el software Data Collection y se corrieron las
muestras de ADN amplificado, en los secuenciadores genéticos ABI
310, y/o ABI 3500, basados en electroforesis capilar de la compafiia
AppliedBiosystems.

Para la asignacién de los Alelos en los marcadores correspondientes,
se utilizo el software GeneMapper ID V.3.2 y software Genemapper ID-
Xv1.2/1.2.

Para la deteccion y asignacion de los alelos de ADN amplificados, se siguieron

los pasos validados e insertados en los paquetes comerciales: Identifiler® / Life

techonologies AppliedBiosystems o (Life Techonologies Corporation, 2015) y los

Kits comerciales de la casa comercial PowerPlex 16®, Kits PowerPlex
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18,(Promega, 2016) Kits PowerPlex 21 de la casa Promega Co. (Corporation,
2017).

En cada etapa del proceso experimental, se utilizaron los controles positivos,
negativos y blancos, que cumplian con las exigencias, protocolos vy
procedimientos de la Comunidad Internacional Genética Forense (ISFG) y la
Normas de Calidad ISO 17025-2005 de ensayos de laboratorio; la cual esta

implementada en el Laboratorio de Analisis Biomolecular.

Fase 4

Se analizaron los perfiles genéticos (MADRE-HIJO-PADRE) por expediente de los
casos y con la utilizaciébn del programa estadistico PATCAN 1.0, se estimé la
probabilidad de coincidencia de la Paternidad/Maternidad correspondiente,
tomando en consideracion los pardmetros estadisticos establecidos por la
International Society Forensic Genetic (ISFG), se confecciona el Informe Pericial

y se envia a la Autoridad solicitante.

Fase 5
Seleccion de las muestras para la investigacion de las Mutaciones de ADN:
e Revision digital y fisica de los expedientes de los casos con la finalidad de
verificar fecha de nacimiento, nimero de identidad personal, nacionalidad,
sexo, grupo etnofenotipico, si presenta o no alguna enfermedad genética,
afladido a la firma de consentimiento informado de estudio genético
poblacional de las muestras biol6gica obtenidas.
e Asignacioén de cédigo de las muestras seleccionadas para el estudio;
e Se desarroll6 una base de datos por conteo directo con la siguiente

informacion:

v’ institucién solicitante de la prueba,

v los marcadores STR polimorficos estudiados, en cada caso,
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resultados del analisis de la relacion filial solicitada
indice de paternidad (IP),

nameros de marcadores (STR) estudiados,

valor porcentual del resultado de la prueba(W),

numero de individuos por caso y edades,

AN N N N NN

namero meiosis paterna, nUmero meiosis materna, por marcador y

total, lo que permitira obtener la Tasa de Mutacion.

Fase 6

De los 1696 expedientes de casos seleccionadas al azar, casos de
investigacion de consanguinidad, en donde se da por hecho cierto la
confirmacion genética o No-exclusién del parentesco cuestionado
(PATERNIDAD/MATERNIDAD), en los cuales se evidencie o detecte al
menos una no coincidencia aislada (MUTACION), es decir, donde se
observe que, en un grupo de marcadores autosémicos, uno (o dos) de ellos,
fueron incompatibles con la paternidad y/o la maternidad biol6gica

cuestionada.

De dichos expedientes de casos de investigacion de la
paternidad/maternidad, se determiné el origen genital de la mutacién, la
regién geografica de donde procede el progenitor que origina la mutacion,
la edad del progenitor que genera la mutacion, si la misma es de un paso
o dos. (hacia arriba o hacia abajo), igualmente se estima las caracteristicas

del marcador mutantes.

Determinacion del origen parental de la mutacion, al analizar un marcador
gue presenta una mutacion
Ejemplarizado seria:

Tablal. Mutacion de Origen Maternal.

Alelos del Padre Alelos del Hijo Alelos de la Madre

11-12 11-15 14-16
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Tabla 2. Mutacién de Origen Paternal.
Alelos del Padre Alelos del Hijo Alelos de la Madre
20-25 21-15 15-16

Tabla 3. Origen Inconcluso de la Mutacion.

Alelos del Padre Alelos del Hijo Alelos de la Madre
11-12 10-11 11-12
7-7 8-7 7-7

e De estos expedientes de casos de investigacion de la
paternidad/maternidad, se determina la Tasa de Mutacion de los
marcadores analizados, por medio del programa estadistico

http://statpages.org/confint.html.

e Para estimar con precision y mayor exactitud la Tasa de Mutacion, se hizo
necesario determinar el nUumero de meiosis paternal y el nUmero de meiosis
maternal; como quiere que en esta investigacion los casos, corresponden
a trios completos (madre-padre-hijo). Cada paternal aporta una meiosis por

cada Locus estudiado.

El analisis de los datos obtenidos para el estudio de la relacion entre la variable
Tasa de Mutacion, con las variables: género de los padres que originan la
mutacion, edad de los padres originan la mutacion, region geografica originan la
mutacion, se realiz6 utilizando el paquete estadistico SPSS v24 (relaciones

bivariadas) y programa estadistico XLTAT v 2020 (relaciones binomiales).
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Durante los afios de estudio, se analizaron un total de 1,696 casos de
investigacion de la relacion filial (trio), representativo de 5,088 perfiles genéticos
de la poblacion panamefa; utilizando para ello marcadores genéticos STRs, de
tipo tetranucleotidos, y pentanucleotidos de uso comun en los laboratorios
forenses dedicados a la investigacion forense y estudios de consanguinidad.

Los datos se organizaron para dar respuesta a las Hipotesis, objetivos especificos,

objetivo general y problema de investigacion.

Hipotesis:

Hal: Existe relacion entre el nimero de eventos Mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en la Republica de Panama, con

aspectos socio-demogréaficos como: edad parental.

Ho1: No existe relacion entre el nimero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en la Republica de Panama, con

aspectos socio-demograficos como: edad parental.

Se utilizé el programa estadistico XLSTAT 2000, para pruebas no paramétricas,
Chi Cuadrado, obteniéndose un p valor de 0.0001, los que nos lleva a aceptar la
hipotesis alterna y rechazar la hipoétesis nula; es decir la informacion estadistica
obtenida nos lleva a establecer que existe relacion entre las variables edad de los

parentales y numero de mutaciones observadas.
Ha2: Existe relacion entre el nimero de eventos Mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano de mujeres y del ADN humano de

hombres en la Republica de Panama.
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Ho2: No existe relacion entre el nimero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano de mujeres, y del ADN Humano de

hombres en la Republica de Panama.

Se aplicé el estadistico para pruebas no paramétricas, Chi Cuadrado,
obteniéndose un p valor de 0.0001, los que nos lleva a aceptar la hipoétesis alterna
y rechazar la hipotesis nula; es decir la informacion estadistica obtenida nos lleva
a establecer que existen diferencias significativas, entre la variable nimero de
eventos mutacionales observadas en los Hombres y el nimero de eventos

mutacionales observadas en las mujeres.

Ha3: Existe relacion entre el nUmero de eventos Mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en las provincias o regién geografica

de la Republica de Panama.

Ho3: No existe relacion entre el nUmero de eventos mutacionales de las regiones
cortas de repeticion (STRs) del ADN Humano en las provincias o regién geografica

de la Republica de Panama.

Se aplica el estadistico para pruebas no paramétricas, Chi Cuadrado,
obteniéndose un p valor de 0.809, lo que lleva a rechazar la hipoétesis alterna y
aceptar la hipétesis nula; es decir la informacion estadistica obtenida permite
establecer que no existe relacion entre las variables provincia o region geografica

y el variable nimero de eventos mutacionales observadas.
Si bien es cierto existen provincias en donde el nimero de eventos mutacionales

es evidentemente mayor que otras regiones, dichas diferencias no son

estadisticamente significativas.
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Objetivos especificos:

En cuanto a los objetivos de esta investigacion, el primero fue: Analizar las
variables socio-demogréficas como: el sexo, la edad, origen parental y el origen
geografico, sobre el comportamiento mutacional de los biomarcadores

moleculares (STR) en la poblacion panamenfa.

Origen parental de las mutaciones En las 41 mutaciones germinales
estudiadas, logramos determinar el origen parental de dichas mutaciones. El
73.17% de las mismas, se originaron en el padre y el 17.07% se originaron en la
madre y en el 9.75%, no fue posible determinar el origen parental (Tabla 1).

La relacion paterna-materna, con respecto al origen del nUmero de eventos
mutacionales fue de 4:1; es decir existe mayor frecuencia de eventos

mutacionales de origen paterna (4) que de origen materna (1).

Tabla 4. Origen Parental del Nimero de Eventos Mutacionales.

ORIGEN PARENTAL NUMERO DE EVENTOS PORCENTAJE
MUTACIONALES

TOTAL 41 100

MADRE 7 17.07

PADRE 30 73.17

INCONCLUSO 4 9.75

Los resultados coinciden con los hallados por varios investigadores entre ellos
Dauber y col en 2012, analizaron 50 796 transferencia meidéticas, observaron que
del total de mutaciones el 72% provenia de origen paterno y el 17% de origen
maternal (Dauber et al., 2012).

60



Gaviria y col, realizaron un estudio Ecuatoriano de 16 310 pruebas de paternidad,
encontraron 523 mutaciones, 80 de origen materno, 357 de origen paterno y 86

de origen inconcluso (Gaviria et al., 2017).

Wojtas y col en 2013, concluyen de igual manera al realizar un estudio en la
poblacién del sur de Polonia un total de 26 000 casos de los cuales encontré 35
eventos mutacionales, con mas frecuencia mutacional paterna que materna

(Wojtas, Piniewska, Polanska, Stawowiak, & Sanak, 2013a).

Maridinni y col en un estudio realizado en Rio Grande de Brasil, analizaron 10
959 casos de paternidad detectaron 355 eventos mutacionales con un promedio
de 1.8 x 10(-3) / 0.36 x 10(-3) entre mutaciones de hombre y mujeres (Mardini et
al., 2013a).

Zhao y col en un estudio de la poblaciéon de Mainland China, determinaron que
las mutaciones de origen paternal eran mas frecuente que las mutaciones de

origen materno (Zhao et al., 2015).

Yatsenko, considera que las altas frecuencia de mutaciones, errores de
recombinacién, conversiones de genes y dafio cromosémica en los hombres se
deba a que durante la espermatogénesis, ocurren una gran cantidad de divisiones
mitéticas y meiodticas; lo que provoca una exposicion acumulativa de dafio celular

y de toxinas ambientales (Yatsenko y Turek, 2018).

Igualmente sefiala Yatsenko que la maquinaria de replicacion mitética del ADN
durante la espermatogénesis es de 600-1000 mitosis durante los primeros 30 afios
de vida reproductiva, lo que lo hace mas propensa a errores y acumulacién de

mutaciones (Yatsenko y Turek, 2018).
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En las mujeres el mecanismo biolégico de la ovogénesis es diferente al proceso
de espermatogénesis; toda vez que, en aquellas durante la ovogeénesis, las
ovogonias se multiplican y diferencian en ovocitos primarios, detienen sus
multiplicaciones hasta la pubertad; al llegar a esta se reinicia el ciclo de division

formandose un ovocito segundario que generara en ovulo (Mejia, 2019).

Ademas, el proceso de ovogénesis también puede generar mutaciones a nivel
cromosomico, sobre todo en las féminas mayores de 35 afios, debido al deterioro
de la maquinaria meidtica, generando trisomias cromosomicas tales como las
aneuploidias en los cromosomas sexuales y/o trisomias en los cromosomas
somaticos. Igualmente con el aumento de la edad en las mujeres, se producen
mutaciones puntuales, pero son menos frecuentes que en el hombre (Mejia,
2019).

En los hombres los eventos mutacionales se ven aumentados con el aumento de
la edad, debido al acumulamiento de fallas en el mecanismo de reparacion y el
efecto sinérgico en los errores de la replicacion del ADN durante la

espermatogénesis (Yatsenko y Turek, 2018).

Otros factores propios que influyen en la mutacién de un STR, son : el tamafio
del alelo, motivos repetidos, sexo, posicion del locus en el cromosoma, division
celular, y contenido de GC en el ADN, la poblacion de estudio, afectan
directamente la tasa de mutacién en los loci de la regiones cortas de repeticion
del ADN.(Bhargava y Fuentes, 2010).

Edad de los parentales Durante esta investigacion, y basados en el registro de
datos de los casos estudiados, se observaron eventos mutacionales en un rango
variado de edad de los parentales, al momento del nacimiento de los nifios; sin

embargo, en ambos parentales, se observan eventos mutacionales y son mas
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notables estos en edades por encima de los 26 afos, situacidn que es mas

evidente en los parentales varones (Tabla 2).

Tabla 5. Rango de Edad de los Parentales y Numero de Eventos

mutacionales.

Rango de edad/

eventos mutacionales Hombres mujeres Totales
TOTAL 30 7 37
15-25 6 3 9
26-36 13 3 16
37-47 7 1 8
47-y...+ 5 0 5

Los resultados obtenidos son consistentes con los obtenidos por Jénsson vy
colaboradores, al estudiar 1548 relaciones de consanguinidad de islandeces,
encontraron que las mutaciones de Novo se incrementan con la edad de los

padres (Jénsson et al., 2017).

Halldorsson y colaboradores en el pais de Islandia estudiaron 78 relaciones de
consanguinidad, sus resultados arrojaron que la tasa de mutacién de Novo,

aumentaba con la edad de los padres (Halldorsson et al., 2016).

Shao y colaboradores, por medio del estudio de STR, analizaron 5846 relaciones
de consanguinidad, detectaron que las mutaciones observadas iban en aumento

a medida que la edad de los padres se incrementaba(Shao et al., 2016).
Wong vy colaboradores, realizaron un estudio en 693 relaciones de

consanguinidad, con la finalidad de valorar la influencia de la edad y el sexo en

las mutaciones de la descendencia, concluyeron que en efecto las mutaciones en
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la descendencia aumentan a medida que aumenta la edad de los padres (Wong
et al., 2016).

En la poblacién Danesa, se estudiaron relaciones de consanguinidad de padres-
hijo, entre los resultados se encontré que las mutaciones de Novo, aumentaban

con la edad de los padres (Besenbacher et al., 2015).

Tedricamente las mutaciones heredadas o transmitidas y la consecuente
afectacion fenotipica o genotipica en la descendencia; estan ligadas a muchas
causas, entre ellas la edad de los padres, el sexo, la longitud del STR, la presencia
de Guanina y Citocinas y su relacién, el proceso de recombinacion genética; asi

como el modelo del resbale de la Tag Polimerasa, entre otras.

Brinkmann y colaboradores, aducen que las mutaciones ocurren con mayor
frecuencia en edades avanzada de los parentales varones, debido a que la
produccion fisiolégica de los espermatozoides de un individuo de entre 28 a 35
afos, ocurren aproximadamente mas de 500 divisiones mitoticas, y otras tantas
meioticas (durante la espermatogenesis), lo que evidentemente tiene mayor
probabilidad de mutacion del ADN germinal, convirtiendo asi a la edad en un factor

determinante en la tasa de mutacion de un STR (Hohoff et al., 2006).

Region geografica Se dieron un total de 41 mutaciones germinales, cuyos
eventos y proporciones son los siguientes: provincia de Panama (11 mutaciones,
26.8%), Chiriqui (9 mutaciones, 21,95%) y Bocas del Toro (5 mutaciones,
12.19%), Panama Oeste (2 mutaciones, 4.87%), Colon y Guna Yala (3 mutaciones
7.31%), Veraguas y Coclé (4 mutaciones, 9.75%), provincias de Herrera (0%) y
en Los Santos (1 mutacién, 2.43%), (Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion geogréafica de los Eventos Mutacionales por Provincia

o Region Geogréfica.

NUmero de eventos

Provincia o region geogréfica mutacionales Porcentaje
TOTAL 41 100
Panama 11 26.8
Chiriqui 9 21.95
Bocas del Toro 5 12.19
Coclé 4 9.75
Veraguas 4 9.75
Colén y Guna Yala 3 7.31
Darién 2 4.87
Panama Oeste 2 4.87
Los Santos 1 2.43
Herrera 0 0

Nota: Se observa mayor nimero de eventos mutacionales en las Provincias de Panam4, Chiriqui, Bocas del

Toro.

Tabla 7. Poblacion Estimada por Provincia (censo 2010) y Numero de

Solicitudes de Pruebas de Determinacién de la Relacién Filial.

Provincia Poblacion estimada Numero de solicitudes
(censo, 2010)
Total 3,821,827 1696
Panama 1,544,185 567
Chiriqui 454,083 259
Bocas del Toro 160,994 82
Coclé 259,322 136
Veraguas 245,284 182
Colén y Guna Yala 324,378 115
Darién 55,055 87
Panama Oeste 564,901 73
Los Santos 95,291 40
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Herrera 118,334 48

Sin Informacion == e 100

Relacion entre las solicitudes de paternidad/maternidad y poblacion de provincia o region
estimada. Fuente: Censo 2010.

Paredes en 2014, al realizar una investigacion sobre las tasas de mutacion de
STR en la republica de Colombia, encontrdé que habia regiones geograficas que
presentaban un niumero de mutaciones mayor que otras regiones (Paredes ,
2014).

Zhao en 2015, al realizar un estudio de las mutaciones de STR en la China
Continental, observé que las cuatro regiones geograficas en las que dividié su
region de estudio, presentaban tasas de mutaciones variables.(Zhao et al., 2015).
Los resultados obtenidos, estan estrechamente relacionados con las solicitudes o
demandas provinciales, (Tabla 4), es decir las provincias con mayor demanda de
solicitud, resultan las que mas eventos mutacionales presentan, ademas debemos
considerar que las mutaciones germinales estudiadas, son de polimorfismos de
ADN, es decir que no se expresan fenotipicamente; de manera que no podriamos
establecer fehacientemente que el numero de mutaciones observadas por
provincias o region geograficas, son debido a efectos ambientales o regionales.

Seria prudente realizar un estudio de ancestria biomolecular de los individuos que
mutaron en esas regiones, por medio de la metodologia de secuenciacion del ADN
Next Generation Sequences (NGS), estudiar factores abibticos que afecten la
poblacién de origen de la mutacion germinal. Una poblacion de sumo interés para
la investigacion de la ancestria biomolecular, seria la provincia de Chiriqui, debido
al hecho de ser una region agricola y valorar si la utilizacion de sustancias
agroquimicas como fertilizantes, provoguen mutaciones germinales o somaticas

en su poblacién.

Las frecuencias de los alelos estudiados varian entre las poblaciones humanas,

por lo que la tendencia es que aquellas poblaciones con una alta frecuencia alélica
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presenten una tasa de mutaciones mas alta de aquellas poblaciones que
presenten una baja frecuencia de alelos. Los que nos lleva al hecho de que
aquellas provincias con frecuencias alélicas altas o bajas, pueden presentar

valores altos o bajas de mutaciones, en un mismo marcador.

El segundo objetivo especifico que nos planteamos para el desarrollo de esta
investigacion, fue el de analizar las tasas de mutacion de las regiones cortas de
repeticion STR del ADN en la poblacion panamefa, a partir del analisis directo de
las transmisiones parentales, en muestras de casos de relacion filial (maternidad

y/o paternidad).

Este segundo objetivo nos permitié conocer la Dinamica Mutacional de los STR
en la poblacién estudiada, aspecto de importancia genético poblacional de una
regibn o area en particular y de interés en los célculos estadisticos necesarios
para establecer la vinculacion o no de algun individuo en un caso de
consanguinidad o casuistica criminal. Los aspectos considerados para cumplir

este objetivo fueron:

Tasa de mutaciones observadas

Durante los afios de estudio, se analizaron un total de 1696 casos de investigacion
de la relacion filial (trio), representativo de 5088 perfiles genéticos de la poblacion
panamefia; utilizando para ello marcadores genéticos STRs, de tipo tetra
nucleotido, y Penta nucleétidos de uso comun en los laboratorios forenses

dedicados a la investigacion Forense y estudios de consanguinidad.

En los marcadores FGA (5) y D18S51(7), se obtuvieron el mayor numero de
eventos mutacionales, seguidos de los marcadores D55818(4), VWA (4) y Penta E
(3), el resto de los marcadores oscilaron entre 2 eventos mutacionales (D13S317,
CSF1PO, D12S391, D21S11, PENTA D, D8S1179) o un evento (TPOX, D2S1338
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D6S1043, D3S1358). En los marcadores STR D1S1656, D7S820, D19S433, THO1,
no se detectaron eventos mutacionales (Tabla 8).

Tabla 8. Tasa de Mutacion y Numero de Eventos Mutacionales por Marcador
STR

Numero de eventos Tasa de
Marcador genético (str) mutacionales mutacion
TOTAL 41
FGA 5 0,0216
D13S317 2 0,0086
CSF1PO 2 0,0086
D55818 4 0,0172
D12S391 2 0,0086
TPOX 1 0,0043
D8S1179 2 0,0086
D21S11 2 0,0086
PENTA E 3 0,0129
PENTAD 2 0,0086
D18S51 7 0,0302
VWA 4 0,0172
D16S539 1 0,0043
D251338 1 0,0043
D6S1043 1 0,0043
D3S1358 1 0,0043
THO1 n. d n. d
D1S1656 n.d n.d
D7S820 n.d n.d
D19S433 n.d n.d

Nota: N.d Mutacion no detectada en el marcador genético STR.
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Los resultados obtenidos en nuestra investigacion varian con los obtenidos de otros
estudios y entre los mismos marcadores, también se observan resultados disimiles
en cuanto al marcador que mayor y/o menor nimero de eventos mutacionales

presenta.

En Brasil se observo que los marcadores VWA y FGA, presentaron alto numero de
eventos mutacionales, en cambio PENTA E, PENTA D, D21S11, D7S820 y
D6S1043, presentaron bajo numero de eventos mutacionales, los marcadores
D2S1338, THO1, TPOX y D16S539, no presentaron mutaciones. (J. Martinez et al.,
2017).

En Turquia se analizaron 13 microsatélite en su poblacién, se identificaron 12
mutaciones en siete microsatelites y ninguna ocurrencia de mutacion en los otros
seis marcadores, el marcador D8S1179, presenté el niamero mas alto de

mutaciones. (Asicioglu, Oguz-Savran, y Ozbek, 2004).

En Brasil, Rio grande Sul, se analizaron 10,959 de pruebas de investigacion de la
paternidad, se obtuvieron 355 eventos mutacionales, en donde el marcador THO1
y el TPOX, fueron los de menor rango y el de mayor rango mutacional fue el
marcador FGA. (Mardini et al., 20132).

En China, se analizaron 3734 relaciones de parentesco, se observaron setenta
eventos mutacionales, en donde el marcador con mas alto numero de eventos
mutacionales fue D12S391 y el mas bajo fue el marcador D5S818 (Sun et al.,
2015).

En el sureste de China, Poblacién de Han, se investigaron 424 000 relaciones de

parentesco y el marcador genético con mayor nimero de eventos mutacionales fue
el FGAy el D21S11 (Jin et al., 2016b).
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En nuestros resultados las tasas de mutaciones, producto del analisis de
marcadores STR de la poblacién panamefia, oscilan entre 4 x10° a 3 x 102

En paises como Han, China la tasa de mutacion, utilizando marcadores STR en un
estudio de su poblacién oscilo entre 0 a 4,85 x 103, (Hongdan et al., 2017).

En Brasil en un estudio de las tasas de mutacion, estimaron que en general la
misma oscila en 1,3 x 10 * (Mardini et al., 2013b).

En Shanghai, China la tasa de mutacién de su poblacion se estimé entre 0,00010
y 0,00422.(Li et al., 2011).

En la comunidad de Genética Forense, los STR tienden a clasificarse en: simples,
complejos y STR hipervariables; atendiendo a su longitud, secuencia y estructura

de unidades de repeticion. (Castafieda, 2013).

Los eventos mutacionales en rangos mas altos se observaron en STR, de alta
complejidad y con motivos de repeticidn elevados, a saber. FGA y D18S51
respectivamente. En cambio, los STR de estructura simple, en su gran mayoria,

presentaron eventos mutacionales en rangos bajos (Tabla 9).

TABLA 9. Rangos de Numero de Eventos de Mutacion, Segun Marcador.

Rango bajo Rango medio Rango alto
1-2 3-4 5-6
D16S539 PENTAE FGA
D2S1338 D55818 D18S51
D6S1043 VWA
D3S1358
TPOX
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D13S317
CSF1PO
D12S391
PENTA D

D8S1179

Entre los factores que influyen en los eventos mutacionales de los marcadores STR,
tenemos el nimero de repeticiones de éste, lo que advierte que la tasa de mutacion
aumenta en alelos mas largos. (Brinkmann, Klintschar, Neuhuber, Hihne, y Rolf,
1998).

La probabilidad de que ocurra un cambio en una molécula en un microsatelite esta
intimamente relacionada con la longitud de las unidades de repeticidn, y la
estructura de este, por lo que los alelos que presentan una mayor cantidad de
repeticiones, se espera que muten mucho mas que aquellos que no. (Castafieda,
2013).

La Tasa de Mutacion y/o numero de eventos mutacionales, observadas en un
marcador STR, guarda estrecha relacion con factores muy propios del mismo; tales
como: el numero de repeticiones, su ubicacion en el cromosoma, el sexo, la
poblacién en estudio, la edad, longitud del marcador, en este ultimo punto es loable
mencionar que la probabilidad de que la enzima se “resbale”, aumenta con el largo
del marcador y aumenta igualmente la probabilidad de mayor numero de

mutaciones (Bhargava y Fuentes, 2010).

Mecanismo biomolecular del evento mutacional (deslizamiento / null).

Durante los afios de estudio, se analizaron un total de 1696 casos de investigacion

de la relacion filial (trio), representativo de 5088 perfiles genéticos de la poblacion
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panamefa; utilizando para ello marcadores genéticos STRs, de tipo tetra
nucleotido, y Penta nucleétidos de uso comun en los laboratorios forenses

dedicados a la investigacion Criminal Forense y estudios de consanguinidad.

Durante esta investigacion se detectaron 41 eventos mutacionales, de los cuales
solamente dos 2 (4.87%) eventos presentaron exclusion de segundo orden, en
este tipo de exclusion tanto el padre como hijo presentan homocigosis alélica
diferentes. Por ejemplo, en un marcador en particular el padre tiene los alelos
14/14 y el hijo los alelos 15/15.

Dos 2 eventos (4.87%) mutacional, resultdé ser evento en donde no se pudo
determinar el mecanismo molecular de mutacion; toda vez que la asignacion de
la mutacion molecular se pudiera atribuir tanto al padre como a la madre. Por
ejemplo, en un marcador particular, donde la madre presenta los alelos 10/11, el
padre los alelos 12/12 y el hijo los alelos 13/13. En este tipo de situacién, se
pudiera considerar una mutacion de origen materna del alelo 11, por ganancia de
dos repeticiones en el hijo; sin embargo, de igual se puede considerar una

mutacion de nulidad entre el padre y el hijo.

El resto de los eventos mutacionales, es decir 37 (90.24%), son eventos

mutacionales, tipo deslizamiento.

Relacion entre la ganancia y/o pérdida de repeticion

Como se mencion6 en parrafos precedente, se obtuvieron un total de 41 eventos
mutacionales del tipo deslizamiento y de estos se determiné que 15 eventos
(36.58%), ocurrieron por perdida de repeticiones, 25 (60%) eventos se dieron por
ganancia de repeticiones y un (1) evento no fue posible determinar si fue por
perdida o ganancia de repeticion. El 95% de las mutaciones observadas son de

un solo paso y el 5% son de dos pasos.
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En un estudio realizado en la poblacion de Sdo Paulo, sureste de Brasil, se
encontraron 35 mutaciones STR, en 18 locus o marcadores, de los cuales 17
fueron de ganancia de unidades de repeticiones, 11 de perdida de repeticiones y
siete no se pudo determinar si eran de pérdida o ganancia de unidades de

repeticion(Martinez, Braganholi, Ambradsio, Polverari, y Cicarelli, 2017).

En el sur de Polonia, se realizé una investigacion sobre mutaciones de STR,
encontrandose que el 97 % de ellas correspondian con repeticiones de ganancia
o pérdida de un unidad de repeticion (Wojtas, Piniewska, Polanska, Stawowiak,
& Sanak, 2013b)

En la poblacion alemana, en cambio se obtuvieron 16 inconsistencias, de la
cuales 12 eran mutaciones de pérdida o ganancia de repeticiones de un solo
paso. (Becker et al., 2007).

En una poblacion de Guangdong Han China, se obtuvieron 322 eventos
mutacionales de los que 315, resultaron ser por perdida de un solo paso; cinco

de dos pasos y dos de tres pasos de repeticion. (Xiao et al., 2018).

Los resultados obtenidos, confirman el Modelo Mutacional de que la mayoria de
las mutaciones de STR, se deben a desplazamiento de la taq polimerasa, durante
la replicacién de la molécula de ADN. (Dauber et al., 2012).

Esta pérdida o ganancia de unidades de repeticion, es debido a los mecanismos
de deslizamiento de la enzima polimerasa, los productos mas comunes de este
deslizamiento, se detecta frecuentemente al observar las inserciones o
delecciones de una unidad de repeticion. Entre 103 a 101, es usualmente la tasa
de mutacion de los microsatelites autosomicos y del Cromosoma Y (Castafieda,
2013).
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Utilidad de la Tasa de mutacion y calculo del indice de Paternidad (IP o LR)

en investigaciones Forenses.

La National Institute Estandar and Technology (NIST), en lista varios programas
estadisticos que permite estimar el indice de Paternidad (IP), Probabilidad de
Paternidad/consanguinidad o Like ratio (LR) de la relacion de consanguinidad y/o
relacion matemética entre los perfiles involucrados en un proceso Penal.

https://strbase.nist.gov/kinship.htm.

Tomando en consideracion las leyes de la probabilidad y el hecho de que el indice
de Paternidad de cada marcador, son eventos al azar e independientes; la
Probabilidad de Consanguinidad seria, el producto de todos los eventos IP

independientes de cada marcador.

Utilizando el Teorema de Bayes, el programa estadistico Genética Forense Final
(GFFv.3.0.0), asumiendo que en un panel de las 21 regiones de STR, todos los
alelos coinciden, menos en un marcador, por efecto de la Leyes de la Probabilidad,
se obtendria un IP de 0.00 y un W=0%, lo que implica una exclusion de la relacién
de consanguinidad en una investigacién de la paternidad filial o un caso de
investigacion penal.

Tabla 10. Mutacion en el Marcador STR - FGA

MARCADOR MADRE HIJO SUPUESTO 1=
ALELICO PADRE
FGA 42-44 21-44 20-23 0.00000

En el ejemplo citado, se observa en el marcador, una mutacién del padre (20) al hijo (21) de

una ganancia (+1).

En los Laboratorios Forenses y de estudio de la relacion de consanguinidad, se
establece que conun IP de 10 000y un W: 99.99%, la Paternidad esta plenamente
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comprobada. Ademas de que al observar uno o dos marcadores que propician la
inconsistencia de la paternidad, se debe prestar atencion a dichos marcadores y

verificar si se trata o no de una mutacion, tal cual es nuestro ejemplo.

Una vez detectada la mutacion, se debe realizar la correccién estadistica

correspondiente, utilizando para ello el siguiente algoritmo:

IP TOTAL (corregido): x/y * w
X: tasa de mutacion del marcador en la poblacion.
Y: Poder de Exclusion del marcador en la poblacion estudiada.

W: Porcentaje de paternidad obtenido.

La correccion del célculo estadistico, con la utilizacion de la Tasa de Mutacion de
nuestra poblacion (Tabla No.8), permitira obtener un IP y un valor de W,
corregido y real, por el hecho de tratarse de una inconsistencia producto de una

mutacion del marcador genético.

De no contar con el valor de la tasa mutacion de la poblacion particular, para el
marcador en particular, se tendria que utilizar una tasa de mutaciéon de un pais
referenciado o el que proporciona la Asociacibn Americana de Bancos de Sangre
(AABB) y el valor de Paternidad obtenido, no seria consono con la realidad, lo que
pudiera originar, en un caso de investigacion de la paternidad/maternidad en un

caso penal o civil, una exclusion de Paternidad, sin serlo.

El Objetivo general, de esta investigacion consisti6 en Analizar los eventos
mutacionales de las regiones cortas de repeticién (STR) del ADN de la poblacién
panamefia, caracterizando su comportamiento molecular, su impacto en
situaciones de interés forense, relaciones de parentesco y aspectos

demogenético-poblacionales.
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Para darle respuesta al objetivo general desarrollamos los objetivos especificos,
tratados en parrafos precedentes, en funcion de ello planteamos que el
comportamiento biomolecular de los STR s en la poblacién panamefia, en
cuanto al nimero de eventos mutacionales por marcador STRS, es el siguiente
FGA (5) y D18S51(7), se obtuvieron n cuanto al el mayor nimero de eventos
mutacionales, seguidos de los marcadores D5S818(4), VWA(4) y Penta E(3), el
resto de los marcadores oscilaron entre 2 eventos mutacionales (D13S317,
CSF1PO, D12S391, D21S11, PENTA D, D8S1179) o un evento (TPOX, D2S1338
D6S1043, D3S1358). En los marcadores STR D1S1656, D7S820, D19S433,

THO1, no se detectaron eventos mutacionales (Tabla 8).

Los eventos mutacionales en rangos mas altos se observaron en STR, de alta
complejidad y con motivos de repeticion elevados, a saber: FGA y D18S51
respectivamente. En cambio, los STR de estructura simple, en su gran mayoria,

presentaron eventos mutacionales en rangos bajos (Tabla 9).

De las cuarenta 41 mutaciones detectadas en esta investigacion, el 90.24%, son
eventos mutacionales, tipo deslizamiento; 4.87% eventos presentaron exclusion
de segundo orden, e igual porcentaje de eventos resulté ser evento en donde no

se pudo determinar el mecanismo molecular de mutacion.

El 36.58% de los eventos mutacionales, ocurrieron por perdida de repeticiones,
60% eventos se dieron por ganancia de repeticiones y en 0.4% de evento no fue
posible determinar si fue por perdida o ganancia de repeticion. El 95% de las
mutaciones observadas son de un solo paso y el 5% son de dos pasos.

En cuanto al estudio de los STRs en nuestra poblacién y su impacto en
situaciones de interés forense y relaciones de parentesco; ante un caso en
donde se calcule el indice de Paternidad y donde en el panel de STRs analizados,

se presente una o dos inconsistencias(mutaciones), requerira la correcciéon del
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célculo estadistico, con la utilizacion de la Tasa de Mutacion de nuestra
poblacién(Tabla No.8), y esto permitira obtener un IP y un valor de W, corregido y
real, por el hecho de tratarse de una inconsistencia producto de una mutacién del

marcador genético.

De no contar con el valor de la tasa mutacion de la poblacion particular, para el
marcador en particular, se tendria que utilizar una tasa de mutacion de un pais
referenciado o el que proporciona la Asociacion Americana de Bancos de Sangre
(AABB) y el valor de Paternidad obtenido, no seria consond con la realidad, lo que
pudiera originar, en un caso de investigacion de la paternidad/maternidad en un

caso penal o civil, una exclusion de Paternidad, sin serlo.

En lo sefialado en parrafo anterior, estriba la importancia de que nuestro pais

cuente con su propia Tasa de Mutacion STRs.

Los aspectos demogenético-poblacionales se establecieron al estudiar los

aspectos siguientes:

Origen parental: El 73.17% de las mutaciones, se originaron en el padre y el
17.07% se originaron en la madre y en el 9.75%, no fue posible determinar el
origen parental (Tabla 1).

La relacion paterna-materna, con respecto al origen del nimero de eventos

mutacionales fue de 4:1

Edad de los parentales en ambos parentales, se observan eventos mutacionales
y son mas notables estos en edades por encima de los 26 afios, situacion que es
mas evidente en los parentales varones (Tabla No.2).

Region geografica: los eventos mutacionales por provincia se dieron en el
siguiente orden: Panama (11 mutaciones, 26.8%), Chiriqui (9 mutaciones,

21,95%) y Bocas del Toro (5 mutaciones, 12.19%), Panama Oeste (2 mutaciones,
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4.87%), Colén y Guna Yala (3 mutaciones 7.31%), Veraguas y Coclé (4
mutaciones, 9.75%), provincias de Herrera (0%) y en Los Santos (1 mutacion,
2.43%). Tabla 3.

Como pregunta de investigacion nos planteamos:

¢ Existe relaciéon entre el numero de mutacion del ADN (STRs) en la poblacion

panamefia y aspectos poblacionales como género, edad paternal, edad maternal

y origen geografico?

Luego del analisis previé podemos responder a nuestra pregunta de investigacion

indicando que

e No existe evidencia cientifica estadistica para determinar que existe
relacion entre el nimero de eventos mutacionales y el origen geogréfico,
ello a pesar de que se observa mayor proporcion de numero de eventos
mutacionales en unas provincias que en otras.

e Con respecto a la relacion entre el nimero de eventos mutacionales y
aspectos poblacionales como Edad y origen paternal. Nuestros resultados

estadisticos, permiten establecer que si existe dicha relacion.

e Existe mayor niumero de mutaciones de origen paterno que de origen
materno; ademas de que, a mayor edad de los padres, mayor nimero de

eventos mutacionales se observa.
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CONCLUSIONES

No existe evidencia cientifica-estadistica para determinar que existe
relacion entre el nimero de eventos mutacionales y el area geogréfica, ello
a pesar de que se observa mayor proporcion de numero de eventos
mutacionales en unas provincias mas que en otras. (ver Tabla 6, pagina
65).

La Tasa de mutacion del ADN STR de la poblacion panamefia oscila entre
4 x10° a3x102, lo que refleja una baja Tasa de Mutacion , tedricamente
sustentada por Ye etal. 2017; Bhargava 2010; Ye et al. 2017; Junge 2006;
Ellegren 2016; Becker et al. 2007; Vazquez 2014; Leclercq 2010 (verTabla
8, pagina 68).

Existe relacion entre el nimero de eventos mutacionales y aspectos
sociodemogréaficos como Edad y el género; conclusién que coincide con
los planteamientos tedricos de Shao et al. 2016, Rahbari et al. 2016,
Goldmann et al., 20160, quienes argumentan que las mutaciones de STR,

se ven afectada por factores como. la edad, el género, el pais. (pagina 60).

Se observan mayor niumero de eventos mutacionales de origen paterno
gue de origen materno, en una proporcioén de 4:1. Conclusion sustentada
tedricamente por Maher et al., 2016, quien indica que debido a que los
ciclos mitéticos y meiotico, son mas frecuentes en la espermatogenesis que
en la ovogénesis, o que es mas propenso que ocurran mas mutaciones

en hombres que en mujeres.



Las Tasas de mutacion (tanto en los padres como en las madres), aumenta
a medida que los mismos avanzan en edad. Sin embargo, en los hombres
este patron es mas evidente. En el 9,75% no fue posible determinar el
origen paternal de la mutacion. (ver Tabla 4, pagina 60). Esta conclusion
se teoriza por Hohoff, 2006, quien indica que las replicacion celular
espermatica, es mayor en individuos de myor edad, por lo que su tasa de

mutacién es mayor.

De los casos de mutaciones estudiadas el 90,24%, presentan un
mecanismo mutacional tedrico tipo deslizamiento de la Taq polimerasa,
solamente se observaron que 4,87 % tiene un mecanismo mutacional nulo
o silente. En el 4,87% no fue posible determinar el mecanismo mutacional.
Los tedricos de las mutaciones de STR, plantean que el modelo de
deslizamiento ocurre durante la sintesis de ADN; y es para ellos el modelo

gue mejor explica el origen de las Mutaciones STR. (ver pagina 76).

Se estimaron las Tasas de Mutacion de los STR, aplicables a la poblacion
panamefa para poder ser utilizados en la genética Forense, en los casos

de consanguinidad y estudios de casuistica criminal. (Tabla 8, pagina 68).

En los marcadores FGA (5) y D18S51 (7), se obtuvieron el mayor niUmero
de eventos mutacionales, seguidos de los marcadores D5S818 (4), VWA
(4) y Penta E (3), el resto de los marcadores oscilaron entre 2 eventos
mutacionales (D13S317, CSF1PO, D12S391, D21S11, PENTA D,
D8S1179) o un evento (TPOX, D2S1338 D6S1043, D3S1358). En los
marcadores STR D1S1656, D7S820, D19S433, THO1, no se detectaron
eventos mutacionales. (ver Tabla 9, pagina 70).

El 95% de las mutaciones observadas son de un solo paso y el 5% son de

dos pasos. El 60% de las mutaciones observadas son por ganancia alélica



y 36,58 % por pérdida alélica. Esta conclusion se sustenta en el modelo
SMM, modelo de mutacion STR de un solo paso; y es el modelo mas comudn

gue acontece en las mutaciones STR (ver pagina 76).



RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES

Limitaciones:

La falta de informacidén de estudios o investigaciones recientes, realizadas en
Panama, que hagan referencia a marcadores moleculares del ADN en general y
de los STR (Regiones Cortas de Repeticidn) en particular, que nos permitiera en
un momento dado, observar tendencias, valoraciones significativas o de

correlacion.

Limitacion comprensible, dado el hecho de que son investigaciones que requieren
de equipos, datos y registros poblacionales, reactivos e insumo de alto coste;
aunado a la poca disposicion de muestras bioldgicas que permitan estudios de

caracter genético poblacional.

Recomendaciones:

El acervo genético de la especie humanay de la poblacion panamefia en particular
es accesible mediante el estudio de los marcadores genéticos proporcionado por
la genética y la biologia molecular. Mediante esta investigacion nos acercamos, al
estudio de las mutaciones y su relacion con factores poblacionales como Edad,
Sexo, Regién geografica, informacion de importancia en aspectos de
consanguinidad, casuistica criminal y aspectos genéticos poblacionales. Para la

profundizacion de esta investigacion recomendamos:

e Las Tasas de Mutacion de los ADN-STR, obtenidos durante esta
investigacion, deben ser tomados en cuenta en aquellos casos de

casuistica criminal y/o casos de consanguinidad que presente alguna



mutacion y requieran por lo tanto determinar el indice de Probabilidad

corregido y tener un valor probabilistico de coincidencia real.

Secuenciar mediante la técnica NGS (Next Generation Secuences) el ADN-
STR de las mutaciones que dieron como resultados inconsistencias, de
manera que se sepa el o los motivos de repeticion de las variables alélicas,
concentraciones de Bases Nitrogenadas en esas regiones, los pares de
bases que lo conforman; informacion que nos permitira comprobar con

técnicas de ultima generacién los resultados obtenidos.

Valorar si las mutaciones germinales, encontradas en esta investigacion,
representan variables alélicas propias de nuestra poblacion y/o si las
mismas se encuentran presentes en otras poblaciones de la region:

informacion de importancia genético poblacional.

Seria prudente realizar un estudio de ancestria Biomolecular y/o
marcadores de ligamento de los individuos que presentaron mutacion
germinal y determinar si las mismas son originadas por factores abiéticos,
tomando en consideraciéon el hecho de que algunas de ellas provienen de
individuos de provincias caracterizadas por el uso de sustancias

agroquimicas o fertilizantes mutagénicos.

Realizar un estudio de mutaciones de los STR del Cromosoma Y,
informacion que tiene validez e importancia para casos de casuistica

criminal e importancia genético poblacional.

La informacién obtenida durante esta investigacion con respecto a los
casos de Paternidad responsable, la importancia de la identificacion
Humana, en casos de casuistica Forense y casos de relacion filial;

constituye material de insumo para fortalecer la discusién e incorporacion



a los programas académicos del Ministerio de Educacion y Universidades,
la teméatica de la Educacion sexual responsable.

Realizar un estudio de la Dinamica Social de los casos de Pruebas de
Relacion  consanguinea, en la Poblacién panamefia, que nos permita
visibilizar aspectos sociales, como (Edad de los solicitantes, region
geografica, pais de procedencia, estado civil de los involucrados, edad del

menor, entre otros pardmetros o variables.

Valorar los resultados de esta investigacion en cuyos casos la mutacion
germinal, es de origen paterno y la descendencia es un individuo del sexo
masculino; tomar dichas muestras obtener el perfil genético de STR del
cromosoma Y, y corroborar si en este cromosoma presenta mutacion

alguna, tal cual se dio en el ADN STR-autosémico.
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