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Catedratico de Fisiologia. Departamento de Farmacologia y Fisiologia.
Presidente de la Sociedad Aragonesa de Educacion Médica.
Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza.

RESUMEN

En este documento se presentan las principales lineas de actuacion acometidas en
la Facultad de Medicina de Zaragoza durante el periodo de febrero de 1986 a mayo
de 1988. Se han desglosado en dos apartados: a) las relacionadas con el mundo sani-
tario y b) las més estrictamente relacionadas con la actividad docente. Asimismo se
introducen algunas claves para poder interpretar la vida en la Facultad durante aquel
periodo.

PALABRAS CLAVE
Facultad de Medicina, INSALUD, docencia tedrica y préactica, conciertos.

SUMMARY

In this document the main activities performed in the Faculty of Medicine of Zarago-
za since February of 1986 to May of 1988 are presented. The activities are shown in
two chapters: a). those related to the medical world and b). those related to the aca-
demic world. In order to be able to interpret the life in the Faculty during this referred
period some additional information is given.

KEY WORDS
Faculty of Medicine, INSALUD, theoretical and practical teaching, agreements.

*. Carta respuesta a un articulo de OPINION (Arch. Fac. Med. Zaragoza, 41(2), 61-67, 20019
que vio la luz debido, en opinién del autor, a la carencia de criterios evaluadores y del mas
elemental sentido de convivencia.
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«La estrechez de miras de este
mundo estd marcada por la inminente
calcificacion cerebral y por el
presentimiento del propio entierro».

Imre Kertész
Premio Noébel de Literatura, 2002

Yo, el otro. Crénica del cambio.
(Acantilado. Barcelona, 2002.)

Hubo un tiempo en la Facultad de
Medicina que ha marcado nuestra
época mas de lo que muchos quisie-
ran y algunos empecinados, mas
empenados en echar tierra de lo que
sus fuerzas y la tozudez de los hechos
les permite, desearan. Se trata del
periodo que va de febrero de 1986 a
mayo de 1988, en el que fui Decano
de la misma, primer Decano de los
«nuevos tiempos», elegido por un
cuerpo electoral que no habia salido
de las «listas» sino de todo el colecti-
vo del profesorado (Unica candidatura
abierta por centro).

En aquel tiempo («in illo tempore»)
ocurrieron algunos hechos que, sucinta-
mente, para recuerdo de ingenuos y
con animo clarificador, quisiera remar-
car. Aunque se trata de una divisiéon de
la que siempre he huido, me referiré, en
primer lugar, a los més directamente
relacionados con las instituciones sani-
tarias y, en segundo, a los méas genéri-
cos que afectaron a la Facultad de
Medicina.
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I. INSTITUCIONES SANITARIAS

1. Desacreditacion del Hospital Cli-
nico Universitario «Lozano Blesa»
(HCU). Unos dias después de mi toma
de posesion, nuestro HCU fue desacre-
ditado para la docencia de postgrado
(formacion de especialistas) por no
cumplir los siguientes requisitos:

a). Unnumero determinado de autop-
sias,

b). Un fichero para historias clinicas y

c). La existencia de comisiones.

El comité de acreditaciéon de centros
para ensefanza de postgrado (Ministe-
rio de Sanidad) solamente procedia a
suspender la acreditacion de un centro
cuando no cumplia con més de dos
requisitos, de entre una serie de los
mismos, que se habian establecido
necesarios para la ensenanza MIR.

El ambiente de enfrentamiento con lo
gue representaba la Institucion Sanita-
ria, a la que se habfa entregado el hospi-
tal por parte de las autoridades educati-
vas —la célebre cesiéon demanial,
demonial para algunos— era lo mas lla-
mativo de aquel tiempo y situacion.
Consecuentemente, el escaso animo
colaborador del profesorado era la
norma.

Con el doctor Carlos Martin, por aquel
entonces gerente del HCU, se trabajé
codo con codo para confeccionar comi-
siones y buscar soluciones a los otros dos
puntos. El trabajo fue compensado unos
meses mas tarde cuando se consiguio la
reacreditacion. No fue hace tanto tiempo
de aquel tiempo de desidia en el que algu-
nos profesores cuando aceptaban formar
parte de las comisiones me pretendian
hacer ver con su aceptacion que me haci-
an un enorme favor personal.

Hoy las cosas y la mentalidad han
dado un giro copernicano y nadie pone
en tela de juicio la necesidad de que
nuestra institucion a través de sus hos-
pitales participe en la formacion de
especialistas.

2. Conclusién de la reforma —obras—
de consultas. Las obras de las consul-
tas, en aquel tiempo sitas en las plantas
bajas del Unico edificio existente del
HCU, llevaban meses y meses en para-
da técnica por falta de liquidez. Proba-
blemente derivada de los problemas de
titularidad del centro a causa de la

cesion demanial. Paredes y tabiques sin
lavar o @ medio hacer dejando ver ladri-
llos por doguier, generando incomodida-
des y dando una impresion de dejadez,
abandono y desidia que ni la Facultad ni
la Institucién Hospitalaria se deberian
haber permitido, pensando en que tales
consultas eran utilizadas por unos profe-
sionales que alli prestaban sus servi-
cios, unos alumnos que alli deberfan
estar aprendiendo y unos ciudadanos
(pacientes/usuarios) que alli acudian
para encontrar remedios a sus proble-
mas vy dolencias. Es probable que algu-
no de ustedes haya olvidado como con-
cluyo esta parte de la historia. Tras
diferentes gestiones el Rector Camare-
na, la Universidad en suma, transfirio
veintitantos millones de pesetas al HCU
por la utilizacién de sus servicios para la
ensenanza de pregrado de Medicina.

Quien lo dirfa, la cuestionada Universi-
dad dando el dinero para acabar las
obras en las consultas del HCU. jQué
tiempos aquellos!, la Universidad apos-
tando por la Facultad de Medicina.

3. Nuevo edificio de consultas
externas. En aquel tiempo se hicieron
las gestiones para trueques de terrenos
y se elaboraron los primeros disenos y
planos del nuevo edificio de consultas.
Recuerdan donde lo tenia disenado el
equipo rectoral de aquel entonces:
entre Magisterio y el HCU y se prolon-
gaba por donde se ubicaba y sigue ubi-
candose el animalario, ocupando la
mitad del parking existente entre el
mencionado HCU vy el edificio A de la
Facultad de Medicina.

El por entonces Director Provincial de
Sanidad, doctor José Luis Ortega, y el
equipo decanal apostaron fuerte por la
ubicacion actual. Tal postura no fue
compartida por muchos universitarios
de entonces. Nuestra linea de actuacion
era clara y estaba meridianamente defi-
nida: las ganancias del Hospital Univer-
sitario eran ganancias de la Universidad
Yy, en este caso concreto, con una reper-
cusion directa sobre la ciudadania arago-
nesa. Este pensamiento y manera de
proceder no es hoy dia compartido por
todos y afirmaciones como que la Facul-
tad de Medicina mejor para INSALUD o
SALUD han sido utilizadas por vicerrec-
tores del ramo como gracia, insolencia o
amenaza.

Convencimientos aparte, no somos
tan ilusos de pensar en la importancia
de nuestras gestiones, seguramente
fueron unas mas, probablemente no las
mas decisivas, pero sirvan de ejemplo y
testimonio de como, en ningun punto
que pudiera afectarle, la Facultad de
Medicina mostro tibieza, carencia de cri-
terios o falta de posturas activas.

4. Direccién Médica del HCU. El pri-
mer director médico del HCU que osten-
16 la condicion de profesor titular de la
Facultad de Medicina se nombré en
aquel entonces'. Hace tiempo que ni en
uno ni en otro de los hospitales (Lozano
Blesa y Miguel Servet) universitarios,
los directores médicos se nombran pre-
ferentemente entre profesores univer-
sitarios, ni se tiene en cuenta la opinion
de la Facultad de Medicina, ni siquiera
existe comunicacioén al respecto. El pri-
mer director médico, profesor titular de
Clinica y Patologia Médicas, fue don
Antonio Millastres.

Algunos profesores se alarmaban (y
reclamaban prensa y taquigrafos) por
que estas negociaciones se llevaran con
la discrecién y el tacto requeridos para
su éxito. Son justamente los que ahora
guardan abominable silencio ante estos
y otros més innombrables atropellos.

5. Docencia en el Hospital Universi-
tario Miguel Servet. Hubo un tiempo
(curso 1987-88), durante el periodo
mencionado, en que los alumnos de
Medicina hicieron précticas en el Hospi-
tal Universitario Miguel Servet y se
nombraron profesores asociados médi-
cos (PAM) para tal efecto, a los que con
mi dimisién —pura confluencia, no con-
secuencia— se les acabd la docencia y
nombramiento. Epoca y tiempo, nom-
pbramientos y sueldos de escamoteo,
sobre los que seré preciso un dia volver
para clarificar ante la Historia porque se
cerrd aquel capitulo y sefalar claramen-
te las causas y los culpables del mismo.
Es cierto que la capacidad para gestio-
nar concluye con la incapacidad para
abrir caminos que aporten dinero. El
dinero, Madrid,... jqué faciles excusas
para los incapaces!

Dos anécdotas de esta accion. En el
salon de actos del Miguel Servet tuve la
ocasién de dirigir unas palabras como
Decano a profesores y alumnos allf reu-
nidos y mis palabras se hicieron recuer-

1. Ciertamente que tuvo un nombramiento provisional y que una serie de cuestiones legales impidieron el que llegase a tener un nombramien-

to definitivo.



do vy alegria por conseguir que lo que en
mi época de estudiante era motivo de
manifestaciones y protestas (practicas
en el Miguel Servet) en esta otra fuese
palpitante realidad. Se trataba de una
roméntica manera de comenzar. La
siguiente es mas prosaica. A otro profe-
sor de la Facultad de Medicina y a mi
mismo se nos habfa invitado por el
entonces Director General de Ensenan-
za del Ministerio del Ejército a asistir a
los cursos que sobre la reforma de la
ensenanza de los estudios militares se
debatfa en el palacio de la Magdalena
(Santander). Uno de los ponentes era el
entonces Subdirector General de Ense-
fanzas del Ministerio de Educacion y
Ciencia, profesor Javier de la Vallina, a
quién tomando un café después de su
intervencion solicité la concesiéon de un
presupuesto extraordinario para pagar a
aquellos profesores PAM del Miguel
Servet. La sintonia de aquel decanato
con los Ministerios de Educacion y Sani-
dad era absolutamente total y la res-
puesta evidentemente fue afirmativa.
Cuando me marché del decanato, en
este punto en concreto, quedaba pen-
diente la plasmacién del acuerdo. Como
no lo estaba, ahi quedaron los profeso-
res, los suenos vy la primera realidad de
ensefanza practica en el Miguel Servet.

Hoy en dia el Hospital Miguel Servet
es Universitario de denominacion. El
camino para que lo sea de hecho todavia
es largo y la falta de sintonia entre las
Instituciones Sanitarias y Educativas lo
pueden llegar a hacer tortuoso.

6. Concierto entre Universidad-Ins-
tituciones Sanitarias. El celebérrimo
R.D. 1558 establecia la necesidad de
concertaciéon entre las Universidades y
el Insalud y daba desde su publicacion el
plazo de un ano para desarrollar los con-
ciertos. La concertacién se entendia
debia realizarse como indicaba la Ley
General de Sanidad con todas las Insti-
tuciones Sanitarias. En este sentido, se
llevaron parejas dos comisiones: una,
con INSALUD v, otra, con el Hospital
Provincial de Zaragoza (Diputacion Pro-
vincial de Zaragoza). La primera se ela-
bord en un concierto que no llegd a
publicarse en BOE y que, sin embargo,
se firmo publicamente en Madrid (Insa-
lud Central) y en una apertura de curso
en nuestra Universidad. Muchos profe-
sores no estaban de acuerdo con aquel
preconcierto que diferfa en bien poco
del que posteriormente se publico y
cuya mala aplicacién, con manifiesta

dejacion de los representantes universi-
tarios, ha permitido conculcar principios
constitucionales y ha servido, vy todavia
sirve, de flagelo contra la planificacion y
calidad de la ensefianza y la motivacion,
amén de instrumento para la realizacion
de tropelias y disparates sin cuento.

Las reuniones con el Hospital Provin-
cial llevaron un ritmo mas lento, que tras
mi partida cesé. En la actualidad, dicho
Hospital, todavia no ha entrado en la
rueda de la ensenanza.

7. Practicas de verano en el medio
rural. Estas précticas respondian a un
proyecto elaborado y realizado en su
integridad por la Delegaciéon de Alum-
nos. Histéricamente, surgi6 la idea
como respuesta de las inquietudes
estudiantiles ante la deficiente (por
escasa, desincentivante e incompleta)
formacion préctica que ofrecia el HCU.
Los estudiantes, siguiendo una historia
de reivindicaciones por la ensefanza
préctica, se orientaron en esta ocasion
por la salida del &mbito universitario. En
el curso 1979-80 se promovid la organi-
zacion de una primera comisién con
objeto de canalizar estas ideas y llevar-
las a la préactica. En el curso siguiente
1980-81, un grupo de alumnos que no
sobrepaso la docena, realizé practicas
durante el verano en el medio rural. Este
primer grupo tuvo caracter experimen-
tal, no disponiendo de ningun tipo de
presupuesto ni financiacion, asi como
tampoco de ninguna estructuracion for-
mal desde el punto de vista docente.
Las experiencias personales que refirie-
ron los participantes alentaron decidida-
mente a la comision a buscar y conse-
guir una dotacién, darles un mayor
contenido académico y posibilitar la
asistencia a un mayor nimero de estu-
diantes. Para cumplir con todos estos
fines, la mencionada comision, durante
el curso 1981-82, trasladd la inciativa a
nivel oficial {(Decanato y Rectorado),
cuya experiencia asumieron como Vvali-
da, permitiendo disefar los objetivos
futuros. Asimismo, el Colegio Oficial de
Meédicos de Zaragoza se hacia participe
del proyecto y se encargaba de contac-
tar con los profesionales rurales de la
provincia. En aquel afo fueron dieciseis
los médicos participantes (localidades
de: Agon, Alagon, Ariza, Ateca, Calata-
yud, Daroca, Fabara, Juslibol, La Puebla
de Alfindén, Luceni, Monterde, Pina de
Ebro, Remolinos, Sos del Rey Catdlico,
Villanueva de Géllego y Casa de Socorro
de Zaragoza —con excepcion del area
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urbana dependiente de este ultimo cen-
tro, que a los efectos se considero
como rural, y Calatayud todos tenian
menos de 5000 habitantes—) y 29 los
estudiantes, todos ellos de segundo
ciclo; la ayuda econémica de Decanatoy
Rectorado ascendio a 130.000 pesetas.
En el ano 1985 participaron 7 pueblos
en estas préacticas, en el ano 1986 (pri-
mero de nuestro Decanato) ascendieron
de nuevo a 13y en el ano 1988 a 47. De
igual forma con respecto al nimero de
alumnos que participaron en el proyec-
1o, la evolucién en el periodo que nos
interesa fue como sigue: ano 85, 14
alumnos; ano 86, 43 alumnos y ano 88,
108 alumnos. Las subvenciones subie-
ron de alrededor de unas 100.000 ptas,
en 1985, a més de 3.000.000, en 1988.
Un ultimo dato, en el periodo estudiado,
la provincia de Huesca se integré en el
proyecto y quedaba en cartera Teruel
para una préxima incorporacion (curso
1988-89).

Estos datos y otros hasta 1991 se pre-
sentaron al Annual Meeting de la AMEE
(Association for medical Education in
Europe), celebrado en Zaragoza, en sep-
tiembre de 1995 (Rural learning practi-
ces fifteen years in the Zaragoza Faculty
of Medicine, Arch. Fac. Med. Zarag.,
numero extraordinario).

8. Otras. Dos puntos mas para con-
cluir esta primera parte.

a). Una oferta para la singularidad.
Hoy puede resultar inaudito, casi increi-
ble que, por parte de los responsables
del Ministerio de Educacion y Ciencia,
fuese alentado y encargado de llevar a
cabo un plan experimental de formacion
médica en nuestra Facultad. Se iba a
legislar en especifico para nosotros.
Nuestros aciertos o hallazgos y fracasos
iban a servir directamente para los
demads. Era evidente que semejante
oferta suponia un reto que desbordaba
lo que pudieran ser nuestros suenos o
aspiraciones e involucraban a toda nues-
tra Institucion. Como puede suponerse,
el Decano que esto suscribe, ni siquiera
se atrevié a plantearla a la Junta de
Facultad. Hoy dia puedo afirmar sin
reparos gue ni se estaba por la labor, ni
como colectivo estdbamos preparados
para semejante reto.

b). Salidas e intercambios con
otros hospitales. La necesidad explica-
da, reafirmada y proclamada de la con-
secuciéon de una masa critica de profe-
sionales en nuestro centro hospitalario

5
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gue hubiesen salido a otros centros
nacionales o internacionales y que sir-
viese como punta de lanza para la refor-
ma hospitalaria fue uno de objetivos
centrales de nuestro equipo. El éxito
mas bien escaso o casi nulo. No obstan-
te, se realizaron gestiones ante los res-
ponsables provinciales de la Sanidad
para impulsar y patrocinar (becar) estas
salidas —véase mas adelante—.

Para concluir con este primer aparta-
do debo manifestar que, hoy en dia, al
contrario de lo que describia en el pri-
mer punto, la renuencia y cicateria habi-
tan en el otro lado de la balanza (Institu-
ciones Sanitarias), donde siempre han
entendido poco del tema educativo, en
general, y de lo que supone controlar el
contexto en su dimension mas amplia
donde se realiza la ensefanza-aprendi-
zaje de pregrado, en particular. El entre-
guismo v la falta absoluta de conoci-
miento de lo distintivo y particular de la
Facultad de Medicina por parte de las
Autoridades Universitarias que han ges-
tionado desde la dejadez, opacidad y
personales intereses han llevado a
nuestra Facultad a su situacién actual,
Unica en nuestro pals.

Il. FACULTAD DE MEDICINA

En esta segunda parte se abordaran
algunos hechos méas genéricamente
referidos a la vida de la Facultad de
Medicina.

1. Plan de estudios. En aquel enton-
ces los planes de la Facultad de Medici-
na de la Universidad de Zaragoza, como
decia en una publicacion previa («Bases
operativas para la reforma curricular en
la Facultad de Medicina», Secretariado
de Publicaciones, Universidad de Zara-
goza, 1988) que prologaba el rector
Camarena, se desarrollaban en las
siguientes posiciones legales:

- plan de estudios de primer ciclo,
Resolucién de la Direccion Gene-
ral de Universidades e Investiga-
cion de 24 de noviembre de 1973
(BOE de 18 de diciembre);

— plan de estudios de segundo ciclo,
Orden Ministerial de 1 octubre de
1976 (BOE de 12 de marzo);

— curso rotatorio, Orden Ministerial
de 20 de febrero de 1979 (BOE de
25 de abril).

A partir de esta Ultima fecha se reali-
zaron algunos cambios curriculares,
como:

— Ampliaciones de materia: orden
de 10 de julio de 1980 (BOE de 5
de septiembre) por la que la Radio-
logia y Medicina Fisica de sexto
CUrso pasa a impartirse con tres
horas semanales de clase en vez
de con dos;

— Aparicién de nuevas materias, por
division de otra: Orden de 8 de
octubre de 1981 (BOE de 11 de
diciembre) por la que la Patologia y
Clinica Quirdrgicas Ill, cambia de
denominacion y se desglosa en
Neurocirugia con dos horas sema-
nales durante todo el curso y Trau-
matologia y Ortopedia con tres
horas semanales, también duran-
te todo el curso.

Debe indicarse que la Cardiologia y la
Hematologia aparecen como
Cétedras y no se generan a través
de normativa ministerial, escin-
diéndose de la Patologia y Clinica
Médicas.

A continuacion se exponen los puntos
en los que se centraron las actuaciones
decanales:

a). Cumplimiento y adecuacion a la
legalidad vigente. Dos hechos se corri-
gieron sobre la marcha y se procedio
con el mayor tacto posible a incidir
sobre un tercero:

Uno. El'idioma que no figuraba en nin-
guna normativa legal como obligatorio
para la obtencion del titulo y asf se venia
incluyendo, paso a ser optativa, aumen-
tandose la oferta (en niumero y mate-
rias).

Dos. El curso rotatorio que se habia
de desarrollar en cuarto, quinto o sexto
curso se habia olvidado y ninguna reso-
lucion se habfa tomado para eliminarlo
de la normativa legal. Simplemente no
se cumplia la normativa, lo que no pro-
vocaba ningun sonrojo. Para resolver
este problema, como se cita textual-
mente en la publicacién mencionada se
establecieron las comisiones y concier-

tos o preconciertos con los Hospitales
dependientes de Insalud Lozano Blesay
Miguel Servet y el dependiente de la
Diputacion Provincial de Zaragoza Hos-
pital Real y Provincial Nuestra Sefora de
Gracia, asi como con siete centros de
Asistencia Primaria —la totalidad de los
existentes disponibles—. Asimismo, en
colaboracion con el Colegio de Médicos
de Zaragoza y presupuesto extraordina-
rio, que en el curso pasado (la publica-
cion es del 88) superd los dos millones
de pesetas, se vienen realizando desde
hace dos anos précticas rurales en dife-
rentes municipios del distrito. Dentro de
este contexto, las préacticas que en este
momento se estan desarrollando y
sobre las que se esté poniendo énfasis,
adecuando e incidiendo en su necesi-
dad de acuerdo con las posibilidades
institucionales y numero de alumnos,
son las siguientes:

1. «Bedside teaching», realizadas
por los alumnos de sexto en Insti-
tuciones Hospitalarias.

2. «De consultas», realizadas tanto
en consultas hospitalarias como
en Centros de Atencion Primaria.

3. «De urgencias (primeros auxilios y
patologia social)», realizadas como
guardias en las Instituciones Hos-
pitalarias.

4. «De campo», desarrolladas fuera
del tiempo académico, con carac-
ter voluntario, en el marco de la
medicina rural.

Todas estas précticas tienen un fuerte
componente de desestructuracion, a
nivel pedagdgico, como puede ocurrir
con la formacion MIR.

5. «De base», especificas para cada
materia, drea o especialidad, fuer-
temente estructuradas y procu-
rando desarrollarse coincidentes
con las explicaciones tedricas de
la materia. Fundamentalmente tie-
nen su aplicacion en las materias
basicas.

Hasta aqui lo dicho entonces. Hoy
quiero precisar que las tres primeras
servian para dar cumplimiento al célebre
rotatorio, distribuyendo un horario que
dejaba el nucleo central de la manana a
los alumnos de sexto para asistir a hos-

2. A este respecto deben recordar que tal practica no era nueva en nuestro medio. Cuando el autor de este escrito era estudiante debid estar
localizado durante un tiempo por la obligatoriedad de tener firmada la asistencia («visién») a una serie de partos. Se dejaba un teléfono para tu
localizacion y durante este tiempo podias recibir la llamada en cualquier momento, festivos y noches incluidas, v si era durante el horario lec-
tivo tanto peor. El tiempo de aquellas préacticas en este Ultimo caso de protegido pasaba a preponderante.



pitales y consultas. Se protegié este
horario central (de 10 a 13) para el cum-
plimiento de esta actividad. El «tiempo
protegido» para una determinada tarea
0 actividad (en este caso la realizacion
del curso rotatorio por los de sexto) es
una préactica frecuente en muchas, la
mayoria, de las Facultades de Medicina
con prestigio y todas las que realizan su
ensenanza basadas en el «solving pro-
blem». Por otra parte, el tiempo protegi-
do para una actividad define una parte
del tiempo diario, lo que no quiere decir
nada de la utilizacion del restante,
pudiéndose dar préacticas, precisamente
las que nosotros denomindbamos de
base, o tedricas cuando el profesorado
estimase oportuno, mafana, tarde o
noche, en dias lectivos o festivos?.

Un hecho mas, para dar cumplimiento
y seriedad al rotatorio, se elaboré un
cuadernillo con una serie de requisitos
minimos e intervenciones que debian
cumplir y estar visadas por los profeso-
res ocupados de las practicas durante
este periodo.

Es bien cierto que se empezo a dise-
nar el quinto curso con una estrategia
similar (justamente al revés de cémo se
estd haciendo la reforma en estos
momentos)®.

Tres. Se presiond a través de la elabo-
racion de los horarios a determinadas
materias, con el fin de evitar repeticio-
nes increfbles, hasta de parciales ente-
ros, y a algunas se les redujo su horario
lectivo.

b). Reforma curricular propiamente
dicha. Existia desde hacfa un tiempo,
una Comisién para este fin, a la que se
imprimié y confirié un mandato espe-
cial: la elaboracién de los objetivos de la
Facultad de Medicina (Anexo 1) y el
Decalogo de criterios gufa para la men-
cionada reforma (Anexo Il), que se reco-
gen en la anterior publicacién. Ya se
habian elaborado y aprobado en Junta
de Facultad cuando aparecio el Real
Decreto 1497/1987 de 27 de noviembre
por el que se establecian las directrices
generales comunes de los planes de
estudio de los titulos universitarios de
caracter oficial y validez en todo el terri-
torio nacional (BOE de 14 de diciembre).
Todavfa faltarfa un tiempo para aparecer
la normativa con las directrices especifi-

cas para la reforma curricular de los
estudios de Medicina.

Todo al olvido, lo que se trabajé bieny
lo que no se haria con tanto acierto o
fuera digno de perfeccionarse, criterios
gufa incluidos. Sencillamente se corria
el riesgo de poner de manifiesto las
medianias y el todo vale y, especialmen-
te, los intereses personales de algunos.

2. Erasmus. En este apartado quisie-
ra remitirles al opusculo «Facultades de
Medicina de Zaragoza y Tours: Actuali-
dady futuro del Erasmus» (Secretariado
de Publicaciones, Universidad de Zara-
goza, 1990), donde se narra la historia
del primer ERASMUS de nuestra Facul-
tad. En él se dice textualmente:

«En la época del decanato del prof.
Escanero se inicid una reforma curricu-
lar que pretendia operar en tres frentes:

a). La utilizacion de la totalidad de
recursos sanitarios y la progresiva
integracion en la ensenanza de pre-
grado de la medicina extrahospitala-
ria (por primera vez se hacen practi-
cas en ambulatorios y se ensancha
el territorio de las practicas rurales a
la provincia de Huesca),

b). La implantacion del rotatorio, bus-
cando una integracion tematica y
metodoloégica, y la adaptacion
(reduccion del programa teorico)
de determinadas materias y

c). La ceordinacion europea, como
«control de calidad» (externo) y
estimulo de la reforma».

A continuacion se indica la idea com-
partida por ambas facultades sobre lo
gue denominaron redes universitarias
que deberian, al menos, estar constitui-
das por un nucleo basico constituido por
cuatro facultades, representativas cada
una de uno de los cuatro idiomas mayo-
ritarios de la Europa Occidental: inglés,
espanol, aleméan y francés. Ellos lleva-
ron a cabo esta idea.

Con Toulouse se habian abierto las
negociaciones y visitado su Facultad de
Medicina (decano: prof. Seguela) con
una ayuda ERASMUS (SVP-87-0014-E).
En el report del viaje a Bruselas se
comunico la aceptacién y decidida
voluntad de ambas partes de conseguir
un acuerdo similar al de Barcelona, que
se detallaria en posterior visita, que que-
daba por precisar, del decano de Tou-
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louse a Zaragoza. Permitanme insistir
en el opusculo citado en donde se dice:

«La oferta se extendia a nivel de post-
grado, habiéndose realizado, también
durante la visita, los primeros contactos
con el Director de Salud Publica de
aquella ciudad... La formacién de post-
grado —doctorado y especialidades—y
continuada tenian claramente definidas
unas lineas de actuacion en aquel deca-
nato. Entre otros, se habia tomado el
acuerdo con las autoridades del Insalud
de Zaragoza de potenciar las salidas del
personal del Hospital Clinico Universita-
rio, tanto a nivel de los médicos de plan-
tilla, como de los especialistas en for-
macion, comprometiéndose para tal fin
a prestar todas las facilidades posibles
(manteniendo integro del sueldo por la
institucion sanitaria para todas las sali-
das de perfeccionamiento a otros hospi-
tales nacionales o extranjeros, solucion
de los problemas que pudieran generar
las salidas —suplencias—, etc.)».

3. Larevista de la Facultad: «Archivos
de la Facultad de Medicina».

Ni una mencién especial, ni un aniver-
sario. Resulta dificil creer que los res-
ponsables hayan olvidado que fuera en
el tiempo que ocupé el decanato cuan-
do se gestiono con la Diputacién Provin-
cial de Zaragoza la recuperacion (tercera
época) de nuestra revista, la que hoy ha
actualizado el formato y parece que per-
dido el criterio, probablemente también
el rumbo (véase nota al pié de la pagina
primera).

4. Biblioteca. Si tuviera que utilizar una
palabra para definir la situacién tendria
problemas para encontrarla. Deplorable
es menguada. El presupuesto para
libros era de cero pesetas. Segin mani-
festacion del personal del PAS gue se
ocupaba del control se hablaba de latro-
cinio y no devolucién de textos. En un
rincén de la biblioteca habia un montén
de libros que habian perdido las tapas.
Con estas tres frases se ha pretendido
pintar un cuadro que diera idea de lo que
era y como se encontraba la Biblioteca
de la Facultad de Medicina en la primera
visita que se curso a esa instalacion tras
ser nombrado Decano.

Las primeras gestiones realizadas
tuvieron lugar en los despachos de los
directores de dos entidades de ahorros:
la CAZAR y la CAl. Mientras el director

3. Nota incluida en la correccién. Este articulo se escribié antes de que se elaborase el actual plan de estudios de desconocidos principios con
tendencia opuesta a la marcada por Europa, de repeticiones sin cuento, de escasa coordinacion y de desmesura sin limites.
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de la primera nos confeso que todas las
ayudas a la Universidad estaban canali-
zadas a través del Rectorado con el de la
segunda se tuvo mas suerte y se obtu-
vieron 50.000 ptas con la que se encua-
dernaron los libros, gue amontonados
en el rincén, esperaban destino final.

Ustedes conocen para nuestra fortu-
na los tiempos posteriores hasta nues-
tros dias.

5. La Biblioteca-Hemeroteca Médica
de Aragon. Se tratoé de uno de los sue-
Aos mas dulcemente acariciados por los
miembros del equipo. Una gran bibliote-
ca, en el lugar que hoy se encuentra la
de los estudiantes, con algun piso mas,
referente para Aragon y todos sus hos-
pitales, que permitiese ubicar la heme-
rotecay en la que Universidad e Insalud
se ocupasen de los gastos. En este sen-
tido se iniciaron una serie de gestiones
para comenzar con la cobertura de sus-
cripciones que podia asumir cada una
de las Instituciones participantes.

Hemos dicho sueno, porque penséba-
mos que podria ponerse al Servicio de
toda la red hospitalaria de nuestra tierra.
Aunque por aguel entonces las solucio-
nes eran complicadas y después todavia
no se ha hecho nada, aun pensamos
que puede ganarse el futuro, ya que
alguna vez se cambiara de gestores.

6. Espacios. Tres puntos para delimitar
este apartado:

a). ARAMEDE (una sociedad cientifica
deportiva) tenfa su sede en un
local de la facultad (edificio A) que
se recupero.

b). Se cedid hasta la construccion de
la nueva escuela de Enfermeria el
aula (de Fisiatria) hoy todavia no
recuperada cuando ya se ha hecho
la construccion. ¢Porgué no se ha
hecho con Fisiatria lo que hicimos
con ARAMEDE, por quién con
tanto desafuero ha intentado men-
guar el espacio de Fisiologia tan-
tas y tantas veces?. Cualquiera de
ARAMEDE o del equipo decanal
de aquel tiempo puede contarles
como se hizo la gestion.

. Se realizé un primer intento de
reparto de los locales del edificio
B, con varias reuniones al respec-
to y se distribuyeron los locales de
secretarias y despachos de direc-
cion de los departamentos clini-
Cos.

O

7. Otros. Para concluir con esta exhaus-
tiva exposicion de hechos se van a
incluir en este ultimo epigrafe tres pun-
tos més, dos relativos a los estudiantes,
a quienes se estimulé para la «otra» for-
macion, lo extramédico (lamento pro-
fundamente si algun profesor no entien-
de el sentido metaférico de algun
comentario, lean a Nervo) y otro a los
PAMs:

a). Revista de estudiantes. Se
potencid y aparecid por primera
vez una revista de estudiantes
bajo la responsabilidad de los mis-
mos.

b). Fecha de recepcién de estudian-
tes. Se configurd el acto de la
recepcién de los estudiantes con
la finalidad de mentalizarles sobre
la adhesién de los mismos a su
centro.

c) Huelga del SIMA. Permitanme sin
ningdn animo ni explicatorio ni
guejumbroso concluir con este
hecho por tratarse de la huelga
mas larga que ha tenido lugar en la
Facultad de Medicina y probable-
mente en la Universidad de Zara-
goza. A pesar de que desde la
campana para mi eleccién de
Decano se habia abierto un diélo-
go con el SIMA, a los pocos dias
de acceder al decanato se inicid
una huelga porque desde el Rec-
torado (Vicerrector de Medicina)
se premiaba el hecho de la exigen-
cia de la Tesis Doctoral. Durante
casi todo el curso los PAMs no
dieron préacticas.

Qué lejos de aqguella toma de postura
ha estado la respuesta dada a la arbitraria
medida de la redistribucién de los PAMs
llevada desde la perentoriedad y no de
un plan serio a medio plazo, basado por
ejemplo en edades medias y estimulos a
servicios. Hoy tras los empandullos,
ceses gratuitos, desmotivaciones vy
agresiones nos enfrentamos a la caren-
cia de un plan, en manos del depredador
que nos asole. Los perdedores, los de
siempre.

Todo lo hasta aqui expuesto y algunas
cosas mas en las que no tuvimos tanto
éxito (construccion de los departamen-
tos, etc.) se realizaron en un ambiente
de incomprensién, insolidaridad y acoso
que iba desde la utilizaciéon del tiempo
de clase para hablar de la gestién del
Decano hasta actitudes y tomas de pos-
tura incomprensibles, por zafias y poco

universitarias. Pocos pensaban en el
centro y en su futuro como institucion
publica al servicio de una colectividad,
mas amplia gue un grupo de profesores,
y hoy todavia esta Facultad no se ha
recuperado, en mi opinién, de aquel
tiempo en que se afrontd un cambio con
el que quisimos generar una ilusion y
esperanza que posiblemente no supi-
mos canalizar pero que muchos de
nuestros significados colegas preten-
dieron por activa y pasiva dinamitar. En
aquellos momentos (in illo tempore) se
llegd hasta hacer desaparecer la carta
de invitacién a la toma de posesién de
mi sucesor, mi protesta: aparecer en
mangas de camisa.

Los malintencionados (envidia insana)
y acosadores han seguido realizando su
juego, otros se han jubilado, y la Facul-
tad con una manifiesta carencia de crite-
rios claros de actuacién ha sido mas que
nunca orillada en temas capitales, tanto
por parte de la propia Universidad (con
descaro inusitado e impasible respuesta
se han echado a PAMs, se han redistri-
buido como les ha venido en gana sin un
plan a medio plazo, sin un reconoci-
miento de servicio, con una desmotiva-
cion préxima a la de la derrota, se ha
ponderado su voto, se ha establecido
una equivalencia -ratio- para la econo-
mia, etc. etc.; con respecto a los nume-
rarios se han dado las plazas de titular
con extrafnisimas premuras -hoy dia no
tenemos ningun neurdlogo, ninguin reu-
matodlogo, etc.- y existen algunas lagu-
nas incomprensibles en las plazas de
catedrético -un referente: cuando yo
estudiaba habia catedraticos, que ahora
no existen, en Radiologia y Terapéutica
Fisica, Oftalmologia y Otorrinolaringolo-
gia-, etc., etc.) como por parte de INSA-
LUD o SANIDAD (exctusenme gue no
insista en bochornosas y anticonstitu-
cionales defenestraciones por ser ara-
goneses, etc.)-. Atropellos y defenestra-
ciones como no conozco hayan ocurrido
y no hayan sido subsanadas en ninguna
otra Facultad de Medicina en el contex-
to nacional. Por supuesto que en el
internacional que visito me ahorro
muchos comentarios, porque para
nuestra desgracia si los conociesen dari-
amos risa o es probable que nos ofre-
ciesen alguna tribuna para la denuncia.

Pero aguel tiempo, que es el motivo
de este escrito, por fortuna para unosy
desgracia para otros, hoy es historiay ya
sélo los historiadores tienen los adjeti-
vos con que calificarlo.



Post scriptum: Es posible que algu-
nos datos no presenten la precision
estricta que hubiera deseado y es segu-
ro también que a algunos les hubiera
gustado escuchar mi opinién sobre algu-
nas otras cosas o hechos que me he
dejado en el tintero. Espero, no obstan-
te, que esas delicadas o finas precisio-
nes o que los involuntarios y voluntarios
olvidos puedan corregirlos los historia-
dores de esa época hablando con todos
y cada uno de los vicedecanos y secre-
tario que me ayudaron a llevar los desti-
nos de esta Facultad y a quienes desde
aqui y con este motivo quiero agradecer
y rendir homenaje por su trabajo e ilu-
sion... en aquel tiempo.

ANEXO I.

OBJETIVOS DOCENTES INSTITU-
CIONALES DE LA LICENCIATURA DE
LA FACULTAD DE MEDICINADE LA
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA.

La Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Zaragoza, a través de las ense-
nanzas impartidas durante la Licenciatu-
ra, tiene como objetivo la formacion de
médicos con entrenamiento y prepara-
cion cientifica adecuados para que sean
tiles a la comunidad en la que ejerzan
su funcién, respetando las normas éti-
cas vy legales, y con capacidad y motiva-
cion para continuar su aprendizaje a lo
largo de su vida profesional. Con esta
finalidad el plan de estudios debe:

1. Ayudar al estudiante a adquirir los
conocimientos imprescindibles
para comprender:

1. A. El desarrollo filogenético y onto-
genético normal, forma, estructura
y funciéon del cuerpo humano.

1. B. Las alteraciones mas frecuentes
del desarrollo, forma, estructura y
funciéon del cuerpo humano.

1. C. El modo en que los factores fisi-
cos, guimicos, biolégicos, heredi-
tarios, psicolégicos y socio-cultu-
rales pueden afectar a la
existencia humana favorable o
desfavorablemente.

1. D. Los procedimientos o técnicas
béasicas de diagndstico y trata-
miento propias de las diferentes
especialidades.

1. E. Las técnicas generales y recur-
sos aplicables al individuo vy a la
comunidad para prevenir las enfer-
medades y mantener la salud.

1. F. El sistema social y cultural médico.

2. Ayudar al estudiante a establecer
conductas basicas, respecto a:

2. A. Seleccionar, ordenar y jerarquizar
los datos esenciales que le permi-
tan obtener una visidon completa e
integrada del hombre normal.

2. B. Realizar e interpretar la historia y
exploracion clinicas.

2. C. Realizar € interpretar las explora-
ciones y pruebas complementarias
esenciales, asi como saber solicitar
y utilizar la informacién proporciona-
da por los especialistas.

2. D. Seleccionar, ordenar y jerarqui-
zar un conjunto de datos para rea-
lizar un diagndstico correcto.

N

. E. Establecer planes terapéuticos.

2. F. Obtener la capacidad para esta-
blecer, con delicadeza y tacto, una
adecuada relacién médico-enfer-
mo y para obtener y saber guardar
confidencias de enfermos y fami-
liares.

2. G. Detectar los problemas sanita-
rios de una poblacién y proponer
las medidas sociales e individua-
les para evitar las enfermedades y
promover la salud.

2. H. Ser capaz de utilizar los medios
necesarios para lograr una autoe-
ducacion ininterrumpida.

3. Ayudar al estudiante a comprender
los principios y actitudes éticas y
normas legales de la profesién
médica, como son:

3. A. El sentido de la responsabilidad
en la solucién de los problemas
meédicos de sus enfermos y de la
colectividad.

3. B. Humildad para reconocer sus
limitaciones y flexibilidad para
aceptar consejos o solicitar ayuda
a otros colegas.

3. C. Respetar la dignidad y los dere-
chos de sus enfermos.

3. D. Sus derechos y mantener su dig-
nidad.

3. E. Prestar su colaboracién en casos
de urgencia individual o colectiva.

J.F. ESCANERO - IN ILLO TEMPORE...

ANEXO II.

CRITERIOS GUIA PARA LA REFORMA
DEL PLAN DE ESTUDIOS DE LA
LICENCIATURA DE LA FACULTAD DE
MEDICINA.

1. Los estudios de la Facultad de Medi-
cina deberan mantener en todo
momento la vision universal que los
enlaza con las demas ensenanzas que
se imparten en otros centros, ofre-
ciendo un enfogue multidisciplinar del
conocimiento cientifico y evitando su
adscripcion a una visién coyuntural y
pasajera de la politica sanitaria en la
practica de la medicina.

2. El plan de estudios ird encaminado a
cumplir los siguientes aspectos en el
campo de la medicina: crear saber,
transmitirlo, establecer un modo de
ser y estar tipicamente intelectual, y
por consiguiente critico, y capacitar
para la aplicacion practica de los
conocimientos adquiridos.

3. El plan de estudios debe incluir los
conocimientos, conductas y actitu-
des que el alumno debe adquirir para
ejercer la profesién médica.

4. El plan de estudios debe fomentar la
formacion tedrica del alumno asi
como hacer del caracter practico uno
de los definidores del curriculum.

5. El plan de estudios debe ensenar al
alumno a «aprender a aprender» y
prepararlo para su auto formacion
(formacién continuada).

6. El plan de estudios debe contener
unos objetivos bésicos y actuali-
zados, siendo al mismo tiempo lo
suficientemente flexible y dinédmico
como para permitir la introduccion de
nuevos objetivos, la sustituciéon de
otros o la simple correccién de los
existentes a tenor de las diferentes
circunstancias que puedan surgir.

7. El plan de estudios debe-estar dirigido
a formar médicos con una sélida for-
macion general que les permita acce-
der a una ulterior especializacion.

8. Las ensefanzas y contenidos inclui-
dos en el plan de estudios deben
estar articulados de forma continua-
day progresiva.

9. El plan de estudios se debe construir
teniendo como base las areas del
saber médico y los campos definidos
de actuacion profesional de ellas
derivados.

10. En la elaboracion del plan de estu-
dios se deben considerar las aporta-
ciones de la tecnologia educativa y
de la metodologia de la ensenanza /
aprendizaje.



REVISION

50 afios de anestesiologia espafiola (1953-2003)
50 years of spanish anaesthesiology (1953-2003)

F.J. Lafuente Martin', J.A. Tobajas Asensio?, M.T. Rosell Ab6s®, M.C. Alagén Abad?,
P. Pérez Barrero', A.C. Marin Villar.

1. Servicio de Anestesiologia, Reanimacidn y Terapéutica del Dolor.
Hospital Universitario «Miguel Servet». Zaragoza.

2. Especialista en Anestesiologia y Reanimacion.
E.U. de Ciencias de la Salud de la Universidad de Zaragoza.

3. Hospital Clinico Universitario «Lozano Blesa». Zaragoza.

4. Servicio de Anestesiologia y Reanimacion.
Hospital «Nuestra Sefora de Gracia». Zaragoza.

RESUMEN

En 1953 un grupo de ilusionados anestesiélogos constituia en Madrid la Asociacion
Espanola de Anestesiologia y posteriormente celebraba en Granada la | Reunién
Nacional de Anestesiologia. En el afio de 2003 se cumple el 50 aniversario de este
hito que marcé uno de los acontecimientos mas importantes de la especialidad de
Anestesiologia, Reanimacion y Terapéutica del Dolor y de la Medicina Espafola.

Con motivo de esta celebracion evocamos a la memoria histérica para rescatar del
olvido y rendir un homenaje a tantos personajes importantes de la Anestesiologia,
Reanimacion y Terapéutica del Dolor espafola y aragonesa, de esa época tan apa-
sionante y brillante de los afos 50 del siglo XX.

PALABRAS CLAVE
Historia. Anestesia. Anestesiologia.

SUMMARY

In 1853 a group of hopeful anaesthetists founded in Madrid the Spanish Anaesthe-
siology Association and later it was held in Granada the 1% National Meeting of Ana-
esthesiology. In 2003 we celebrate the 50" Anniversary of this landmark in our His-
tory that means one of the most important achievements of the Speciality of
Anaesthesiology, Reanimation and Pain Therapy, and also of Spanish Medicine.

For this celebration we call up the historical memory to release from oblivion and to
do homage to so many prominent figures of the Spanish and Aragonese Anaesthe-
siology, Reanimation and Pain Therapy of such a brilliant and exciting period, the 50°s
of the twentieth century.

KEY WORDS
History. Anaesthesia. Anaesthesiology.

Correspondencia: Francisco J. Lafuente Martin
Servicio de Anestesiologia, Reanimacion y Terapéutica del Dolor. H.U. «Miguel Servet»
Paseo Isabel la Catolica 1-3. 50009 Zaragoza. E-mail: flafuente04@telepolis.com
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LOS PRIMEROS PASOS DE LA
ANESTESIOLOGIA cCOMO
ESPECIALIDAD MEDICA Y
DISCIPLINA UNIVERSITARIA:
DESDE EL SIGLO XIX HASTA LA
PRIMERA MITAD DEL SIGLO XX
Establecer el origen exacto de la
anestesia, es una tarea harto dificil de
adjudicar, ya que el dolor y la enferme-
dad y la enfermedad y el dolor y las
batallas permanentes de los sabios para
combatir, aliviar o vencer a este bino-
mio, han acompanado al hombre desde
el momento en que aparece sobre la
Tierra. El primer acto anestésico docu-
mentado en los albores de los tiempos
se describe en la Biblia en el Génesis |,
capitulo 2, Versiculo 21: «...Entonces
Yahveh Dios hizo caer un profundo
sueno sobre el hombre, el cual se dur-
mio6. Y le quité una de sus costillas,
rellenando el vacio... (1).

Més cercanas en el tiempo, pero
todavia lejanas, estan las fechas del 77
de diciembre de 1844 en la que el den-
tista norteamericano que ejercia en Har-
ford (Connetticut), Horace Wells usan-
do 6xido nitroso como anestésico se
hizo extraer una muela del juicio por
parte de un colega suyo llamado John
M. Rigg, y la del 76 de octubre de 1846
en la que Williams Thomas Green Mor-
ton, también dentista (DDS Doctor Den-
tal Surgery), hizo una demostracién
publica en el Massachusetts General
Hospital del uso del éter anestesiando a
un enfermo con un tumor de cuello
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II REUNION NACIONAL
DE ANESTESIOLOGIA

ZARAGOZA

27 - 30 septiembre, 1955

Fasciculo niimero 1 del Boletin Oficial de la Asociacién Espafiola de Aneste-
siologfa, en el que se publica la primera ponencia de la I Reunién Nacional de

Anestesiologia celebrada en Granada en 1953.

intervenido por el prestigioso cirujano
Dr. Warren. Ambas fechas tienen sus
defensores y detractores acerca del
hecho de que una u otra sea considera-
da como la introduccion de la Anestesia
en la practica médica. Esta reserva para
atribuir la paternidad del descubrimiento
de la anestesia, tuvo en duda a al Con-
greso de los Estados Unidos de Nortea-
mérica que fue incapaz de decidir a
quien correspondia tal honor (2).

A partir de esa fecha, en Espana se
realizan multiples experiencias con la
anestesia, empezando por las realiza-
das, durante enero de 1847, por el Dr.
D. Diego de Argumosa en Madrid y por
el Dr. D. J. Olivares en Santiago de
Compostela (3).

Durante la segunda mitad del siglo
XIX y la primera del siglo XX, la evolu-
cion de los conocimientos y técnicas
anestésicas es importante, requiriendo
una especializaciéon en los conocimien-
tos que se traduce en la aparicion de

Sociedades Cientificas de Anestesiolo-
gla a lo largo del planeta (4):

® 1895.- Se crea la Sociedad Londinen-
se de Anestesistas.

® 1904 .- El Dr. Buchanan, en Nueva
York es el primer profesor universita-
rio de Anestesia.

® 1905.- Fundacion de la Sociedad de
Anestesistas de Long Island, que mas
tarde, en 1911, pasaria a ser Sociedad
de Anestesistas de Nueva York, en
1936 Sociedad Estadounidense de
Anestesistas y finalmente en 1945
darfa lugar a la Sociedad Estadouni-
dense de Anestesidlogos (ASA). Esta
sociedad publicé, durante los afos
1914 a 1926 la primera publicacién
oficial sobre anestesia, el American
Journal of Anesthesia and Analgesia

® 1932.- Surge la Asociacion de Aneste-
sistas de la Gran Bretana e Irlanda,
publicando las Revistas Anesthesio-
logy (desde 1940) y Anesthesia
(desde 1946).

Portada del programa de la II Reunién Nacional de Anestesiologia que se
celebré en Zaragoza en septiembre de 1955.

Mientras tanto, en Espafia, la aneste-
sia era una préactica poco reconocida, ya
gue dependia totalmente de los requeri-
mientos del cirujano, la administracion
del éter y cloroformo era muy sencilla 'y
recaia generalmente en el Ultimo apren-
diz o en el alumno menos aventajado; la
posicion social del anestesista dependia
de lo que el cirujano tuviese a bien
remunerarle, y por ultimo, y no menos
importante, existia un gran alejamiento
social entre el anestesista y el paciente,
que en la mayoria de los casos desco-
nocia la existencia de este personaje (5).

El primer médico espanol que dedicd
su actividad profesional al estudio y
practica de la anestesia fue el barcelo-
nés Dr. D. José Miguel Martinez, quien
a finales de los anos 20 inici6 la practica
de la anestesia junto a los cirujanos
Trias y Pujol, los cuales estaban muy
interesados en la realizacién de toraco-
tomias para lo cual era indispensable
realizar una anestesia que incluyese la

[N
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intubacién traqueal. Por ello, trajeron
desde Inglaterra todo el material nece-
sario para ello, y fue el Dr. Miguel quien
realizé todas las anestesias, intubacion
incluida durante el ano 1935 (3).

En 1936, con el desencadenamiento
de la Guerra Civil, toda la actividad
investigadora se paraliza, y mas tarde en
la posguerra, debido al aislamiento de
nuestro pafs, y a la calamitosa situacion
europea a causa de la Il Guerra Mundial,
la posibilidad de adquirir conocimientos
del exterior era muy dificil. Sin embargo
el Dr. Miguel sigue adelante con sus
experiencias, lo que llama la atencién de
muchos anestesidlogos de la época,
entre ellos el Profesor Macintosh, insig-
ne anestesiologo inglés, quién visita al
Dr. Miguel en Barcelona, durante el ano
1946 y le felicita por su enorme trabajo
autodidacta (6).

Durante los ultimos afios de la década
de los 40, otros médicos espanoles se
trasladan al extranjero, fundamental-
mente a Inglaterra y Alemania, para for-
marse y posteriormente volver a nues-
tro pais.

LA DECADA DE LOS ANOS 50 DEL
SIGLO XX: CREACION DE LA
ASOCIACION ESPANOLA DE
ANESTESIOLOGIA

Un hecho fundamental en la Aneste-
siologia Espafnola fue la realizacion en
abril de 1950, de un curso de especiali-
zacion de anestesistas, por parte de la
Diputacion Provincial de Madrid, en el
que participaron como profesores unos
60 médicos espanoles, uno de los cua-
les figuraba en los créditos como «anes-
tesiologo de Barcelona»; este profesor
era el Dr. Miguel (7).

A raiz de este curso comenzaron a
realizarse unas reuniones semanales,
los miércoles por la noche, en el bar Tér-
minus de Barcelona (6-8). En dichas reu-
niones, empezo6 a tomar forma la idea
de crear una Asociacion de Anestesiolo-
gos Catalanes como una agrupacién
que les uniese a todos, fijando unas nor-
mas para el desarrollo cientifico vy social,
dando asimismo la categoria que mere-
cia el médico especialista. Sin embargo,
como desde Madrid se habia solicitado
en enero de 1951 el permiso para fun-
dar la Asociacion Espanola de Aneste-
siologia, cuya sede estaria en Barcelo-
na, se decidié posponer la idea de una
Asociacion Catalana hasta que la Aso-
ciacion Espanola tuviese confirmacién
por parte de la Superioridad.
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Tras casi dos anos de tediosa burocra-
cia, y viendo que el principal problema
era que la sede de la Asociacion fuese la
ciudad de Barcelona (6-9), se decidié en
Diciembre de 1952 que fuese Madrid la
capital elegida como sede para la Aso-
ciacion Nacional y de forma paralela
pedir permiso (con fecha 30 de enero de
1953) para fundar una Asociacién de
Anestesiologia propia, dentro de la Aca-
demia de Ciencias Médicas de Barcelo-
na. Al tratarse de una seccion dentro de
las muchas que configuraban la Acade-
mia, y por tanto no tratarse de una enti-
dad de funcionamiento independiente,
no fue preciso solicitar una autorizacion
gubernativa para su constitucion, por lo
que ya el 24 de febrero de 1953 se cele-
bro la primera reunion cientifica y cons-
titutiva de la Asociacién de Anestesiolo-
gia, guedando nombrados los siguientes
cargos (10):

Presidente:
Dr. D. José Miguel Martinez

Secretario:
Dr. D. José Pons Mayoral

Mientras tanto en Madrid, con fecha 5
de febrero de 1953 se aprobaron los
Estatutos que la Junta Directiva Provi-
sional de la Asociacién Espanola de
Anestesiologia habia elaborado, y se
procedid a su constitucion oficial el dia
21 de marzo de 1953, en el domicilio
social provisional sito en la calle Cea
Bermudez, 47 de Madrid, quedando
nombrados los siguientes cargos (9-11):

Presidente:
Dr. D. José Miguel Martinez

Vicepresidente 1%
Dr. D. Fco. J. de Elio Membrado

Vicepresidente 2
Dr. D. Dionisio Montén Raspall

Secretario:
Dr. D. Ricardo Vela Diaz

Tesorero:
Dr. D. Luis Agosti Romero

Vocal 12
Dr. D. Eugenio Bruguera Talleda

Vocal 2%
Dr. D. Vicente Morera Marco.

En dicha reunién se nombré la Comi-
sion Organizadora de la | Reunién Nacio-
nal de Anestesiologfa (que se celebraria
unos meses después en Granada), la
cual quedd constituida por:

Presidente:
Dr. D. E Galvez Carrillo de Albornoz

Secretario:
Dr. D. E Galvez Giménez

Vocal:
Dr. D. | Ventura Moles.

Durante los dias 23 al 27 de Septiem-
bre de 1953 se celebro en Granada, en
el marco del Il Congreso Nacional de
Cirugia, la | Reunién Nacional de Anes-
tesiologia, cuyas ponencias fueron refle-
jadas en una publicacion denominada
HYPNQOS, Boletin Oficial de la Asocia-
cion Espanola de Anestesiologia, Volu-
men [ (fig. 1), el cual se distribuyé en 3
numeros, cada uno de ellos con una de
las ponencias oficiales:

* Numero 1: Contribucion espanola a la
historia del curare (Drs. Miguel y Vela)
editado por Laboratorios Peyva (12).

* NUumero 2: La hipotensién gobernada
en anestesiologia (Dr. Agosti) editado
por Laboratorios Mird (13).

NuUmero 3: La novocaina endovenosa
en anestesia (Dr. Bruguera) editado
por la Fabrica de productos quimicos
y farmacéuticos Abell6 (14).

Durante la Asamblea General, cele-
brada durante la Reunion, se decidié
que el Boletin Oficial de la Asociacion
Espafiola de Anestesiologia debia cam-
biar el nombre de HYPNOS (adoptado
sin consulta a causa de la premura de
tiempo, para las publicaciones de la |
Reunién Nacional), sustituyéndolo tal y
como indicaba el articulo 22 de los Esta-
tutos, por el de REVISTA ESPANOLA
DE ANESTESIOLOGIA (9, 15, 16, 17).

Una vez constituida la Asociacion
Espafola de Anestesiologia, el paso
siguiente fue el reconocimiento oficial
de la Especialidad de Anestesia, que
tuvo lugar en julio de 1955 y fue cele-
brado en la Il Reunion Nacional que tuvo
lugar del 27 al 30 de Septiembre de ese
mismo ano en Zaragoza (fig. 2). Poste-
riormente, en julio de 1972, cambio su
denominacién por la de Anestesia y
Reanimacion (11).

La primitiva Asociacion Espanola de
Anestesiologia ha sufrido dos cambios en
su denominacién, asi con fecha 10 de
febrero de 1962 pasé a denominarse
Sociedad Espanola de Anestesiologia y
Reanimacion, nombre al que posterior-
mente, en 1988, se le anadié el apartado
de tratamiento del dolor, adoptando el
que hasta la fecha aparece como Socie-
dad Espafiola de Anestesiologia, Reani-
macion y Terapéutica del dolor (11).
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La Sociedad Espanola de Anestesiolo-
gia, Reanimacién y Terapéutica del
Dolor esta integrada en las siguientes
Sociedades Internacionales:

* Sociedad Mundial de Anestesiologiay
Reanimacion

e Sociedad Europea de Anestesiologia
y Reanimacién

e Union Europea de Médicos Especia-
listas (Seccién Monoespecializada de
Anestesia y Reanimacion).

LA APORTACION ARAGONESA A LA
CREACION DE LA SOCIEDAD
ESPANOLA DE ANESTESIOLOGIA,
REANIMACION Y TERAPEUTICA DEL
DOLOR

Aunque la Anestesiologia Aragonesa
ha evolucionado al mismo ritmo que en
el resto de Espana, los anestesiélogos-
reanimadores aragoneses y espanoles
tienen un referente esencial en la figura
del Profesor Doctor D. Ricardo Lozano
Blesa (Zaragoza 1906-id.2000), catedréa-
tico de Patologia y Clinica Quirurgica,
gue ocupa la catedra de la Facultad de
Medicina de Zaragoza en el afo al cual
evocamos de 1953, por ser una de las
personalidades médicas que se adelan-
taron a su tiempo al comprender la
importancia de la Anestesiologia, Reani-
maciéon y Terapéutica del Dolor, fomen-
tando y potenciando la figura profesio-
nal del anestesiélogo-reanimador y
estableciendo los cauces para que el
cuerpo doctrinal de la especialidad
tuviera rango universitario, tal y como
ocurrfa en otros paises de la época.

Para finalizar esta reflexién histérica,
queremos rendir un homenaje a las figu-
ras aragonesas mas representativas de
esta primera época histdrica, que senta-
ron las bases de la calidad y el reconoci-
miento cientifico de los que goza actual-
mente la especialidad de Anestesiologia,
Reanimacioén y Terapéutica del Dolor, y
que fueron protagonistas de esta conme-
moracioén del 50 aniversario de la creacion
de la Sociedad Espanola de Anestesiolo-
gia, Reanimacién y Terapéutica del Dolor:

Dr. D. Eduardo Bravo Ortega, durante
muchos afos jefe del servicio de Anes-
tesiologia y Reanimacion del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de
Zaragoza, que present en 1955, un apa-
rato de anestesia, el «<EBO», que fue
distribuido y utilizado en toda Espana
(fig. 3). Discipulos del Dr. Bravo Ortega
ocupan hoy destacados puestos de res-
ponsabilidad, direccién y gestién en el

Figura 3.
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En 1955 el anestesiélogo-reanimador aragonés
Eduardo Bravo Ortega present6 este innovador
aparato portitil de anestesia -EBO- que supuso
una novedad de la prictica anestésica espafiola de
la época.

ambito de la Anestesiologia, Reanima-
cion y Terapéutica del Dolor.

® Dr. D. Marceliano Temino Carrillo,
jefe del servicio de Anestesiologia y
Reanimacion del Hospital Universitario
Miguel Servet, desde su fundacién
como Residencia Sanitaria José Anto-
nio, hasta su jubilacién. También fue el
primer presidente de la Delegacion Ara-
gonesa de Anestesia y Reanimacion.

¢ Dra. D2 Maria José Alcay Lavilla, pri-
mera mujer anestesiéloga por oposicién
en Aragdn, que ejercié su profesion
tanto en la actividad privada como en la
publica, siendo jefa de seccién en el ser-
vicio de Anestesiologia y Reanimacion
del Hospital Miguel Servet.

® Dr. D. Fernando Tormo Garcia,
guien ocupd, por primera vez, una
vacante de la especialidad médica de
Anestesia y Reanimacién, al ser admiti-
do en la Real Academia de Medicina de
Zaragoza el 29 de Abril de 1993, fecha
en que presentd su discurso de recep-
cion académica «Historia y presente de
la Anestesiologia», que fue contestado
por el limo. Académico Sr. Dr. D. Carlos
Val-Carreres Guinda.

® Dr. D. José Maria Jimeno Romero,
Dr. D. Jesus Estevan Herrero y Dr. D.
Miguel Angel Ferrandez Valdés, que
asumieron la organizacion de la Il Reu-

nion Nacional de Anestesiologia, duran-
te la cual se fragud la idea de realizar las
siguientes reuniones independiente-
mente de las reuniones nacionales de
cirujanos.
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Caracteristicas clinicas de una serie de 134 pacientes con
infarto lacunar

Clinical characteristics of a serie of 134 patients with lacunar infarct

S. Santos, T. Casadevall, C. Tejero, C. Pérez, M. Garcés, O. Fabre

Servicio de Neurologia.
Hospital Clinico Universitario «Lozano Blesa». Zaragoza.

RESUMEN

Objetivo: estudio comparativo del infarto lacunar IL versus infarto de otra categoria clinica INL. Pacientes/método: analisis prospec-
tivo de 354 pacientes con ictus isquémico ingresados consecutivamente en nuestro hospital durante un afo. Se consideraron dos gru-
pos: IL (37,9%) e INL (62,1%). Se comparan edad, sexo, factores de riesgo, grado de déficit neuroldgico, latencia de ingreso hospita-
lario, estancia media, evolucién, mortalidad y prondstico a los tres meses. Resultados: los pacientes con IL son mas jovenes (70,81
vs 75,05 anos; p<0.0001), la gravedad del déficit neuroldgico es menor (p<0.0001), el pronéstico funcional semanal es significativa-
mente mejor (p<0.0001) y presentan una menor mortalidad hospitalaria (p<0.0001). No encontramos diferencias en la latencia de
ingreso, prondstico trimestral ni tampoco en los factores de riesgo vascular exceptuando la fibrilacion auricular (p<0.0001). El analisis
multivariante confirma como predictores de IL la diabetes mellitus (OR: 2.23), el desconocimiento de la hora de inicio del ictus (OR:
2.12), el Indice de Barthel semanal (OR: 2.27), la fibrilacién auricular (OR: 0.095), el antecedente de ictus previo (OR: 0.43) y una Esca-
la Canadiense < 5 en el momento del ingreso (OR: 0.193). Conclusién: la categoria clinica de IL cursa con factores de riesgo inde-
pendientemente asociados (diabetes mellitus) y diferencias significativas en el prondstico a corto plazo (estancia hospitalaria, desarro-
llo de complicaciones, mortalidad y calidad de vida a los siete dias).

PALABRAS CLAVE
Ictus. Factores de riesgo. Infarto lacunar. Prondstico.

SUMMARY

Aim: a comparative study between lacunar infarct LI and non-lacunar infarct NLI. Patients/method: a prospective analysis of 134
patients suffering from ischemic infarct that were concecutively hospitalized during a year. Two groups were considered: LI
(39,1%) and NLI (62,1%). Age, sex, risk factors, degree of neurological deficit, time for being in-hospital, , evolution, mortality and
functional outcome at three months. Results: patients with LI are younger (70,81 vs 75,05 years; p<0.0001), with a mild degree
of neurological deficit (p<0.0001), functional outcome at the seventh day is better (p<0.0001) and had a lower in-hospital morta-
lity (p<0.0001). We do not found any difference about time to be hospitalized, three-month functional outcome and risk factors
except for atrial fibrillation {(p<0.0001). Multivariate analysis confirms as predictors of LI diabetes mellitus (OR: 2.23), unknown
time of stroke ‘onset (OR: 2.12), the seven-day Barthel Index (OR: 2.27), atrial fibrillation (OR: 0.095), previous stroke (OR: 0.43)
and acute Canadian scale <5 (OR: 0.193). Conclusions: LI associates independent risk factors (diabetes mellitus) and significati-
ve differences in the immediate clinical features (median time of hospital-stay, mortality, seven-day functional outcome).

KEY WORDS
Stroke. Risk factors. Lacunar infarct. Outcome.
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INTRODUCCION

Los infartos lacunares son pequenos
infartos secundarios a la oclusion de las
ramas penetrantes de las grandes arte-
rias cerebrales. Constituyen un subgrupo
perfectamente definido de etiopatogenia
compleja y con caracteristicas diferencia-
les respecto a los infartos aterotrombdti-
cos y cardioembdlicos'. Revisando la lite-
ratura al respecto no existe un acuerdo a
la hora de atribuirles una heterogeneidad
clinica y prondstica; encontramos tam-
bién datos contradictorios en lo referente
a los factores de riesgo asociados.

El objetivo de nuestro estudio es perfi-
lar cuédles son los factores de riesgo mas
frecuentemente implicados en la patoge-
nia del infarto lacunar, sus caracteristicas
clinico-evolutivas y sus diferencias pro-
nosticas en relacién al infarto cardioem-
bdlico y aterotrombdtico.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo de una serie de
354 pacientes ingresados de forma con-
secutiva en el Hospital Clinico Universita-
rio «Lozano Blesa» durante un afo con el
diagnéstico de infarto cerebral IC.
Mediante un cuestionario estandarizado
se recogieron las siguientes variables:
edad, sexo, calidad de vida previa (escala
de Rankin Modificada®), factores de ries-
go vascular, gravedad del ictus mediante
la escala canadiense EC**, mortalidad
hospitalaria, pronéstico funcional a los
siete y noventa dias (indice de Barthel
IB?), desarrollo de complicaciones duran-
te el ingreso) procesos intercurrentes que
prolongaron la estancia hospitalaria o
retrasaron la recuperacion del paciente) y
latencia de ingreso hospitalario.

Se entiende por latencia de ingreso
hospitalario el tiempo transcurrido entre
el inicio de la sintomatologia neuroldgica
compatible con un ictus y el ingreso del
paciente en el Servicio de Urgencias del
hospital.

Dentro de los factores de riesgo vascu-
lar’ se consideraron la hipertensién arte-
rial, la diabetes mellitus, la cardiopatia
isquémica, la fibrilacion auricular, otras
cardiopatias emboligenas, el consumo de
tabaco, el antecedente de ictus estableci-
do o de isquemia transitoria (Ver anexo).

En la préactica clinica los pacientes fue-
ron sometidos a un exhaustivo estudio
con TC y/o RNM cerebral, ecodoppler de
troncos supradérticos y doppler transcra-
neal. En algun caso fue precisa la realiza-

cion de angio-RNM y/o ecocardiograma
transtoréacico/transesofagico.

METODOLOGIA ESTADISTICA

El tamano de la muestra fue de 354
pacientes. El anélisis estadistico com-
prende un estudio descriptivo, bi y multi-
variante utilizando un intervalo de confian-
za del 95%. El objetivo es caracterizar
aquellos pacientes con IL y compararlos
con los infartos cerebrales de otras etiolo-
gias INL.

Las variables continuas en estudio se
caracterizaron mediante la media aritmé-
tica, desviacion tipica, maximo y minimo.
Las variables de tipo cualitativo se carac-
terizaron mediante su distribucion de fre-
cuencias. En el andlisis bivariante se estu-
dié si habia diferencias significativas en el
comportamiento de cada variable entre
pacientes con o sin IL.

Para obtener un mayor rendimiento
estadistico algunas variables, inicialmen-
te cuantitativas, se han dicotomizado y
transformado en variables categoriales.
De esta forma se ha procedido con la pun-
tuaciéon en la EC y en el IB. Asi, se consi-
dera ictus grave aquel en el cual la pun-
tuacion en la EC es <5 e ictus leve cuando
EC >5. Del mismo modo el pronéstico
funcional del paciente es pobre cuando IB
<60. A los pacientes fallecidos durante el
periodo de seguimiento (tres meses) se
les ha adjudicado una puntuacion en el
indice de Barthel <60.

Para contrastar diferencias en caracte-
risticas cualitativas se utilizo el contraste
de ji-cuadrado para tablas de contingen-
cia. Para las variables de tipo cuantitativo
se ha utilizado el contraste no paramétri-
co de la U de Mann-Whitney. Posterior-
mente estas variables se han categoriza-
do y se han tratado con el test de la
ji-cuadrado. En el analisis multivariante se
ha llevado a cabo una regresién logistica
para contrastar el efecto de todas las
variables consideradas simultdneamente.

RESULTADOS

Ingresaron durante un ano 540 pacien-
tes de los cuales 103 fueron diagnostica-
dos de isquemia transitoria, 81 pacientes
de hemorragia parenquimatosa y/o suba-
racnoidea y en dos pacientes no se pudo
establecer el diagnostico. El volumen
final de la muestra fue por tanto de 354
pacientes, de los cuales 192 eran varones
(54,23%) y 162 mujeres (45,76 %). La
edad media fue de 73,45 anos con una
desviacion estandar (DE) de 10,17 anos.
El principal factor de riesgo vascular fue la

hipertensioén arterial HTA (n= 201) y de
mayor a menor frecuencia , la presencia
de fibrilacion auricular (n= 83), ictus esta-
blecido previo (n=79), diabetes mellitus
(n=79), tabaquismo (n= 56), cardiopatia
isquémica (n= 46), antecedente de isque-
mia transitoria (n= 26) y otras cardiopatias
emboligenas (n=25). Conocian la hora
exacta de inicio de los sintomas 204
pacientes siendo la latencia media de
ingreso de 10,89 horas (DE: 21,13 horas).

Fueron diagnosticados de IL 134
pacientes (37,9%) y 220 pacientes
(62,1%) de infarto de otras etiologias
(INL). A los siete dias de evolucién pre-
sentaban un IB <60 (no considerando los
fallecidos) 139 pacientes (41,56%). La
estancia media hospitalaria fue de 12,29
dias (DE: 7,35). Desarrollaron complica-
ciones durante el ingreso el 30,5% (n=
108 pacientes) y la mortalidad hospitalaria
media fue del 9,32% (n=33 pacientes).
En 308 pacientes (87 %) fue posible com-
pletar un seguimiento de tres meses (en
todos los IL y en 174 de los INL); el pro-
nostico funcional fue pobre en 191
pacientes (62%).

En el grupo de pacientes diagnostica-
dos de IL la edad media fue de 70,81 anos
(DE: 10,206) y la proporcién hom-
bre/mujer de 86/48. Entre los principales
factores de riesgo destacaron la HTA
(n=74), la diabetes mellitus (n= 35), el
consumo de tabaco (n= 26), el ictus pre-
vio (n=19), la cardiopatia isquémica (n=
16), la isquemia transitoria previa (n= 14),
la fibrilacién auricular (n= 6) y otras cardio-
patias emboligenas (n=4). Conocian la
hora de inicio de los sintomas 68 pacien-
tes; en este subgrupo la latencia media
de ingreso fue de 14,1 horas (DE: 27,34).
Las principales razones por las cuales
desconocian el momento del debut sinto-
maético fueron la instauracion del déficit
durante el sueno (n= 48) y el deterioro
cognitivo y/o del nivel de conciencia del
enfermo (n= 14). La gravedad del déficit
neurolégico en urgencias fue valorada
mediante la EC puntuando por debajo de
5 (déficit extenso) doce pacientes.

Desarrollaron complicaciones el
18,65% (n= 25) entre las cuales destaca-
ron la infeccién del tracto urinario (n=5), la
fiebre sin foco aparente (n=4), la neumo-
nia (n=3), las crisis epilépticas sintomati-
cas agudas (n=3), la insuficiencia cardiaca
(n=2), epigastralgia (n=3), trastornos
metabdlicos (hipoglucemia, hiponatre-
mia) (n=3) y el ictus de repeticion (n=2). A
los siete dias 32 pacientes (24,24 %) teni-
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an un IB <60; a los tres meses esta cifra
aumento a 76 pacientes (56,71%). Fue-
ron dados de alta a su domicilio 113
pacientes mientras que trece pacientes
fueron derivados a hospitales concerta-
dos de larga estancia y seis pacientes a
residencias. La estancia hospitalaria fue
de 10,28 dias (DE: 4,46) y la mortalidad
del 1,49% (n=2). En 129 pacientes (96 %)
fue posible valorar tres meses después el
pronostico funcional mediante el I1B; se
consideré que tenfan una calidad de vida
deficiente (IB<60) 76 pacientes (58,91%).

Tras llevar a cabo un anélisis bivariante
se comprueba (Tabla 1) que los pacientes
con IL son més joévenes (70,81 vs 75,05
anos; p<0.001) y pertenecen de forma
significativa al sexo masculino (p=0.003).
En lo referente a los factores de riesgo
vascular los INL asocian de forma signifi-
cativa el antecedente de ictus previo
(p=0.00186), la fibrilacion auricular
(p<0.001) y la presencia de otras cardio-
patias emboligenas (p=0.019). No encon-
tramos diferencias en cuanto al resto de
factores de riesgo.

La hora de inicio de los sintomas era
conocida por un numero significativa-
mente mas alto de pacientes en el grupo
de INL (68 vs 136; p=0.013) pero ello no
se tradujo en diferencias en la latencia de
ingreso hospitalario (14,1 vs 9,33;
p=0.196). La gravedad del déficit neurolo-
gico en urgencias fue menor en los IL
(p<0.001). A los siete dias el pronostico
funcional era significativamente mejor
(p<0.001); sin embargo no encontramos
diferencias en el pronéstico funcional a
los tres meses (p=0.341).

El desarrollo de complicaciones duran-
te la hospitalizacion y la mortalidad se aso-
ciaron mas frecuentemente a los INL (p<
0.001 y p<0.0001 respectivamente); l6gi-
camente la estancia media fue también
mas prolongada en este subgrupo de
pacientes (10,28 vs 13,51 dias; p=0.003).

Si consideramos el subgrupo de
pacientes de edad superior a 80 anos (n=
92) y comparamos factores de riesgo vas-
cular, estancia media, sexo y mortalidad
tan solo encontramos diferencias signifi-
cativas en el consumo de tabaco
{(p=0.008); en este sentido la proporcion
de pacientes con IL y edad superior a 80
anos gue fumaba era muy baja. En nues-
tra muestra tan solo seis pacientes eran
mayores de 85 anos por lo que no se apli-
¢ en este subgrupo la estadistica com-
parativa.
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Posteriormente se ha llevado a cabo
una regresion logistica para determinar la
influencia de cada factor considerado indi-
vidualmente. El modelo finalmente acep-
tado incluye como predictores indepen-
dientes de IL la gravedad del déficit
neurologico (EC <b), la presencia de fibri-
lacion auricular, diabetes mellitus, el ante-
cedente de ictus previo, la puntuacion en
el IB alos siete dias y el desconocimiento
de la hora de inicio de los sintomas. La
estimacion de los odds-ratio y la significa-
cion de las covariables en el modelo final
se refleja en la tabla 2. Ello significa que
tienen 2,23 veces maés riesgo de presen-
tar un IL aquellos pacientes con diabetes
mellitus frente a aquellos que no la tie-
nen. Del mismo modo aquellos pacientes
que desconocen la hora de inicio de los
sintomas tienen 2.12 mas probabilidades
de presentar un IL. Con este modelo pre-
decimos el 72.82% de todos los casos;
de ello se deduce que si bien el modelo
no es determinante si que existen una
serie de factores relacionados.

DISCUSION

El infarto lacunar constituye aproxima-
damente el 20-25% de todos los ictus
isquémicos. Se le atribuye un mejor pro-
néstico en relacion al infarto aterotrombé-
tico y cardioembdlico con una tasa de
mortalidad anual mas baja, un mejor pro-
nostico funcional a largo plazo y un menor
indice de recurrencia que oscila entre el
10y el 11,3%"%" El prondstico es aln
mejor en pacientes jovenes'2.

Si comparamos con estudios previos la
hipertension arterial es considerada, des-
pués de la edad, el principal factor de ries-
go en la patologia vascular cerebral isqué-
mica y hemorréagica™. Nosotros hemos
encontrado un 56,77% de pacientes
hipertensos lo cual concuerda con otros
datos publicados™. La diabetes mellitus
aparece en el 22,31% de los pacientes
mientras que los porcentajes obtenidos
por otros pacientes varfan entre un 4 y un
269%™, Considerando el subgrupo de
pacientes con INL observamos que tan
solo la fibrilacion auricular, el antecedente
de ictus previo y la presencia de otras car-
diopatias emboligenas alcanzan significa-
cién clinica.

Al analizar el grupo de pacientes con IL
comprobamos cémo la ausencia de fibri-
lacion auricular y la presencia de diabetes
mellitus como factor de riesgo se confir-
maron como variables independientes.
Existen sin embargo datos contradicto-
rios en la literatura. En este sentido Inzita-

riy colaboradores' encuentran que la dia-
betes mellitus y la hiperlipidemia son
mucho mas frecuentes que la HTA como
factores de riesgo del IL. Landi y colabo-
radores™ tan solo destacan la mayor fre-
cuencia de cardioembolismo en los INL.
En la serie publicada por Kazui'™ se confir-
maron como factores de riesgo asocia-
dos al IL la HTA, el consumo de tabaco y
la ateromatosis adrtica. En los estudios
de You™y Gandolfo® los pacientes con IL
asociaban de forma significativa HTA,
tabaquismo y diabetes mellitus y ademas
en la serie de Tanizaki*' obesidad y altera-
ciones electrocardiogréficas consistentes
en infradesnivelacion del segmento ST.

En otras series publicadas no encuen-
tran diferencias en la prevalencia de fac-
tores de riesgo entre IL e INL?%. Cuando
el paciente presentaba una neuroimagen
compatible con multiples infartos lacuna-
res asociaba de forma significativa leuco-
araiosis en el TC cerebral, cardiomegalia e
hipertensién arterial diastélica®. Otros
autores han demostrado que la presencia
de multiples imé&genes lacunares obliga a
descartar otras causas diferentes a las
habituales como la cardioemboligena®.

Besson y colaboradores?® no encontra-
ron diferencias en lo referente a factores
de riesgo vascular entre el grupo de IL cl&-
sicos (aquellos que cursan con los sindro-
mes motor o sensitivo puro, disartria-
mano torpe y hemiparesia-ataxia) y el
grupo de IL atipicos que engloban todos
los demas sindromes lacunares desta-
cando entre ellos en frecuencia el sindro-
me hemicorea- hemibalismo. Ello iria a
favor de que los IL constituyen un grupo
bien definido con determinados factores
de riesgo y diferente prondstico.

En los pacientes mayores de 85 afos el
cardioembolismo es una etiologia poten-
cial méas frecuente que en el resto de
pacientes con IL?. En nuestra serie la fre-
cuencia de pacientes muy viejos no era
alta (n=6) y no permitié realizar una valo-
racion estadistica. No obstante al consi-
derar el subgrupo de pacientes con edad
superior a 80 anos comprobamos como
la incidencia de tabaquismo era significa-
tivamente inferior.

Existen también datos contrapuestos
en la literatura en lo referente al pronosti-
co del infarto lacunar. En nuestra serie
tras un periodo de valoracién de tres
meses no encontramos diferencias signi-
ficativas, al igual que en previos trabajos
con un seguimiento de guince meses?.
Sin embargo otros autores en los cuales
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TABLA 1. ANALISIS BIVARIANTE COMPARATIVO TABLA 2. PREDICTORES
ENTRE IL E INL INDEPENDIENTES DE IL

Variable IL INL p-valor Factor de riesgo {IL) p-valor Odds-Ratio
Tamano de la muestra n=134 n=220 Fibrilacién auricular 0.000 0.095
Sexo (varén) 86 (64,17%) 106 (48,18%) 0.003 Ictus previo 0.0396 0.434
Edad (anos) 0,81 (DS: 10.20) 75,05 (DS: 9.83) 0.0001 Hora de inicio desconocida 0.0113 212
Cardiopatia isquémica 16 (11,94%) 30(13,63%) NS IB semanal >60 0.0233 2.277
Hipertensién arterial 74 (55,22%) 127 (57,72%) NS Diabetes mellitus 0.0256 2.233
Diabetes mellitus 35 (26,11%) 44 (20%) NS EC<5 0.003 0.193
Tabaquismo 26 (19,4%) 30 (13,63%) NS

AT previo 14 (10,44%) 12 (5,45%) NS

Ictus establecido previo 19(14,17%) 60 (27,27%) 0.001

Otras cardiopatias emboligenas 4 (2,98%) 211(9,54%) 0.019

Fibrilacion auricular 6 (4,47%) 77 (35%) 0.0001

Hora de inicio conocida 68 (50,74 %) 136 (61,81%) 0.013

Latencia de ingreso (horas) 14,1(DS:27.8)  9,33(DS: 16.89) NS

Latencia <6 horas 41 (30,59%) 97 (44,09%) NS

Estancia hospitalaria (dias) 10,28 (DS: 4.46) 13,51 (DS:8.43) 0.003

Complicaciones 25 (18,65%) 83 (37,72%) 0.001

EC<hH 12 (8,95%) 86 (39,09%) 0.0001

IB <60 (siete dias) 32 (23,88%) 107 (48,63%) 0.0001

IB <60 (tres meses) 76 (56,71%) 115 (52,27%) 0.341

Mortalidad 2 (1,49%) 31(14,09%) 0.0001

el periodo de seguimiento ha sido nota-
blemente superior, casi tres'®?, cuatro®y
cinco anos®, han observado una menor
tasa de recurrencia de ictus y una mortali-
dad inferior. Entre los factores predicto-
res de mortalidad destacan la edad del
paciente®, el grado de afectacion neurolo-
gica®*, la puntuacién en el IB a los siete
dias®*, la diabetes mellitus® y el consu-
mo de tabaco®. Se consideraron predicto-
res independientes de mal prondstico a
largo plazo el grado de afectacion motora
al mes de evolucion®, la intensidad de la
leucoencefalopatia isquémica valorada
por técnicas de neuroimagen?®, la edad
del paciente, la presencia de diabetes
mellitus y el antecedente de ictus esta-
blecido o atague isquémico transitorio®.

Una de nuestras conclusiones es el
mejor pronéstico del IL a corto plazo (IB a
los siete dias de evolucion); se podria adu-
cir que probablemente se deba a lamenor
gravedad del ictus ya que de hecho
demostramos gue puntian mejor en la
EC. No obstante ambas variables se con-
firman como predictores independientes
lo cual nos lleva a interpretar dicho mejor
pronéstico como resultado de una menor
frecuencia de complicaciones y una pro-
bable menor recurrencia del ictus (aspec-
10 no valorado en nuestro estudio pero si
reflejado en otras series).

Adachi et al® publican recientemente
una serie de pacientes con IL diferencia-
dos en cuanto a su patogenia (microem-
bolizacién procedente del corazéon o de
grandes arterias o microangiopatia). No

encuentran diferencias significativas en
cuanto a la presencia o

ausencia de determinados factores
de riesgo vascular pero si en lo referen-
te a la neuroimagen. En este sentido la
presencia de multiple infartos, la hipe-
rintensidad a nivel de los ganglios de la
base vy la leucoencefalopatia isquémica
son predictores de infarto lacunar por
microangiopatia. Clinicamente el carac-
ter progresivo del déficit neurolégico
también se asocia al infarto lacunar por
lesiéon de pequeno vaso.

Concluimos resaltando el mejor pro-
nostico a corto plazo (primeros siete dias
de evolucion) del IL (en este estudio no se
confirmé para los primeros tres meses
probablemente porque se precise un
tiempo de seguimiento mayor) asi como
la multiplicidad de los factores de riesgo
implicados destacando como mas fre-
cuentes la diabetes mellitus, HTA vy taba-
quismo. En nuestra serie tan sélo la dia-
betes mellitus se asocia de forma
significativa al IL quizé por el reducido
tamano de la muestra.
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ANEXO 1: DEFINICION DE
FACTORES DE RIESGO

Fibrilacién auricular: el diagnostico se
realizé a través del ECG.

Infarto agudo de miocardio/angor/
cardiopatia isquémica: el diagndstico
de infarto agudo de miocardio se realizé si
habfa existido un cuadro clinico compati-
ble con el

mismo, confirmado por la presencia de
alteraciones en el ECG, o incremento de
las concentraciones séricas de las GOT,
LDH o CPK. El diagnéstico de angina de
pecho se basé en la historia clinica, si
habia existido dolor toracico intenso,
constrictivo, presionante u opresivo, que
pudiese irradiarse al cuello, maxilar, hom-
bro o brazo, de corta duraciéon (menos de
cinco minutos), y desencadenado por
esfuerzo fisico, estrés, nerviosismo o
exposicion al frio o al viento.

Otras cardiopatias emboligenas: En
el subgrupo de cardiopatias emboligenas
se incluyeron la acinesia segmentaria
ventricular izquierda, la protesis valvular
mecanica, la fibrilacion auricular (excepto
la fibrilacion auricular aislada), la enferme-
dad del seno, la fibrilacién auricular por
estenosis mitral, el infarto agudo de mio-
cardio reciente (primeras cuatro semanas
de evolucion), la miocardiopatia dilatada
(definida por una fraccion de eyeccion
inferior al 35%) y la presencia de trombos
ventriculares o auriculares izquierdos.

Diabetes mellitus: el diagndstico se
realiza cuando se cumple una o mas de
las siguientes circunstancias :

® historia de diabetes mellitus
® tratamiento con antidiabéticos

* glucemia en ayunas >140mg/dL, en al
menos dos determinaciones separadas

y que requiere tratamiento después del
periodo agudo del ictus. Debido a que
el ictus agudo puede causar una hiper-
glucemia como respuesta al estrés,
una elevacion de la glicemia en urgen-
cias no se considera suficiente para el
diagnostico ; en estos pacientes se
debe repetir la determinacion para esta-
blecer el diagndstico de diabetes melli-
tus. Aquellos pacientes en tratamiento
con esteroides no pueden ser clasifica-
dos de diabéticos a no ser que exista
una clara evidencia.

Hipertensién arterial: el diagndstico
se realiza cuando se cumple una o mas
de las siguientes circunstancias :

* hipertension conocida previamente al
ictus, tratada o no

* diagndstico de hipertension arterial

- presién sanguinea sistélica >
160mmHg y/o diastélica > 90mmHg,
en dos 0 mas tomas, y que requiere
tratamiento después del periodo
agudo del ictus (siete dias después
del inicio del ictus)

- si un paciente estd hipertenso en
urgencias y se desconoce el antece-
dente de hipertension, se requiere la
presencia de hipertrofia ventricular
izquierda en el ECG vy/o retinopatia
hipertensiva en el examen oftalmolo-
gico.

Tabaquismo: se considerd fumador
al sujeto que habia fumado diez o mas
cigarrillos al dia durante un tiempo supe-
rior a los cinco anos, aunque €stos no
fueran seguidos. Si en el momento de la
entrevista llevaba mas de dos anos sin
fumar, a pesar de registrarse antece-
dentes de tabaquismo, se considerd
como no fumador.

Alcoholismo: se define como sujeto
con habito endlico a aquellos que contabi-
lizaban uno o mas items afirmativos en el
cuestionario MALT. Los ftems que com-
ponen la parte objetiva del cuestionario
MALT son : enfermedad hepética tras
descartar origen no alcohdlico, polineuro-
patfa tras descartar origen no alcohdlico,
delirium tremens, consumo de alcohol
superior a los 150 mL (120 mL para las
mujeres) de alcohol al dia durante tres o
mas meses, consumo de alcohol superior
a los 300 mL (240 mL en mujeres) de
alcohol una vez al mes, fetor endlico, vy la
busqueda por parte de la familia de con-
sejo o tratamiento por el problema endli-
co del paciente.
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Acupuntura en relacion al dolor, actividad fisica y la
necesidad del apoyo para la marcha, en el posoperatorio de
las quirurgias artroscopicas en la rodilla.

Acupuncture related to pain, physical activity and the need for gait support, in
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RESUMEN

El presente estudio tuvo la finalidad de evaluar la eficacia de la Acupuntura en el postquirdrgico de las quirlirgias artroscopicas de
la rodilla utilizdndose de la técnica «al opuesto» de la Medicina Tradicional China. Los 36 pacientes portadores de gonalgia distri-
buidos segun la patologia encontrada en las artroscopias quirtrgicas: el 50,0% tenian lesién del menisco medial aislada, el
19,44% lesion meniscal en asociacion a la atrosis de la rodilla, el 11,11% lesién meniscal lateral asociada a la artrosis de la rodi-
lla, el 8,33% lesion meniscal lateral aislada de la rodilla, el 2,77 % presentaban lesién en ambos meniscos aislados, el 2,77% pre-
sentaban condromalacea de la patelay el 2,77 % eran portadores de cuerpo libre. Los pacientes del grupo | {acupuntura), 18, fue-
ron sometidos a 20 sesiones de acupuntura, utilizdndose puntos de acupuntura contra-lateral de la rodilla afectada y los pacientes
del grupo Il (fisioterapia), 18, fueron sometidos a 20 sesiones de fisioterapia, asociadas a antiinflamatorios no esteroides (AINE).
El andlisis estadistico no paramétrico de los resultados obtenidos de los datos subjetivos (intensidad del dolor relatado, dificultad
para caminar, arrodillarse, subir y bajar escaleras, correr, el uso del apoyo para la marcha) evidencié buenos resultados en la mayo-
ria de los parametros estudiados. Aunque los resultados fueron semejantes la acupuntura presentd mejores resultados del trata-
miento méas precozmente, mientras la fisioterapia mas tardiamente.

PALABRAS CLAVE
Acupuntura, artroscopia, fisioterapia, rodilla, medicina tradicional china.

SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of Acupuncture in the postoperative arthroscopic knee surgery, using «The
Opposite Side» technigue from the Traditional Chinese Medicine. The 36 pain in the knee were grouped according to the
dissorders found during the arthroscopic surgery: 50% with isolated lesion of the medial meniscus, 19,44 % with lesion of lateral
meniscus associated to knee arthrosis, 11,11% with lesion of lateral meniscus associated to knee arthrosis, 8,33% with isolated
lesion of lateral meniscus of the knee, 2,77% lesion of both isolated meniscus, 2, 77% with lesion of both isolated meniscus,
2,77% with chrondomalacia patella, and 2,77 % were free body carrier. Group |, 18 patients (Acupuncture) were submited to 20
acupuncture session. Contralateral points of acupuncture were performed in the injured knee. Group Il, 18 patients
(Physiotherapy) were submitted to 20 physiotherapy agents. The non-parametrical analysis of the results showed that either the
subjective data (pain intensity, difficulty in walking, in crouching, on going upstairs/downstairs, on running, on using some support
walking) presented good results in the majority of the studied parameters. Although, the results of the treatment were similar,
the acupuncture showed better results since it presented earlier improvement than the physiotherapy.
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INTRODUCCION

Uno de los aspectos curiosos por la
Acupuntura es el tratamiento «al opues-
to» de las algias periféricas, descrito en
el libro Hoang Ti Nei Ching, escrito hace
mas de cuatro milenios, hecho gque
todavia no tiene comprobacion cientifica
clinica, sin embargo hay un respaldo
cientifico para explicar este fenémeno a
la luz de la neuroanatomia y de la neuro-
fisiologfa, por medio del arco reflejo
somato-somatico cruzado'.

La rodilla, por la concepcion de la
Medicina China, esté relacionada con la
Energia del Gan (Higado) y con los Cana-
les de Energia que pasan por estaregion
y que son seis'?. Los seis Canales de
Energia Yin, del pie. Los Canales de
Energfa Yang son constituidos por Cana-
les de Energia del Wei (Estémago), del
Dan (Vesicula Biliar) y de la Pangguan
(Vejiga) y los Canales de Energfa Yin, por
los Canales de Energia del Gan (Higado),
del Shen (Rifiones) y del Pi (Bazo-Pan-
creas).

Estos seis Canales de Energia, en la
concepcién de la Medicina Tradicional
China, son responsables por las activi-
dades de las articulaciones de la rodilla,
de los nervios y de la circulacién sangui-
nea, asi como son los responsables por
el Proceso de Enfermedad no trauméti-
€O 0 postraumatico de la rodilla’*2.

Las correlaciones topogréficas evi-
dencian gue la conduccién de los esti-
mulos de la Acupuntura se relacionan
con las fibras nerviosas de los nervios
periféricos, comprobadas en pesqui-
sas*?, asocidndose el conocimiento de
la Neuroanatomia y de la Neurofisiologfa
en relacion a los arcos reflejos cruzados
a nivel de las rodillas y con la teoria de
los canales de energia de la Medicina
Tradicional China.

La insercién de agujas de acupuntura
en los puntos situados en la rodilla sana,
a través del arco reflejo somato-somati-
co contra-lateral puede interferir en los
mecanismos productores del desequili-
brio de la rodilla afectada y consecuen-
temente del dolor y de los movimientos
de la rodilla®.

La gran aplicabilidad de nuestro traba-
jo, ademas de la comprobacién de la efi-
cacia del tratamiento «Al Opuesto», es
el uso de esta técnica en situaciones en
las que se torna dificil la inserccién de la
aguja de acupuntura en la rodilla lesiona-
da, como el uso de yeso posfractura y
posquirurgia, en los procesos infeccio-
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Figura 1.
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Dr. Ysao Yamamura.

sos e inflamatorios graves vy, principal-
mente, en el posoperatorio de las qui-
rurgias artroscépicas de la rodilla.

El objetivo de este trabajo es estudiar
los efectos clinicos de los beneficios de
la acupuntura en relacién al dolor, activi-
dad fisica y la necesidad del apoyo para
la marcha, en el posoperatorio de las
Quirurgias Artroscépicas en la Rodilla,
utilizandose la técnica «Al Opuesto» de
la Medicina Tradicional China, compara-
ble al grupo tratado con fisioterapia y
medicamento.

MATERIAL Y METODOS

Fueron estudiados 36 pacientes, en
posoperatorio de quirurgfas artroscopi-
cas simples en la Rodilla, de diversas
patologias, matriculados en los ambula-
torios del Servicio de Acupuntura del
Departamento de Medicina, y del
Departamento de Ortopedia y Trauma-
tologia de la Facultad de Medicina de
Sao José do Rio Preto —SP- Brasil. Los
pacientes fueron distribuidos aleatoria-
mente en 2 grupos iguales de 18 pacien-
tes siendo que en el grupo | fueron rea-
lizadas 20 sesiones de acupuntura sin
uso de Aine y en el grupo Il 20 sesiones
de fisioterapia asociadas al uso de Diclo-
fenaco 50 mg. a cada 8 horas.

Los pacientes tenian edades que
variaban de 17 a 77 anos (media = 43
anos); once de los pacientes eran del
sexo femenino y veinticinco del sexo
masculino, siendo veintiuna rodillas

Figura 2.
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del lado derecho y quince del lado
izquierdo.

Los puntos de acupuntura locales fue-
ron seleccionados basados en textos de
Medicina China1,6. Puntos selecciona-
dos: M-MI-27 (Hedding), M-MI-16
(Xiyan), situados fuera de los canales de
energia; B-54 (Weizhong), situado en el
canal de energia de la vejiga; E-35
(Dubai), E-36 (Zusanli), en el canal de
energia del estémago; VB-34 (Yangling-
quan), en el canal de energia de la vesi-
cula biliar; BP-9 (Yinlingquan), en el
canal de energfa del bazo-péancreas; R-
10 (Yingu), canal de energia de los rifo-
nes; F-8 (Ququan), canal de energia del
higado. Estos puntos fueron aplicados
en la rodilla sana, contra lateral a la cirur-
gia realizada.

En ambos grupos hubo ademés de la
evaluacion inicial, evaluaciones a cada b
sesiones de acupuntura o fisioterapia
totalizando finalmente 4 evaluaciones
en el posoperatorio por el médico orto-
pedista experto en cirurgia de la rodilla
de acuerdo con ficha de evaluacién ela-
borada por el autor y aprobada por el
Comité de Etica y Pesquisa de la FAR-
MERP (parecer 089/2001).

RESULTADOS

Las 36 gonalgias estudiadas fueron
distribuidas de acuerdo con las afeccio-
nes encontradas en las artroscopias qui-
rurgicas lo que permitio distribuir los 36
pacientes, de la siguiente forma: 18



R. SAIDAH, A. GOMES, W. ABOU, N.R. BASSO Y OTROS — ACUPUNTURA EN RELACION AL DOLOR, ACTIVIDAD FISICA Y LA NECESIDAD DEL APOYO PARA LA...

(60,0%) eran portadores de sintomato-
logia compatible con lesién meniscal
madial aislada de la rodilla, 7 (19,44 %)
eran portadores de lesion meniscal
medial asociada a la artrosis de la rodilla,
4 (11,11%) con el cuadro de lesién
meniscal laterral asociada a la artrosis
de la rodilla, 3 (8,33%) lesiéon meniscal
lateral aislada de la rodilla, 1 (2,77 %)
presentaba lesion meniscal medial y
lateral aislada de la rodilla, 1 (2,77%)
presentaba lesiéon meniscal medial y
lateral asociada a la artrosis de la rodilla,
1(2,77%) presentaba condromalacea
de patelay, 1(2,77%) portador de cuer-
po libre.

Los resultados encontrados en las
evaluaciones pre y posoperatorio fueron
sometidos a los tests estadisticos de
McNEMAR, test de la Senal, anélisis del
test exacto de FISHER vy el test de
MANN-WHITNEY.

Cuanto al dolor relatado observamos
que tanto en los pacientes del grupo |
cuanto en los del grupo Il hubo mejora
significante a partir de la 12 evaluacién
siendo que la misma se mantuvo inalte-
rada hasta la ultima evaluacién en los
dos grupos.

Cuanto a los valores de la escala de
caminar en ambos grupos hubo mejora
significante entre las situaciones del pre
y posoperatorio que ocurrié a partir de la
22 evaluacion.

Cuanto a la capacidad de arrodillarse
la mejora fue significante para el grupo |
hubo mejora significante, pero mas pre-
cozmente en el grupo Il

Cuanto a los valores de subir y bajar
escaleras hubo mejora significante
tanto en el grupo | cuanto en el grupo I
en la 22 evaluacion.

Cuanto a la capacidad de correr relata-
da, la mejora fue significante para el
grupo | e no significante para el grupo Il.

Cuanto a la necesidad de apoyo para
la marcha hubo mejora en la 12 evalua-
cion tanto en el grupo | cuanto en el
grupo .

DISCUSION

Son raros los trabajos en la literatura
reportada que tratan del tratamiento de
las gonalgias por la acupuntura, principa-
lemente con el uso de la técnica «al
opuesto» de la Medicina Tradicional
China'.

Clasicamente la Medicina Tradicional
China recomienda el tratamiento «al

opuesto» en las afecciones agudas'®.
Nosotros optamos por la utilizacién de
esta técnica en casos cronicos, obser-
vandose en nuestro trabajo una mejora
significante del dolor relatado y en
varios parametros estudiados’ y, tam-
bién en este trabajo de pacientes en
posoperatorio de las quirurgias artrosco-
picas en la rodilla.

Estudios realizados por varios autores
demuestran que los puntos de acupun-
tura se relacionan con los nervios perifé-
ricos’® y, también, con la actividad del
sistema nervioso autonémico, via ramo
dorsal del nervio espinal’.

Asi, existe relacion de los puntos de
acupuntura con las terminaciones ner-
viosas estimuladas, influyendo en la
neurofisiologia de los nervios espinales
localizados en la rodilla, desde los filetes
intraarticulares, que actuan como noci-
ceptores, hasta su origen, situada al
nivel medular.

Ademas de los estimulos provocados
por la aguja de acupuntura en los recep-
tores, los estudios muestran los efectos
del microtrauma producidos durante la
penetracion y manipulacion de la aguja.
La lesién microscoépica provoca una esti-
mulacion de los sistemas inflamatorio e
inmunolégico, ocurriendo un proceso
de, vasodilatacién local que promueve
cambios en el tono del sistema nervioso
autonénomo, repercutiendo en el arco
reflejo medular®.

Relacionédndose los conceptos de la
Medicina Tradicional China, en relacién
al tratamiento «Al Opuesto», con la
neuroanatomia y neuro fisiologia,
observamos que un estimulo realizado
en una rodilla puede tener efecto sobre
la rodilla contralateral a través del refle-
jo somato-soméatico contralateral”'® 2,
Esto significa que, por ejemplo, un esti-
mulo en la regién anterior de la rodilla
izquierda puede tener una respuesta
en los musculos flejores de la rodilla
derecha, y un estimulo de la region
posterior de la rodilla izquierda puede
tener una respuesta extensora de la
rodilla derecha.

Durante el tiempo de tratamiento pro-
puesto de 20 sesiones de acupuntura,
se ha buscado analizar los beneficios de
la acupuntura en la recuperacion de los
pacientes en el posoperatorio de las qui-
rurgias artroscoépicas en la rodilla, sien-
do el dolor la cuestion basica y sus con-
secuentes efectos en las actividades
fisica de caminar, arrodillarse, subiry

bajar escaleras, correr, necesidad del
apoyo para la marcha.

No resta duda que el dolor es un fac-
tor limitante para las actividades fisicas
y rutineras de un individuo y en las mani-
festaciones clinicas que puedan ocurrir
posteriormente, con ello podemos
deducir que la eliminacién o la atenua-
ciéon del dolor en la rodilla pueda contri-
buir en la biodindmica de la misma.

Los resultados por nosotros obteni-
dos sugieren que, en las condiciones
dichas arriba, puede haber recuperacion
mas rapida de la rodilla operada, auxi-
liando en el equilibrio biodindmico y evi-
tando proceso inflamatorio. El trata-
miento mirando dichas situaciones
deben ser instituidos lo méas precoz-
mente posible, seglin ha sido demostra-
do en los resultados de YAMAMURA®Y
SAIDAH®.

Las ventajas observadas se refieren a
la no utilizacién de antiinflamatorios y
sus potenciales efectos colaterales des-
critos en la literatura, la posibilidad de
trabajar con la rodilla méas precozmente
por utilizar la rodilla contralateral evitan-
do desconforto al paciente y disminu-
yendo el riesgo de infeccion en la rodilla
operada y, como mostraran los datos la
mejora en relacion a la fisioterapia en las
fases iniciales torna la acupuntura un
excelente coadyuvante para el trata-
miento a posteriori con la fisioterapia.

En el presente estudio no fue consti-
tuido un grupo control (acupuntura
Sham) por motivo de ética médicay,
también por el hecho de que la insercién
de agujas de acupuntura en locales con-
siderados no puntos de acupuntura,
pueden presentar un relativo efecto®®.

CONCLUSION

Los resultados del tratamiento de 20
sesiones de acupuntura en 18 pacientes
en el posoperatorio de las quirurgias
artroscopicas de la rodilla, utilizandose
la técnica «Al Opuesto» de la Medicina
Tradicional China, de acuerdo con la
metodologia aplicada, mostraran una
mejora significante en la mayoria de los
pardmetros estudiados, con resultados
mas precozmente, mientras, que la
fisioterapia presenté resultados mejo-
res mas tardiamente, aunque al final del
tratamiento los resultados fueron seme-
jantes.
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RESUMEN

Presentamos el caso de un paciente que debutd con un cuadro inespecifico de difi-
cultad respiratoria, irritacion ocular y mucosa, mareos, nauseas y vértigo, con una
saturaciéon de 02 de 49%. Como antecedente etiopatogénico manifestd inhalacion
laboral de gas tras sobrecalentamiento de PVC. Los companeros de trabajo presen-
taron sintomas similares, aunque con menor intensidad.

La intoxicacion aguda por gases de PVC es una situacion infrecuente que provoca
una sintomatologia inespecifica derivada de la accién de sus dos componentes basi-
cos HCL y CO. El tratamiento se basa en medidas de soporte respiratorio y actuan-
do sobre las lesiones locales, como la irritacién ocular y de mucosas.

Consideramos que en trabajadores de empresas petro-quimicas o relacionadas con
el tratamiento de plasticos hay que prestar especial atencion a la intoxicaciéon aguda
y no solo a la patologia cronica.

PALABRAS CLAVE
Cloruro de polivinilo (PVC). Intoxicacion aguda. Carboxihemoglobina.

SUMMARY

Hereby, we report a case of a patient who complained of dyspnea, dizzines, headache
and browny-espectoration. He related occupational exposure to overheated of polyvinyl
chloride (PVC). Co-workers presented similar symptoms although in lower degree.

Acute intoxication by PVC is rare causing inespecific symptoms related to the action
of its two main components, hydrochloridric acid and carbon monoxide. Treatment
lies on the mangement of the respiratory function as wellas the ocular and mucocu-
taneus irritation.

In petrochemical industry workers there should be a prudent control of PVC paying
attention not only to the cronical exposure but also to the acute intoxications.

KEY WORDS
Polyvinyl chloride (PVC). Acute intoxication. Carboxihemoglobin.
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INTRODUCCION

El cloruro de polivinilo (PVC) es un com-
puesto ampliamente utilizado en la indus-
tria, los efectos derivados de su uso con-
tinuado son muy conocidos™?, sin
embargo la intoxicacion aguda por inhala-
cion de gases de PVC ha sido menos tra-
tada en la bibliografia médica®*“. En el Ser-
vicio de Urgencias de nuestro Centro
atendimos un paciente con patologia res-
piratoria aguda relacionada directamente
con inhalacion laboral de PVC, a propdsi-
10 de este caso revisamos sus efectos, vy
alertamos sobre la necesidad de descar-
tar exposiciones ocupacionales infre-
cuentes como causa de enfermedad res-
piratoria aguda.

CASO CLINICO

Se trata un varén de 56 anos que acu-
dio al Servicio de Urgencias por empeo-
ramiento progresivo de una infeccion
respiratoria comunitaria de 10 dias de
evolucién con disnea, expectoracion
marronacea, mareos, cefalea y fiebre
con delirio, que no cedian a pesar de tra-
tamiento antibiético y sintomatico ade-
cuados. Como antecedentes personales
destacaba una fibrilacion auricular paro-
xistica, diabetes mellitus tipo I, ser
fumador de 20-40 cigarrillos/dia, y traba-
jar en una fébrica de plastico. Seguia tra-
tamiento con amiodarona, insulina, trifu-
sal y atenolol. A la exploracion fisica el
paciente se encontraba afebril, con cia-
nosis de piel y mucosas, taquipnea (40
resp/min), pulso de 86 latidos/min, PA
138/75 mmHg, vy saturacién de Oz de
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49%. En la auscultacion pulmonar se evi-
denciaban crepitantes bilaterales, mien-
tras que la auscultacién cardiaca fue nor-
mal. Los anélisis hematolégicos,
bioquimicos y pruebas de coagulacion
fueron normales, con la excepcién de
leucocitosis (16,4x10 ¥/1) con desviacién
izquierda; en la gasometria arterial desta-
caba un pH de 7,47 con pOz de 26 mmHg
y pCO de 33 mmHg - ésta prueba fue
repetida con el fin de corroborar el resul-
tado inicial-. EI ECG fue no patoldgico, vy
la radiografia de térax mostré condensa-
ciones alveolares bilaterales.

Se instauré oxigenoterapia al 100%,
glucocorticoides por via IV y broncodilata-
dores. Ante la ausencia de respuesta se
trasladoé al paciente a la URCE (Unidad de
Reanimacién y Cuidados Especiales) con
el diagndstico provisional de neumonia
comunitaria bilateral, tratando la insufi-
ciencia respiratoria y administrando anti-
bioterapia de amplio espectro, sin preci-
sar soporte respiratorio ni circulatorio. A
las 48 horas y con evolucion favorable fue
ingresado en planta, recibiendo el alta a
los 7 dias con una saturacion de O2Hb del
94%, y tratamiento domiciliario con clari-
tromicina y cefuroxima.

Mientras permanecia ingresado relato,
como antecedente epidemioldgico, la
inhalacién laboral de humo tras sobreca-
lentamiento de plastico de PVC 5 dias
antes de su ingres, con agravamiento de
su clinica respiratoria e irritacion ocular,
junto con mareo y cefalea persistente. El
resto de los trabajadores presentes
sufrieron sintomas similares pero, de
menor entidad que los suyos, fundamen-
talmente, mareos, vértigo, cefalea, e irri-
tacion de vias respiratorias altas y de los
0jos, no precisando mas que cuidados
locales ambulatorios sin requerir ingreso.

DISCUSION

El PVC es una combinacion quimica
de carbono, hidrégeno y cloro. Sus
materias primas provienen del petréleo
(en un 43%) y de la sal comun (en un
57%). Se obtiene por polimerizacion del
cloruro de vinilo, fabricado a partir de
cloro y etileno®. Es un material termo-
plastico, es decir, que bajo la accion del
calor se reblandece y puede asi molde-
arse facilmente; al enfriarse recupera la
consistencia inicial y conserva la nueva
forma. Es un gas incoloro, con un carac-
teristico olor dulzén, ligeramente solu-
ble en agua y algo inflamable'. Un kilo-
gramo de PVC calentado a 300°C libera,

24

12,9 g de acido clorhidrico (HCl) y 4,9 g
de mondxido de carbono (CO)°.

El calentamiento de este material se
realiza de manera frecuente en la indus-
tria, con el fin de aprovechar sus cualida-
des fisicas pero, también pueden provo-
car intoxicaciones agudas y lesiones
irritativas, directamente relacionadas con
el tiempo de exposicion y la cantidad de
toxico liberado. Los efectos del PVC que-
mado se dividen en los producidos por el
HCly los del CO, con especial afectacion,
de manera aguda, sobre el Sistema Ner-
vioso Central con mareo, vértigo, nause-
as, y cefalea, asi como irritacién ocular y
de vias respiratorias'?®. El HCI tiene
accion local, irritando las zonas con las
que entra en contacto, sobre todo muco-
sa oral y respiratoria. El CO no tiene efec-
to irritante, en cambio una vez en los alvé-
olos es rapidamente absorbido hacia la
sangre y se une con la hemoglobina des-
plazando al oxigeno, y, ademas, el escaso
oxigeno transportado es dificilmente
cedido a los tejidos para su utilizacion,
provocando hipoxia.

Las exposiciones mantenidas pueden
dar lugar a la denominada «Enfermedad
del PVC», con dafno hepético, efectos
pulmonares, acroosteolisis, cambios
6seos distales en los dedos, engrosa-
miento de la piel y alteraciones hemato-
l6gicas (anemia hemolitica)'?. Esta bien
establecida su relacion con una rara
variedad de cancer hepético’, el angio-
sarcoma, y también se ha encontrado
cierta asociaciéon con tumores de pul-
mon, cerebro y tracto digestivo'2.

En el presente caso se aprecia una
clara discordancia «cuantitativa» entre
la exposicion y la sintomatologia, si bien
la relacion «cualitativa» parece acredita-
da, esto se debe a su mala situacion res-
piratoria previa, por lo que la inhalacién
del gas la agravo, uniéndose a su neu-
monfa adquirida la neumonitis quimica
del HCI, y la clinica de la inhalacion de
CO. En casos de intoxicaciones leves
por este material la clinica no suele ser
persistente, ni de gran trascendencia
pero, cuando existe una patologia pul-
monar anterior, ésta se agrava dando
lugar a cuadros como el descrito en
nuestro paciente.

Al carecer del antecedente epidemiolo-
gico se provocd una demora en el trata-
miento, si bien en ese momento ya se
encontraba estabilizado, se hubiera podi-
do acelerar la recuperacion aplicando una

terapéutica mas ajustada a su etiopatoge-
nia. En este tipo de intoxicaciones se
debe actuar en dos frentes, por un lado
frenar los efectos del HCI (irritantes), por
lo se deberia actuar de inmediato, y los
derivados del CO, provocados por la pre-
sencia de la carboxihemoglobina, lo que
se evita aplicando oxigeno al 100%.

En la bibliografia revisada encontra-
mos dos referencias ** que relatan suce-
sos similares, destacando la de 1982,
en la que se refiere la afectaciéon de 62
personas por calentamiento de PVC,
con la sintomatologia referida, no requi-
riendo ingreso, concluyendo que los
pacientes con mayor persistencia de la
sintomatologia padecian enfermedad
respiratoria previa.

Por todo lo expuesto consideramos
que, si bien este tipo de intoxicaciones
son infrecuentes, la realizacion de una
exhaustiva anamnesis, con especial
énfasis en la ocupaciéon laboral, sobre
todo en areas con industria pléstica y
petro-quimica, puede guiarnos en la ver-
dadera causa de la alteracion respirato-
ria, y actuar en consecuencia 8.
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Carcinoma adenoide quistico: un tumor de mama infrecuente
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RESUMEN

El carcinoma adenoide quistico es un tumor poco frecuente que representa menos
del 1% de los carcinomas de mama con un mejor prondstico que otras variedades
histologicas. Las caracteristicas histolopatologicas son similares a las encontradas
en otros tejidos como el tracto respiratorio alto, glandulas salivares y vulva. Se pre-
senta un caso de una mujer de 59 afios con carcinoma adenoide quistico, con hallaz-
gos inespecificos en mamografia y en el estudio ecografico mamario, cuyo diagnds-
tico se confirmé mediante cortes histoldgicos de la pieza quirurgica.
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SUMMARY
Adenoid cystic carcinoma of the breast is an uncommon tumor ocurring in less than
1% of breast carcinoma, but with a better prognosis than other varieties. The tumors
are histologically indistinguishable in other sites, such as upper respiratory tract, sali-
vary glands and vulva.. In this 59 years old with mammographic and breast sono-
graphic features were unspecifics, the diagnosis was made and confirmed in the his-
tological sections.
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INTRODUCCION

El carcinoma adenoide quistico es un
tipo de tumor infrecuente en la mama,
representando menos del 1 % del total
de carcinomas de mama. La edad de
presentacion es similar a la del resto de
canceres de mama, pero a diferencia de
la variante ductal, los antecedentes
familiares no son un factor de riesgo.
Esta neoplasia presenta caracteristicas
histolégicas muy similares a otras
tumoraciones cribiformes en diferentes
tejidos como las glandulas salivares,
tracto respiratorio superior o vulva. El
pronoéstico de estos tumores es mejor
que el de resto de las variantes histolé-
gicas mas frecuentes en la mamay con
un menor nuimero de recidivas. Suelen
ser neoplasias con un didmetro que
oscila entre 1 a 3 cm. de didmetro y
suelen estar bien definidos (1).

Histolégicamente se definen por la
presencia de material mucoso en el
interior de espacios glandulares que
producen células basaloides de peque-
No tamano con caracteristicas mioepite-
liales (2).

El sintoma clinico mas frecuente de
presentacion es en forma de masa pal-
pable, en ocasiones dolorosa a la palpa-
cion, no adherida a la piel ni al masculo.
La afectacion metastésica axilar es muy
rara, diseminando por via hematogena,
siendo el pulmén el 6rgano diana mas
afectado y a continuacion el higado,
cerebro, glandulas suprarrenales, vérte-
bras y rinén.
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Figura 1.

Mamograffa en proyeccion oblicuamediolateral y craneocaudal que muestra
un nédulo denso, parcialmente bien delimitado en el cuadrante superoexterno
de mama derecha.

El diagnodstico radiolégico y/o ecogra-
fico no permite diferenciar este tipo de
neoplasias del resto de subtipos histolo-
gicos (3). El estudio citolégico mediante
PAAF (Puncién Aspiracion con Aguja
Fina) puede conseguir el diagnostico en
un numero reducido de casos, confir-
mandose el diagnostico de manera
intraoperatoria en la mayoria de los
casos.

CASO APORTADO

Se trata de una mujer de 59 afios de
edad asintomaética que es valorada por
la Unidad de Prevencion de Céancer de
Mama del Gobierno de Aragon, median-
te mamografias bilaterales con proyec-
ciones: Oblicuamediolateral y craneo-
caudal, segun el protocolo existente en
el screening de la Unidad. El estudio
radioldgico reveld la existencia de un
nédulo denso, parcialmente bien delimi-
tado de unos 20 mm., localizado en cua-
drante supero externo de mama dere-
cha. (Fig1).

En el estudio ecografico complemen-
tario se evidencio una formacion nodu-
lar, bien delimitada, hipoecoica con
nuUMerosos ecos internos heterogéneos
y cuyo didmetro es de unos 19 x 12
mm.(Fig 2).

Para descartar malignidad se comple-
t6 el estudio con una PAAF preoperato-
ria del nédulo de la mama derecha que
informé de la existencia de células
malignas sugestivas de carcinoma duc-
tal y se consiguio la confirmacién histo-
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Corte transversal en el estudio ecogrifico mamario que demuestra una for-
macién nodular hipoecoica con ecos internos heterogéneos, localizada en

cuadrante superoexterno de mama derecha.

l6gica del carcinoma adenoide quistico
en el acto quirurgico.

DISCUSION

El Carcinoma Adenoide Quistico es
una variedad histoldgica rara en el con-
junto de los carcinomas de mama (4).
En nuestro caso la paciente estaba asin-
tomatica, aunque la forma clinica de pre-
sentacion mas frecuente es una tumo-
racion. Se identificé el tumor mediante
estudio radioldgico y ecografico mama-
rio. Los signos radioldgicos y ecogréafi-
COS en estos tumores no son capaces
de confirmar esta rara entidad. En nues-
tro caso, los hallazgos radioldgicos y
ecograficos encontrados, no fueron
suficientes para demostrar la presencia
de carcinoma adenoide quistico, coinci-
diendo con los autores consultados en
la revision bibliografica realizada (3,5).

La confirmacion diagndstica se obtie-
ne mediante estudio histolégico. En el
frotis caracteristico se aprecian esferas
extracelulares de material metacromati-
co rodeadas de células pequenas con
escaso citoplasma y nucleo hipercroméa-
tico (6). Solamente en un numero
pequeho de casos se obtienen estos
frotis tan demostrativos, siendo super-
ponibles a los obtenidos en los carcino-
mas ductales, hecho este que sucedio
en nuestra paciente. Si la PAAF preope-
ratoria establece el diagndstico de carci-
noma adenoide quistico, ayuda a la hora
de tomar decisiones quirurgicas, si bien,
se consigue en un porcentaje reducido
de casos (7.8). Sin embargo, el resulta-

do definitivo se obtiene generalmente
de manera intraoperatoria.

En nuestro caso la paciente fue inter-
venida quirirgicamente practicaindose
una mastectomia radical modificada en
mama derecha con linfadenectomia axi-
lar ante la sospecha de un carcinoma
ductal infiltrante. Macroscépicamente la
tumoracion presenté unos limites irregu-
lares, bien definidos de coloracion grisé-
cea con estrids amarillentas y consisten-
cia elastica. No present¢ alteraciones de
la piel, ni pezoén (9). Microcoscopicamen-
te se observé un doble componente:
Estromal y celular. El material celular
estaba constituido por células poligona-
les, organizadas en nidos, cordones o
estructuras tubulares o adenoides. El
estromal estaba formado por un material
homogéneo y hialino que dibujaba
estructuras esféricas o entremezclado
con elementos epiteliales. Estas caracte-
risticas histolégicas son especificas es
este tipo de tumoraciéon y coinciden con
la literatura revisada (10).

El estudio imunohistoquimico
demuestré positividad a la proteina
S100, actina musculo especifica y que-
ratinas AE1-AES, resultando negativas
para receptores de estrégenos y pro-
gesterona, y con ausencia de metasta-
sis en ganglios linfaticos, hallazgos que
fueron confirmados en nuestro caso
(11,12).

El tratamiento es quirdrgico y existe
una gran controversia sobre la modali-
dad que debe de emplearse, unos
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autores abogan por técnicas quirlrgi-
cas conservadoras: Tumorectomia,
cuadrantectomia, que aumentan la pro-
babilidad de recidiva (4), y otros se incli-
nan por la realizacién de mastectomia
(13) . El tratamiento méas adecuado se
debe aplicar en funcién del grado histo-
l6gico del tumor (14), no obstante,
existen enormes dificultades para con-
seguir un diagndstico histolégico preo-
peratorio del tumor. En nuestro caso se
realizé mastectomia radical modifica-
da, ya que el informe histolégico preo-
peratorio fue de carcinoma ductal, esta
situacion es habitual y esté referencia-
da por la mayoria de los autores con-
sultados (1,15).

Por ultimo, resefar que el carcinoma
adenoide quistico de mama es una varie-
dad histolégica infrecuente que presenta
un comportamiento biolégico poco agre-
sivo. La mamografia y la ecografia mama-
ria presentan signos orientativos de
malignidad y poseen una baja especifici-
dad para el diagnéstico del tumor. Si se
consigue un diagnostico histoldgico preo-
peratorio se pueden aplicar técnicas qui-
rdrgicas conservadoras.
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CASO CLiNICO

Respuesta inmune en niinos con infeccion intestinal
por Giardia lamblia, Cryptosporidium parvumy
Enterobius vermicularis

Immune response in children with intestinal parasitic infection for Giardia lamblia,
Cryptosporidium parvum and Enterobius vermicularis

J.L. Olivares, R. Fernandez, J. Fleta, M. Vazquez, A. Clavel*

Departamento de Pediatria y Departamento de Microbiologia y Parasitologia*
Hospital Clinico Universitario «Lozano Blesa». Zaragoza.

RESUMEN

El objetivo de este estudio es determinar la respuesta inmune sérica en nifios con parasitosis intestinal al diagnéstico y tres meses des-
pués sin infeccion. Fueron recogidas 3036 muestras de 1959 nifios y 939 pruebas de cello de 688 nifos para investigacion parasitaria. De
los 155 nifios con paréasitos, 86 con un Unico paréasito fueron seguidos en este estudio. Veintiséis con Giardia lamblia fueron tratados con
tinidazol y metronidazol, cuarenta con Enterobius vermicularis con palmoato de pirantel y veinte con Cryptosporidium parvum sélo con
tratamiento sintomatico. Las inmunoglobulinas séricas fueron determinadas mediante nefelometria cinética, CD4+ y CD8+ por citome-
tria de flujo y anticuerpos monoclonales marcados con fluorescencia. Existe un incremento significativo de IgA en pacientes con Giardia
lamblia 'y de 1gG para Cryptosporidium parvum, entre la fase aguda de parasitacion y tres meses después sin infeccion. No existen dife-
rencias para IgM. Hay un descenso significativo en los tres tipos de parésitos para IgE entre el diagndstico y tres meses después sin
infeccion. No hemos encontrado diferencias significativas para CD4+, CD8+ y CD4+ / CD8+. Los pacientes con parasitosis intestinal pre-
sentan modificaciones inmunoldgicas significativas en la fase aguda de parasitacion. Actualmente, el mecanismo mediante el cual el sis-
tema inmune responde en las personas inmunocompetes es escasamente conocido. La respuesta inmunolégica podria reflejar las alte-
raciones surgidas en la mucosa intestinal en contacto con el parésito.

PALABRAS CLAVE
Inmunoglobulinas séricas. Inmunidad celular. Parasitosis intestinal. Giardia lamblia. Cryptosporidium parvum. Enterobius vermicularis.

SUMMARY

To determine prospectively plasma levels of immune response in children with intestinal parasitic infection and three months after wit-
hout infection. Three thousand thirty-six faecal stool samples were collected from 1959 children, and 939 cello-tape anal swabs from 688
children, were performed for intestinal parasite searching. From 155 children with parasitic infection, 86 were followed during this study.
Twenty-six children with Giardia lamblia infection were treated with tinidazole and metronidazole. Pyrantel palmoate was the treatment
for 40 children with Enterobius vermicularis. Twenty patients infected with Cryptosporidium parvum received symptomatic treatment.
Serum immune globulin, were determined for kinetic nephelometric, CD4+ and CD8+ for cytometric of flow and monoclonal antibodies
marked with fluorescence. There were significant increases of IgA for Giardia lamblia and of IgG for Cryptosporidium parvum. No statis-
tical difference was found for IgM. There were significant differences among the three types of parasites for IgE. There were a decrea-
se significant of IgE among diagnosis and three months without infection for all types of parasites. No statistical difference was found for
CD4+, CD8+ and C4/CDS8. Patients with intestinal parasitic infection have alteration immunology’s significances. The mechanism with
which the immune system of an immunocompetent host responds to intestinal parasitic infection is still poorly understood. The immu-
ne response should reflect the pathology at the intestinal mucous site.

KEY WORDS
Immune serum globulin. Immunity cell-mediated. Giardia lamblia. Crypstosporidium parvum. Enterobius vermicularis.
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INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son
una causa mayor de morbilidad y morta-
lidad en los ninos en la mayor parte del
mundo. Cuando un paréasito invade al
huésped puede ocasionarle la muerte,
sobrevivir causandole dano o permane-
cer de forma asintomético. La respuesta
inmunolégica del huésped juega un
importante papel en los estadios de la
infeccién: protegiendo de la infeccién,
eliminando el parasito u originado la
enfermedad. Aunque los estudios expe-
rimentales estdn muy avanzados en los
animales, en la persona humana estén
escasamente desarrollados y son par-
cialmente conocidos.

Giardia lamblia, Cryptosporidium par-
vumy Enterobius vermicularis son los
parasitos mas frecuentes en nuestro
medio. La infecciodn clinica puede cursar
con anorexia, vémitos, prurito anal, urti-
caria, dolor abdominal, diarrea aguda,
malabsorcién intestinal y perdida de
peso. Los mecanismos inmunolégicos
del huésped frente el parésito son con-
siderados como el hecho maés importan-
te de este proceso'.

El objetivo de este estudio es compa-
rar las tasas medias de inmunoglobuli-
nas séricas, IgA, IgG, IgM e IgE, y de los
linfocitos T, CD4+ y CD8+, durante la
fase aguda de infeccion por Giardia lam-
blia, Enterobius vermicularis y Cryptos-
poridium parvum, y tres meses después
sin infeccién.

MATERIAL Y METODOS

Tres mil treinta y seis muestras feca-
les fueron recogidas de 1959 ninos ara-
goneses en un periodo de 12 meses.
De los 155 ninos infectados, 69 fueron
excluidos del estudio por presentar
infeccién polimicrobiana en 12 (7,70%),
y 57 por no realizar un control clinico y
microbiolégico adecuado.

Ochenta y seis nifos diagnosticados
con un Unico paréasito fueron incluidos
en este estudio. De estos 86 casos, 26
estaban infectados por Giardia lamblia,
20 por Cryptosporidium parvumy 40 por
Enterobius vermicularis. Cincuenta y
seis pacientes procedian del &rea urba-
na de Zaragoza y 30 de é&reas rurales.
Dolor abdominal, diarrea aguda, anore-
xia, prurito anal y fiebre fueron los sinto-
mas mas frecuentes. La edad al diag-
nostico estaba comprendida entre 10
meses y 15 anos con una media de 6,85
+ 4,16 anos.

La identificacion de Giardia lamblia'y
Cryptosporidium parvum se realizo pre-
via concentracion de heces fecales
segun técnica de Ritchie®, sustituyendo
el éter por el acetato de etilo, método
descrito por Young et al®. y Erdman®. La
técnica de Ziehl Neelsen, modificada por
Henricksen y Pohlenz’, fue empleada
para la identificacion de los ooquistes de
Cryptosporidium. Los portas fueron
cubiertos con fucsina en frio durante 20
minutos, después se colorearon con
verde malaquita y se lavé de nuevo. La
identificacion de Enterobius vermicularis
fue realizada segun técnica de Grahamé®.

Se uso Tinidazol (50 mg/kg/dia, dos
dosis, separadas por dos semana) para
el tratamiento de Giardia lamblia. En
caso de persistir la infeccién se aplicéd
tratamiento con metronidazol (25
mg/kg/ dia, 7 dias). Pamoato de pirantel
(10 mg/kg/dia, dos dosis con dos sema-
nas de separacion, para tratar a Entero-
bius vermicularis. En los pacientes con
Cryptosporidum parvum, y sin inmuno-
deficiencia, solo se hizo tratamiento sin-
tomatico

Las inmunoglobulinas séricas fueron
medidas mediante nefelometria cinéti-
ca utilizando un nefelometro Image de
Beckman, con antigammaglobulinas.
Los linfocitos CD4+ y CD8+ por citome-
tria de flujo utilizando un citémetro Eiccs
x| de Coulter, mediante anticuerpos
monoclonales marcados con fluores-
cencia.

Se realizo otra recogida de heces tres
semanas después de completar los tra-
tamientos. Un nuevo control clinico e
inmunolégico se hizo tres meses des-
pués de la infeccion y con el paciente
asintomatico.

En el analisis estadistico se empleo el
test Kolmogorov-Smirnov (modificacion
de Lilliefors) para comprobar la normali-
dad de las variables, y el anélisis de la
varianza (ANOVA vy Kruskall-Wallis) para
comparar las diferencias entre los tres
tipos de parasitos, y los tests de Stu-
denty de Wilcoxon para analizar las dife-
rencias entre medias con muestras apa-
readas. Se ha empleado el programa
estadistico SPSS para Windows 10.0
(SPSS Inc). Se consideran diferencias
estadisticas significativas cuando el
valor de p es < de 0,05.

RESULTADOS
La prevalencia de los diferentes tipos
de parasitos ha sido: Giardia lamblia

2,65%, Crypstosporidium parvum,
1,63% y Enterobius vermicularis,
10,61%. Hubo infeccién polimicrobiana
en 7,70% casos. La distribucién por
edades fue: 44 ninos y 42 ninas. La
medida de edad al diagnéstico: 6.85 =
4.16 anos (de 10 meses a 15 anos).
Crypstosporidium parvum fue mas fre-
cuente en los ninos de menor edad.

La tabla 1 muestra los datos de IgA
para cada tipo de parasito al diagnéstico
y tres meses después sin infeccién. No
hay diferencias significativas entre los
tres tipos de parasitos, al diagndéstico (p
= 0,331), ni después de tres meses (p =
0,241). El estudio comparativo entre los
dos momentos, mediante el t test, sélo
muestra diferencias significativas para
Giardia lamblia (p = 0,03).

En la tabla 2 se detallan los datos de
|gG para cada tipo de paréasito al diagnds-
tico y tres meses después sin infeccion.
Hay diferencias significativas entre los
tres tipos de parasitos, sélo al diagndstico
(p = 0,043). El analisis posterior mediante
el test de Scheffé muestra diferencias
significativas entre Cryptosporidium par-
vumy Enterobius vermicularis, (p < 0,05).
El estudio comparativo entre los dos
momentos, mediante el t test, sélo
muestra diferencias significativas para
Cryptosporidium parvum (p = 0,02).

La tabla 3 muestra los datos de IgM
para cada tipo de parasito al diagnéstico
y tres meses después sin infeccion. No
hay diferencias significativas entre los
tres tipos de pardsitos, al diagndstico (p
= 0,835), ni después de tres meses (p =
0,902). En el estudio comparativo entre
los dos momentos, mediante el t test,
no muestra diferencias significativas
para ningun tipo de parasito (p > 0,05).

En la tabla 4 se detallan los datos de
IgE para cada tipo de parésito al diag-
nostico y tres meses después sin infec-
cion. Hay diferencias significativas entre
los tres tipos de parasitos, al diagnosti-
co (p = 0,0000) y después de tres meses
sin infeccién, (p = 0,0004). El andlisis
posterior mediante el test de Scheffé
muestra diferencias significativas (p <
0,05) entre Enterobius vermicularisy
Giardia lamblia y entre Enterobius ver-
micularis y Cryptosporidium parvum. El
estudio comparativo entre los dos
momentos, mediante el test de Wicol-
xon, muestra descensos significativos
para Giardia lamblia, (p = 0,001), Cryp-
tosporidium parvum, (p = 0,006), y Ente-
robius vermicularis (p = 0,001).
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TABLA 1. IGA SERICA EN 86 NINOS CON
PARASITOSIS INTESTINAL AL DIAGNOSTICO Y
TRES MESES DESPUES SIN INFECCION*

TABLA 2. IGG SERICA EN 86 NINOS CON
PARASITOSIS INTESTINAL AL DIAGNOSTICO Y
TRES MESES DESPUES SIN INFECCION*

IgA (mg/dL)* IgA {mg/dLP 1gG (mg/dL)* 1gG (mg/dL]®
Tipo de parasito Pacientes Al diagnéstico Sin infeccién Tipo de parésito Pacientes Al diagnéstico Sin infeccién
Giardia lamblia 26 74,50 + 48,33 92,23 + 47,60 Giardia lamblia 26 818,96 + 261,20 853,32 + 253,87
Cryptosporidium parvum 20 76,40 + 34,40 77,10 £ 29,95 Cryptosporidium parvum 20 712,10 + 187,82 774,60 + 245,23
Enterobius vermicularis 40 90,10 +41,75 96,16 + 40,81 Enterobius vermicularis 40 938,68 + 256,24 980,12 + 309,28
Total 86 81,98 + 42,23 90,11 + 40,82 Total 86 851,18 + 258,06 895,46 + 289,95

* Los valores son expresados como media + DE y analizados usando ANOVA
y el test de Student.

2> No hay diferencias significativas entre los tres grupos al diagnostico, p =
0,331, ni después de tres meses sin infeccion, p = 0,241,

= E| anélisis comparativo, entre los dos momentos, mediante el t test, mues-
tra diferencias significativas solo para Giardia lamblia, p = 0,03.

* Los valores son expresados como media + DE y analizados usando ANOVA
y el test de Student.

= Hay diferencias significativas entre los tres grupos, sélo al diagnéstico, p =
0,043. El anélisis posterior, test de Scheffé, muestra diferencias significati-
vas entre Cryptosporidium parvumy Enterobius vermicularis, p < 0,05.

= E| anélisis comparativo, entre los dos momentos, mediante el t test, mues-

tra diferencias significativas solo para Cryptosporidium parvum, p = 0,02

La tabla 5 muestra los datos de CD4+
(%) para cada tipo de paréasito, al diag-
nostico y tres meses después sin infec-
cién. No hay diferencias significativas
entre los tres tipos de parésitos al diag-
néstico (p = 0,479), ni después de tres
meses sin infeccion (p = 0,672). El estu-
dio comparativo entre los dos momen-
tos, mediante el t test, no muestra dife-
rencias significativas para ningun tipo de
parésito (p > 0,05).

Las tasas medias de CD8+ (%) para
cada tipo de paréasito al diagnostico han
sido: Giardia lamblia, 23,88+5,67, Cryp-
tosporidium parvum., 23,60+5,77, y
Enterobisu vermicularis 24,90+5,80.
Después de tres meses sin infeccion:
Giardia lamblia, 25,96+6,08, Cryptospo-
ridium parvum., 24,75+4,12, y Enterobi-
su vermicularis 25,78+6,17. No hay
diferencias significativas entre los tres
tipos de parésitos, al diagnéstico, ni des-
pués de tres meses (p > 0,05). En el
estudio comparativo entre los dos
momentos, mediante el t test, no mues-
tra diferencias significativas para ningn
tipo de parésito (p > 0,05).

La media total del cociente CD4 /
CD8 al diagnéstico: 1,74 £ 0,57 no
muestra diferencias significativas (p >
0,05) con la media total del cociente
obtenido tres meses después sin infec-
cién, 1,69 = 0,50.

DISCUSION

Los parasitos encuentran en el tracto
gastrointestinal el medio ideal para su
desarrollo. Carbohidratos, lipidos, ami-
noécidos, hierro y vitaminas son usados
para su crecimiento y supervivencia.
Estos hechos biolégicos tienen impor-
tancia epidemioldgica, clinica, inmuno-
l6gica e implicaciones terapéuticas. En
algunos pacientes, la infeccion se
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resuelve en pocos dias, mientras que
otros los sintomas permanecen de
forma crénica. Diversos factores, no
inmunoldgicos, como sales biliares con-
jugadas, &cidos grasos insaturados,
moco intestinal, juegan un papel impor-
tante en la susceptibilidad a la infeccion,
en su severidad y duracion?.

La giardiosis afecta a individuos de
todas las edades, aungue por sus impli-
caciones clinicas, principalmente retra-
so de crecimiento y sindrome de malab-
sorcion, en los ninos adquiere especial
relevancia. La prevalencia de giardiosis
guarda relacion con los niveles de higie-
ne y purificacion de los abastecimientos
hidricos. En la especie humana, los
efectos clinicos de la infeccidn varfan
desde portadores asintomaticos a seve-
ros cuadros de malabsorcion intestinal.
Diversos factores: virulencia de las
cepas de Giardia lamblia, numero de
quistes ingeridos, edad del paciente,
aclorhidria, hipoclorhidria, grupo sangui-
neo A, haplotipos HLA A1/A2, B12/B27,
contribuyen a esta gran variabilidad®'.

Giadia lamblia se localiza principal-
mente en el intestino delgado proximal,
en la superficie apical del enterocito. Se
ha demostrado que los trofozoitos acti-
van a los monocitos humanos liberanb-
do gran cantidad de prostaglandinas E2
e inducir diarrea por estimulacién de la
adenilciclasa. Giardia lamblia experi-
menta variaciones antigénicas en deter-
minadas proteinas especificas de super-
ficie (VSP) ricas en cisteina. Mediante
cromatografia y técnicas de microanali-
sis se ha observado que los metales
importantes en los trofozoitos de Giar-
diay en las VSP purificas son el zinc y el
hierro los que estabilizan la VSP y es
causa de mayor resistencia al ataque

proteolitico de enzimas digestivos en el
intestino delgado' ™,

En pacientes con Giardia lamblia, la
inmunidad humoral y celular, no estéa
perfectamente conocida y muchos de
los conocimientos patogénicos estan
basados modelos en modelos de experi-
mentacion animal. La respuesta inmune
del huésped juega un papel importante.
Por una parte protege contra la enferme-
dad y por otra facilita la eliminacion del
parasito. Como respuesta a los trofozoi-
tos, forma anticuerpos séricos de tipo
IgG, IgM e IgA, También se ha observa-
do una respuesta intestinal creando anti-
cuerpos de tipo IgA. Se ha demostrado
que la leche humana tiene actividad pro-
tectora frente a Giardia por la IgA secre-
tora que posee y accion antiadherente
de sus acidos grasos'™ 8,

Los leucocitos intraepiteliales (LIE),
modulan la funcién epitelial y tienen un
papel protector frente a las giardias. Los
linfocitos T, CD4+, son necesarios para
el desarrollo de anticuerpos secretores.
Los macréfagos pueden ingerir y opso-
nizar a los trofozoitos, pero su papel
mas importante es la presentacion de
los antigenos a las células T de las pla-
cas de Peyer para el desarrollo de una
respuesta inmune efectiva'. Perlmutter
et al'”, han demostrado que en pacien-
tes con hipogammaglobulinemia la giar-
diosis es frecuente y siempre sintomati-
ca. Nifios con inmunodeficiencia celular
severa son muy susceptibles a la infec-
cion y presentan cuadros severos de
diarrea’™.

En este estudio hemos encontrado, al
diagnodstico, una disminucién IgA e
incremento de IgE significativos con
relacién al control efectuado tres meses
después sin infeccion. No se han produ-
cido modificaciones significativas para
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TABLA 3. IGM SERICA EN 86 NINOS CON
PARASITOSIS INTESTINAL AL DIAGNOSTICO Y
TRES MESES DESPUES SIN INFECCION *

TABLA 4. IGE SERICA EN 86 NINOS CON
PARASITOSIS INTESTINAL AL DIAGNOSTICO Y
TRES MESES DESPUES SIN INFECCION *

IgM (mg/dL) IgM (mg/dL) IgE (mg/dL) IgE (mg/dL)*
Tipo de parésito Pacientes Al diagnéstico Sin infeccion Tipo de parasito Pacientes Al diagnéstico Sin infeccién
Giardia lamblia 26 105,43 + 36,66 99,75 + 28,34 Giardia lamblia 26 64,64 + 30,97 47,10 £ 15,77
Cryptosporidium parvum 20 99,05 + 35,78 103,73 + 36,66 Cryptosporidium parvum 20 67,36 + 21,09 61,31+ 20,92
Enterobius vermicularis 40 10045+28,73 100,45+ 35,17 Enterobius vermicularis 40 231,30+ 52,15 153,17 + 33,61
Total 86 101,78 + 32,56 101,01 + 33,34 Total 86 144,70 + 28,23 100,81 + 18,05

* Los valores son expresados como media + DE y analizados usando ANOVA

y el test de Student.

** No hay diferencias significativas entre los tres grupos al diagnéstico, p =
0,835, ni después de tres meses sin infeccién, p = 0,902.

= El andlisis comparativo, entre los dos momentos, mediante el t test, no
muestra diferencias significativas en ningun tipo de parasito, p>0,05.

* Los valores son expresados como media + DE y analizados usando Krus-
kall-Wallis y el test de Wilcoxon.

= Hay diferencias significativas entre los tres grupos al diagnéstico, p = 0,000
y tres meses después sin infeccion, p=0,0004.

= El andlisis comparativo, entre los dos momentos, mediante el test de Wilco-
xon, muestra diferencias significativas solo para Giardia lamblia, p = 0,001,
Criptosporidium parvum, p = 0,008, y Enterobius vermicularis, p = 0,001.

las tasas medias de IgG, IgM vy linfocitos
CD4+ y CD8+ entre ambos momentos.

Cryptosporidium parvum es un parasi-
to intracelular que se localiza en el borde
de las vellosidades intestinales, de dis-
tribucion cosmopolita y cuyo reservorio
esta en los animales y el hombre. La
infeccion es mas frecuente en paises en
vas de desarrollo, aunque también se ha
extendido al resto de los paises a través
de emigraciones urbanas, pobreza, via-
jes intercontinentales, cambios sociales
y medioambientales. La prevalencia en
paises desarrollados es de 1-3 %, mien-
tras que en Africa y Asia se eleva hasta
un 10 %"™.

La intensidad de las manifestaciones
clinicas depende de factores individua-
les del hospedador, de su edad y de su
sistema inmune. En la mayoria de los
inmunocompetentes se produce gas-
troenteritis autolimitada caracterizada
por deposiciones acuosas, dolor abdo-
minal, vomitos y fiebre. La poblacién
mas afectada es la de los nifios peque-
nos. Hechos similares a los encontrados
en nuestros pacientes.

En los pacientes inmunocomprometi-
dos se produce un cuadro de diarrea
profusa crénica, intensa malabsorcién y
gran perdida de peso. En los pacientes
con SIDA se ha aislado Cryptosporidium
parvum hasta en un 20 % de los mis-
mos. Flanigan et al®, muestran cuatro
modelos de enfermedad: transitoria,
cronica, fulminante y asitomatica. La
diarrea transitoria, autolimitada ocurre
en pacientes con poca inmunosupre-
sion. Si el numero de CD4 es superior a
180 células /mm3 se puede predecir
que la infeccion seré autolimitada, por el
contrario, con un recuento de linfocitos
CD4+ menor de 50 células/mm3 el cua-
dro seréa fulminante. Cryptosporidium

parvum puede conducir a cuadros de
diarrea cronica y afectacion hepética.
También se han sefhalado cuadros gra-
ves en pacientes con inmunodeficiencia
combinada severa, en tratamiento con
immunosupresores y asociados a déficit
de IgA¥'2,

Estudios recientes, muestran que el
control de la infeccién por el paciente
depende de la activacién de citokinas en
contacto con el parésito. En general, los
pardsitos intracelulares producen una
respuesta tipo 1 en donde el IFN-
gamma es el principal activador, mien-
tras que en los paréasitos extracelulares
la respuesta es de tipo 2 y la IL-4 juega
un papel predominante en los mecanis-
mos de inmunidad humoral”. Wyatt et
al*, senala que existe una correlacién
entre la IL-10 y el desarrollo de Cryptos-
poridium parvum a nivel del epitelio
intestinal.

En este estudio, con pacientes no
comprometidos, hemos encontrado
una mayor incidencia en ninos peque-
nos, clinica autolimitada y evolucion
favorable sin tratamiento

farmacolégico. No se han producido
modificaciones significativas de IgA, e
IgM, entre la fase aguda de infeccién y
tres meses después. Hay un incremen-
to significativo de 1gG y disminucién de
IgE entre ambos momentos. No se han
producido alteraciones en las tasas
medias de linfocitos CD4+ y CD8+.

Enterobius vermicularis es un nema-
todo intestinal de distribucién cosmopo-
lita y él méas habitual de los parasitos de
nuestros medios. Los vermes adultos
viven habitualmente en el ciego y apén-
dice, fijados a la pared y se nutren del
contenido intestinal. La infeccién es
comun en ninos entre 5-10 afos. La
infeccion suele ser asintomatica o cur-

sar con trastornos ligeros e inespecifi-
cos. La irritabilidad y el prurito anal son
los sintomas mas comunes. La duracion
de la infeccién es muy diferente de
unos a otros ninos y esté en relaciéon con
la respuesta inmunoldgica. Hay pocos
estudios sobre el mecanismo de res-
puesta inmunitaria frente a oxiuros.
Crowe et al®, encuentran una relacion
entre el nimero de mastocitos en apén-
dices de individuos parasitados v la res-
puesta frente al paréasito. Koltas et al®,
hallan niveles bajos de zinc, cobre y
magnesio en ninos infectados, que
podrian modificar el sistema inmune.

En este estudio no se han producido
modificaciones significativas para IgA,
lgG, IgM, CD4+ y CD8+. Por el contrario
si existen alteraciones para de IgE que
se encuentra significativamente eleva-
da en la fase aguda de la infeccién.
Hechos similares han sido sefalados
por Di Prisco et at?’ y Pérez et al*®.

En conclusion, estos datos confirman
la alta prevalencia de parasitos en nues-
tro medio, siendo todavia un problema
de salud publica. Los mecanismos
mediante los cuales el sistema inmune
de ninos inmunocompetentes respon-
den a la infeccién intestinal son mal
conocidos. La inmunorespuesta sérica
podria reflejar la patologia surgida en la
mucosa intestinal. Son necesarios nue-
vos estudios para poder explicar estos
mecanismos.
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CASO CLINICO

Artrogriposis multiple congénita. Comunicaciéon de un caso
y revision de los aspectos actuales de mayor interés.

Congenital multiple arthrogryposis. Report of a case and review of the most
interesting clinical features
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1. Unidad Neonatal. 2. Seccién de Neurofisiologia. 3. Seccién de Neuropediatria.
Hospital Infantil Universitario «Miguel Servet». Zaragoza

RESUMEN

Se comunica una observacién de artrogriposis mdltiple congénita clasica (AMC), en un Recién nacido hembra, segundo hijo de padres
jovenes sanos, no consanguineos y sin antecedentes familiares malformativos. Gestacién de 33 semanas con retraso de crecimiento
intrauterino y disminucién de los movimientos fetales, confirmados por ecografias. Parto a las 33 semanas, por ceséarea urgente debido
a desprendimiento de placenta.

A la exploracién presenta contracturas articulares multiples que afectan a las 4 extremidades de forma simétrica y una facies especial,
inicialmente inexpresiva.

Los estudios complementarios para descartar una causa infecciosa o metabdlica, asi como el EEG y TAC cerebral, ecografia renal, cardi-
aca, fueron normales. El cariotipo 46 XX. En el electromiograma aparecian signos de denervacién activa en forma de fibrilaciones y ondas
positivas y los potenciales de unidad motora tenfan una amplitud media incrementada sin polifasia significativa. Se reallizé estudio gené-
tico molecular para descartar una enfermedad de Steiner.

La evolucién del paciente ha sido satisfactoria. Al alta toma por succién y tiene un buen contacto social, continuando el programa de reha-
bilitacién. Asimismo, se revisan sus aspectos actuales de mayor interés.

PALABRAS CLAVE

Artrogriposis multiple congénita. Contracturas articulares multiples. Sindrome de hipocinesia fetal. Secuencia deformativa de hipocinesia
fetal. Recién nacido.

SUMMARY

We report a case of classic congenital multiplex Arthrogryposis (AMC), it is a female newborn, second child of healthy young parents
blood relationship nor familiar malformations antecedents. Thirty third weeked gestation with intrauterine growth retardation and dismi-
nution of fetal movements, which were confirmed by ultrasonic scanning. Childbirth to the 33 weeks, by caesarean urgent due to loose-
ning of placenta. To the exploration she presents displays multiple joint contractures that affect the 4 extremities in a special symmetri-
cal form and facies, initially inexpressive. The complementary studies to discard an infectious or metabolic cause, as well as cerebral
electroencephalogram and CAT, renal and cardiac ultrasonic scanning were normal. Kariotype 46 XX. Signs of active denervation appea-
red in the electromiogram such as fibrillations and positive waves and the motor unit potentials had an increase average of amplitude wit-
hout significant poliphasia. Molecular genetic study was made to discard disease of Steiner. The evolution of the patient has been satis-
factory. A the discharge, she takes by suction and she has a good social contact, continuing the rehabilitation program. On the other hand
the most interesting and up-date aspects about Arthrogryposis multiplex congenital are reviewed.

KEY WORDS

Arthrogryposis multiplex congenita. Multiple congenital contractures. Hypokinesia fetal syndrome. Fetal hipokinesia deformation sequen-
ce. Newborn.
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INTRODUCCION

La artrogriposis multiple congénita
(AMC) es una afeccién caracterizada por
la presencia de contracturas vy rigideces
de varias articulaciones, no progresivas
y de aparicion en el periodo prenatal,
estando presentes en el momento del
nacimiento'. La severidad de la afeccion
es variable y las posibles causas subya-
centes numerosas. Pueden presentarse
aisladas o asociadas con otras anormali-
dades congénitas como parte de un sin-
drome genético con o sin la implicacion
del sistema nervioso central. Aungue la
patogénesis exacta de la AMC es des-
conocida, se considera el resultado de
una disminucién de la motilidad fetal en
las etapas iniciales de la gestacion, lo
que determina una regresion musculary
retracciones fibrosas periarticulares con
la consiguiente limitacion en la funcion
de los miembros afectos, y una impor-
tante alteraciéon de los tegumentos que
recubren las articulaciones?®. Las enfer-
medades que determinan el sindrome
artrogripésico pueden presentarse con
distintos patrones de herencia, algunas
de presentacion esporédica, por lo que
es importante diagnosticarlas.

Presentamos un caso de AMC,
encuadrable dentro de su forma clésica,
y revisamos los aspectos actuales de
esta importante y rara afeccion.

OBSERVACION CLINICA

Recién nacido hembra, que ingresa
en nuestro Servicio procedente de qui-
réfano de nuestra Maternidad, por pre-
maturidad, bajo peso, y contracturas
articulares multiples.

Segundo hijo de padres jévenes
sanos, No consanguineos y sin antece-
dentes familiares malformativos ni de
otro tipo. Antecedentes de un aborto
anterior esponténeo en el primer trimes-
tre del embarazo. Gestacion controlada
con retraso de crecimiento intrauterino
y disminucion de los movimientos feta-
les, confirmados en las Ultimas ecografi-
as realizadas. Parto a las 33 semanas,
por cesarea urgente debido a desprendi-
miento de placenta. El Apgar fue de 3y
8 precisando reanimacion.

A la exploraciéon presenta una ligera
hipotrofia disarmoénica con un peso de
1.400 gr (por debajo del pio para la edad
gestacional), talla aproximada de 40 cm (a
nivel del pio) y PC de 31cms (ligeramente
por encima del pso) y un aspecto clinico
caracteristico, con contracturas articula-
res multiples y una facies especial, inicial-
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mente inexpresiva. Presenta macrocefa-
lia relativa, retromicrognatia, platirrinia,
labio superior fino, paladar alto, heman-
gioma facial frontal y cuello corto. Con-
tracturas v rigideces articulares que afec-
tan a las cuatro extremidades de forma
simétrica. Los hombros estén en aproxi-
macion y rotacion interna, los codos en
extension, y las murfecas y dedos en fle-
xion palmar con desviacion cubital, las
caderas y rodillas flexionadas y los pies
equinovaros (fig.1). Hay una disminucién
severa de la masa muscular, adoptando
las articulaciones un aspecto fusiforme y
apariencia agrandada. Existe también
hipoplasia de los musculos pectorales. La
piel que las recubre es lisa con ausencia
de pliegues cuténeos y de los relieves
articulares y presencia de hoyuelos o
fosetas en las grandes articulaciones
afectas. La movilidad pasiva de las articu-
laciones esta muy limitada sobre todo en
manos y pies. No hay afectacién del tron-
co y existe una discreta hipotonia axial. La
sensibilidad estaba conservada vy los
reflejos osteotendinosos y arcaicos
ausentes, excepto el de succion.

Los exdmenes bioldgicos, incluida la
CPK, para identificar causa infecciosa o
metabdlica fueron normales, asi como
el EEG, la ecografia y TAC cerebral. El
cariotipo 46 XX. No se detectaron ano-
malias viscerales (ecografia renal y eco-
cardiocardiografia fueron normales). En
el electroneurograma todos los pardme-
tros analizados presentaban valores nor-
males. En la miografia (Fig. 2) aparecian
signos de denervacion activa en forma
de fibrilaciones y ondas positivas. Los
potenciales de unidad motora tenian la
amplitud media incrementada sin polifa-
sia significativa. En el estudio radiolégi-
co se aprecia disminucion generalizada
de partes blandas y huesos largos finos.
Se realizd estudio genético molecular
para descartar una distrofia mioténica o
enfermedad de Steiner.

La evolucion del paciente no present6
complicaciones respiratorias ni proble-
mas con la alimentacion siendo acepta-
ble la curva ponderal. En el momento
del alta toma por succion y tiene un
buen contacto social, incluyéndose en
un programa de rehabilitacion precoz,
que debera complementarse posterior-
mente con tratamiento quirurgico.

DISCUSION

El sindrome artrogripésico fue descri-
to inicialmente por Otto en 18414, aun-
que la primera revision completa se

debe a Stern en 1923° Hall en 1983%,
denominé como amioplasia a la forma
clasica de AMC, que afecta a los 4 extre-
midades y que suele ser de aparicion
esporadica.

La prevalencia real de la AMC varia,
segun la bibliografia, de 0.75/10.000 a
1/3000 recién nacidos vivos. La diferen-
cia observada puede deberse a que se
infradiagnostiquen casos con menor
discapacidad. La AMC clésica es la
forma mas frecuente, incluyendo mas
del 40-50% de los ninos afectos de
artrogriposis’®.

Dentro del heterogéneo grupo de las
artrogriposis hay una serie de entidades
diferenciadas, siendo la mas frecuente
la AMC clasica, en la que destaca la pre-
sencia de contracturas articulares que
afectan de forma simétrica a las 4 extre-
midades con mayor afectacion distal'.
Suelen ser ninos a término, de peso
medio, de apariencia saludable, sin ano-
malias asociadas e inteligencia habitual-
mente normal, teniendo buen prondsti-
co de vida pero no funcional. Se
acompanan frecuentemente de facies
caracteristica, de forma redondeada,
con hemangiomas capilares en la parte
media de la cara, micrognatia, raiz nasal
anchay plana, cuello corto, paladar ojival
y orejas de implantacion baja®.

En otras ocasiones las contracturas
articulares son un sintoma mas dentro
de una enfermedad mas generalizada, y
sugerente de un sindrome genético
polimalformativo especifico, debiéndo-
se anadir en estos casos una serie de
anomalias asociadas y caracteres mor-
folégicos que definen a cada sindrome
en particular'®. En algunos casos las
anomalias acompanantes, cardiacas,
cerebrales, renales, pulmonares etc.,
son a veces tan graves que hacen
incompatible la vida. Dentro de estas
entidades, las mas diferenciada es el
sindrome de Pefa-Shokeir'®, también
conocido como sindrome del cordon
corto, por acompanarse de un cordon
umbilical de menor longitud. En una
revisién de 8 fetos afectos de AMC rea-
lizada por Bonilla-Musoles et al"", solo 2
casos presentaban anomalias articula-
res como Unico hallazgo ecogréfico,
siendo los de mejor prondstico. El resto
formaban parte de un sindrome polimal-
formativo de los que solamente uno era
portador de una cromosomopatia (triso-
mia 18).



Figura 1.

Artrogriposis multiple congenita. Contracturas articulares de las cuatro extre-
midades con manos y pies zambos y aspecto caracteristico de las articulacio-

nes. Facies especial inexpresiva.

Respecto a su etiologia, las causas
son numerosas y pueden deberse a la
accion de fuerzas mecanicas extrinse-
cas sobre un feto normal, o a problemas
intrinsecos fetales®®. En el primer grupo
se incluiria el oligoamnios y bridas
amnidticas y en el segundo, diversas
patologias tanto adquiridas como gené-
ticas debidas a afectacion cerebral, espi-
nal, neuromuscular o del tejido conecti-
voy de la piel. Una revisién de 75 recién
nacidos con contracturas multiples con-
génitas mostré que éstas acompanaban
en un 55% de los casos a afecciones del
sistema nervioso, en un 8% a enferme-
dades neuromusculares, en un 11% a
afecciones del tejido conectivo y de la
piel, y en un 7% a oligoamnios'.

Todos estos procesos, aungue muy
diferentes entre si, van a actuar a través
de un mecanismo patogénico comun,
que es la disminuciéon del movimiento
fetal intralitero en las etapas iniciales de
la gestacion?®. La hipomotilidad del feto
intraltero se conoce como sindrome de
hipocinesia fetal (SHF), que determina
una serie de anomalias deformativas
conocidas como secuencia de hipocine-
sia fetal’®", representadas en la figura 3.
Estas anomalias no son especificas y
pueden presentarse de forma aislada o
asociadas, incluyéndose siempre las
contracturas articulares dentro del
espectro clinico. Asi por ejemplo, la
hipomotilidad de carécter extrinseco por
oligoamnios™ que restringe los movi-
mientos fetales por compresion uterina,
daria lugar a una serie de alteraciones
cuya expresion mas grave seria el sin-
drome de Potter, y el sindrome de Pena-

. ECHEVARRIA MATIA, M.T. JIMENEZ FERNANDEZ, V. REBAGE MOISES Y OTROS — ARTROGRIPOSIS MULTIPLE CONGENITA. COMUNICACION DE UN...

Figura 2.
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Shokeir corresponderia a la forma mas
grave y generalizada de la secuencia
deformativa por hipomotilidad fetal
intrinseca'™. La secuencia deformativa
secundaria al SHF fué establecida por
primera vez en 1983 por Moessinger al'
reproducirla en un modelo animal, lo
gue permitié reconocer la importancia
del movimiento fetal intraltero no sola-
mente en el desarrollo del sistema mus-
culo-esquelético, sino también en otros
6rganos o sistemas.

Nuestro caso corresponde a una AMC
clasica, y posiblemente, a una secuen-
cia de hipocinesia fetal. Para poder esta-
blecer este diagnostico, tiene que haber
existido una disminucién del movimien-
to fetal lo que confirmamos por ecogra-
ffa, asi como un proceso etioldgico fetal
capaz de producir hipomovilidad intrau-
tero. En relacién a la etiologia, la AMC
obedece generalmente a causas neuro-
paticas, y el transtorno primario se loca-
liza en las astas medulares anteriores
por alteraciones en su desarrollo
embrionario, es decir por malformacio-
nes o disgenesias'’, mas que a cambios
degenerativos como ocurre en la atrofia
muscular espinal que también puede
acompaharse de contracturas'. Esto
concuerda con los hallazgos electromio-
graficos de nuestro paciente, que per-
miten descartar un origen cerebral y una
patologia primaria del musculo y nervio
periférico, situando el posible nivel de la
afectacion en las astas anteriores. Ade-
mas, los signos de reinervacion (expre-
sados por el tamano de los potenciales
de unidad motora) que coexistian con
los de denervacion en curso, demues-

Potenciales de fibrilacién (denervacién activa) recogidos en misculo tibial
anterior durante el reposo.

tran la naturaleza crénica del proceso’™.
En los casos de disgenesia de las astas
anteriores, la médula suele mostrar una
disminucién del didmetro a nivel cervical
y lumbar y microscépicamente, una dis-
minucién del nimero de motoneuronas
alfa’. Mas raramente la AMC puede
obedecer a hipoxia intrauterina o a una
insuficiencia circulatoria que causa
isquemia en las células del asta anterior
a finales del primer trimestre'®. En un
10-15% de los casos, no se puede esta-
blecer una etiologia’.

El diagnostico prenatal es posible
mediante ecografia aunque no es segu-
ro en el 100% de los casos. El diagnds-
tico se basa en la persistencia de la
inmovilidad fetal, signo de extraordinaria
importancia que debe llevar a observar
las articulaciones, en las que se podran
comprobar las contracturas y las anoma-
lfas de posicién de las extremidades’. El
empleo de la ecografia tridimensional
interactiva (3D) proporciona imagenes
mucho mas reales de las anomalfas arti-
culares, debiéndose aplicar cuando se
disponga de ella y se sospechen malfor-
maciones asociadas.

El prondstico perinatal de las formas
asociadas a sindromes polimalformati-
VoS es severo, con un elevado indice de
mortalidad intraltero y neonatal secun-
daria generalmente a hipoplasia pulmo-
nar'". En la forma clésica de AMC el pro-
nostico suele estar determinado
unicamente por la limitacién funcional
gue las contracturas articulares produ-
cen. Existe una variedad de artrogripo-
sis distal, mas leve, que afecta a las arti-
culaciones periféricas de las manos o
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pies, con mayores posibilidades de
rehabilitacion y correccion quirdrgica®.
El manejo y tratamiento del nino con
artrogriposis clésica debe llevarse a
cabo por un equipo multidisciplinar,
orientado a conseguir el maximo grado
de desarrollo funcional e integral del
nifo. El consejo genético estara en rela-
cién con la causa especifica de la afec-
cion®?', siendo posible por medio de la
genética molecular la identificacion de
algunas de las afecciones y sindromes
asociados. Hall estimé un riesgo de
recurrencia empirico de un 10-15%"°
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CASO CLINICO

Crisis convulsiva asociada a Mefloquina
Neurological seizures after Mefloquine treatment

MZ2.V. Palacios, J. Callao, M. Romeo, F. Gonzélez

Centro de Salud «Delicias Sur». Zaragoza

RESUMEN

Se describe el caso de un paciente que sufrié un episodio de convulsion ténico-clo-
nica con pérdida de conciencia durante un tratamiento profilactico con Mefloguina.
Se revisa la literatura de los casos descritos con esta asociacion.

PALABRAS CLAVE
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SUMMARY

We report a case of generalizated neurological seizures with conscience loss during
prophylaxis with mefloquine. We dicuss other similar cases found in the medical

bibliography.

KEY WORDS
Mefloquine.Convulsions.Prophylaxis.

Correspondencia: M2. Victoria Palacios Pinilla
C/ La Milagrosa, 3. 50009 Zaragoza

INTRODUCCION

Al no existir vacunas contra la Mala-
ria, la prevencion de esta enfermedad
debe hacerse con medicamentos(Qui-
mioprofilaxis),no hay ningin medica-
mento que asegure totalmente la
supresion de la Malaria, si se presenta
fiebre en el curso del tratamiento o
luego del mismo debe consultarse al
medico.

La Mefloquina en las dosis indicadas
es generalmente bien tolerada, ocasio-
nalmente puede producir efectos cola-
terales como trastornos gastrointesti-
nales nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal, mareos, pérdida de equili-
brio, cefalea, alteraciones del suefo,
insomnio, suefos anormales, alteracio-
nes neuropsiquiatricas(neuropatias
sensitivas y motoras, temblor, ataxia,
ansiedad, depresion, ataques de pani-
co, agitacion, alucinaciones, psicosis,
convulsiones), tinnitus y alteraciones
vestibulares, alteraciones de la visién,
alteraciones circulatorias(hipo e hiper-
tensién),dolor toracico, taquicardia, bra-
dicardia, alteraciones de la conduccién,
disena, debilidad muscular mialgias,
artralgias, rash cutaneo, urticaria, pruri-
to, alopecia, astenia, fiebre, perdida de
apetito, leucopenia o leucocitosis, trom-
bocitopenia, raramente Sd. De Stevens-
Jhonson, bloqueos AV, encefalopatia y
Anafilaxia (1).

La Mefloquina estéa contraindicada en
personas con alteraciones neuropsi-
quiatricas, antecedentes de Epilepsia,
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hipersensibilidad a la Quininay alteracio-
nes de la conduccion cardiaca y se debe
tener precaucion en el embarazo, en
caso de Insuficiencia Hepatica y en los
ninos.

Puede interaccionar con diversos far-
macos: Amiodarona, Carbamacepina,
Cloroquina e Hidroxicloroguina, Digoxi-
na, Quinina, Valproato, vacuna contra el
Tifus, etc.

CASO CLINICO.

Varén de 32 anos de edad sin antece-
dentes personales de interés, salvo un
viaje a Kenia en el mes anterior y reali-
zando una profilaxis con Mefloquina,
que acudié al Servicio de urgencias por
presentar en la mafana de su ingreso,
encontrandose previamente bien, un
episodio de convulsiones ténico-cloni-
cas con perdida de consciencia (segun
refiere su esposa) de 15 minutos de
duracion, sin relajacién de esfinteres,
emision de espuma por la boca, sin mor-
dedura de lengua y amnesia del evento,
sin estupor postcritico, refiriendo dolor
en ambos hombros constatandose una
subluxacién bilateral de ambos reducida
por Traumatologia en el Servicio de
Urgencias de ese Hospital.

El paciente se encontraba en casa
cuando ocurrio el episodio, referia ligera
asteniay pérdida de fuerza en EESS con
dolores musculares de tipo erratico que
cedian al tratamiento con AINES en los
dfas previos.

La pauta de Mefloguina habia sido
correcta, tomando la Ultima dosis hacia
48-72 horas.

El paciente presentaba un buen esta-
do general normohidratado, normocolo-
reado, Glasgow 15, a la exploracion se
aprecian tonos cardiacos ritmicos sin
soplos ni extratonos. Auscultacion pul-
monar con murmullo vesicular conser-
vado, abdomen blando, depresible, no
doloroso a la palpacion, no masas, no
megalias, peristaltismo conservado, sin
signos de irritacion peritoneal, sin ede-
mas. Exploracion neurolégica: pupilas
isocoricas y normorreactivas, pares cra-
neales normales, fuerza y sensibilidad
conservadas en EESS y EEII, reflejos
osteotendinosos presentes, no signos
de irritacion meningea, destacando la
presencia de dolor en ambas cinturas
escapulohumerales con imposibilidad
para su movilizacién donde se eviden-
cia una luxacion posterior de hombro
bilateral.
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Pruebas complementarias:

e Hemograma: Hematies 5.69 mill/m3,
Hemoglobina 17g/dl, Hematocrito
51%, VCM 90fl, leucocitos 14.900
mm3 (neutréfilos 87,80%)plaquetas
normales.

e Bioguimica: glucosa basal 112mg/dl,
CK 479 Ul/L CK-MB 13,5Ul/L LDH
487U/L, resto de la analitica dentro de
los rangos de normalidad.

e QOrina: Ph:6, sedimento urinario: 3-5
leucocitos / campo, 2-4 hema-
ties/campo, cilindros granulosos y
uratos amorfos.

e Rx de ambos hombros: demostré
subluxacioén bilateral.

e ECG: se puede apreciar un ritmo sinu-
sal a 75 latidos por minuto, que se
interpretdé como normal.

e TAC Cerebral: cuyo resultado fue nor-
mal.

e Electroencefalograma: en reposo no
se observan anomalias, durante la
hiperpnea se observa una marcada
labilidad junto con una débil actividad
paroxistica generalizada de punta-
onda con inicio en regiones frontales.

DISCUSION.

LLa Malaria sigue siendo la infeccién
mas frecuente del mundo. Las diferen-
tes variedades de Plasmodium, el proto-
z00 gue causa la Malaria, infectan cada
ano a 500 millones de personas y
muchos son ninos. La Malaria es endé-
mica en zonas de Africa, de Asia y de
Sudamérica y Centroamérica.

Ademas, la resistencia del Plasmo-
dium falciparum-la variante que produce
los casos mas graves-a la cloroquina (el
antipalldico mas conocido)se eleva ano
tras afo. En casi toda Asia se pueden
encontrar Plasmodium resistentes que
impiden realizar profilaxis con la terapia
clgsica. Por otra parte, llevar hasta el
final la profilaxis de la Malaria es algo
complicado. En primer lugar comenzar a
tomar medicamentos una semana antes
de tomar el avién hacia el pais de desti-
no, después hay que mantener la medi-
cacién a lo largo de la estancia en lazona
de riesgo y se debe continuar con las
pastillas durante cuatro semanas mas
una vez finalizado el viaje.

El medicamento de eleccion para pro-
tegerse de Plasmodium-en zonas donde
el protozoo es resistente-es la Mefloqui-
na. Tiene una vida media larga y ofrece
la conveniencia de una sola dosis sema-

nal. Para adultos demas de 45 kilogra-
mos de peso la dosis es de 250 Mg.
semanales, comenzando una semana
antes de llegar al 4rea paltdica Es facil
de tomar-basta una pastilla a la semana
antes del viaje,durante el mismo y cua-
tro semanas después-para protegerse
eficazmente, no obstante la Mefloquina
suele tener efectos secundarios, una
gran mayoria de los que toman el medi-
camento se gueja de nauseas y moles-
tias gdstricas que casi siempre son
leves, o de vértigo, disturbios del sueno,
alteraciones del equilibrio Estan descri-
tas alteraciones neurolégicas en ocasio-
nes serias (2,3,4), una reaccion adversa
rara pero importante es el Sindrome de
Cerebro Agudo que ocurre uno en
10000-20000 casos que toman la droga,
convulsiones, depresiones, episodios
psicoticos, ninguno fatal (5). El mecanis-
mo preciso de las reacciones neurologi-
cas y psiquiatricas es desconocido.

En 1996 y 1997 la Fundacion de Far-
macovigilancia Holandesa(LAREB) (6)
recibié 6 casos de pacientes con convul-
siones que se atribuyeron al uso profi-
lactico de Mefloquina, cinco de ellos no
tenfan historia previa neurolégica, un
paciente tenia historia de Epilepsia pero
no habia tenido ninguna crisis en los Ulti-
mos 5 anos.

Las crisis convulsivas tuvieron lugar
de uno a veintitrés dias después del
comienzo del tratamiento con Mefloqui-
na, a causa de las convulsiones, el trata-
miento fue interrumpido.

En nuestro paciente observamos alte-
raciones neurolégicas en relacion con la
toma de Mefloguina, sin haber presen-
tado previamente ningun cuadro neuro-
l6gico que pudiera predisponer a la apa-
ricion de crisis convulsivas. En este
caso clinico planteamos la hipétesis de
la posible asociacion causa-efecto entre
la toma de Mefloguina y la aparicion del
cuadro convulsivo, relacionamos la apa-
ricién del cuadro convulsivo a la toma de
Mefloquina ya que no tenemos datos
clinicos para pensar en una alteracion
neurolégica previa hasta la aparicion del
cuadro. Asi mismo esta descrito en la
literatura y recogido por el Departamen-
to de Seguridad de Drogas Internacional
todas las reacciones espontaneas
adversas publicadas en asociacion con
esta droga (7). Los profesionales médi-
cos deberian tener conocimiento de la
posible aparicion de efectos adversos
neuropsiquiatricos, sucesos como con-



vulsiones durante el uso profilactico de
Mefloquina.
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las instrucciones para los autores de la revista ARCHI-
VOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA se adaptan a las
«Normas uniformes para los originales enviados a las
revistas biomédicas, dictadas por el grupo de Vancouver
en 1979 y modificadas e 1981 (ver Archivos, volumen 30:
1-7, 1990).

ARCHIVOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA consi-
deraréd para su publicacion aquellos trabajos inneditos
relacionados directamente con las ciencias biomédicas y
su investigacion.

La revista consta de las siguientes secciones:

Originales. Trabajos, preferentemente prospectivos
de investigacion clinica, y otras contribuciones originales
sobre etiologia, fisiopatologia, anatomia patolégica, epi-
demiologia, diagnostico y tratamiento.

La extension méaxima del texto seréd de doce folios de
30 lineas, 70 pulsaciones, y se admitirén hasta seis figu-
ras y seis tablas, Es aconsejable que el nimero de fir-
mantes No sea superior a seis.

Notas clinicas. Descripcion de uno o mas casos clini-
cos de excepcional observacion gue supongan nua apor-
tacién importante al conocimiento del proceso.

La extension méxima del texto seré de cinco folios de
30 lineas, 70 pulsaciones, y se admitiran hasta dos figu-
ras y dos tablas. es aconsejable que el nimero de fir-
mantes No sea superior a seis.

Cartas al director. En esta seccidn se publicarén, a la
mayor brevedad, objeciones o comentarios relativos
relativos a articulos publicados recientemente en la
revista y observaciones o experiencias que por sus
caracteristicas puedan ser resumidas en un breve texto.

La extension méxima del texto seré de cinco folios de
30 lineas, 70 pulsaciones, se admitirdn una figura y una
tabla. Bibliografia de diez citas como méximo. El nimero
de firmantes no debe exceder de cuatro.

Otras secciones. La revista incluye otras secciones
(Editoriales, Diagnéstico y Tratamiento. Revisiones, Con-
ferencias) cuyos trabajos son escritos por encargo del
Comité de Redaccion. Los autores que espontdneamen-
te deseen colaborar en alguna de estas secciones debe-
ran consultar previamente al director de la revista.

Presentacién y estructura de los trabajos. Todos
los originales quedan como propiedad permanente de
Archivos de la Facultad de Medicina y no podréan ser
reproducidos en parte o totalmente sin permiso de la
revista. No se aceptaran trabajos publicados anterior-
mente o presentados al mismo tiempo en otra revista.

El mecanografiado de los trabajos se haréd en hojas de
tamano folio a doble espacio (30 lineas de 70 pulsacio-
nes). Las hojas irdn numeradas corelativamente en el
angulo superior derecho.

Cada parte del manuscrito empezard con una nueva
péagina en el siguiente orden:

1. En la primera pagina del articulo se indicaran, en el
orden que se cita, los siguientes datos: titulo del articulo,
titulo en inglés, nombre y uno o dos apellidos de los auto-
res, nombre completo del centro de trabajo y direccién
completa del mismo, direccion para la correspondencia,
agradecimmientos y otras especificaciones cuando se
considere necesario.

2. En la pégina 2 se presentara el resumen. Su exten-
sién aproximada seréa de 100 palabras. Se caracterizard
por 1) poder ser comprendido sin necesidad de leer par-
cial o totalmente el articulo; 2) estar redactado en térmi-
nos concretos desarrollando los puntos esenciales del
articulo; 3) su ordenacién observard el esquema general
del articulo en miniatura, y 4) no incluird material o datos
no citados en el texto.

Debajo del resumen se especificara de tres a sei pala-
bras clave o lexemas que identifiquen el contenido del
trabajo para su inclusién en los repertorios y bases de
datos biomédicas nacionales e internacionales. Se acom-
pafaréd un resumen (summary) y las palabras clave en
inglés (key words).

3. Texto. Conviene dividir claramente los trabajos en
apartados, siendo de desear que el esquema general sea
el siguiente:

3.1. Originales: introduccion, material y métodos,
resultados y discusion.

3.2. Notas clinicas: introduccién, observacion clinica y
discusién.

a) Introduccién. Seré lo més breve posible, y su regla
bésica consistiréd en proporcionar sélo la explicacion
necesaria para que el lector pueda comprender el texto
que viene a continuacion.

b) Material y método. En él se indica el centro donde
se ha realizado el experimento o investigacion, el tiempo
que ha durado, las caracteristicas de la serie estudiada, el
criterio de seleccion empleado vy las técnicas utilizadas,
proporcionando los detalles suficientes para que una
experiencia determinada pueda repetirse sobre la base
de esta informacion.

¢) Resultados. Relatan, no interpretan, las observacio-
nes efectuadas con el material y método empleados.
Estos datos pueden publicarse en detalle en el texto o
bien en forma de tablas y figuras.

d) Discusién. El autor o autores intentardn ofrecer sus
propias opiniones sobre el tema. Destacan aqui: 1) el sig-
nificado y la aplicacion préctica de los resultados; 2) las
consideraciones sobre una posible inconsistencia de la
metodologia y las razones por las cuales pueden ser véli-
dos los resultados; 3) la relacion con publicaciones simi-
lares y comparacion entre las éreas de acuerdo y desa-
cuerdo, y 4) las indicaciones y directrices para futuras
investigaciones.

e) Agradecimiento. Cuando se condidere necesario,
se citard a las personas, centros o entidades que hayan
colaborado o apoyado la realizacion del trabajo.

4. Bibliografia. Se presentaréd segun el orden de apari-
cién en el texto con la correspondiente numeracion
correlativa. En el articulo constaré siempre la numeracion
de la cita en nimero volado, vaya o no acompanado del
nombre de los autores; cuando se mecionen estos, si se
trata de un trabajo realizado por dos, se mencionen
ambos, y si se trata de varios, citaré el primero seguido
de la expresion «etal».

Los nombres de las revistas deben abreviarse de
acuerdo con el estilo usado en el Index Medicus; consul-
tar la «List of Journals Indexed» que se incluye todos los
anos en el nimero de enero de Index Medicus.

En lo posible se evitara el uso de frases imprecisas
como citas bibliogréaficas; no pueden emplearse como
tales «observaciones no publicadas» ni «comunicaciéon
personal», pero si pueden citarse entre paréntesis den-
tro del texto. Los originales aceptados, pero aun no publi-
cados, se incluyen en las citas bibliogréficas como «en
prensa» (entre paréntesis).

Las citas bibliogréficas deben comprobarse por com-
paracion con los documentos originales, indicando la
pégina inicial y final de la cita. Los autores serdn rspon-
sables de la exactitud de todas y cada una de las citas
bibliogréficas.

Revistas

1) Articulo de revist ordinario. Relacionar todos los
autores si son seis 0 menos; si son siete o mas, relacio-
nar sélo los tres primeros y anadir «et al».

2) Autor colectivo. National Diabetes Data Group.
Classification and diagnosis of diabetes mellitus and
other categories of glucose intolerance. Diabetes 1979;
28: 1039-1057.

3) Autor no indicado. Anénimo. The viral aethilogy of
rheumatoid arthritis. Lancet 1984; 1: 772-774.

4) Suplemento de una revista. Mastri AR. Neurop-
haty of diabetic neurogenic bladder. Ann Interm Med
1980; 92 (2 Pt 2): 316-318.

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional
asplenia: demostration of splenic activity by bone
marrow scan. Resumen. Blood 1979; 54 (supl. 1): 24a.

5) Revista con paginacién independiente en cada
numero. SeamanWB. The case of the pancreatic pseu-
docyst. Pract 1981; 16 (sep): 24-25.

Libros y monografias

6) Autor/es personal/es. Eisen HN. Inmunology: an
introduction to molecular and cellular principles of the
inmune response. 52 ed. New York: Harper and Row,
1974; 406.

7) El editor, recopilador o moderador figura como
autor. Dausset J, Colombani J. eds. Histocompatibility
testing 1972. Copenhagen: Munksgaard, 1973; 12-18.

8) Capitulo en un libro. Pérez-Lopez FR, Tierz JA, of
human prolactin, ACTH, aldosterone, TSH, placental lac-
togen, chrorionic gonadotropin ans estriol during preg-
nancy. En: Endroczi E, Angelucci L, Scapagnini U, de
Wied U, eds. Neuropeptides, neurotransmitters and
regulation of endocrine processes. Budapest: Akadémiai
Kiadd, 1982; 459-466.

9) Articulo publicado en un libro de actas. Dupont
B. Bone marrow transplantation in severe combined
inmunodeficiency with and unrelated MLC compatible
donor. En: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of the

Informacién para los autores

International Society for Experimental Haematology.
Housten: International Society for Experimental Haema-
tology, 1974, 44-46.

10) Monografia en una serie. Hunninghake GW,
Gadek JE, Szapiel SV, et. al. The human alveolar macrop-
hage. En: Harris CC, ed. Cultured human cells and tis-
sues in biomedical research. New York: Acemic Press,
1980; 54-56 (Stoner GD, et Methods and perspectives in
cell biology; vol. 1).

11) Publicacién de un organismo publico. Ranofsky
AL, Surgical operations in short-stay hospitals: United
States-1975, Hyattsville, Maryland: National Center for
Health Statistics, 1978; DHEW publication n® (PHS) 78-
1785. (Vital and health statistics; series 13; n® 34).

12) Tesis o disertacién. Casalo Mantecén C. Quimio-
terapia basada en cisplatino, asociada a dosis altas de
acetato de medroxiprogesterona en el tratamiento de
tumores ovaricos o otras neoplasias genitales de mal
prondéstico. Zaragoza. Facultad de Medicina de Zaragoza,
1987. Tesis doctoral.

Otros articulos

13) Articulo de un diario. Oliva MP. Una lesion cere-
bral llamada Parkinson. El Pafs. 19 diciembre 1987, 34
(Col. 1).

14) Articulo de un semanario. Barrén A. La senolo-
gia en una ciencia muy nueva. cambio 16, 1988, agosto
29:11-13.

5. las fotografias se seleccionardn cuidadosamen pro-
curando que sean de buena calidad y omitiendo las que
no contribyan a una mejor comprensién del texto. El
tamano seré de 13 x 18 centimetros. Es muy importante
que las copias fotogréficas sean de calidad inmejorable,
para poder obtener asi buenas reproducciones; se pre-
sentarén de manera que los cuerpos opacos (huesos,
substancias de contraste, etc.) aparezcan en blanco. la
revista aconseja un maximo de seis fotografias, salvo
excepciones, muy justificadas; se admiten ilustraciones
en color, previo acuerdo econémico, caso en el que se
recomienda el envio de diapositivas.

Las fotografias irdn numeradas al dorso mediante una
etiqueta adhesiva, indicando, ademas, el nombre del pri-
mer autor, con una flecha que senalard la parte superior;
debe procurarse no escribir al dorso, ya que se producen
surcos en la fotografia. Las ilustraciones se presentaran
por separado, dentro de un sobre; los pies de las mismas
deben ir mecanografiados en hoja aparte.

6. Las gréaficas (hasta un maximo de seis) se dibujaran
con tinta china negra, cuidando que el formato de las
mismas sea de 13 x 18 centimetros o un mdultiplo. Se
tendrén en cuenta las mismas normas del apartado 5
para las fotografias. Las fotografias y gréficas iran nume-
radas de manera correlativa y conjunta, como figuras.

7. Las tablas se presentaran en hojas aparte, que
incluirdn: a) numeracién de la tabla con nimeros arébi-
gos; b) enunciado (titulo correspondiente), y c) una séla
tabla por hoja. Se procurard que sean claras y sin rectifi-
caciones; las siglas y abreviaturas se acompanaran siem-
pre de una nota explicativa al pie. Si una tabla ocupa més
de un folio se repetirén los encabezamientos en la hoja
siguiente. La revista admitiré tablas que ocupen hasta un
méximo de una pagina impresa de la misma.

8. Elautor recibirg, cuando el articulo se halle en pren-
sa, unas pruebas impresas para su correccién, que pro-
curaré devolver al secretario general dentro de las 48
horas siguientes a la recepcion.

9. El comité de redaccion acusara de los trabajos
enviados a la revista e informara acerca de su acepta-
cion.

10. El comité de redaccion se reserva el derecho de
rechazar los originales que no juzgue apropiados, asi
como de proponer modificaciones de los mismos cuan-
do lo considere necesario.

El primer firmante o, en su defecto, la persona que
someta el trabajo al comité de redaccion, recibiré las
observaciones, correcciones y, en su caso, el motivo de
rechazo de su publicacién.

Los trabajos se remitiran por triplicado al director de la
revista ARCHIVOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA,
Facultad de Medicina de Zaragoza (calle Domingo Miral,
sin nimero, de Zaragoza), acompanados de una carta de
presentacion en la que se solicite el examen de los mis-
mos para su publicacion en alguna de las secciones de la
revista. Haciendo mencion expresa de todos los autores
de que el trabajo no ha sido enviado, aceptado o editado,
total o parcialmente, en otra publicacion.
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Editorial

Los estudios de ADN en Espaiia

V2 Begona Martinez Jarreta

Profesora Titular de la Catedra de Medicina Legal y Forense
Directora del Laboratoriode Genética e Identificacion Forense
Universidad de Zaragoza

C/ Domingo Miral s/n

50.009-ZARAGOZA

Todo el ordenamiento juridico de la Espana actual tiene su
marco de referencia en la Constituciéon espanola de 1978 cuya
promulgacién vendria a marcar el punto de partida en el desa-
rrollo de la Genética Forense en nuestro pafs.

En su art. 14 la Constitucion consagra la igualdad de todas
las personasy en su art.39 apartado 2 declara que esa igualdad
se concreta en los hijos con independencia de la filiacién, de tal
manera que dispone que la “ley posibilitara la investigacion de
la paternidad”, lo que en su momento supuso una novedad
casi revolucionaria.

En Espana durante mucho tiempo en la filiacién matrimo-
nial, tanto para la maternidad como para la paternidad, la ley
establecia una serie de presunciones segun los principios de la
moral social y familiar predominantes y del estado de la ciencia
médico-bioldgica coetanea a la norma:

1.-Maternidad: Indubitable ante el hecho del parto y la iden-
tidad del hijo. Hasta tal punto era asi considerado que el articu-
lo 109 del Cédigo Civil {ya derogado por laley 11/1981, de 13 de
mayo) establecia que el hijo se presumia legitimo aunique la
madre hubiera declarado contra su legitimidad o hubiere sido
condenada como addltera.

2.-Paternidad: Presuncién general de que el marido de la
madre es el padre de los hijos concebidos dentro del matrimo-
nio (“pater est is quem justae nuptia demonstrant”), siempre
que el hijo naciera dentro de los 180 dias siguientes a la cele-
bracion del matrimonio y antes de los 300 de su disolucion.

Frente a estas presunciones en materia de filiacién matri-
monial los codigos tradicionalmente se dividian y mientras
unos las valoraban “juris et de iure" como el Cédigo Civil espa-
ol (es decir, no admitian prueba en contra), otros las conside-
raban “juris tantum” (admitiendo la prueba en contra).

Sibien en el Derecho Espanol habia existido una larga tradi-
cion histérica de admision de estas pruebas (que persistio en el
Derecho Foral Catalan), frente a ellas el Codigo Civil, siguiendo
los principios del Coédigo Napolednico, limité extraordinaria-
mente la investigacion de la paternidad pudiéndose realizar la
impugnacién de la misma sélo en casos excepcionales regula-
dos con extraordinaria rigidez.

En cuanto a la filiacién extramatrimonial, no existian pre-
sunciones legales y la determinacion de la filiacién en ausencia
de prueba biolégica, y si no habia reconocimiento, estaba llena
de dificultades.

La Constitucidon espanola cambiaria esta situaciéon y poco
tiempo después de su promulgaciéon el mandato constitucional
en materia de filiacion se haria efectivo y seria el origen de una
reforma del Codigo Civil en esta materia a través de la Ley de
13 de mayo de 1981. Por medio de la misma se otorga una
nueva redaccion al art.127 del C.C. en el que literalmente se
dispuso: “en los juicios sobre filiacion, sera admisible la inves-
tigacion de la paternidad y la maternidad mediante toda clase
de pruebas, incluidas las bioldgicas" .

Esta consagracion en nuestro ordenamiento juridico supo-
ne una nueva vocacion por la busqueda de la verdad bioldgica
hasta donde ello sea posible, alcanzando a la filiacién matrimo-
nial y extramatrimonial.

En materia de investigacion criminal el procedimiento pro-
batorio esta regulado en Espafa por la Ley de Enjuiciamiento
Criminal que desde el siglo XIX ha sefalado como objetivo de la
Justicia la busqueda de la verdad.

La busqueda de la verdad material es un derecho que asis-
te a la victima de un delito que persigue se haga justicia y a la
que finalmente habra también que resarcir por el mal causado.
El Tribunal Constitucional espafiol se ha manifestado reiterada-
mente reconociendo ese derecho a servirse de los medios de
prueba pertinentes dentro del proceso judicial (STC 40/1986,
147/1987, 149/1987, 50/1988, 158/1989 entre otros).

La declaracion de la pertinencia de las pruebas propuestas
corresponde al juez, y en este sentido en la declaracion de per-
tinencia de los medios de prueba se debe juzgar la vinculacion
de las pruebas con el objeto del proceso y su capacidad para
contribuir a formar la conviccién del juzgador (STC 89/1986).

Cuando a finales de los 70 y principios de los 80 se produ-
cen estos cambios tan importantes en el ordenamiento juridico
espanol, la ciencia forense espanola todavia no estaba prepara-
da para asumirlos convenientemente pero no tardaria en reac-
cionar.

La Espana de finales de los 70 no era una Espana desarro-
llada cientificamente pero estaba preparada para despegar
como se demostraria a partir de 1981 (afo en el que se produ-
ce la modificacion del Codigo Civil ya comentada).

En esa época los andlisis que podian efectuarse para la
determinacion de la identidad biolégica consistian en el estudio
de los grupos sanguineos por medio de técnicas inmunoldgicas
bésicas y gracias al desarrollo de la electroforesis en sus distin-

43



ARCHIVOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE ZARAGOZA. VOL. 43. NUM. 2. AGOSTO 2003

tas variantes, también de proteinas séricas, enzimas eritrocita-
rias y leucocitarias, asi como del sistema HLA.

El primer reto en Espafia consistio en el aprendizaje vy la
puesta en marcha de estas técnicas y finalmente en su incor-
poracion a los laboratorios de las Catedras de Medicina Foren-
se de la Universidad Espanola que tradicionalmente han actua-
do como organismos consultivos de la Administracion de
Justicia.

Este paso inicial fue liderado por las Catedras de Medicina
Legal de Zaragoza, Santiago, Granaday Barcelona cuyos repre-
sentantes se reunian en 1986 en Zaragoza, junto con algunos
miembros de la Policia espanola, para dar nacimiento al Grupo
Espanol de Hemogenética Forense de la International Society
of Forensic Haemogenetics (GEP-ISFH). Entre los objetivos
basicos del mismo destacaba el fin de agrupar a los especia-
listas en este area de la Medicina Legal, como punto de parti-
da para asegurar la calidad, integridad y seguridad de la pericia
en materia de lo gue entonces s€ denominaba “ Hemogenéti-
ca Forense”, unificar métodos y elaborar unas directrices
comunes para las pericias, asi como establecer las condicio-
nes de los peritos y los centros que pudieran realizar tales peri-
cias.

Durante anos un intenso esfuerzo permitié alcanzar estos
objetivos, e ir incorporando los nuevos sistemas de tipado y
nuevos marcadores que se iban proponiendo por |a Comuni-
dad Cientifica Internacional. Otro reto que se abordd, y que
requirié también de un importante esfuerzo, consistio en el
anélisis exhaustivo de la poblacion de referencia (poblacion
espafola) para todos esos sistemas genéticos que se iban
incorporando y que por entonces no inclufan los basados en el
estudio del Acido Desoxirribonucleico (ADN) (1-4). La aplica-
cién de cualquier sistema de andlisis en la identificacion indivi-
dual exige previamente el conocimiento de la distribucion del
mismo en la poblacion general.

Con motivo del XV Congreso de la Academia Internacional
de Medicina Legal y Social celebrado en Zaragoza en 1991, se
publicaba un libro que recopilaba toda la informacion disponi-
ble hasta ese momento acerca de la distribucion de frecuen-
cias de marcadores genetico—mo\eculares en poblacion espa-
fola. Esa informacion era en gran medida el fruto maduro de
esa labor desarrollada desde 1986 por los integrantes de ese
grupo (1).

E| esfuerzo realizado con los marcadores genético-molecu-
lares clasicos pronto se llevo a otros nuevos sistemas puesto
que la tecnologia ADN avanzaba imparable exigiendo la adap-
tacion de métodos y técnicas, de la cualificacion de los profe-
sionales, incluso de la reorganizaciony reestructuracion de los
laboratorios (5,6).

En Espana la incorporacion de la tecnologia ADN se produ-
cirfa sin que apenas se advirtiera la transicion con la etapa
anterior. Rapidamente, la Genética Forense espafiola se situa-
rfa a la altura de la europea, llegando a liderar, incluso, lainves-
tigacion cientifica en muchos casos como lo muestra el eleva-
do numero de publicaciones cientificas en revista de impacto
en este campo (7-14).

Centros como el Instituto Nacional de Toxicologia que
nacié con el objetivo de auxiliar a la Administracion de Justicia
espanola en materia Toxicoldgica se uniria a principios de los
90 al GEP-ISFH vy a él le siguieron otros grupos como los de
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cuerpos de fuerzas de seguridad de determinadas Comunida-
des Auténomas o bien de la Guardia Civil, asf como 0tros
correspondientes a laboratorios privados gque también fueron
surgiendo en Espana al calor de la creciente demanda de peri-
cias de este tipo.

Asi en 1995, vy tras establecer alianza con el grupo portu-
gués, surge definifivamente el Grupo Espafiol y Portugués de
la ISFH que en épocas ya recientes vendria a denominarse
GEP-ISFG. Desde 1990 el grupo ha venido realizando contro-
les de calidad en los que cada vez han sido mas importante la
participacion de laboratorios de la comunidad iberoamericana
(14).

También durante los afios 90 surgié en paralelo una nueva
Sociedad cientifica en Genética Forense que ha agrupado a
laboratorios espanoles y a un gran numero de laboratorios ibe-
roamericanos, fundamentalmente de la policia, bajo el lideraz-
go del Profesor José Antonio Lorente de la Universidad de
Granada.

Con el fin de asegurar la calidad de la pericia en Espana se
trabaja en lo que se denominan estandares técnicos y de pro-
cedimiento.

Los primeros hacen referencia al tipo de sistemas genéti-
cos que se aceptan para su uso forense, sunomenclaturay los
métodos de estudio en el laboratorio y para su interpretacion,
asi como para el analisis/valoracion estadistica e informe de
los resultados, incluida la comunicacion de estos a los tribuna-

les.

Los segundos a cuestiones muy importantes y necesarias
para la acreditacion de los laboratorios como son la organiza-
cion del mismo, la capacitacion de su personal, la documenta-
cion, protocolos, calibrado y mantenimiento de equipos, con-

troles de calidad externos € internos, etc.

E| esfuerzo realizado en Europa en materia de estandares
técnicos se refleja en un avance general importante mientras
que en materia de estandares de procedimiento todavia es
largo el camino por recorrer. Se podria decir que exclusiva-
mente en aguellos paises en los que la pericia esta centraliza-
da en un unico laboratorio se ha logrado progresar en la acre-
ditacion.

En este sentido hay que recordar lo que establece el Con-
sejo de Europa en su Recomendacion R (92)1 de 10 de febre-
ro de 1992 sobre “El uso de analisis de ADN en el marco de la
Justicia Penal”:

“Articulo 10: Los estados miembros promocionaran la
estandarizacion de los métodos de ADN tanto a nivel nacional,
como internacional. Esto lleva involucrado la adecuada colabo-
racién interlaboratorial en la validacién de los procedimientos
analfticos y de control”.

En Espana los esfuerzos de estandarizacion se han multi-
plicado notablemente desde la introduccion de polimorfismos
de ADN. A este esfuerzo se une el realizado en los ultimos
anos por los Cuerpos y Fuerzas de Seguridad del Estado. Gra-
cias al mismo actualmente pueden considerarse como plena-
mente capaces de responder a las nuevas exigencias en su
labor que se derivan de la incorporacion de la tecnologia ADN
(una adecuada recogida de indicios, mantenimiento de la cade-
na de custodia en la recogida y envio de muestras/indicios,
etc.).



Asi quedaba de manifiesto en el curso: “Los indicios en el
Escenario: Ecogida, Remision y Andlisis en la Investigacion
Civil y Criminal” celebrado recientemente en Zaragoza y orga-
nizado por la Facultad de Medicina (Laboratorio de Genética
Forense, Cétedra de Medicina Legal) en colaboraciéon con
Comandancia de la Guardia Civil de Zaragoza vy dirigido especi-
ficamente a los miembros de los Cuerpos y Fuerzas de Segu-
ridad del Estado.

Estos hechos estén en sintonia con las recientes modifica-
ciones habidas en el Codigo Penal y en la Ley de Enjuicia-
miento Criminal (BOE: 26 de noviembre de 2003) que auguran
un futuro lleno de posibilidades, y de una mayor exigencia de
calidad para la pericia en Genética Forense.
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RESUMEN

Se han amplificado los loci DYS19, DYS385, DYS389ll, DYS390, DYS391 y DYS393
incluidos en el kit Y Plex 6 de Reliagene (Reliagene Technologies, Inc.), en mas de
100 muestras de sangre o saliva extraidas mediante fenol-cloroformo-isoamilico,
correspondientes a individuos masculinos procedentes de nuestra casuistica o de
voluntarios, residentes en Canarias. Posteriormente se calcularon la diversidad géni-
cay la diversidad haplotipica.

PALABRAS CLAVE
Cromosoma Y, diversidad haplotipica, genética poblacional

ABSTRACT

We have amplified the loci DYS19, DYS385, DYS383ll, DYS390, DYS391 y DYS393
included in the kit Y-Plex 6 of Reliagene (Reliagene Technologies, Inc.) in more than
one hundred samples of blood and saliva from unrelated male individuals from case-
work and volontiers, living in the Canary Islands. The extraction method was phenol-
chloroform-isoamylalcohol. We also calculated gene and haplotype diversity.

KEY WORDS
Y Chromosome, haplotype diversity, population genetics.
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INTRODUCCION:

Los microsatélites existentes en el
cromosoma Y se han convertido en
una herramienta muy util desde el
punto de vista forense [1-3] gracias a
su aplicabilidad en los casos de filia-
cién via paterna, en la identificacion de
restos y en la resolucion de los delitos
sexuales.

Estos casos son frecuentemente
demandados en nuestro laboratorio,
por lo que nos hemos planteado como
objetivo de este trabajo la elaboracion
de una base de datos de poblacion
Canaria, necesaria para la utilizacion
de los Y-STRs en nuestra casuistica
habitual.

MATERIAL Y METODOS:

Poblacion: 114 muestras de sangre
y saliva. Individuos no relacionados
procedentes de la casuisticay de
voluntarios residentes en Canarias.
Extraccion: Fenol-cloroformo-isoamili-
co. Concentracién en unidades Micro-
con 100 (Millipore, Bedford, MA,
USA). Cuantificacion: Quantiblot. Kit
de identificacion humana (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
STRs: DYS19, DYS389ll, DYS390,
DYS391, DYS393 y DYS385 (kit Y-
Plex 6). Amplificacion segun protoco-
lo de Reliagene (Reliagene Technolo-
gies, Inc.). Analisis: ABI Prism™310.
Ladder suministrado por Reliagene.
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DISCUSION:

- Se obtienen 91 haplotipos diferentes
de 114 individuos analizados, siendo la
diversidad haplotipica de 0,9849.

- No se han detectado duplicaciones
ni alelos nulos en ninguno de los marca-
dores estudiados.

- Se han observado alelos poco fre-
cuentes, no incluidos en el ladder sumi-
nistrado por Reliagene, pero descritos en
la base de datos YSTR Data Base
(http://YSTR.charite.de), en los loci
DYS19 (alelo 17), DYS390 (alelos 20 v
21), DYS391 (alelo 13) y DYS385 (alelo 9).

FRECUENCIAS ALELICAS Y DIVERSIDAD GENICA

Locus Alelos Frecuencias Diversidad génica
DYS19 13 0,2105 0,6500
14 0,5175
15 0,1842
16 0,0439
17 0,0439
DYS389l 28 0,1228 0,6408
29 0,4912
30 0,3158
31 0,0526
32 0,0175
DYS390 20 0,0088 0,6390
21 0,0175
22 0,0965
23 0,2280
24 0,5351
25 0,1140
DYS391 9 0,1404 0,6390
10 0,4298
11 0,3947
12 0,0263
13 0,0088
DYS393 12 0,1491 0,4726
13 0,6930
L 14 0,1579
[ DYS385-FRECUENCIAS FENOTIPICAS
Fenotipo Frecuencia Fenotipo x Frecuencia
913 0,0088 13-16 0,0263
10-14 0,0175 13-17 0,0088
10-15 0,0175 13-18 0,0088
11-1 0,0088 13-19 0,0175
11-12 0,0263 14-14 0,0088
1113 0,0088 14-15 0,0175
11-14 0,2807 14-16 0,0175
1115 0,0614 14-17 0,0088
_11-16 0,0088 14-19 0,0175
_12-12 0,0088 15-15 0,0263
12-13 0,0088 15-16 0,0175
12-14 0,0439 1517 0,0175
12-15 0,0088 15-18 0,0263
12-16 0,0175 16-18 0,0175
1314 0,1140 17-17 0,0088
13-15 0,0263 17-18 0,0175

* Valor de Diversidad: 0,8886
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FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

DYS19 DYS DYS DYS DYS DYS N I_l DYS DYS DYS DYS
o 3891l 30 | 39 393 385 - 19 389l 3% 391
I . 2% -IIE- 2% 11
2 | 1 2 13 T | e | ¢ | 30 | 0 1
3 | 13| 29 | 2 “ 31 23 10
4 | 13| 29 | 2 ll!!-“ 31 2 10
5 | 13| 29| % 12 31 23 1
6 | 13| 3 | 2| 9 29 24 10 13 | 1114
7 | 13 30 23 13 53 30 24 11 13 | 1115 2
8 | 13| 3 | @ “ 29 2 1 13| 114 2
9 | 1] 30| 2 T | s | 14 | 2 2 10 13 | 1214 2
0 | 13 0 | 22| 9 | 14 13-14 T [ % | 14 28 22 10 13 | 1314 2
| 13 30 2% | 10 14 16-18 ] 14 29 29 1 13 | 11-14 2
12 | 13 31 2 9 13 14-14 1 | s | 14 29 22 10 12 | 1316 2
Lw 2 | 12 13 1517 1 | % | 14 29 2 1 13 | 1115 2
@ | 13 0 | 2| 10 13 1717 1 60 14 30 24 i 13| 11-14 3
B | 13 9 | » 9 13 1314 2 61 14 29 2 i 13 | 11-14 7
6 | 13 29 | 25 9 13 1414 2 62 15 31 25 10 13| 1114 1
7 | 13 0 | 9 13 1314 3 63 15 29 23 11 14| 12-14 1
8 [ 13 0 | B 9 13 1314 3 % 15 29 24 10 12 | 1618 1
19 | 14 29 | 24 | 1 13 913 1 6 15 29 24 12 13 | 1115 1
2 | 14 0 | 23| 1 13 1414 1 6 15 29 2% 10 12 | 1317 1
| e | 29 | 24 ] 10 13 1014 w 15 29 29 10 12 | 1416 1
2 | 4 29 | 24 | 1 13 10-15 1 63 15 30 2 10 14| 1415 1
B | 14 29 | 24 | 1 13 1-11 1 ) 15 30 23 10 14| 1515 1
A 20 | | n 13 11-12 1 ) 15 29 23 10 13| 1114 1
x| 14 20 | | n 13 11-13 1 7 15 31 2 10 4| 1414 1
F 20 | u | n 3 11-16 1 7 15 29 23 10 13| 1414 1
7| 4 29 | 23| 10 14 1518 ] 3 15 2 2 1 12 | 1213 1
B | 14 29 | 24| N 13 1215 1 7 15 30 24 i 13| 11-14 1
B | 14 2 11-14 1 i3 15 28 22 10 13| 1314 1
20 | 14 29 11-14 1 76 15 29 23 10 12 | 1416 1
31| 14 29 11-14 1 7 15 28 2 10 12 | 1518 1
ER 29 11-14 ] . 15 28 24 10 14 | 1216 1
B[ 14 30 1318 1 ) 15 29 2 10 14| 1414 1
ENE 30 1319 1 ) 15 28 28 10 12| 1518 1
ERER 30 11-14 1 81 15 29 21 10 14| 1315 1
EX R 29 1214 1 2 15 29 2 10 4| 1216 1
ER 29 1417 1 ) 16 28 23 10 13| 1212 1
B | 14 29 1316 1 % 16 29 29 1 3| 1114 1
™ | 14| 2 11-15 1 % 30 23 1 14| 1515 1
0 | 14 2 1415 1 % 30 24 i 14| 1515 1
m | 4 28 1114 1 81 30 2% 10 4| 11-14 1
@ | 4 28 11-14 1 8 30 24 10 12 | 1114 1
B | 4 2 14-19 1 89 28 2 10 13 | 1414 1
@ | 14 30 11-15 T | o | 30 20 10 12 | 1517 1
B | 14 30 1015 1 29 24 9 13| 1112 2
46 14 30 1214 1 J

48



AVANCES EN GENETICA FORENSE

Chips electrénicamente activos: ventajas y desventajas en
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RESUMEN

En genética forense, el andlisis de SNPs resulta interesante debido a su abundancia
en el genoma, su baja tasa de mutacion y la posibilidad de automatizar el analisis. Sin
embargo, el numero de SNPs que necesitan ser analizados para obtener el mismo
poder de discriminacion que con 13 STRs es de 50-80. Por lo tanto, es necesario el
desarrollo de tecnologias que nos permitan tipar un gran numero de SNPs simulté-
neamente.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos con los chips electrénicamen-
te activos de Nanogen™ para el tipado de SNPs de cromosoma Y mediante dos
estrategias: «amplicon down» y «capture down». Las ventajas y desventajas de
cada una de ellas son analizadas.

PALABRAS CLAVE
SNPs, cromosoma Y, chips electrénicamente activos -

SUMMARY

In forensic genetics SNPs are interesting due to their abundance in the human
genome, their low mutation rate and the possibility of automation. However, the
number of SNPs we need to analyse in forensic genetics to have the same discrimi-
nation power of STRs is around 50-80. Therefore, it is necessary to develop high
throughput methods for SNP typing allowing us to analyse a large number of SNPs
simultaneously with a high degree of accuracy.

In this work, results obtained using electronically activated chips from Nanogen™
are showed. Y-chromosome SNPs has been analysed with two different strategies:
«amplicon down» and «capture down». The advantages and disadvantages of both
Strategies are discussed.

KEY WORDS
SNPs, Y-chromosome, electronically activated chips
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INTRODUCCION

Los SNPs estan cobrando una gran
importancia en el campo forense debi-
do fundamentalmente a caracteristicas
como su baja tasa de mutacion, su ele-
vada frecuencia en el genomay su sim-
plicidad, que facilita la automatizacion
del andlisis. Por otro lado, el principal
problema que presentan es su bajo
nivel de polimorfismo, de manera que si
consideramos que con 13 STRs obtene-
mos una probabilidad de coincidencia al
azar de entre 1 en 1 billony 1 en 1 tri-
llon, necesitariamos entre 25y 45 SNPs
con frecuencias alélicas de 0.3-0.7 para
obtener los mismos resultados. Y en
casos de paternidades, para obtener
una probabilidad de exclusion del
99.9% se necesitarian entre 33 y 81
SNPs con frecuencias entre 0.5-0.5 y
0.1-0.9 respectivamente [1].

Debido a la necesidad de analizar un
gran numero de SNPs es imprescindi-
ble el desarrollo de tecnologfas que nos
permitan detectar simultdneamente
muchos SNPs con gran seguridad y efi-
cacia.

Los chips electronicamente activos

de Nanogenﬂ\/| se basan en el concep-
to de que las moléculas bioldgicas tie-
nen carga. El DNA es depositado sobre
cada punto del chip controlando,
mediante corriente eléctrica, la polari-
dad de cada uno de los puntos. Esto
permite aumentar la eficacia y la veloci-
dad de la hibridacién. La posibilidad de
controlar de forma individual cada uno
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de los puntos del chip permite utilizar el
mismo chip para analizar muestras dis-
tintas, al contrario de lo que ocurre con
los microarrays convencionales en los
cuales cualquier proceso se realiza
sobre todo el microarray.

Existen dos tipos de estrategias para
tipar SNPs con el NanoChip: Amplicon
Down y Capture Down [2]. Para ambos
protocolos es necesario el uso de tres
oligonucledtidos por SNP, dos «repor-
ters» y un estabilizador. Los «reporters»
tienen en el extremo 3’ una de las bases
del SNPy en el extremo 5’ estan marca-

TABLA 1. SECUENCIA DE LOS ESTABILIZADORES Y "REPORTERS".

SNP Estabilizador / "capture” (5'-3") "reporters” (5'-3')

SRY-1532 | TAACATTTTCAAGGTTCACCTATGTGG Cy5-TTTCACACAGTA
o | Cy3-TTCACACAGTG

M9 CTCTTTATTTTTCTTTAATTTAGACATGTTCAAACG-Biot Cy5-AGATGG TTG AATC
- Cy3-AGATGG TTG AAT G

M35 CAG TGT CCC AAA GGA ABATTG GGA C-Biot Cy5-TGC CTG TGT CC
| Cy3-TGC CTG TGT CG

M81 TTC AAA AAA GGA CAA AAT TTA CCT CTT TTG TTA AGA G-Biot| Cy5-TATACT CTATGA CG

Cy3- GTAT ACT CTATGA CA
M123 CATCGCCTGAATACCTAGAAATGCAAATTC-Biot Cyb- AACTAGCATATCAG

Cy3- AACTAGCATATCAA

M167 GCA CCCTGT GGG GCT TCC TT-Biot

Cy5-TCA CCC TGT GGG
Cy3-TCA CCCTGT GGA

Figura 1.
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Figura 1. Esquema de las dos estrategias de tipado de SNPs.

dos con Cy3 (wt) y Cy5 (mut). El extre-
mo 5’ del estabilizador es la base adya-
cente al SNP. La diferencia entre ambos
protocolos esta en la molécula que se
une a la superficie del NanoChip. En
Amplicon Down se une al chip el pro-
ducto de PCR utilizando un primer mar-
cado con biotina, y posteriormente se
hibrida con el estabilizador y los «repor-
ters». Sin embargo en Capture Down lo
gue se une al chip es el estabilizador, lla-
mado en este caso «capture» y que
esta marcado en el extremo 3’ con bioti-
na (figura 1).

MATERIAL Y METODOS

Las dos estrategias de tipado de
SNPs con el NanoChip, Amplicon Down
y Capture Down han sido probadas. Los
polimorfismos estudiados en este tra-
bajo han sido SNPs de cromosoma Y {
SRY-1532, M9, M35, M81, M123,
M167) [3]. Las secuencias de los estabi-
lizadores y «reporters» se muestran en
la tabla 1.
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La estrategia seleccionada para anali-
zar los SNPs en singleplex ha sido
Amplicon Down. Se han realizado dilu-
ciones para establecer el nivel de detec-
cién. Con Capture Down hemos analiza-
do los SNPs tanto en singleplex como
en multiplex. La estrategia de multiplex
utilizada ha sido unir a cada punto del
chip el «capture» de un determinado
SNP. A continuacion se hibridé electré-
nicamente con el producto de PCR mul-

tiplex de los SNPs vy por ultimo, con los
«reporters».

DISCUSION

El uso de SNPs, tanto en genética
forense como en otros campos, esté
limitado por el desarrollo de tecnologias
gue nos permitan detectar un gran
numero de SNPs simultaneamente.

El NanoChip nos permite analizar en
singleplex un SNP en muchas muestras
mediante Amplicon Down. En la tabla 2
podemos ver los resultados del anélisis
del SRY-1532 con el software de Nano-
gen.

Tabla 2. Resultados del SRY-1532 con
Amplicon Down. Aunque es un SNP del
cromosoma Y, el programa, al detectar
un unico alelo lo tipa como un homoci-
goto. La muestra 9 es un control negati-
vo de PCR. La muestra denominada
“mezcla” es una mezcla 1:1 de ambos
alelos, utilizada como control.

Sin embargo, con este protocolo no
es posible la deteccién en una Unica
hibridacién de los multiplexes de PCR.
Esto seria posible si pudiésemos dise-
nar los «reporters» para cada uno de los
SNPs que son analizados simultdnea-
mente de manera que difieran entre
ellos al menos 1-2 °C, pero esto no es
asiya que la Tm esta determinada por la

RESULTS FOR SRY1532 (31SCAN)
Sample Red Green Pads Ratio (R:G) Probe Designation
sample1 20.43 304.4 2 1:14.9 AA
sample 2 50.54 445 4 2 1:8.81 A/A
sample 3 62.37 683.9 2 1:10.97 A/A
sample 4 44.24 3724 2 1:8.42 AJA
sample 5 330.9 26.3 2 12.58:1 G/G
s7 943.85 49.85 2 18.93:1 G/G
s8 | 215653 | 275 2 7.84: 1 G/G
s9 Low SNR Low SNR 0 ~ s
mezcla 173.9 1739 2 1:1 G/

Tabla 2. Resultados del SRY-1532 con Amplicon Down. Aunque es un SNP del cromosoma Y, el programa,
al detectar un unico alelo lo tipa como un homocigoto. La muestra 9 es un control negativo de PCR. La
muestra denominada “mezcla” es una mezcla 1:1 de ambos alelos, utilizada como control.



secuencia que flanquea al SNP. Otra
estrategia que nos permitiria analizar
multiplexes con Amplicon Down seria
hibridando electrénicamente los «repor-
ters» de cada SNP sobre los puntos del
chip donde se va a leer dicho SNP. Sin
embargo esto no es aconsejable ya que
aumentaria el ruido de fondo.

Con Capture Down la puesta a punto
es complicada pero parece la estrategia
adecuada para multiplex, sin embargo
una vez realizada la restriccién térmica
tras la hibridacién con los «reporters»
no ha sido posible el tipado de todos los
SNPs ya que en algunos la fluorescencia
obtenida ha sido muy baja.

Hemos probado distintas concentra-
ciones de «capture», asi como distintas
condiciones de voltaje y tiempo de

B. SOBRINO, M. LAREU, V. ALVAREZ, A. SALAS, M. BRION, A. CARRACEDO
CHIPS ELECTRONICAMENTE ACTIVOS: VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN GENETICA FORENSE

unién electronica del «capture» al chip,
pero no se ha visto que influya en la
intensidad de la fluorescencia.

Con los resultados obtenidos hasta el
momento podemos afirmar que el
NanoChip es un método de utilidad para
detectar SNPs en un gran nimero de
muestras con Amplicon Down, sin
embargo la deteccion de SNPs en multi-
plex con Capture Down debe ser opti-
mizada.
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RESUMEN

Se ha analizado el efecto del muestreo y la subestructuracién poblacional en la esti-
ma de frecuencias haplotipicas de cromosoma Y y ADN mitocondrial en las pobla-
ciones de Galicia y Cantabria (NO Espana).

En Galicia se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de haplogru-
pos de SNPs entre una muestra de poblacion general y otra de pequefnos nucleos
rurales, observandose sin embargo una gran homogeneidad tanto en linajes mater-
nos como paternos. Por el contrario, la poblaciéon cantabra presenta una marcada
subestructura genética tanto en el cromosoma Y como en el ADNmt. En este traba-
jo analizamos las implicaciones forenses y antropoldgicas de estos resultados.

PALABRAS CLAVE
Subestructura poblacional, efectos de muestreo.

SUMMARY

The effect of sampling and population substructuring in the estimation of Y chromo-
some haplotype frequencies is analyzed in the population of Galicia and
Cantabria(NW Spain).

In Galicia there are significant differences among the sampling of population living in
towns and the sampling carried out in rural areas. However, there are no significant
differences among the different geographic natural in maternal and paternal linea-
ges. Surprisingly, in the population of Cantabria big differences were found in Y-chro-
mosome and mtDNA. Forensic and anthropological implications will be discussed in
this work.

KEY WORDS
Population substructure, sampling effects.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas que plantea el
uso en casos forenses del ADNmt y
marcadores de la regién no recombi-
nante del cromosoma Y, es cémo valo-
rar la fuerza de una evidencia en casos
de inclusiones, ya que en ambos la
variabilidad del ADN se hereda como un
haplotipo. El modo en que se debe
informar sobre el valor de la evidencia
en estos casos, es tratado en las reco-
mendaciones sobre cromosoma Y y
ADNmt de la “DNA comission” [1,2].
La estima de frecuencias haplotipicas
se realiza en base a su distribucién en la
poblacién de referencia teniendo en
cuenta una posible subestructuracion
poblacional [3]. De ahi el interés por
contar con grandes bases de datos que
actualmente se suelen realizar con
muestras recogidas en poblaciones
urbanas o en areas representativas del
lugar de estudio, asumiéndose homo-
geneidad. Sin embargo pueden darse
aspectos culturales y/o geogréficos que
provoquen cierta heterogeneidad gené-
tica [4,5].

Ademads, siempre se utilizan indivi-
duos no emparentados, excluyendo a
los familiares cercanos siempre que
sea posible. Consecuentemente, las
frecuencias de los haplotipos comunes
estaran subestimadas debido a este
deliberado criterio de seleccioén. Para
conocer estos eventos se han analizado
a nivel microgeogréafico las regiones de
Galicia y Cantabria (NO Espana).
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MATERIAL Y METODOS

De los 3 millones de habitantes que
posee Galicia, aproximadamente 1
millén se concentran en las principales
ciudades (Vigo, La Coruna, Santiago,...).
El resto se distribuyen en pequenos
pueblos rurales que rara vez superan los
20.000 habitantes.

En Galicia se han llevado a cabo dos
muestreos: uno de poblacion general
(107 individuos) incluyendo las grandes
ciudades y otro a partir de 52 nucleos
rurales (292 individuos) que pueden dis-
tribuirse en 8 comarcas atendiendo a
aspectos de tipo geografico, histérico
y/o cultural (Fig.1a). Se analizé también
una muestra de poblacién cantabra divi-
dida en comarcas. En este caso se trata
de 159 individuos distribuidos en 3
comarcas que han sufrido un cierto ais-
lamiento debido a fuertes barreras geo-
graficas. (Fig.1b)

En cada una de las muestras se han
estudiado 10 marcadores bialélicos de
cromosoma Y (YAP, SRY-8299, SRY-
2627, SRY-1532, sY81, M9, 92R7,
LLY22g,Taty 12f2), y 7 STRs de cromo-
soma Y (DYS19, DYS389l y Il, DYS390,
DYS391, DYS392 y DYS393), segun las
condiciones descritas por Brion et al.

[6]. Se obtuvieron las frecuencias de
haplogrupos por contaje génico. Se han
calculado las frecuencias alélicas para
los STRs, asi como frecuencias haploti-
picas y diversos indices de diversidad
por medio del software Arlequin version
2000 [7]. Asimismo se realizo el test de
Markov para analizar la diferenciaciéon
poblacional.

Se secuencio la region HVI del ADN
mitocondrial, desde la posicion 16024

hasta la 16400. Se llevoé a cabo el célcu-
lo de diversos indices de diversidad
molecular asi como distintos AMOVAs
para detectar diferencias entre comar-
cas gracias al soporte informatico ante-
riormente citado.

DISCUSION

En cuanto al estudio de los marcado-
res de cromosoma Y, el andlisis de los
polimorfismos bialélicos en los dos

Figura 2.
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TABLA 1
Cantabria . Galicia

Liébana Pas Santander Ourense Noroeste G Artabro M Lucense Santiago Lugo R Baixas
Pas 0,0460
Santander 0,0225 0,0101
Ourense -0,0117 0,0436 0,0131
Noroeste 0,0063 0,0338 0,0330 -0,0001
G Artabro -0,0127 0,0407 -0,0004 0,0172 0,0081
M Lucens -0,0106 0,0535 0,0327 0,0112 0,0120 -0,0056
Santiago -0,0034 0,0430 0,0199 40,0105 -0,0018 -0,0030 -0,0000
Lugo 0,0047 0,0352 0,0043 -0,0050 0,0024 0,0124 0,0062 0,0006
R Baixas -0,0056 0,0623 0,0301 0,0164 -0,0043 -0,0108 -0,0106 -0,0052 -0,0019
M B Mino -0,0092 0,0137 0,0062 0,0136 -0,0101 -0,0126 -0,0117 -0,0040 -0,0009 -0,0067
muestreos poblacionales realizados en TABLA 2
Galicia aporta d[fgren0|as significativas Mlissirn . s i B b
entre ambos, debido fundamentalmente | "GALICIA__| Golfo Artabro 2| 14 25| 3312+ 1769 | 0.009+ 0.005
a la mayor frecuencia de los haplogrupos Lugo 57 42 55 4.355 +/- 2185 0.011 +/- 0.006
minoritarios en la muestra de poblacion Marina Lucense 30 27 39 4.227 +/- 2158 0.011 +/- 0.006
rural (F|g 2b) respecto ala pob|acién Montes Baixo Mino 25 21 27 3.697 +/-  1.933 0.010 +/ 0.006
general (Fig. 2a). En vista de los resulta- (Njoroe“e ég ;? gg i‘égl +j’ g;gg 831; *;' 888?

. . . . urense : +/- 5 ; +/- 0.

dos, estas diferencias podrian ser explica- Rias Baixas 31| 2 39 | 47704/ 2.39% | 0.013+/- 0.007
das por el hecho de que, aunque Galicia Santiago 3 | 53 | 4.826+- 2400 | 0013+~ 0.007
ha tenido altas tasas de emigracion CANTABRIA | Valle de Liébana 48 0 43 4257+ 2148 | 0.011+/ 0.006
durante siglos, existe cierto grado de Valle del Pas 40 21 31 4072+ 2.074 0.011 +/- 0.006
migracion hacia las principales ciudades, Santander 52 32 42 3599 +- 1.856 0.010 +/- 0.005

sobre todo en los Ultimos tiempos.

Al analizar los datos de cada una de las
comarcas observamos, sin embargo, la
ausencia de diferencias, salvo en el caso
de las comarcas situadas mas al noreste
y sudoeste que presentaron diferencias
en la distribucién de los haplogrupos
(P<0.02, 10000 pasos de la cadena de
Markov), y en el caso de algunas comar-
cas situadas en el este y oeste que pre-
sentaron diferentes frecuencias haplotipi-
cas (P<0.03, 10000 pasos de la cadena
de Markov). Los valores de Fst para estos
marcadores entre las comarcas en Galicia
siempre fueron inferiores a 0.01 (Tabla 1)
y similares alos encontrados al comparar
las comarcas del Sur de Galicia con sus
vecinas del Norte de Portugal [5], excepto
en una comarca cuya diferenciacion resul-
ta estadisticamente significativa debido a
factores geogréficos y culturales.

El andlisis del ADN mitocondrial arroja
datos similares. El AMOVA indica que el
100% de la variabilidad se debe a diferen-
cias dentro de las comarcas (0% de dife-
rencias entre comarcas). En la Tabla 2
pueden observarse distintos indices de
diversidad calculados. La homogeneidad
encontrada entre las comarcas de Galicia
podria ser indicativo de una marcada
movilidad poblacional a pequena escala.

En en caso de Cantabria, el aislamien-
to geogréfico y/o cultural de cada una de
las comarcas podria explicar las diferen-
cias estadisticamente significativas que
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N: n? de muestras, S: n® de secuencias diferentes encontradas, M: n? de posiciones variables, P: n® medio

de diferencias de pairwise, D: Diversidad nucleotidica.

fueron encontradas entre cada una de
ellas tanto en el componente genético
masculino como en los linajes femeni-
nos. Los valores de Fst para los marca-
dores de cromosoma Y, en este caso
han sido superiores a los de las comar-
cas gallegas, pero inferiores a 0.05
(Tabla 1). EI AMOVA de secuencias de
ADN mitocondrial indica que el 3.61%
de la diversidad es debida a diferencias
entre comarcas.

Los resultados de la poblacion del
valle del Pas en Cantabria son particular-
mente interesantes en cuanto a los lina-
je marculinos, ya que presentan una ele-
vada frecuencia del haplogrupo 21
(28%), el cual presenta sus mayores fre-
cuencias en las poblaciones del norte de
Africa (~70 %). Por el contrario, los lina-
jes femeninos que pueden asociarse al
norte de Africa no se encontraron parti-
cularmente frecuentes en esta region.

Como conclusién, podemos decir que
el método de muestreo puede afectar a
los resultados. La homogeneidad de la
poblacion gallega la hace idénea a la
hora hacer estimas estadisticas en el
campo forense, lo cual no sucede en la
poblacién de Cantabria, que es un claro
ejemplo de subestructuracion poblacio-
nal debida probablemente a barreras de
tipo geogréfico y/o culturales que hace

que sea necesario el uso de correccio-
nes estadisticas en la estima de fre-
cuencias para su aplicacién a casos
forenses

Finalmente, parece claro que
no existe otra solucién universal para el
efecto de la sub-estructuracién pobla-
cional a nivel geogréfico, mas que anali-
zar las muestras de las regiones especi-
ficas de la poblacién en cuestion,
siempre que sea posible.
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Extraccion de ADN de uias: alternativa rapida para la

identificacion de cadaveres

DNA extraction from nails: a fast alternative for corpses identification

Leon, A, Real, P., Diaz, M., Parada, P., Duenas, F., Iglesias, N., Rivas E.

RESUMEN

Desde que en 1.994 llegé a nuestro Laboratorio el primer caso con fines identificati-
vos en el que la muestra indubitada consistia en tejido ungueal, comenzamos los
ensayos tendentes a la obtencion de ADN de las mismas. El trabajo se enfoco, en
principio, hacia la obtencién de un método eficaz para la extraccion de una cantidad
de ADN que fuera suficiente para realizar anélisis genéticos via PCR. Desde enton-
ces, y tras sucesivas modificaciones de la técnica, tendentes siempre hacia una sim-
plicacion de la misma, los resultados han sido siempre positivos, logrando la amplifi-
cacion de ADN para los marcadores utilizados en cada momento.

PALABRAS CLAVE
Identificacién, cadaveres, ADN de unas.

SUMMARY

Since in 1.994 our Laboratory received the first case involving identification, in which
the reference sample consisted of nail tissue, we begun the assays intended to
obtain DNA from them. The work was focused, at the beginning, to develop an effec-
tive method in order to extract an amount of DNA which was enough to perform a
genetic analysis by means of PCR. Since them, and after successive modifications
of the technique, intended to make it as sample as possible, the results have always
been positive, achieving the amplification of DNA for those markers being used in
each moment.

KEY WORDS
Identification, corpses, fingernails DNA.
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INTRODUCCION:

El ADN ha supuesto una revolucion
en los laboratorios forenses, permitien-
do estudiar muestras que antes careci-
an de valor. Una de estas muestras son
las unas, cuya apariciéon en el lugar del
crimen es rara, pero que a veces ocurre.
Mas frecuentes son los casos en que
las unas se pueden utilizar para identifi-
car restos humanos. La identificacion
de cadéveres constituye un importante
aspecto del trabajo de los laboratorios
forenses sobre todo por la repercusion
social que lleva consigo. Tradicional-
mente se ha recurrido a la extraccion de
ADN de restos 6seos. Pero, a veces,
puede recurrirse al estudio de las ufas
existentes, siempre que se disponga de
una técnica que permita su andlisis de
forma mas sencilla que con los huesos.
Este Laboratorio realizaba desde hace
tiempo la extraccion de ADN a partir de
unas, si bien la técnica exigia el uso de
reactivos especiales de dificil conserva-
cion. Ultimamente se ha logrado una
simplificacion, hasta el punto de que la
metodologia es la misma que la emple-
ada con otras muestras forenses. Se
describe la técnica utilizada, los resulta-
dos obtenidos en una serie de mues-
tras control y un resumen de los casos
en gque esta técnica ha sido utilizada en
nuestro Laboratorio.

MATERIAL Y METODOS:

Preparacion de la muestra. Es preciso
retirar de la una aquellos materiales que
puedan producir una contaminacion de

b5
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los resultados finales o interferir en los
mismos. Después de un primer lavado
con agua destilada se procede a elimi-
nar todo el material superficial de la una
por raspado con una hoja de bisturi. Pos-
teriormente se somete a un segundo
lavado con agua destilada. Una vez la
ufa se encuentra completamente limpia
se procede a obtener el material de
extraccion de la misma; para facilitar la
futura digestion de la una la cantidad y el
volumen de los fragmentos deben ser o
méas pequenos posible, recurriéndose a
raspar con una hoja de bisturf la superfi-
cie de la una y recogiendo las raspadu-
ras desprendidas. La cantidad sometida
a extraccion fue pesada con una balanza
de ultraprecision (Ver fotografias 1 a 4).
Extraccion. El material asi obtenido se
macera toda la noche a 37°C en tampon
de extracciéon (10mM TrisBase, 10mM
EDTANay, 100mM CINa, 20% SDS) en

presencia de DTT (10 mgr/mL) y Protei-
nasa K (10 mg/ml), seguido de una
extraccion organica (F/Cl/l), (2)y purifica-
cién mediante columnas Centricon
(Amicon). Cuantificacion. Se empleo el
kit Quantiblot Human DNA Quantitation
(Applied Biosystems). Amplificacion. Se
utilizaron los kits comerciales Geneprint
Multiplex CTTv y Geneprint Multiplex
FFFL (Promegal), y Profiler Plus e Identi-
filer (Applied Biosystems) segun las
condiciones estandar recomendadas
por los fabricantes, tanto en cantidad de
ADN total (1 ngr.), como en temperatura
y numero de ciclos. Las muestras se
analizaron utilizando un secuenciador
ABI Prism 310 (Applied Biosystems)y
los resultados se analizaron con el soft-
ware incluido en el equipo: GeneScan
Analysis 2.1y Genotyper 2.1.

DISCUSION:

Se extrajeron diferentes cantidades
de rapaduras de unas de diferentes
donantes. Los resultados obtenidos se
indican en la tabla n® 1. Se puede
observar una homogeneidad en los
rendimientos de ADN obtenidos; asi
cuando la cantidad de partida esté ele-
vada en un factor de 10 se observo
que el rendimiento final esta uniforme-
mente incrementado en la misma pro-
porcién, aunque se procuro trabajar
con la menor cantidad de muestra
posible. Se logra obtener ADN cuantifi-
cable con muy escasa cantidad de
muestra, si bien en algunos casos bor-
deando el limite de deteccién de la téc-
nica de cuantificacion.
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TABLA 1
Polvo de ufia (gr.) QB (ngr/€l) PCR Polvo de ufa (gr.) QB (ngr/€l) PCR
B0 Control negativo No ADN £14 0.0039 0.041 +
E1 0.0090 No ADN + E15 Control negativo No ADN -
E 0.0480 0.430 E16 0.0042 0.036 +
E3 0.0410 0.820 - E17 0.0050 0.042 +
E4 0.0550 0.790 + E18 0.0060 0.053 +
E5 0.0710 0.780 + E19 0.0042 0.030 +
E6 0.0640 0.610 + E20 0.0058 0.058 +
E7 Control negativo No ADN - E21 Control negativo No ADN -
E8 0.0083 0.077 + E22 0.0035 0.060 +
E9 0.0048 0.041 + E23 0.0041 0.062 +
E10 0.0081 0.081 + E24 0.0053 0.091 +
E11 0.0073 0.074 + E25 0.0038 0.052 +
E12 0.0088 0.160 + E26 0.0050 0.098 +
E13 0.0052 0.041 + E27 0.0067 0.081 +
TABLA 2
Ao Localidad Origen Data aproximada | Ufia utilizada QB (ngr/ 1) | PCR
de la muerte
1999 Sevilla Bodega de barco (1) 1 mes Media 10 +
Sevilla Bodega de barco (1) 1mes Media 0.75 +
Sevilla Bodega de barco (1) 1 mes Media 15 +
Sevilla Bodega de barco (1) 1 mes Media 0.25 +
Sevilla Bodega de barco (1) 1 mes Media 0.75 +
Sevilla Bodega de barco (1) 1 mes Media 25 +
2000 Aranjuez Rio Tajo 5-6 meses Media 0.047 +
Valencia Domicilio 2 meses Recortes 0.67 +
Valencia Domicilio 2 meses Recortes 0.42 +
St Cruz Tenerife Zona montanosa 5-7 anos Media * 0.651 +
St Cruz La Palma Bosque 4-5 anos Media 1.2 +
2001 Murcia Rio Segura 5-6 meses Media 13.8 +
Talavera Descampado 2-3 semanas Media 1.89 +
Castellon Cuevas de Sagunto 6 anos Media 0.16 +
Pamplona Domicilio 1 mes Recortes 512 +
Santander Mar abierto 4-5 meses Media 7.88 +
Fuengirola Vehiculo 3 meses Recortes 0.1 +
Fuengirola Vehiculo 3 meses Recortes 0.62 +
Fuengirola Vehiculo 3 meses Recortes 1.18 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.17 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.30 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.038 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.038 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.026 +
Fuenlabrada Descampado 1 mes Recortes 0.64 +
Madrid Centro Penitenciario 1 mes Recortes 0.17 +
Madrid Vehiculo 1 Semana Media 2 +
Barcelona Garaje Semanas Media 1.7 +
2002 Villarreal Acequia 6 meses Media 0.49 +
Barcelona Nave industrial 5 anos Media 1.43 B
A Coruna Mar abierto 1 mes Media 75 +
Alcala de Guadaira Domicilio 6 meses Media 1.85 +

(1) Conservadas surante un mes en formol.

En la tabla n¢ 2 se exponen |os resul-
tados obtenidos en los casos en los que
ha sido preciso analizar restos de unas.
La cantidad de ADN extraida es muy
variable ya que la cantidad de partida y
las condiciones de conservacion tam-
bién lo eran. En todos los casos se logro
un rendimiento de ADN en la cuantifica-
cién y en todos los casos se obtuvo una
amplificacién positiva, a pesar de las
diferentes datas de la muerte y de las

diterentes condiciones ambientales a
las que estuvieron sometidas

Ano Localidad Origen Data aproxima-
da de la muerte Una utilizada QB (ngr/_))
PCR 1999 Sevilla Bodega de barco (1) 1
mes Media 10 + Sevilla Bodega de
barco (7) 1 mes Media 0.75 + Sevilla
Bodega de barco (7) 1 mes Media 15 +
Sevilla Bodega de barco (7) 1 mes Media
0.25 + Sevilla Bodega de barco (7) 1
mes Media 0.75 + Sevilla Bodega de
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Figura 1.

Figura 3.

barco (7) 1 mes Media 25 + 2000 Aran-
juez Rio Tajo 5-6 meses Media 0.047 +
Valencia Domicilio 2 meses Recortes
0.67 + Valencia Domicilio 2 meses
Recortes 0.42 + St2. Cruz Tenerife
Zona montanosa 5-7 afos Media 0.6571
+ St2 Cruz La Palma Bosque 4-5 afos
Media 1.2 + 2001 Murcia Rio Segura 5-
6 meses Media 13.8 + Talavera Des-
campado 2-3 semanas Media 1.89 +
Castellén Cuevas de Sagunto 6 afios
Media 0.16 + Pamplona Domicilio 1
mes Recortes 5.12 + Santander Mar
abierto 4-5 meses Media 7.88 + Fuen-
girola Vehiculo 3 meses Recortes 0.1 +
Fuengirola Vehiculo 3 meses Recortes
0.62 + Fuengirola Vehiculo 3 meses
Recortes 1.18 + Fuenlabrada Descam-
pado 1 mes Recortes 0.17 + Fuenla-
brada Descampado 1 mes Recortes
0.30 + Fuenlabrada Descampado 1
mes Recortes 0.038 + Fuenlabrada
Descampado 1 mes Recortes 0.038 +

Fuenlabrada Descampado 1 mes Recor-
tes 0.026 + Fuenlabrada Descampado
1 mes Recortes 0.64 + Madrid Centro
Penitenciario 1 mes Recortes 0.17 +
Madrid Vehiculo 1 Semana Media 2 +
Barcelona Garaje Semanas Media 1.7 +
2002 Villarreal Acequia 6 meses Media
0.49 + Barcelona Nave industrial 5
anos Media 143 + A Corufia Mar abier-
to 1 mes Media 25 + Alcala de Guadai-
ra Domicilio 6 meses Media 1.85 +

ONCLUSIONES:
Los restos de ufias suponen un exce-
lente material para extraer ADN.

La propia naturaleza de estos restos
permite una mayor resistencia a las con-
diciones ambientales que la que presen-
tan los tejidos blandos del cuerpo.

Este ADN se puede extraer por las
técnicas habitualmente utilizadas, sin

EXTRACCION DE ADN DE UNAS: ALTERNATIVA RAPIDA PARA LA IDENTIFICACION DE CADAVERES

Figura 2.

Figura 4.

las exigencias técnicas y materiales de
otras metodologias més delicadas.
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Identificacion de restos cadavéricos: casuistica en el periodo
comprendido entre 1999 y 2001

Identification of human remains: casework between 1999 and 2001.

Manuel Crespillo, Manuel F Orta, M Paredes, Juan L Valverde.

RESUMEN
En este trabajo se presenta la casuistic

cadavéricos que durante el periodo compren

en nuestro laboratorio.

a relacionada con identificacion de restos

dido entre 1999 y 2001 se llevo a cabo

Se recibieron 122 restos cadavéricos para identificar de los cuales se dispuso de
muestras de referencia de familiares en el 50 % de los casos. Hemos empleado
tanto analisis de ADN nuclear (71 %) como andlisis de ADN mitocondrial (20%) para

llevar a cabo dichas identificaciones

PALABRAS CLAVE

Restos humanos, identificacion, ADN nuclear, ADN mitocondrial

SUMMARY

We present in this paper the forensic identification caseworks that we have analysed
in our laboratory during the years 1999 and 2001. We have received 122 human

remains. Only we have available referen

ce samples from relatives in the 50 % of

cases. We have employed nuclear DNA analysis (71%) and mitochondrial DNA
(20%) in order to identify the human remains.
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Human remains, identification, nuclear DNA, mitochondrial DNA
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INTRODUCCION

Los restos cadavéricos son un tipo de
muestras biologica que a menudo Nnos
encontramos en los laboratorios foren-
ses. Este tipo de muestra se ve expues-
to especialmente a dos variables que
son determinantes en el anélisis de
ADN, la degradacion del material gené-
ticoy la antigliedad. Es por tanto un tipo
de muestra que requiere el uso de
estrategias sumamente exigentes, y en
ocasiones de gran complejidad, para
poder obtener resultados satisfactorios.
Mostramos en el presente trabajo la
casufstica, que relacionada con la identi-
ficacion de restos cadavéricos, se ha
|levado a cabo en nuestro laboratorio
durante los tres ultimos anos (1999-
2001). Intentamos valorar la evolucion
de dicha casuistica.

MATERIAL Y METODOS:

Alo largo del periodo estudiado se ha
solicitado en nuestro laboratorio laiden-
tificacion de 122 restos cadavéricos, Y
cuya antigtiedad oscilaba entre las tres
semanas y seis anos. Solo se remitio
muestra de referencia en 66 casos, de
manera, que Unicamente €l 50 % de las
identificaciones analizadas se pudo con-
cluir.

Organizacion del laboratorio

Para evitar los indeseados problemas
de contaminacion, a menudo frecuen-
tes cuando se trabaja con cantidades
minimas de ADN, el laboratorio y sus
protocolos de trabajo pretenden garan-
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tizar al minimo el riesgo de contamina-
cion. Para ello se dispone de un area
pre-PCR restringida y estrictamente
dedicada a la extraccién de muestras
con cantidades limite de ADN o alta-
mente degradado(huesos, pelos). Dicha
zona, asi como el material que en ella se
emplean, esté fisicamente separada de
areas donde se extraen otros tipos de
muestras y por supuesto del &rea post-
PCR. Las extracciones se realizan en
una campana de flujo laminar y el uso de
blancos y controles negativos son
empleados en los procesos de extrac-
cion y amplificacion .

Muestras:

1-Dubitadas:

Se recibieron 239 muestras dubita-
das, de las cuales fueron analizadas
118, es decir el 49 % de las mismas, y la
muestra mayoritariamente analizada fue
el hueso.

2-Indubitadas:

Se recibieron 104 muestras indubita-
das (procedentes de familiares) con el
fin de llevar a cabo la identificacion, y tan
solo se requirio el analisis de 86 de ellas.
La muestra mayoritaria de eleccion fue
la sangre, siempre y cuando se dispuso
de ella.

Extraccion y cuantificacion

La extraccién organica [1] fue el méto-
do de eleccién para obtener el material
genético a partir de las muestras, tanto
dubitadas como indubitadas. En el caso
de los huesos el proceso de extraccion
se llevo a cabo evitando el paso de des-
calcificacion, siguiendo el protocolo des-
crito por de Gill y cols [2].

La cantidad y la calidad del material
genético extraido se valoré utilizando el
kit de cuantificacion (Quantiblot a,
Applied Biosystems) y minigeles de
agarosa.

El proceso de extraccién asi como el
de amplificacion se llevé a cabo siguien-
do normas estrictas para evitar y en su
caso detectar la eventual contaminacion
de los extractos de ADN.
Amplificacion y Tipaje

Los marcadores del sistema CODIS,
mediante el uso de los kits comerciales
Profiler Plus y Cofilera (Applied Biosys-
tems) asi como los marcadores
FES/FPS y F13A01 (FFv &Kit Promega
Corporation), fueron los empleados para
el tipaje de las muestras que se resol-
vieron mediante anélisis de ADN nuclear.

En las muestras que se precisé el anali-
sis de ADN mitocondrial fueron secuen-
ciadas las regiones HVRI y HVRII, segun
el protocolo descrito por Wilson y cols [3].

El anédlisis de secuenciacion asi como la
deteccién de fragmento se realizo en un
ABI PRISM 310 (Applied Biosystems ).

RESULTADOS y DISCUSION

Durante estos tres ultimos afos se
solicito a este laboratorio la identifica-
cion de 122 restos cadavéricos, 36 en
1999, 36 en 2000 y 50 en el afo 2001.
Sélo se remitié muestra de referencia
en 66 casos, de manera que Unicamen-
te el 50 % de las identificaciones anali-
zadas se pudo concluir.

El andlisis de ADN nuclear, mediante
el empleo de los 13 marcadores del sis-
tema CODIS més los marcadores
FES/FPS y F13A01, fue la herramienta
que se utilizé en 47 del total de asuntos
resueltos (71%), en 13 (20 %) del total
se recurrio al anélisis de ADN mitocon-
drial y tan solo en 6 (9%) casos se tuvo
que emplear ambos sistemas de identi-
ficacion (Tabla 2).

De los 13 casos en los que se tuvo
que recurrir al empleo del anélisis de
ADN mitocondrial, en 9 de ellos (70%)

muestras de referencia empleadas fue-
ron muestras indubitadas de alguno de
los progenitores, dispusimos de mues-
tras de ambos progenitores en 10 de los
casos (21%) y enlos 11 restantes (24%)
se empled muestras de referencia pro-
cedentes de descendientes (Tabla 1).

El 94 % de los casos de restos cada-
véricos que sometimos a anélisis era
compatible y confirmé la identidad del
cadaver que se intuia que podia ser. Uni-
camente en un 6 % de los casos no era
compatible con la identidad que se
suponia “a priori” (Tabla 3).

La mayor parte de restos cadavéricos
identificados fueron hallados a la intem-
perie bajo diferentes condiciones de
exposicion (66 %). El siguiente grupo,
en frecuencia, lo constituian los restos
procedentes individuos carbonizados,
fundamentalmente como resultado de
accidentes de tréfico.

Para concluir indicar que todos los
restos cadavéricos para los que se dis-
puso muestra de referencia pudieron
ser identificados, utilizando alguna de
las diferentes herramientas que la gené-
tica forense nos brinda (ADN nuclear,
ADN mitocondrial).

TABLA 1
Muestras de referencia empleadas procedentes de... 1999 2000 2001 Total
Ambos progenitores 7 1 2 10 (15%)
Un solo progenitor 1 12 13 26 (40%)
Descendiente/s 5 b 4 14 (21%)
Hermano/a - 2 9 5 16 (24%)
TABLA 2
Resueltos exclusivamente mediante andlisis de... 1999 2000 2001 Total
ADN nuclear 14 16 17 47 (71%)
ADN mitocondrial 2 5 6 13 (20%)
Resueltos mediante analisis combinado de...
ADN nuclear y ADN mitocondrial 0 4 2 6 (9%)
TABLA 2
Resultado de la identificacion 1999 2000 2001 Total
Inclusién —compatible- 16 24 22 62 (94%)
Exclusién -no compatible- 0 1 3 4(6%)

fue preciso ya que las muestras de refe-
rencia de las que se disponia (personas
presuntamente emparentadas por via
materna) sélo posibilitaban el menciona-
do andlisis. En los 4 restantes la calidad
de la muestra dubitada no permitio el
analisis de marcadores nucleares.

En 26 de los 47 casos (55%) resueltos
mediante andlisis de ADN nuclear Las

Segln nuestra opinién y experiencia,
a la vista de nuestra casuistica, y corro-
borando estudios previos al respecto,
creemos que quizads mas importante
aun que la antigliedad de la propia
muestra, lo que condiciona realmente
un éxito en la obtencion de material
genético con ciertas garantias para el
analisis de la muestra, va a ser las con-
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diciones medioambientales a la que han
estados expuesta las mismas. La exis-
tencia, en nuestro laboratorio, del 50 %
de los casos de identificacion archiva-
dos y pendientes de muestras de refe-
rencia, nos hace pensar en la urgente y
necesaria coordinacion con otras bases
de datos de desaparecidos, pensamos

60

que se favoreceria de esta manera el
objetivo ultimo, que No es otro sino elde
esclarecer la identidad de personas que
mientras estén en archivos no dejan de
ser anénimas.
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STRs del cromosoma Y en tres poblaciones diferentes del

estado Zulia — Venezuela.

Y STRs in three differents populations on Zulia state - Venezuela.
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Escalona K.

RESUMEN

Presentamos los primeros datos de secuencias STRs del cromosoma Y en tres
poblaciones diferentes de Zulia, Venezuela. Haplotipos basados en el andlisis de
cuatro Y-STRs: DYS19, DYS390, DYS391 y DYS393 se construyeron en una mues-
tra de 160 hombres no relacionados genéticamente. Se observd diferencias en las
frecuencias de haplotipos especificos, en particular entre Maracaibo e Isla de Toas
sobre Wayuu. En éstos, los haplotipos mas frecuentes incluian alelos marcadores de
poblaciones amerindias mientras que en poblaciones de Maracaibo e Isla de Toas
incluian alelos de poblaciones europeas.

PALABRAS CLAVE
Palabras Claves: Y-STRs, Haplotipo Y, Poblaciones.

SUMMARY .

The Y-STRs sequences data are presented in three different Zulia populations from
Venezuela. Haplotypes based on the four Y-STRs: DYS19, DYS390, DYS391 and
DYS393 were constructed in a sample of 160 men nonrelated genetically. It was
observed differences in the frequencies of specific haplotypes, in Maracaibo sam-
ples and Toas Island on Wayuu. In the last one, the most frequent haplotipos had
alelic marker from amerindian populations, while Maracaibo and Toas Island had ale-
lic marker from european polulations.
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Key Words: Y-STRs, Y Haplotype, Populations.
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INTRODUCCION

Segun documentacioén historica, los
primeros habitantes del espacio actual
del Estado Zulia, entidad localizada en la
region norte-occidental de Venezuela,
constituyeron en buena parte una con-
dicién indigena liderizada por poblacio-
nes de Arawacos, Caribes y una rama
de los Chibchas. A la llegada y desarro-
llo de la dominacién europea a partir de
finales del siglo XV, se afirma que pre-
dominantemente se consiguieron indi-
genas Arawacos.

Actualmente, el Estado Zulia conser-
va diversas poblaciones con caracteris-
ticas marcadas étnica y culturalmente
diferentes, reflejo de un proceso de
mestizaje diferencial ocurrido entre la
poblacion indigena e inmigrantes en
época de la colonia y posterior a ella,
por lo que resulta relevante conocer y
esclarecer con objetividad la estructura
genética de las mismas. Dado que el
empleo y andlisis de multiples loci STRs
del genoma ha hecho posible los estu-
dios poblacionales con aplicaciones
inmediatas tanto en la resolucion de
casos de parentesco biolégico y crimi-
nalistica como de estudios de antropo-
logia molecular, reportamos en este tra-
bajo algunos los primeros resultados de
un programa nacional referente al cono-
cimiento de la estructura genética
venezolana conformado por varios pro-
yectos, entre los cuales se encuentra el
del andlisis de secuencias STRs del cro-
mosoma Y.
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MATERIAL Y METODO

Preliminarmente, se ha iniciado con
tres poblaciones distintas, Maracaibo,
de la region capital del estado, Wayuu
de laregién de la Alta Guajira al norte del
estado y poblacion de la Isla de Toas
ubicada al noreste del estado en la inter-
seccion del Golfo de Venezuelay el
Lago de Maracaibo. Cuatro Y-STRs se
consideraron: DYS19, DYS390, DYS391
y DYS393 en un total de 160 hombres
no relacionados genéticamente, 100 de
Maracaibo, 30 de Wayuu y 30 dela
Isla de Toas. Las muestras de ADN se
extrajeron por métodos convencionales
y los Y-STRs se obtuvieron individual-
mente a través de la PCR vy la caracteri-
zacién molecular con electroforesis en
geles de poliacrilamida 10 % vy posterior
tincién argéntica segun técnica de San-
tos y cols. Los alelos se asignaron de
acuerdo a las escaleras loci-especificas
respectivas. Los haplotipos resultantes
se procesaron empleando el programa
Arlequin, version 2.000. Las frecuencias
alélicas de cada sistema fueron compa-
radas con las promediadas reportadas

DYS19

TABLA |. FRECUENCIAS ALELICAS Y DIVERSIDAD GENICA PARA DYS19 Y DYS390.

Dys19 DYS390
Alelos Maracaibo Wayu | de Toas Alelos Maracaibo Waylu | de Toas
<13 0.0004 0 0 21 0.032 0 0.138
13 0.159 0.450 0.172 22 0.1129 0 0.207
4 0.521 0.400 0.483 23 0.306 0.400 0.241
15 0.248 0.150 0.206 24 0.4677 0.600 0.379
16 0.037 0 0.007 25 0.064 0 0.034
17 0.028 0 0.007 26 0 0 0
D 0.64 0.62 0.68 0.67 048 0.74

TABLA Il. FRECUENCIAS ALELICAS Y DIVERSIDAD GENICA PARA DYS91 Y DYS393.

D 0.53

DYS91 DYS393
Alelos Maracaibo Wayiu | de Toas Alelos Maracaibo Waylu | de Toas
9 0.037 0 0.068 12 0.210 0.05 0.172
10 0.547 0.65 0.586 18 0.561 0.60 0.655
11 0.415 0.35 0.345 14 0.192 0.30 0.069
12 0 0 0 15 0.017 0.05 0.103
0.46 0.53 0.60 0.55 0.53

en la literatura para europeos, asiaticos,
africanos y amerindios.

DISCUSION

Las frecuencias alélicas y Diversidad
Génica (D) de los 4 Y-STRs se muestran
en la tabla | y Il. Considerando los siste-
mas individuales, se observo niveles
mayores de D en poblaciones de Isla de

Toas y Maracaibo, sobre la poblacién
Wayuu, excepto para el locus DYS393 y
el locus DYS390. Los valores de Fst
mostraron diferencias significativas sélo
entre Maracaibo y Wayuu. En éstos Ulti-
mos, los haplotipos més frecuentes
incluyeron alelos marcadores de pobla-
ciones amerindias mientras que en
Maracaibo e Isla de Toas incluian alelos

DYS390

[m]mﬂﬂlMaracaibo

D Wayulu

%I. Toas

Europa
.Asia

W Afica
Amerindio

DYS391

DYS393

Figura 1. Frecuencias alélicas de los 4 Y-STRs de las tres poblaciones del Zulia, Venezuela comparadas con
las frecuencias promediadas de Europa, Asia, Africa y Amerindios
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TABLA lll. FRECUENCIA HAPLOTIPICA EN LAS TRES POBLACIONES DEL ZULIA,

_Haplotipo Maracaibo Wayu Isla de Toas
14-24-11-13% 0.176 0.05 ) 0.20
14-24-10-13* 0.082 0.10 0.06
13-24-10-13* 0.035 0.10 0.06
14-22-10-12 0.01 0 0.10
13-23-11-14 0 0.15 0
15-24-10-13 0.01 0.15 0

* Haplotipos compartidos entre las tres poblaciones.

encontrados mayoritariamente en Euro-
pa (Ver figura 1). La diversidad haplotipi-
ca interpoblacional mostré comporta-
miento similar entre ellas. La poblacién
de Maracaibo resulté con valores de
diversidad haplotipica de 0.955 y para
la poblacién Wayul y de Isla de Toas a
pesar de impresionar como poblaciones
aisladas, mostraron valores de: 0.947 y
0.954 respectivamente.

Se observaron 42 haplotipos diferen-
tes en la muestra de Maracaibo, de los
cuales 28 fueron exclusivos de esta
poblacién, 12 haplotipos diferentes en la
muestra Wayuu con 3 exclusivos y 31
haplotipos diferentes en la muestra de
Isla de Toas con 9 exclusivos. Los Uni-

cos 3 haplotipos compartidos entre las 3
poblaciones y sus respectivas frecuen-
cias se indican en la tabla Il. Se muestra
ademas, los dos haplotipos més fre-
cuentes sélo en WayUu.

El haplotipo mas frecuentemente
hallado en la muestra de Maracaibo (17,6
%) es también maés frecuente en Isla de
Toas (20 %) y aparece con 5 % en pobla-
cién Wayuu. Los dos haplotipos mas fre-
cuentes en Waydu (15 % c/u) estan
ausentes en Isla de Toas y uno de ellos
sélo se presenta una vez en Maracaibo (1
%). Los haplotipos exclusivos de cada
poblacion mostraron niveles bajos de fre-
cuencia excepto en poblacién Wayuu,

donde el haplotipo 13-23-11-14 muestra
la mas alta frecuencia (15 %).

Estos resultados preliminares apoyan
un reporte previo de una contribucion
mayoritariamente europea sobre la
poblacién de Maracaibo y de Isla de
Toas a través de un locus autosémico.
Es recomendable ampliar el nimero de
Y-STRs e incluir algunos marcadores de
tipo SNP, afin de profundizar el estudio.
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Cuantificacion de genomas humanos mediante PCR en
tiempo real y sondas Tagman:
aplicaciones en genética forense y ADN antiguo.

Quantification of human genomes by real time PCR and Tagman probes:
applications to forensic and ancient DNA studies
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RESUMEN

La Cuantificacion de ADN humano se ha convertido en un andlisis indispensable en los laboratorios de genética forense, en espe-
cial para evitar (o al menos advertir) la posible presencia de determinados artefactos de amplificacion (perdida alélica al azar en
sistemas nucleares autosomicos, incorporaciones de nucleétidos erréneas,...) que se producen cuando el nimero de moléculas
con las que se inicia la PCR es muy bajo (Navidi et al. 1992, Handt et al. 1996 ). Esta es una situacion (referida en ingles como
LCN: Low Copy Numben (Gill 2001) a la que nos enfrentamos de manera muy frecuente tanto en el analisis de marcadores de
ADN nuclear en ciertos casos forenses (mezclas desbalanceadas de fluidos, pelos telegénicos, restos 6seos, objetos tocados,...)
como en el andlisis del ADN mitocondrial a partir de restos arqueolégicos y paleontolégicos (Hofreiter et al. 2001). En este traba-
jo se exploran distintos disefios de cuantificacion de ADN mitocondrial y ADN nuclear humanos basados en la deteccion de la acti-
vidad 5’exonucleasa de la Tag polimerasa utilizando sondas TagMan MGB en un sistema ABI PRISM 7900HT de Real-Time PCR.

PALABRAS CLAVE
PCR en tiempo real, ADN mitocondrial, ADN nuclear, Sondas Tagman, Genética Forense, ADN antiguo

ABSTARCT

Human DNA gquantification has became an essential analysis in the forensic genetics laboratories, specially to avoid (or at least to
notice) the possible presence of some artifactual PCR results (random allele dropout for nuclear autosomal markers or nucleoti-
des missincorporation...) that appeared when the number of DNA copies acting as template of a PCR reaction is very low (Navi-
di et al. 1992, Handt et al. 1996 ).. This situation (LCN: Low Copy Number) (Gill 2001) is very frequent both in the analysis of nucle-
ar DNA markers from forensic samples (imbalanced mixtures of biological fluids, telogenic hairs, bone remains...) as well as in
the analysis of mitochondrial DNA (mtDNA) from arqueological and paleontological remains (Hofreiter et al. 2001). . In this study
we explore different designs for the quantification of both mitochondrial and nuclear human DNA based on the detection of the
5'nuclease activity of the Tag polymerase using TagMan probes and an ABI Prism 7900HT real-time PCR machine.
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ADN MITOCONDRIAL:
NUMERO DE MOLECULAS Y
ESTADO DE DEGRADACION

La cuantificacion de ADN mitocondrial
se basa en la amplificacion de fragmen-
tos de diverso tamano (100-400 pb) den-
tro de la region HV1 utilizando sondas
tagman especificas que permiten deter-
minar no solamente la cantidad de
moléculas del ADN mitocondrial en la
muestra sino también el estado de
degradacién del ADN. En la Fig1A-B se
presentan dos de los disenos ensaya-
dos consistentes en la amplificaciéon de
un fragmento de 113 bp (ATA1R) detec-
tado con una sonda marcada con VIC y
de un fragmento de 287 pb (2F4R) que
es detectado por una sonda marcada
con FAM. El sistema ha sido aplicado a
la cuantificacion de ADN a partir de res-
tos 6seos antiguos (1000-4000 anos) en
los que se ha comprobado un alto esta-
do degradacién y a partir de ciertos
tallos de pelos (Fig1 G-J)

ADN NUCLEAR:
CUANTIFICACION DE
FRAGMENTOS ESPECIFICOS DE
LOS CROMOSOMAS SEXUALES

El sistema utilizado para la cuantifica-
cién de ADN nuclear ha sido la amplifica-
cién del fragmento del gen de la Amelo-

genina que es utilizado por la inmensa
mayoria de los laboratorios de genética
forense (AMG 106-112 pb) y la deteccion
mediante dos sondas tagman del frag-
mento especifico del cromosoma X
(sonda marcada con FAM) y del fragmen-
to especifico del cromosoma Y (Sonda
marcada con VIC) de forma simultanea
(Fig2 A). El sistema (a pesar de estar basa-
do en la deteccién de un fragmento de
copia Unica) permite cuantificar con muy
alta sensibilidad la cantidad total de ADN
nuclear y realizar simultdneamente el
diagndstico de sexo. El sistema ha sido
aplicado con éxito a extractos de ADN
obtenidos de restos 6éseos que habian
resultado negativos en ensayos conven-
cionales de cuantificacién de ADN huma-
no por hibridacién son sondas alfa-satéli-
tes (Fig2. D-E)

PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados preliminares obtenidos
en este estudio permiten realizar una
valoracién muy positiva con respecto a la
utilidad de la RT-PCR en la cuantificacién
de ADN obtenido de muestras forenses y
restos antiguos, ofreciendo una serie de
ventajas con respecto a los métodos de
hibridacion (mayor sensibilidad, posibili-
dad de anélisis simultaneo de distintos
genomas, automatizacion,...). Sin embar-

go es necesario llevar a cabo un amplio
estudio de validacion (precision, sensibili-
dad, especificidad,..) para evaluar de
forma mas precisa las aplicaciones poten-
ciales de esta tecnologia.
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(A) Primers (A1A1R) y sonda (marcada con VIC) utilizados para la amplificacién y deteccién de un fragmento de 113 bp de la regién HV1. (B) Primers (2F4R)
y sonda (marcada con FAM) utilizados para la amplificacién y deteccién de un fragmento de 287 bp de la regién HV1. (C) Grafica de amplificacién de dilucio-
nes seriadas de un estandar (disefio A1A1R). (D) Curva de estdndares: Ciclo umbral frente a cantidad de ADN templado (disefio A1AIR). (E) Grafica de ampli-
ficacion de diluciones seriadas de un estandar (disefio 2F4R). (F) Curva de est4dndares (disefio 2F4R). (G) Amplificacién del fragmento A1AIR a partir de diver-
sos Extractos de ADN de restos 6seos antiguos (1000-4000 afios). (H) Amplificacién del fragmento 2F4R a partir de las mismas muestras mostradas en G. (I)
Amplificacién del fragmento A1A IR a partir de un extracto obtenido de un tallo de un pelo. (J) ) Amplificaci6n del fragmento 2F4R a partir de la misma mues-
tra mostrada en L.
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(A) Primers y sondas utilizados para la amplificacién y deteccién del fragmento del gen de la amelogenina (AMGX-FAM: 106 pb) especifico del cromosoma X
y del fragmento (AMGY-VIC: 112 pb) especifico del cromosoma Y. (B) Grafica de amplificacién de diluciones seriadas de un estindar (deteccién AMGY-VIC)
(C) Curva de estdndares: Ciclo umbral frente a cantidad de ADN templado. (D) Extracto de ADN procedente de los restos 6seos de un varén que resulto negati-
vo en ensayos de cuantificacién de ADN humano mediante hibridacion. (E) Extracto de ADN procedente de los restos Gseos de una mujer que resulto negativo
en ensayos de cuantificacién de ADN humano mediante hibridacién.
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RESUMEN

Se realizaron 546 estudios de filiacién por electroforesis capilar utilizando los kits
PowerPlex e Identifiler, con un promedio de 14 marcadores STR analizados. El
75.5% de los casos fueron inclusiones, el 18,9% fueron exclusionesy el 1,6% resul-
t6 no informativo. El 4% restante correspondié a impugnaciones y reconocimiento
de paternidad (dos padres alegados).

Sobre 211 inclusiones (madre, hijo, padre alegado) el 95,3% resulté con indice de
paternidad superiores a 10*. En 40 inclusiones hijo/padre o madre alegados el 80%
de los indices estimados resulté mayor de 10°.

En 9 casos se considerd la presencia de una mutacion en el hijo.

PALABRAS CLAVE
Indice de paternidad, filiacién, STR, inclusion.

ABSTRACT

Over 546 paternity tests were analyzed by capillary electrophoresis and using the
kits PowerPlex 16 or Identifiler, the average number of STR reported was 14. The
75.5% of the cases were inclusions, the 18.9% were exclusions and the 1.6% resul-
ted not informative. The rest (4%) were paternity testing with two posible fathers.
Over 211 inclusions (father/ mother/ child) 95,3% showed paternity index over 10%
In 40 cases with child/father or child/mother allegated, the 80% of de paternity index
were over 10

The chance of a mutation in the child were considered in 9 cases.
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Paternity index, STR, inclusion, paternity testing
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INTRODUCCION

Los STR constituyen en la actualidad
una herramienta imprescindible en el
andlisis genético de vestigios bioldgicos
de interés forense y en la investigacion
biolégica de la paternidad. Su anélisis se
ha facilitado enormemente gracias al
desarrollo de sistemas multiplex-PCR y
equipos semiautomaticos para el analisis
de los productos de amplificacion (1).

En este trabajo se realiza un andlisis de
los casos de inclusion de paternidad que
se detectaron en nuestro laboratorio
durante el ano 2001 mediante el uso de
kits comerciales con 15 marcadores STR.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron un total de 546 pericias
provenientes de los 18 departamentos
judiciales en los que se encuentra orga-
nizado el Poder Judicial Provincial.

Se utiliz6 sangre periférica extraida
por digitopuntura colocada sobre tarje-
tas FTA Classic Cards. La extraccion de
ADN se realiz6 a partir de un punch de
cada muestra siguiendo las instruccio-
nes del fabricante (FTA Purification Rea-
gent y buffer TE) (2).

El ADN fue amplificado con
AmpFISTRF Identifiler PCR Amplifica-
tion Kit ( Applied Biosystems) o con
GenePrint? PowerPlex™ 16 System
(Promega). En ambos casos se siguie-
ron los protocolos sugeridos por los
fabricantes (3)(4).

El anélisis de los amplificados se rea-
lizd mediante electroforesis capilar utili-



zando un equipo ABI Prism™ 310 Gene-
tic Analyzer (PE Applied Biosystems)
aplicando luego los sofwares GeneScan
Analysis y Genotyper (5).

El indice y probabilidad de paternidad
(IP y W respectivamente) fue calculado
para cada pericia siguiendo lo estipulado
por Evett y Weir (6). Se utilizaron tablas
de frecuencias alélicas para poblacién
caucésica provistas por Applied Biosys-
tems (3), excepto para los marcadores
PENTA D y PENTA E que fueron sumi-
nistradas por Promega.

DISCUSION

Se analizaron 546 estudios de filiacion
de los cuales el 82 % fue tipificado
mediante el kit PowerPlex 16 y el resto
con ldentifiler.

En el total de las pericias estudiadas
se registraron: a) 412 inclusiones
(75,5%), b) 103 exclusiones (18.9 %), c)
9 casos resultaron no informativos
(1,6%) tratandose ellos de paternidades
complejas, y d) en 22 pericias (4%)
habia un padre legal y un padre alegado
determinandose una inclusién/exclu-
sién. Estos uUltimos casos no fueron
incluidos en el andlisis. | Zupanic Pajnic
y cols. (7) estudiando 181 casos de
paternidad en disputa (madre, hijo,
padre alegado) utilizando 14 loci STR
detectaron 152 inclusiones (83,9%).
Estos resultados son similares al 80,0%
encontrado en nuestra poblacién sin
tener en consideracién los casos c)y d).

De los 412 casos de inclusién detec-
tados se analizé en forma detallada una
muestra tomada al azar de 262 infor-
mes. El numero promedio de marcado-
res informados por pericia fue de 14.

W.R. BOZZO, M.A. PENA, M.I. ORTIZ, M. MONZANI, M.M. LOJO - INCLUSION DE PATERNIDAD CON14 STR...

Sobre un total de 211 inclusiones
madre/ hijo/ padre alegado en el 95,3%
de los casos se estimaron IP superiores a
10°y en el 76,8% fueron mayores a 10°.
Solo en 10 pericias los valores de IP fue-
ron inferiores a 10°, dos de las cuales pre-
sentaron una mutacion en meiosis pater-
na. Estos resultados estan de acuerdo
con los de | Zupanic Pajnic y cols. (7) que
obtuvieron valores de IP mayores de 10°
en el 91% de los casos y mayores de 10°
en el 72 % de los mismos. Los valores de
|P variaron de 89 (caso con una mutacion)
a 9,2x10™, con la distribucién de frecuen-
cias relativas para cada rango que se
muestra en el figura N° 1.

En las 40 inclusiones hijo/ padre o
madre alegado, el 80% de los indices
estimados resulté mayor de 10° con un
rango que varié de 259 a 5x107, siendo
los IP menores que los encontrados en
los casos madre/ hijo/ padre alegado ya
que la ausencia de alguno de los proge-
nitores crea indeterminaciones que
influyen negativamente en la pondera-
cién de los resultados.

En los 11 casos de filiacién post-mor-
ten analizados con abuelos alegados,
los indices resultaron superiores a 10°.

Sobre el total de las pericias informa-
das durante el ano 2001 (546 estudios),
en 8 casos se detectd una incompatibili-
dad en un solo locus que fue interpreta-
da como una mutacion. 7 de ellas fue-
ron de origen paterno y 1 una materna,
dicha relacion esta de acuerdo con lo
descripto en la literatura (8). En 6 de los
casos hubo un aumento en una unidad
de repeticion, en 1 caso hubo una dis-
minucién en un repeaty en 1 una dismi-
nucién en dos repeats. Dos mutaciones

fueron detectadas en D13S317 vy
D8S1179; mientras que en VWA,
D21S11, D7S820 y D16S539 sdlo una.

Concluimos que con la incorporaciéon
de la técnica de electroforesis capilar y
el uso de kits para el anélisis de 16
marcadores STRs se ha logrado mejo-
rar sensiblemente la confiabilidad de
los resultados para las inclusiones, lo
gue se pone de manifiesto por los
valores estimados para los IP, ain en
algunos casos complejos, como asi
también la deteccién e interpretacion
de mutaciones.
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RESUMEN

Sobre un total de 546 estudios de filiacion analizados por electroforesis capilar utili-
zando los kits PowerPlex 16 o Identifiler, se registraron exclusiones en 103 casos
(18,9%). De estos, se analizaron en forma detallada 69 informes. El nimero prome-
dio de marcadores que excluyeron el vinculo fue de 8. En el 50% de los casos se
detectaron de 6 a 8 exclusiones.En un Gnico andlisis el nimero de exclusiones fue
de 3. El marcador que puso en evidencia el mayor nimero de incompatibilidades fue
el FGAYy el locus que resultd menos informativo el TPOX.

PALABRAS CLAVE
paternidad, STR, exclusion, filiacion

ABSTRACT

546 paternity tests were analyzed by capillary electrophoresis using the kits Power-
Plex 16 or Identifiler. 103 exclusion cases were found (18,9%) and a sample of 69
cases was studied in detail. The average number of STR that excluded was 8. 6 to 8
exclusions were detected in 50% of the cases and only in one case the exclusionary
number was 3. The STR that showed the highest number of mismatches was FGA
and the less informative loci was TPOX.
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INTRODUCCION

Los STRs constituyen en la actualidad
una herramienta imprescindible en el
analisis genético de vestigios biologicos
de interés forense y en la investigacion
bioldgica de la paternidad. Su anélisis se
ha facilitado enormemente gracias al
desarrollo de sistemas multiplex-PCR y
equipos semiautomaticos para el anélisis
de los productos de amplificacion (1).

En este trabajo se realiza un anélisis
de los casos de exclusion de paterni-
dad que se detectaron en nuestro
laboratorio durante el ano 2001
mediante el uso de kits comerciales
con 15 marcadores STRs.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron un total de 546 pericias
provenientes de los 18 departamentos
judiciales en los que se encuentra orga-
nizado el Poder Judicial Provincial.

Se utilizé sangre periférica extraida
por digitopuntura colocada sobre tarje-
tas FTA Cards. La extracciéon de ADN se
realizé a partir de un punch de cada
muestra siguiendo las instrucciones del
fabricante (FTA Purification Reagent y
buffer TE) (2).

El ADN fue amplificado con
AmpFISTR? Identifiler PCR Amplifica-
tion Kit (Applied Biosystems) o con
GenePrint® PowerPlex™ 16 System
(Promega). En ambos casos se siguie-
ron los protocolos sugeridos por los
fabricantes (3)(4).



El anélisis de los amplificados se reali-
z6 mediante electroforesis capilar utili-
zando un equipo ABI Prism™ 310 Gene-
tic Analyzer ( PE Applied Biosystems)
aplicando luego los sofwares GeneScan
Analysis y Genotyper (5).

Se siguieron las recomendaciones del
GEP-ISFG respecto del numero de
incompatibilidades genéticas necesa-
rias para determinar los casos de exclu-
sién (6).

DISCUSION

Se analizaron 546 estudios de filiacion
de los cuales el 82 % fue tipificado
mediante el kit PowerPlex 16 y el resto
con Identifiler, con un promedio de 14
marcadores informados por pericia.

Del total de las pericias estudiadas
se registraron 103 exclusiones ( 18.9
%), 20 de las cuales estaban caratula-
das como impugnacién de paternidad
y fueron provenientes en su mayoria
de juzgados civiles y comerciales. De
esta forma, el porcentaje de exclusio-
nes estimado para los reclamos de
paternidad dubitada resulté ser 16 %.
Estos resultados son similares a los
recientemente descriptos por | Zupa-
nic Pajnic (7).

De los 103 casos de exclusion detec-
tados se analizd en forma detallada
una muestra tomada al azar de 69
informes. En esta muestra el numero
promedio de marcadores que exclu-
yen el vinculo fue de 8.

En 3 pericias se pusieron en evidencia
mas de 11 exclusiones, en 20 estudios
se detectaron de 9 a 11 exclusiones, en
34 de 6 a 8 exclusiones (60% de los
estudios). 11 casos presentaron entre 4
y b incompatibilidades, mientras que en
un unico anédlisis el nimero de exclusio-
nes fue de 3, lo cual podria tratarse del
caso de que el padre bioldgico fuera un
individuo relacionado al padre alegado
(8). (Ver figura N°1).

El marcador que puso en evidencia el
mayor numero de exclusiones fue el
FGA, seguido por el D18S51, D13S317,
D251338, D5S818 y D16S539. El locus
que resultdé menos informativo fue el
TPOX. Estos datos guardan relacién con
lo que se espera teniendo en cuenta el
poder de exclusién estimado para cada
marcador (3). Ver gréfico N°2.

Concluimos que con la incorporacién
de la técnica de electroforesis capilar y
el uso de kits para el andlisis de 16 mar-
cadores STRs se ha logrado mejorar

W.R. BOZZO, M.A. PENA, M.I. ORTIZ, M. MONZANI, M.M. LOJO - EXCLUSION DE PATERNIDAD CON 14 STR EN...

sensiblemente la confiabilidad de los
resultados para las exclusiones, sobre-
todo si se tiene en cuenta que el nume-
ro minimo de exclusiones fue de 3y se
registré en un Unico caso.
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los casos de exclusi6n analizados.
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Validacion del sistema DNA 1Q para su uso en
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Validation of the DNA I1Q'™ systems for forensic casework
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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue evaluar el nuevo kit de extraccién con fines forenses
de Promega DNA 1Q. Para ello se emplearon diferentes muestras de las que habi-
tualmente llegan a un laboratorio forense, encontréndose en todos los casos un
resultado satisfactorio.
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ABSTRACT

The aim of this paper, was to check the efficiency for forensic pourposes of the new
Promega’s extraction DNA 1Q system . So different samples presents in routine
casework were used and in all cases satisfactory results were obtained.
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INTRODUCCION

Varios son los métodos de extracciéon
de material genético empleados hoy dia
por los laboratorios de biologia forense,
aungue guizas los mas universales sean
la extraccién organica con phenol-cloro-
formo y la extraccién inorgénica con
Chelex 100.

Ambos métodos ofrecen resultados
robustos aunque presentan distintos
inconvenientes: (1) en el caso del phe-
nol-cloroformo es un proceso gue con-
sume bastante tiempo, en el que se
realizan multiples centrifugaciones y
multiples trasiegos de tubos con el con-
sabido riesgo de contaminacion bioldgi-
ca o de intercambio de muestra que ello
conlleva y a la vez se emplean sustan-
cias de una toxicidad muy elevada tanto
para el operador como para el medio
ambiente. (2) En el caso de la extraccion
de ADN con Chelex 100 el principal
inconveniente es el de no eliminar com-
pletamente los inhibidores de tipo orgé-
nico presentes en la muestra.

En ambos casos se anade una dificul-
tad mas antes de poder amplificar nues-
tra muestra, y es la de realizar una cuan-
tificacion de ADN gue nos asegure un
buen funcionamiento de la PCR. En
nuestro laboratorio hemos comprobado
que todos estos problemas gquedan
minimizados con la utilizacién del nuevo
sistema de extraccién DNA 1Q System
el cual nos garantiza una extraccion y
una cuantificacién en un solo paso que
nos permite tener analizados un eleva-
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do numero de loci en un mismo dia si la
urgencia del caso asf lo requiere.

MATERIAL Y METODOS

Para el anélisis de los loci selecciona-
dos, se tomaron 46 muestras bioldgicas
de 29 donantes diferentes. Los diferen-
tes grupos de muestras extraidas se
aprecian en la tabla 1. Cada set de
muestras fue extraldo por separado uti-
lizdndose en todos los casos un blanco
como control

El proceso de extraccién se llevo a
cabo siguiendo las recomendaciones
del fabricante, siendo el protocolo el
mismo para los diferentes tipos de
muestra pero introduciendo un paso
previo de calentamiento a 95°C durante
30 minutos en Lysis Buffer para el caso
de material biologico sobre soportes
solidos, tras lo cual se anadié la resina
magnética encargada de realizar la puri-
ficacion de los inhibidores presentes en
la muestra.

La purificacion se realiza gracias a un
nuevo sistema que emplea una resina
magnética capaz de capturar una cantidad
constante de ADN. Esta resina posee la
caracteristica de atrapar hasta una canti-
dad méxima de ADN de manera que
cuando esté en presencia de un exceso
de material genético la resina queda satu-
rada no permitiendo la union de mas

ADN. Esta cualidad es utilizada para extra-
er 100ng de ADN por muestra que final-
mente se eluyen en 100ul de Elution Buf-
fer dando una concentracion aproximada
de Tng/ul. En el caso de las colillas donde
la cantidad de ADN a priori era menor se
eluyd en 25l de Elution Buffer.

Se amplificaron en una Unica reaccién
los 16 marcadores del sistema Power-
Plex: Penta E, D18S51, D21S11, THO1,
D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, VWA,
Amelogenina, Penta D, CSF1PO,
D16S539, D7S820, D135S317 y D5S818.
De cada una de las muestras se uso
directamente 1ul llevandolo a un volu-
men final de 25 ul y utilizando un termo-
ciclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR
System 2400.E!l anélisis del material
amplificado se realizo mediante electro-
foresis capilar en condiciones desnatu-
ralizantes, utilizando un analizador de
fragmentos automético ABI PRISM 310
Genetic Analyzer.

DISCUSION

De las 46 muestras analizadas Unica-
mente en una (pelo arrancado) no se
obtuvieron resultados debido posible-
mente a que el pelo fue arrancado sin la
raiz, puesto que la donante presentaba
un tipo de cabello muy fragil.

En todos los demés casos los resulta-
dos obtenidos fueron satisfactorios,

observandose unos picos bien definidos
y balanceados y siendo muy pequena la
presencia de bandas stutter, como se
puede apreciar en la fig. 1. Todos los
blancos control confirmaron la ausencia
de amplificacion.

El sistema DNA 1Q ha demostrado ser
una herramienta que presenta las
siguientes ventajas:

Es un procedimiento sencillo que se
realiza en muy poco tiempo y que no
implica la utilizacién de disolventes
Organicos nocivos.

Permite saltarse el paso de cuantifica-
cion y realizar la amplificacién por PCR
de la muestra directamente, disminu-
yendo por tanto el tiempo de espera
previo a la obtencién de resultados, que
en caso de asuntos en los que hay algun
detenido es tan necesario.

Este Kit estd especialmente indicado
para todas aquellas muestras en las que
se espera obtener gran cantidad de mate-
rial genético de calidad, aunque también
puede emplearse con aquellas muestras
donde se espera tener menor cantidad de
ADN, si bien en este caso se deberia rea-
lizar una cuantificacion del eluido si quere-
mos garantizar el éxito de la PCR.
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TABLA 1. MUESTRAS ANALIZADAS

Num.muestras

Volumen

Sangres completas 9

15m

Manchas de sangre de 5x5 cm sobre ropas

25m

Cabellos arrancados

Hisopos con toma bucal

Colillas

1| [ [

Figura 1. Hisopo con toma bucal
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paternidades incestuosas sin madre.

Mean exclusion chance in incestuous paternity lacking mother
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RESUMEN

En el presente trabajo presentamos el desarrollo de la formula general para calcular
la probabilidad de exclusion a priori (MEC, del inglés Mean Exclusion Chance) en
casos incestuosos sin madre para cualquier relacion familiar. Veremos que se trata
del valor para casos no incestuosos, modificado por un valor relacionado con el coe-
ficiente de consanguinidad

PALABRAS CLAVE
Probabilidad de exclusion a priori, incesto, paternidad

ABSTRACT

In the present work we show the general formula for the Mean Exclusion Chance
(MEC) in incestuous paternity cases. The value is the same that in non incestuous
cases modified with a parameter related to the inbreeding coefficient.
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INTRODUCCION.

La valoracion de la prueba de paterni-
dad cuando no se dispone de la madre
supone una pérdida de informacién gené-
tica que redunda en una disminucion de
la probabilidad de discriminacion a prioriy
en caso de no exclusion en la fuerza de la
prueba. Si ademds nos enfrentamos a un
caso de presunta paternidad incestuosa
(el presunto padre acusado es familiar de
la madre de la que no disponemos de
perfil genético), es mucho més probable
que el presunto padre y el hijo compartan
alelos que si no estuvieran relacionados
genéticamente. Por tanto, la capacidad
de excluir a un familiar de la madre como
padre de un hijo en ausencia de esta dis-
minuye respecto a un caso de no con-
sanguinidad.

En un trabajo previo [i] vimos unos
ejemplos de paternidad incestuosa y la
forma de calcular el indice de paterni-
dad cuando el presunto padre era un
hermano o el padre de la madre, en
ausencia de esta. De forma intuitiva ya
indicamos que el sistema contaba con
bastante menos informacion genética,
por lo que era necesario aumentar el
numero de marcadores o intentar dis-
poner de la madre. Sin embargo nos fal-
taba la herramienta necesaria para
poder cuantificar de forma més precisa
dicha necesidad, y poder calcular la pro-
babilidad de exclusion a priori, que debe
alcanzar como minimo el 99%.

Aplicando la probabilidad de transmi-
sion de alelos entre familiares podemos
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deducir la formula correspondiente a la paternidad incestuosa sin madre, no solo para padre o hermano de la madre sino para cualquier
tipo de relacion familiar.

DESARROLLO DE LA FORMULA.
La exclusion entre un presunto padre y un hijo en ausencia de la madre puede producirse en dos supuestos:

* El presunto padre vy el hijo son homozigotos para alelos diferentes (siempre que sean homozigotos verdaderos). Por ejemplo
P.Padre 9.3/9.3 e Hijo 7/7.

* El presunto padre es heterozigoto y el hijo no presenta ninguno de los dos alelos del padre (sea el hijo homozigoto o heterozi-
goto). Por ejemplo P.Padre 9/9.3 y el hijo 7/7 0 7/8.

En un sistema con nalelos, la probabilidad de exclusion sera la suma (para todos los perfiles posibles del presunto padre) de la
probabilidad del perfil de éste multiplicado por la probabilidad de que el hijo no tenga ningun alelo como ¢l, en ambos supuestos:

¢ Presunto padre homozigoto (AA)

La probabilidad del genotipo del padre es p?.

La probabilidad de que el alelo materno del hijo sea A es 20ppm+(1-26rp:m)pi [2]. La probabilidad de que el hijo no tenga como alelo
materno el alelo i es 1 menos el valor anterior.

La probabilidad de que el alelo paterno no sea A es 1-p..
Por tanto, tendremos:

n
2
2 P; IE—- QePP,M +(1- 26PP,A{)pj )](1 - Pi)
1
Reorganizando
< 2
> P; (1-260,,)0-p;) A-p;)
1

Como (1-2gpp p) es una constante se puede “sacar” del sumatorio

n
2
(1=26pp ) E sz 1- Dj )
. 1

* Presunto padre heterozigoto (AA)
La probabilidad del genotipo del padre es 2ppi.

La probabilidad de que el alelo materno sea Ai es Orenm + (1-28epm)piy que sea A es Brem + (1-20pem)pi [2]. La probabilidad de que
el hijo no tenga como alelo matemno el alelo i ni el alelo j es 1 menos ambos valores anteriores.

La probabilidad de que el alelo paterno no sea A ni Aj es 1—pi»pj.

Por tanto, tendremos:
n
E 2pi pj‘ Il_ (BPP,M +(1- ZHPP,M)PZ' )= (Opp e +(1- ZOPP,M)PJ‘):I(I —-P,—p I)
i<j g
Reorganizando
n
E 2pipj(1 - 26PPM)(1 —Pi _pj)(l - pi = P])
i<j

Como (1-2gpp M) €s una constante se puede “sacar” del sumatorio

H 2
- 2p. —p. -
(=260 3 208 (=p; =)
1<y
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Si unimos ambos supuestos obtenemos la formula general:

- . L. L 21
MEC (incesto _sin _madre) = (1 - 21— [E pi(-p;) + E 2p; pj(l— Pi— p]-)
1 i<j J

Oeem €5 el coeficiente de consanguinidad entre la madre y el presunto padre.
Como puede verse, la probabilidad de exclusion a priori es la misma de los casos no incestuosos [3] multiplicada por un coeficiente

(1-26rr). Si el presunto padre es padre o hermano de la madre, por tanto tio o abuelo del hijo, Beem SETE 1/4 y la probabilidad de exclu-
sion a priori (MEC) seré 1/2, la mitad, que un caso normal sin madre. (El caso normal tiene 8eeam =0, N0 emparentados).

EJEMPLOS NUMERICOS. )
Hemos aplicado la férmula para los 13 marcadores del ntcleo del CODIS en casos con diferentes relaciones familiares y se ha
comparado con el caso normal y con el caso de trio PMH. Los resultados pueden verse en la siguiente tabla:

TABLA 1.
Incesto P.Padre/hijo Normal
Padre de madre Hermano Madre Tio de madre Primo de madre P.Padre/Hijo Trio
Opom =1/4 Brom =1/4 Oppm =1/8 Bepm =1/16 Bppm =0 -

D351358 0,21 0,21 0,31 0,36 0,41 0,59
VWA 0,21 0,21 0,31 0,36 0,41 0,59
FGA 0.29 0,29 043 0,51 0,58 0,73
D8S1079 0,23 0,23 0,34 0,40 0,45 0,63
D21S811 0,26 0,26 0,38 0,45 0,51 0,68
D18S51 0,30 0,30 0,45 0,52 0,60 0,75
D55818 0,15 0,15 0,22 0,26 0,29 0,47
D13S317 0,20 0,20 0,29 0,34 0,39 0,57
D7S820 0,23 0,23 0,34 0,40 0,46 0,63
D16S539 0,19 0,19 0,29 0,33 0,38 0,56
THO1 0,20 0,20 0,30 0,35 0,40 0,58
TPOX 01 0,11 0,16 0,19 0,22 0,37
CSF1PO 0,15 0,15 0,23 0,26 0,30 0,47
Acumulado 0,953021 0,953021 0,992872 0,997562 0,999255 0,999993

Como podemos ver, el valor obtenido para el padre o el hermano de la madre es claramente insuficiente, y tendriamos mas que
duplicar el numero de marcadores para conseguir un valor similar a un caso no incestuoso (datos no mostrados). En el resto de
casos la disminucion de la probabilidad de exclusion a priori no es tan marcado, y légicamente, cuanto menos relacion de paren-
tesco, mas dificil es que compartan alelos por parentesco, y por tanto, mas se acerca el valor al coso de no parentesco.

CONCLUSIONES

Es posible calcular la probabilidad de exclusion a priori en casos de incesto, cuando no se dispone de la madre. De hecho, debe-
ria calcularse siempre que se aborde un caso de este tipo, y realizar el nimero de anélisis necesarios para conseguir un valor mini-
mo de 99%, o incluso de 99,9%, para garantizar minimamente gue un familiar al que se le imputa falsamente la paternidad pueda
ser excluido de forma directa.
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RESUMEN

Se presenta un programa nuevo de libre distribucién basado en Windows para anali-
zar relaciones familiares a partir de datos del ADN. Este programa se puede usar para
calcular relaciones de verosimilitud y probabilidad de paternidad en trios convencio-
nales, en casos en que la madre esté4 ausente y cuando falta uno de los padres, pero
existen los datos de los abuelos. Puede también usarse para calcular la probabilidad
de gue dos sujetos sean hermanos o hermanastros.
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ABSTRACT )

A new Windows-based freeware for kinship analysis from DNA data is presented.
This software can be used to calculate likelihood ratios and probabilities of paternity
in trio and motherless cases, as well as in cases when a parent is lacking but there
are data from the grandparents. It can also be used to compute the probability of two
subjects being full-brothers or half-brothers.
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INTRODUCCION

Existen varios programas informati-
cos que facilitan el anélisis de los casos
de paternidad. Sin embargo, algunos de
ellos utilizan entornos relativamente
complejos, poco intuitivos, y otros no
son de libre distribucién, sino que tie-
nen un coste elevado (1,2).

Nos hemos planteado desarrollar un
programa en entorno Windows, que
sea de uso facil y que permita analizar
los casos habitualmente planteados en
investigacion biologica de la paternidad.

MATERIAL Y METODOS
Descripcién

El programa PATCAN esta constitui-
do por una serie de médulos interrela-
cionados entre sf, que a su vez constan
de varias hojas de célculo Microsoft
Excel97.

Uno de los médulos es una base de
datos en la que se introducen los resul-
tados del anélisis de los polimorfismos
génicos estudiados, asi como las fre-
cuencias alélicas poblacionales. Se
incluyen en la plantilla los microsatélites
mas comunmente utilizados en el &mbi-
to forense, pero el usuario tiene la posi-
bilidad de introducir otros de su interés.
Esta base de datos puede archivarse,
de manera que los anélisis pueden
repetirse en el futuro, sin necesidad de
reintroducir los resultados; alternativa-
mente, pueden modificarse los datos
parcial o totalmente.
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Los modulos de célculo capturan los
datos de los genotipos presentes en la
base de datos y estiman el coeficiente
de verosimilitud (indice de paternidad) y
la probabilidad de paternidad derivados
de los resultados de cada locus indivi-
dual, asf como los valores acumulados
para el conjunto de los loci.

Se calculan los valores para la hipote-
sis de paternidad verdadera, frente a las
hipdtesis alternativas, bien de paterni-
dad de un individuo no relacionado, bien
de paternidad de un familiar del supues-
to padre.

Asimismo, se plantea un andlisis baye-
siano, de manera que se calcula la proba-
bilidad de paternidad para diferentes
situaciones de probabilidad «a priori».

Para los célculos se utilizan las férmu-
las generalmente aceptadas y se permi-
te considerar valores de coeficiente de
cosanguinidad diferentes de cero (3-6).
Es posible introducir el mismo coefi-
ciente para todos los loci, o valores dife-
rentes para cada uno de ellos.

Las situaciones que se pueden anali-
zar son las siguientes:
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a) trio convencional (madre, hijo y pre-
sunto padre);

b) casos sin madre;

¢) casos sin madre y/o sin padre, pero
con resultados disponibles de los
abuelos maternos y/o paternos;

d) casos en los que se analiza si dos
sujetos presentan algun otro tipo de
relacién familiar (hermanos, medio
hermanos, primos, etc.).

Se incluye también una rutina para
calcular las frecuencias alélicas minimas
en funcién del tamano de la base de
datos de referencia y la heterozigosidad
observada (7).

DISCUSION

Se ha comprobado el funcionamiento
del programa en més de 100 casos,
siendo correctos los resultados obteni-
dos en todos ellos.

PATCAN permite analizar las situacio-
nes comunes de investigacion de pater-
nidad o fraternidad, incluyendo los trios
convencionales y los casos en los que la
madre no esté disponible, los cuales en
conjunto suponen més del 95% de la
casufstica de los laboratorios que reali-

zan pruebas bioldgicas de paternidad. El
desarrollo en un entorno Windows hace
que su uso resulte sencillo.

PATCAN es un programa de distribu-
cion libre, que se puede obtener solici-
tandolo a los autores.

BIBLIOGRAFIA

1. Brenner CH. Symbolic kinship program.
Genetics 1997; 145:535-42. (www.dna-
view.com).

2. Mostad PF, Egeland T. Probability assess-
ments of family relations using the program
«Pater» (www.nr.no/familias).

3. Ayres KL. Relatedness testing in subdivi-
ded populations. Forensic Sci Int 2000;
114:107-15.

4. Evett IW and Weir BS: Interpreting DNA
evidence. Sinauer. Sunderland, 1998.

5. Balding DJ, Nichols RA. A method for
quantifying differentiation between popula-
tions at multi-allelic loci and its implications
for investigating identity and paternity. Gene-
tica 1995; 96:3-12

6. Lee HS, Lee JW, Han GR, Hwang JJ. Mot~
herless case in paternity testing. Forensic Sci
Int 2000; 114:57-65.

7. Budowle B, Monson KL, Chakraborty R.
Estimating minimum allele frequencies for
DNA profile frequency estimates for PCR-
based loci. Int J Legal Med 1996;108:173-6.



AVANCES EN GENETICA FORENSE

Determinacion del volumen de sangre en manchas de
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Blood volume determination from blood stains on clothes
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RESUMEN

La muerte por chogue hipovolémico tiene lugar cuando el volumen de sangre perdi-
do alcanza aproximadamente un tercio del volumen total contenido en un adulto.
Ropas y otros objetos manchados de sangre fueron hallados en un coche y remitidos
a nuestro laboratorio. El objetivo del andlisis era la investigacion tanto de la entidad
como de la cantidad de la sangre existente en ropas y objetos con el fin de determi-
nar si dicha cantidad de sangre era suficiente como para haber causado la muerte a
la supuesta victima.

PALABRAS CLAVE

Choque hipovolémico, volumen de sangre, peso seco, superficie de las manchas,
STRs. X

ABSTRACT

Death due to hypovolemic shock may occur when lost blood volume reaches about
one third of the whole volume contained in an adult human body. Bloodstained clot-
hes and other objects found in a car were sent to our laboratory. The aim was to
investigate the entity and the amount of blood present on clothes and objects in
order to determine if the amount of blood present on them was enough to cause
death.

KEY WORDS
Hypovolemic shock, blood volume, dry weight, stain surface, STRs.
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INTRODUCCION

La muerte provocada por choque
hipovolémico sucede cuando el volu-
men de sangre perdido oscila entre un
25% i un 30% del volumen total conte-
nido en un cuerpo humano adulto [1]. El
hallazgo de una cantidad importante de
sangre, pero no asi de un cadaver, cons-
tituye un motivo de suficiente peso
COomo para que un juez decrete una
investigacién a fondo de los posibles
hechos [2].

Un varén de 65 anos fue visto por Ulti-
ma vez el mes de febrero de 1998.
Paralelamente, diversas ropas y objetos
manchados con sangre fueron encon-
tradas en un turismo interceptado por la
policia una noche del mismo mes y
remitidas a nuestro laboratorio. Se tra-
taba de investigar la entidad de las man-
chas (tipaje genético) y el volumen de
sangre existente en las muestras para
poder asf determinar si dicho volumen
era suficientemente grande como para
provocar la muerte por hipovolemia, ya
gue no se habia hallado cadaver alguno.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras sometidas a anélisis
consistieron en dos mantas, dos cami-
sas y una camiseta. El resto de objetos
igualmente manchados fue descartado
por presentar las manchas poco defini-
das o en forma de salpicaduras muy
pequenas. De cada muestra analizada
se extrajo el ADN mediante digestion
en acetato soédico 0,2 M en presencia
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de proteinasa Ky SDS 10%. Los extrac-
tos fueron purificados con fenol/cloro-
formof/alcohol isoamilico (Gibco BRL) y
concentrados con membranas Micro-
con-100 (Millipore) [3, 41.

Para confirmar la procedencia comun
de las manchas de sangre, éstas fueron
tipadas mediante los kits AmpIFSTR
Profiler Plus y COfiler (Applied Biosys-
tems) [5] y electroforesis capilar desna-
turalizante utilizando un ABI PRISM 310
(Applied Biosystems) [6]. Se empled
también el kit PowerPlex-16™ (Prome-
ga Corporation) [7] para determinar la
entidad de un alelo del marcador FGA
que aparecia fuera de rango en el anali-
sis con los kits anteriores.

Paralelamente, se calculé el peso seco
de la sangre de las ropas mediante el
método de Strassmann y Ziemke [8].
Realizando un muestreo a base de recor-
tes de idéntico tamano de ropa comple-
tamente manchados y de otros comple-
tamente limpios, se calcularon las
medias de pesos tanto para los recortes
manchados como para los limpios. El
peso seco de la sangre de las manchas
por unidad de superficie se obtuvo cal-
culando la diferencia entre los valores
medidos de los recortes manchados y
limpios. Utilizando papel vegetal (densi-
dad 90 g/ cm?) se pudo obtener la super-
ficie total de las manchas. Las manchas
fueron calcadas y el pedazo de papel
resultante fue pesado. Aplicando la rela-
cion peso/superficie del papel vegetal,
se obtuvo la superficie de cada mancha.
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La aplicacion de la relacion de Harmstem
(1 L de sangre equivale a 211 g de peso
seco) [9] permitié la obtencion de los
volumenes correspondientes a cada
ropa y su suma el volumen total de san-
gre perdido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles genéticos obtenidos a
partir del anélisis de las manchas de
sangre eran todos idénticos, indicando
la pertenencia a un mismo individuo. Se
observo en el anélisis con el kit
AmplFSTR Profiler Plus (Applied Biosys-
tems) la aparicion de un alelo fuera de
rango en el marcador FGA. El uso del kit
PowerPlex-16™ (Promega Corporation)
confirmo que se trataba del alelo 17 de
dicho marcador, el cual no consta en el
ladder correspondiente al kit AmplFSTR
Profiler Plus.

La superficie total de las manchas de
sangre, calculada a partir de las ropas
analizadas, fue de 1,69 m2. El volumen
total calculado de sangre presente en
las ropas fue de 1,79 L.

Es importante indicar que la técnica
propuesta por Strassmann y Ziemke
confiere una discrepancia no superior al
20% del valor total obtenido. Asi, los
volumenes minimo y méaximo de sangre
perdida por el mismo individuo han sido
de 1,4y 2,1 L, respectivamente. No
obstante, y teniendo en cuenta otras
cantidades de sangre encontradas
(aparte de las salpicaduras existentes
en los objetos, se hallé un charco de
dimensiones considerables de sangre

en el maletero del vehiculo), se conside-
r6 que la cantidad de sangre perdida era
lo suficientemente grande como para
causar la muerte por choque hipovolé-
mico. Estos resultados, junto con las
conclusiones deducidas a partir de las
investigaciones policiales sobre otras
evidencias, contribuyeron a la acumula-
cion de pruebas suficiente como para
que los sospechosos (una mujer y dos
hombres) fuesen declarados culpables
de asesinato y condenados, a pesar de
no encontrarse el cuerpo de la victima.
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Deteccién mediante analisis de ADN, falsificacion en
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RESUMEN:

Muestras de sangre analizadas previamente para la determinacion del grado de alco-
holemia, fueron contrastadas mediante el estudio de polimorfismos del ADN con el
fin de esclarecer un supuesto delito de falsificacién en documento publico y poder
asi confirmar si pertenecian a la misma persona. En los resultados obtenidos no se
detectd la presencia de alcohol etilico en ninguna de las muestras. Los perfiles gené-
ticos obtenidos en las muestras analizadas no eran coincidentes con el perfil genéti-
co obtenido de las muestras indubitadas.

PALABRAS CLAVE:

Falsificacién, polimorfismo, PCR

ABSTRACT

The Spanish Traffic Law doesn’t permit to drive with more than 0,3 g/l. of alcohol in
blood. When the police breath alive a driver, the driver with positive result have the
right to ask for blood test to contrast it with the breath test. Normally the results of
breath analysis and the results of alcohol in blood are the same.

A number of positives breath test were not confirmed by subsequent blood best.
These samples of bloods were extracted in the same hospital.

The police suspected that the blood samples have been switched with free alcohol
blood sample. To confirm our suspicious we run DNA analysis of the blood samples
in our laboratory and compared them with a fresh blood samples from the drivers.
We proved that the alcohol negative samples, they were different to the authentic
driver’s bloods samples.

The DNA analysis proved that the original driver's blood samples were switches at
the hospital before being sent to the laboratory for the analysis.

KEY WORDS
Breath analysis, alcohol in blood, positives and negatives breath, drivers samples,
DNA analysis, switched samples
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INTRODUCCION

Unas muestras de sangre, analizadas
previamente para la determinacion del
grado de alcoholemia, fueron contrasta-
das mediante el estudio de polimorfis-
mos del ADN con el fin de esclarecer un
supuesto delito de falsificacién en
documento publico y poder asi confir-
mar si pertenecian a la misma persona.
Este trabajo pone de manifiesto que la
prueba del ADN constituye una herra-
mienta de peso en la identificacién de
individuos.

MATERIAL Y METODOS

Material

Fueron analizadas muestras de san-
gre dubitadas, de las cuales dos (mues-
tras 1y 2) pertenecian supuestamente
a una misma persona (muestra 3 indu-
bitada). Otra (muestra 4) perteneciente
a una segunda persona, (muestra 6
indubitada) y las dos restantes (mues-
tras 5y 7) pertenecientes a dos perso-
nas mas. Todas las muestras dubitadas
provenian de controles de alcoholemia
llevados a cabo por la policia local, con
el denominador comun, que todos
superaban los niveles permitidos de
alcohol en sangre por la prueba de
deteccion alcohdlica mediante aire aspi-
rado. Ademas, la prueba de contraste
de alcoholemia dirigida a nuestro labo-
ratorio fue solicitada por un varén. En
esta solicitud se hacia constar siempre
que las muestras pertenecian a un
mMismo grupo sanguineo. Las muestras
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dubitadas y las indubitadas fueron
recepcionadas en diferentes fechas,
cubriendo un periodo de tiempo aproxi-
mado de dos afios. El andlisis mediante
cromatografia de gases con inyeccion
por espacio de cabeza obtenido en
nuestro laboratorio en esas mismas
muestras dio resultado negativo.

Método

La determinacién del grado de alcoho-
lemia en sangre se realizé mediante cro-
matograffa de gases con inyeccion por
espacio de cabeza.

El ADN de las muestras de sangre fue
extraido y cuantificado para luego ser
amplificado mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando los Kits Amplitype Pro-
filer Plus y Cofiler (Applied Biosystems),
que incluyen un total de 13 marcadores
polimérficos del tipo STR, mas un mar-
cador determinante del sexo situado en
el gen de la amelogenina humana. La
deteccién de los alelos para los diferen-
tes marcadores genéticos polimérficos
fue realizada mediante electroforesis
capilar automética en condiciones des-
naturalizantes.

DISCUSION
El cromatdgrafo de gases no detectd
la presencia de alchol etilico en ninguna

de las muestras analizadas. Los perfiles
genéticos obtenidos de las muestras 1y
2 no eran coincidentes con el perfil
genético obtenido de la muestra indubi-
tada 3. Igualmente, el perfil genético de
la muestra 4 no coincidié con el perfil
genético obtenido en la muestra indubi-
tada 6.

Por otra parte, el andlisis del gen de la
amelogenina determiné el origen feme-
nino para las muestras dubitadas 5y T
consideradas inicialmente de proceden-
cia masculina.

En definitiva, el acusado sustituyo las
muestras por otras sin restos de alcohol y
con grupo sanguineo igual al suyo. El con-
trol de sangres, que el sospechoso supu-
so que se realizarfa con la determinacion
de grupos sanguineos, ya en desuso en
nuestro laboratorio, se realizé mediante
andlisis de ADN, quedando asf al descu-
bierto los cambios de sangres.

Este estudio ha permitido poner de
manifiesto una vez mas, que la prueba
de ADN puede ser decisiva en la detec-
cién de delitos como el que se describe
y en todas aquellas pruebas en las que
exista la posibilidad de sustitucion de
unas muestras bioldgicas por otras, de
manera fortuita o de forma intencionada
por intereses de otro tipo.

En determinados casos, el anélisis de
un solo marcador genético (amelogeni-
na humana) permite detectar el cambio
o sustitucién de tales muestras cuando
supuestamente pertenecen a diferen-
tes sexos.
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TABLA 1.

Marcador Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7
D351358 16/17 16/18 15/18 14/15 17/18 15 18
VWA 18 17118 16/18 15/16 16/17 16 17
FGA 23 21/23 22/23 20/26 20/21 21/24 20/23
D8S1179 1112 13/15 12/15 910 14 811 1213
D21511 27129 30/31 29/30 24.2/29 31.2/32.2 29/32.2 29/30
D18S51 15/16 12 9/15 14 13/16 15/17 14
D5S818 12 12 11/13 1112 10/11 12 1112
D13S317 8/12 12 1112 1112 13 12/13 13/14
D75820 8/10 11 8/10 7/8 10112 912 912
D16S539 8/9 1112 NA 912 10/12 9 1
THO1 8 6/8 NA 7/8 9.3/10 8/9.3 8/9
TPOX 8 8/11 NA 811 8 8/10 8/12
CSF1PO 1 10/11 NA 1011 1112 1011 10112
Amelogenina XY XY XY X XY X

Muestra 1: Sangre dubitada de persona 3.
Muestra 3. Sangre indubitada de persona 3.
Muestra 5: Sangre dubitada persona 5.
Muestra 7: Sangre dubitada de persona 7.

Muestra 2: Sangre dubitada de persona 3.
Muestra 4: Sangre dubitada de persona 6.
Muestra 6: Sangre indubitada de persona 6.

NA: No analizado. J
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RESUMEN

Se describe un nuevo método para amplificar cinco marcadores de SRTs del cromo-
soma X de interés en medicina legal: fosforribosil transferasa humana (HPRTB),
DXS101, el receptor de andrégenos (ARA), DXS 7423 y DXS 8377. Los marcadores
se amplificaron adecuadamente con amplimeros marcados con fluorocromos, en
una Unica reaccion PCR, para posteriormente proceder al anélisis de los fragmentos
en un sistema de electroforesis capilar. Los alelos mas comunes de cada locus se
secuenciaron y se utilizaron como control para tipar las muestras desconocidas.
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ABSTRACT

A new method has been optimised to amplify five X chromosome short tandem
repeat (STR) markers of interest in forensic medicine: human phosphoribosy! trans-
ferasa (HPRTB), DXS101, androgen receptor (ARA), DXS7423 and DXS 8377. Mar-
kers were conveniently amplified in a single PCR reaction with fluorochrome-labelled
primers, wich allowed the analysis of fragment sizes after injection into a capillary
electrophoresis system. The most common alleles of each locus were sequenced
and used in a control ladder to designate unknow samples.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos los marcadores
del cromosoma Y han sido amplio obje-
to de estudio y se han descrito méas de
20 microsatélites (STRs) de dicho cro-
mosoma. Ellos son de gran utilidad para
los casos de investigacion bioldgica de
paternidad de un varén en ausencia de
padre, ya que todos los individuos de la
linea paterna van a compartir el mismo
haplotipo.

Asi como los padres transmiten a
todos sus hijos el cromosoma Y, tam-
bién trasmiten el mismo cromosoma X
a todas sus hijas. De ahi que el anélisis
de STRs del cromosoma X seria de gran
utilidad para resolver casos de investi-
gacioén bioldgica de paternidad, en
ausencia de padre, cuando el hijo es de
sexo femenino. Sin embargo, los STRs
del cromosoma X han sido muy poco
estudiados en el campo de la genética
forense y tan sélo uno (HPRTB) puede
ser analizado por un método comercial.

El objetivo de este estudio ha sido
desarrollar un multiplex para analizar
conjuntamente cinco microsatélites del
cromosoma X que pueden ser de utili-
dad en casos forenses.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 5 loci del cromoso-
ma X: HPRTB (Fosforribosil-transfera-
sa), DXS 101, ARA (receptor de andro-
genos), DXS7423 y DXS8377. Los tres
primeros ya se habian estudiado en el
ambito forense (1,2,3). Los dos ultimos
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se describieron en estudios de una mio-
patia tubular congénita (4) y su utilidad
forense ha sido descrita recientemente
por nuestro grupo (5).

Se extrajo el ADN gendmico de san-
gre periférica mediante un kit comercial
(Quiagen). Se utilizarén 10-30 ng de
ADN para amplificar las regiones de
interés mediante PCR con los amplime-
ros descritos en la tabla 1, marcados
con FAM, TET y HEX.

Se realizaron varios experimentos
para optimizar las concentraciones de
los componentes de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), asf
como las temperaturas idéneas de
amplificacion de cada locus, en reaccio-
nes separadas y conjuntas. El anélisis
de fragmentos se llevo a cabo mediante
electroforesis capilar en un ABI 310. Se
construyeron estandares (ladder) con
los alelos mas comunes de cada locus,
cuya estructura se confirmo por secuen-
ciacion.

Se analizaron las frecuencias alélicas
de cada locus en una poblaciéon de 125
individuos de Cantabria. El poder de dis-
criminacion se estimé mediante las for-
mulas propuestas por Desmarais y
col.(1)

RESULTADOS

Las concentraciones de amplimeros 'y
las condiciones de amplificacion que
resultaron idéneas para un volumen
total de PCR de 25 microlitros fueron:
Amplimeros (HPRTB 2 pmol, DXS 101 7

pmol, ARA 5 pmon, DXS 7423 4 pmol,
DXS 8377 10 pmol), Mg Cl2 1,6 mM,
dNTP 5 pmol y Tag-Polimerasa 2 U. Las
condiciones de amplificacion fueron:
Desnaturalizacion inicial de 10" a 94°C; 8
ciclos (94°C 1'; T2 hibridacion entre 62°C
- 59°C, descendiendo un grado cada
dos ciclos; extension a 72°C 17); 24
ciclos a94°C 1",58°C 1"y 72°C 1'; exten-
sién final durante 30" a 72°C.

Las amplificaciones obtenidas bajo
estas condiciones han sido consisten-
tesy satisfactorias. No obstante, hemos
comprobado que existen loci (HPRTB y
DXS 7423) en los que la eficiencia es
mejor, asi como otros (DXS 101) que
son muy sensibles a la congelacién-des-
congelacion de los amplimeros.

El anélisis estadistico de las frecuen-
cias poblacionales indican un grado de
polimorfismo que hace interesantes
estos marcadores para su aplicacion
forense (tabla 2).

DISCUSION

Existen muy pocos protocolos de ana-
lisis de STRs del cromosoma X en la lite-
ratura. El protocolo aqui descrito repre-
senta un adecuado procedimiento de
amplificacién de 5 loci del cromosoma X
en una unica reaccién. Ademas presen-
ta un buen grado de sensibilidad ya que
es eficaz con cantidades pequenas de
ADN (1 ng).

Su principal utilidad serfa en aquellos
casos de investigacién biologica de
paternidad en los que se estudia a una

hija, en ausencia de padre (con o sin
madre) y existan otras hijas del mismo
padre. En este caso, el presunto padre
tiene gue haber trasmitido a todas sus
hijas el mismo cromosoma X. Todos los
marcadores utilizados en este pentaplex
se encuentran localizados en el brazo
largo el cromosoma X . En los estudios
realizados por nosotros no se han evi-
denciado desequilibrio de unién entre
los loci, pero ello ha de ser comprobado
en grupos de poblacién méas amplios.

REFERENCIAS

1.D. Desmarais, Y. Zhong, R. Chakraborty, C.
Perreault, L. Busque. Development of a
highly polymorphic STR marker for identity
testing purposes at the human androgen
receptor gene (HUMARA). J. Forensic Sci.
1998; 43: 1046-1049.

2. J. Edelman, R. Szibor. DXS101:a highly
polymorphic X-linked STR. Int. J. Legal Med.
2001; 114: 301-304.

3. R. Szibor, S. Lautsch, I. Plate, N. Beck.
Population data on the X chromosome short
tandem repeat locus HUmHPRTB in two
regions of Germany. J. Forensic Sci. 2000;
45: 231-233.

4. L. J. Hu, J. Laporte, P. Kioschis, S. Hey-
berger, C. Kretz, A. Poustka, J. L. Mandel, N.
Dahl. X-linked myotubular myopathy:refine-
ment of the gene to a 280-kb region with
new and highly informative microsatellite
markers. Hum. Genet. 91996; 8: 178-181.

5. M. T. Zarrabeitia, T. Amigo, C. Safiudo, M.
A. Martinez, J. A. Riancho. Sequence struc-
ture and population data of two X-linked mar-
kers: DXS7423 and DXS8377.Int.J.Legal
Med. 2002; 116: 368-372.

84

TABLA 1. SECUENCIAS DE AMPLIMEROS
Locus Secuencias de los amplimeros Fluorocromo
HPRTB
i 5-ATGCCACAGATAATACACATCCCC FAM
2 5-CTCTCCAGAATAGTTAGATGTAGG-3 -
DXS101 TABLA 2. EFICIENCIA FORENSE. PD: PODER DE
i 5-ACTCTAAATCAGTCCAAATATCT3 TET DISCRIMINACION EN IDENTIFICACION DE MUESTRAS DE
2 5-AAATCACTCCATGGCACATGTAT3 - ORIGEN MASCULINO O FEMENINO
ARA
i 5-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGCY TET : HPRTE  DAS101  ARA  DXSTAZ3 DXSTT
2 5GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3 - D, et 0900 0872 0973 0868 0391
PD, varén 075 0874 0878 0712 0929
DXS7423
: 5-TAGCTTAGCGCCTGGCACATAS HEX
2 5-GTCTTCCTGTCATCTCCCAACS .
DXS8377
: 5-CACTICATGGCTTACCACAG 3 HEX
2 5-GACCTTTGGAAAGCTAGTGT -
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Caracterizacion del locus D1S80 en varias
poblaciones del estado Zulia, Venezuela.

Characterization of the D1S80 locus in several populations of the
Zulia State, Venezuela
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M. Chin, K. Escalona, M.A. Sanchez, A. Socca
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RESUMEN

Como parte de un estudio para describir la variabilidad genética en la region del Zulia,
un estado al noroeste de Venezuela, en este trabajo se ha estudiado el locus hiper-
variable D1S80 en individuos nativos de cuatro diferentes poblaciones de ese esta-
do, tres de ellas, predominantemente caucasoides y una amerindia. El Indice de Fija-
cion, Fst, revelo diferencias significativas entre las poblaciones estudiadas y las
distancias genéticas fueron también significativas entre todas las poblaciones excep-
to entre dos de las poblaciones de origen caucasico. Los resultados indican la utilidad
del locus D1S80 para evaluar la contribucion étnica diferencial de poblaciones mez-
cladas.

PALABRAS CLAVE
D1S80, indice de fijacion, poblacion mezclada.

ABSTRACT

As a part of a research to describe the genetic variability in Zulia State, at the north-
west of Venezuela we have studied the hypervariable locus D1S80 in individuals nati-
ves in four different populations in that region, three of them Caucasian derived and
one, from an Amerindian tribe. The Fixation Index, Fst, reveals important differences
among populations studied and the genetic distances were significantly different,
except between two of the Caucasian derived populations. The results indicate the
utility of D1S80 locus to evaluate differential ethnic contribution of mixed popula-
tions.

KEY WORDS
D1S80, Fixation Index, mixed population
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INTRODUCCION

El'locus D1S80 es un minisatélite que
se localiza en el extremo distal del brazo
corto del cromosoma 1 (1p35-p36) vy
presenta una segregaciéon codominan-
te. (7). Esté constituido por una unidad
basica de 16 pb, que se repite en forma
variable dependiendo del alelo, desde
14 hasta 41 repeticiones, con un rango
de tamano alélico que varfa entre 387
pby 1000 pb. Diversos estudios pobla-
cionales sobre este locus han llevado a
la conclusién de que el locus D1S80
puede ser usado para discriminar entre
grupos raciales y subpoblaciones, y en
la identificacién de poblaciones que se
originan de contribuciones genéticas
diversas (2, 3, 4, 5, 8)

El Estado Zulia, en la costa noroeste
de Venezuela esta conformado en toda
su extensién por poblaciones que
muestran una gran variabilidad étnica
que no es mas que el producto del mes-
tizaje diferencial como consecuencia de
la colonizacién europea, a partir de
1499. (6).

En esta investigacion se realiza un
estudio de la diversidad intra e interpo-
blacional de cuatro muestras de pobla-
ciones zulianas a través del locus
D1S80.

MATERIAL Y METODOS

El material estuvo constituido por 673
personas de ambos sexos, nativos de
cuatro localidades diferentes: Maracaibo,
localizado en la costa noroccidental del
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Lago de Maracaibo; Isla de Toas, isla ubi-
cada al norte, en la interseccion del Golfo
de Venezuela y el Lago de Maracaibo; La
Villa del Rosario, al suroeste de Maracai-
bo, todas con fenotipo caucdsico amerin-
dio, vy la cuarta, de la etnia amerindia
Wayuu, de extraccién Arawaka, al noro-
este del Estado Zulia. En cada poblacion,
al interrogatorio, las personas eran no
emparentadas. Tanto la extraccion de
ADN como la amplificacion por PCR del
D1S80 fueron realizadas por técnicas
descritas previamente en la literatura. La
caracterizacion genotipica se realizé en
geles de poliacrilamida y coloracion
argéntica, comparando las bandas con la
escalera comercial especifica del locus. El
anélisis genético poblacional fue realizado
con el programa Arlequin e incluyé: célcu-
lo de frecuencias alélicas, prueba de equi-
librio de Hardy y Weinberg, diversidad
génica o heterocigosis, el Indice de dife-
renciacion génica o indice de fijacion (Fst),
obtenido a través del AMOVA (Anélisis de
Varianza Molecular) y la distancia genética
entre las poblaciones analizadas, asi
como su significacion estadistica. (1).

DISCUSION

El numero de alelos encontrado en las
cuatro poblaciones vari6 de 9 para Wayuu
y 23 para Maracaibo. Las frecuencias de
los alelos 18y 24 fueron las més altas en
las cuatro poblaciones, sin embargo,
éstas variaron marcadamente entre ellas.
El alelo 18 oscilé entre 0.26 y 0.64, corres-
pondiendo el menor valor para Maracaibo
y el mayor para la etnia Wayuu, asi
mismo, el alelo 24, presentd su menor
frecuencia, 0.16 en La Villa del Rosario y
la mayor para Isla de Toas, 0.32. (Fig 1).
Las heterocigosis observadas oscilaron
entre 0.80 para Maracaibo e Isla de Toas,
0.75 para la Villa y 0.55 para la muestra
Wayuu. Todas las poblaciones se encon-
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traron en equilibrio de Hardy y Weinberg.
La comparacién de las distribuciones de
las frecuencias alélicas para este locus en
relacion a grupos raciales principales
muestra que Maracaibo e Isla de Toas tie-
nen patrones similares a los encontrados
en poblaciones derivadas de europeos y
derivadas de éstos, mientras que La Villa
de Rosario ty la muestra poblacional
Wayuu, se asemejan mas a poblaciones
amerindias. En términos globales, el Fst
entre poblaciones fue de 3.85, indicando
diferencias entre ellas con relacion a este
locus, vy a la vez, una gran variabilidad
intrapoblacional. (Fig 2). Las distancias
genéticas, en términos de Fst por pares
de poblaciones, a excepcién de Maracai-
bo e Isla de Toas, fueron todas significati-
vamente diferentes, obteniéndose la
mayor distancia entre Maracaibo y la
muestra de la etnia Wayuu.

Los resultados obtenidos en este tra-
bajo constituyen un aporte al conoci-
miento de la composicion genética del
Estado Zulia. De manera similar, a lo
reportado por la literatura para grupos
raciales principales, poblaciones o subpo-
blaciones en el mundo, utilizando marca-
dores genéticos clasicos o de ADN, la
mavyor variabilidad genética de este locus
es generada por variabilidad intrapobla-
cional y un componente menor a diferen-
cias entre las poblaciones comparadas
(Fst: 3.85), indicando la utilidad de este
locus para estudios de diversidad genéti-
ca poblacional y de poblaciones mezcla-
das. Asi mismo, localmente, fue posible
encontrar semejanzas y/o diferencias
para este locus entre las poblaciones
analizadas y que son el reflejo del origen
de cada una de ellas, su evolucion histori-
ca y particularidades geograficas. Este
trabajo corrobora la utilidad de este locus
para estudios poblacionales que intenten

demostrar la estrecha relacion de los fac-
tores genéticos y socioculturales para
definir las caracteristicas actuales de la
region zuliana.
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FIGURA 1. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS DEL LOCUS D1S80 EN DIVERSAS
POBLACIONES DEL ESTADO ZULIA, VENEZUELA..
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FIGURA 2. EL LOCUS D1S80 EN CUATRO POBLACIONES ZULIANAS.
VENEZUELA: ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR

Suma de Componentes Porcentaje
Fuente de Variacién g.l cuadrados de Varianza de variacién
Entre poblaciones 3 13.018 0.01570 3.85

Dentro de poblaciones 1342 526.250 0.39214 96.15
Total 1345 539.267 0.40784
- 00— 9 09/ 040784 00000

Indice de Fijacién Fst: 0.0385 (p<0.01)
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RESUMEN

O uso de escadas alélicas é considerado obrigatério na designagéo correta de geno-
tipos de locos STR em identificagdo humana e em testes de paternidade. Descreve-
mos nossa avaliagao inicial de uma nova abordagem para designar alelos de locos
STR baseada no conceito de locus-specific brackets (LSBs). Estes s&o alelos verda-
deiros gerados no laboratério cujos tamanhos flanqueiam aqueles observados em
populagdes humanas. Comparamos o uso dos LSBs com o nosso sistema de ampli-
ficacao de locos STRs, que dependem de escadas alélicas, e encontramos resulta-
dos favoraveis no primeiro.

PALABRAS CLAVE
loci STR; escaleras alélicas; gendtipos

ABSTRACT

The use of allelic ladders is considered indispensable in human identification and
parentage testing to designate correctly the genotypes after STR loci amplification.
We describe our preliminary evaluation of a novel approach to STR allele assign-
ment which uses the concept of locus-specific brackets (LSBs). These are true alle-
les generated in vitro whose sizes flank those of the alleles seen in human popula-
tions. We compare the use of the brackets with that of our own STR multiplexes
which rely upon allelic ladders, and demonstrate that LSBs are a welcome alterna-
tive to the ladders.

KEY WORDS
STR loci; genotyping; allelic ladders.
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INTRODUCCION

O uso de escadas alélicas é conside-
rado indispensavel na identificacao
humana e em exames de paternidade
para designar corretamente 0s genoti-
pos apds amplificacéo de locos STR. Os
gendtipos séo atribuidos comparando
0s tamanhos dos fragmentos obtidos
nas amostras com aqueles das esca-
das. Além do uso de escadas alélicas, é
necessario também um padrao interno
de peso molecular marcado com um
fluoréforo que é adicionado a<«ada
amostra.

Avaliamos o uso de uma nova abor-
dagem de designar os alelos de locos
STR que é baseada no conceito de
locus-specific brackets (LSBs), disponi-
bilizado no kit Oligomark™ Multiplex |
da empresa Oligotrail, na qual os 13
locos STR do CODIS e a amelogenina
sao analisados. Os LSBs sao verdadei-
ros alelos gerados in vitro cujos taman-
hos flangueiam aqueles observados na
populacdo humana. Portanto eles
podem ser usados para definir correta-
mente os alelos encontrados nas amos-
tras, bem como podem ser utilizados
como padréo interno de peso molecu-
lar. Sendo assim, os LSBs dispensam o
uso do padrao interno disponibilizando
um fluoréforo para a anélise multi-com-
ponente de fluorescéncia.

Neste trabalho comparamos a utili-
zagdo dos LSBs com nosso sistema de
amplificagéo de locos STR que depende
de escadas alélicas para andlise, e mos-



tramos que os LSBs sdo uma alternativa
desejavel na determinacao correta de
genotipos.

MATERIAL Y METODOS

Extragdo de DNA genémico: Discos,
didmetro 2 mm, de papel FTA (Whatman)
contendo sangue humano foram extrai-
dos conforme protocolo do fabricante.

PCR: Multiplex | e I. Neste sistema
desenvolvido «in house» sao necessa-
rios 2 tubos de reagao para amplificacao
dos 19 locos STR e amelogenina. Em
cada reacéo, os locos STRs sao amplifi-
cados a partir de um disco de papel FTA
acrescidos dos Multiplex | e II, e demais
reagentes usuais necessarios a reacao
de PCR. Oligomark™ Multiplex | kit Na
reacdo de amplificago, para cada amos-
tra, & utilizado 1/3 do disco de papel FTA
acrescidos dos reagentes contidos no
kit, conforme o protocolo do fabricante.

Eletroforese e andlise: Multiplex | e II.
Aos amplicons e as escadas alélicas sao
adicionados o padréo interno de peso
molecular (GS-500 ROX, ABJ), e poste-
riormente estas misturas sdo submeti-
das a eletroforese em pocos individuais
no sequenciador automatico ABI Prism
377. A andlise dos fragmentos encon-
trados é feita através dos softwares
Genescan e Genotyper (ABJ). Oligo-

mark™ Multiplex | kit. Apds a amplifi-
cagédo, as amostras sdo acrescidos aos
LSBs deste kit e esta mistura é aplicada
em pogos individuais no sequenciador
automatico ABI Prism 377. O alinha-
mento e analise destes fragmentos
serao feitos utilizando o software
Genescan (AB)) cujos dados sio expor-
tados para o programa Oligocode™
DNA Analysis v 1.2.

DISCUSION

O Oligomark™ Multiplex | kit é desen-
hado para amplificar 1 ng de DNA gené-
mico. Este kit contém:

- Uma mistura de primers (marcados
com fluoréforos) para amplificar os
locos CODIS e e o loco da ameloge-
nina em uma reagédo PCR multiplex.

- Uma mistura dos LSBs para todos os
locos.

- Um DNA controle de genétipo conhe-
cido.

Como exemplo dos resultados obti-
dos, mostramos os gendtipos de um
trio em exame de paternidade com os
quatro fluoréforos: FAM, JOE, TAMRA
e ROX:

Fizemos anéalises comparando os
resultados obtidos utilizando os LSBs e
as escadas alélicas, e ndo encontramos
diferengas nos gendétipos. Por outro

V.A.C.NEGREIROS, M.RWHITTLE — "LOCUS-SPECIFIC BRACKETS' COMO ALTERNATIVA AS ESCADAS ALELICAS...

lado, a designagdo dos genétipos era
significativamente mais répida usando
0s LSBs do que empregando os macros
que acompanham os kits ProfilerPlus /
CoFiler (AB)) e PowerPlex 16 (Prome-
ga). Seré necessario realizar mais estu-
dos para confirmar que o uso dos LSBs
€ uma melhor alternativa ao uso das
escadas alélicas em rotina (Bar et al.,
2000; Frégeau et al., 1999; Smith,
1995). Além disso, o niumero de locos
STR estudados no Oligomark™ Multi-
plex | kit devera ser aumentado para a
utilizagdo em alguns casos especificos
de investigagdo de vinculo genético de
fililagdo, como por exemplo, aqueles
onde a mae bioldgica néo participa.
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Figura 2.
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Nesta figura, os alelos de cada loco sdo flanqueados por um LSB de menor e
de maior tamanho; os alelos sio determinados usando os préprios LSBs como

padrdo, no mesmo pogo do gel (ou capilar). Deste modo, a calibragao dos
tamanhos € mais precisa ¢ 0 uso de um padrio interno de peso molecular,

como GS-500 ROX, € desnecessario.

Na figura acima é mostrado os genétipos obtidos com um trio (suposto pai,
filho e mae), com o compartilhamento dos alelos entre os trés individuos.
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RESUMEN

Para evaluar las diferencias que puede motivar el empleo de distintas bases de datos
en el célculo del indice de Paternidad (IP) obtenido en estudios de paternidad con-
vencionales no excluyentes en la poblacién central de Venezuela, se seleccionaron
30 estudios en los que se analizaron los mismos 9 marcadores STR y se calculé el IP
a partir de tres bases de datos diferentes: la correspondiente a la poblacién central
de Venezuela y las reportadas por la firma PROMEGA para las poblaciones negroide
e hispanica de EUA.

Los resultados obtenidos indican la conveniencia de utilizar la base de datos autéctona.

!’ALABRAS CLAVES
Indice Paternidad, estudio de paternidad.

ABSTRACT

In order to evaluate differences due to the use of different data bases for Paternity
Index (PI) calculation in non-exclusion paternity studies developed in central region of
Venezuela, 30 studies with the same 9 STR markers were selected and Pl was cal-
culated using three different data bases: the regional one and those reported by
PROMEGA corresponding to black and Hispanic populations living in USA.

Our results support the convenience of using the native one.
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INTRODUCCION

En los estudios de Paternidad en los
gue no se demuestra la exclusion es
recomendado realizar anélisis probabi-
listicos que permitan evaluar la confiabi-
lidad del resultado no excluyente, sien-
do el indice de Paternidad (IP) el
principal pardmetro utilizado con estos
fines, el cual es calculado a partir de la
frecuencia que presentan en la pobla-
cion los alelos cuyo origen se atribuye al
padre bioldgico (1).

No obstante, establecer las frecuen-
cias alélicas en una poblacién con ante-
rioridad al empleo de los marcadores en
los estudios de paternidad resulta cos-
t0so y requiere tiempo, por lo que es
frecuente que los laboratorios establez-
can sus bases de datos poblacionales
sobre la marcha del trabajo y utilicen
bases de datos foraneas mientras no
dispongan de las propias.

Pero esta sustitucion puede resultar
perjudicial, principalmente cuando se rea-
liza en poblaciones en las que se presen-
ta un heterogéneo nivel de mezcla racial,
pues no siempre es posible seleccionar
como base de datos foréanea de referen-
cla una que sea representativa de la com-
posicién étnica del pais.

En este trabajo comparamos los
resultados obtenidos en un conjunto de
estudios de paternidad convencionales
realizados en la poblacién de la region
central de Venezuela cuando se utilizan
las bases de datos propias y correspon-
dientes a otras poblaciones.



MATERIAL Y METODOS

Fueron seleccionados 30 estudios de
paternidad no excluyentes conforma-
dos por el trio convencional (Madre,
Hijo, Supuesto Padre) en los que el
componente racial negroide estaba pre-
sente. En cada estudio se calculé el
indice de Paternidad (IP) (1) para cada
uno de los marcadores analizados
(TPOX, THO1, CSFFPO, FESPSP,
F13A01A, wWA, D16S539, D7S820 vy
D13S317) y el IP Acumulado, tanto a
partir de la base de datos de frecuencias
alélicas para estos marcadores confec-
cionada por nuestro Laboratorio (inte-
grada por 400 individuos de la poblacién
residente en la regiéon central de Vene-
zuela, BASE AUTOCTONA), como a
partir de las bases de datos reportadas
por la firma PROMEGA (2) para las
poblaciones de origen africano (BASE
AFROAMERICANA) y de origen hispa-
no (BASE HISPANICA) residentes en
Estados Unidos de Norteamérica. Para
el célculo de las Probabilidades de
Paternidad (PP) de cada estudio se utili-
z6 una probabilidad a priori de 0.5.

Se consideré como criterio suficiente
para considerar concluido el estudio (cri-
terio de cierre) el alcanzar una Probabili-
dad de Paternidad > 0.9999.

DISCUSION
La comparacién entre los valores de
Indices de Paternidad Acumulados cal-

FIGURA 1.
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culados a partir de las diferentes bases
de datos (expresada como el cociente
entre los IP comparados, ver Leyenda
de la Tabla) indica que en el 90% de los
estudios se presenta un incremento del
IP (cociente > 1) cuando se utiliza la
base de datos AFROAMERICANA con
respecto al empleo de la AUTOCTONA.

Este incremento es de al menos un
orden de magnitud (cociente > 10) en el
30% de los estudios. Al compararse los
IP obtenidos a partir de las bases de datos
HISPANICA y AUTOCTONA se observa
que en el 43% de los estudios se obtiene
un valor mayor del IP a partir de la base de
datos HISPANICA (cociente < 1) y en el
57 % un valor mayor a partir de la base de
datos AUTOCTONA (cociente > 1), no
siendo en ningun caso el incremento
superior a un orden de magnitud.

Al compararse el empleo de las bases
de datos en funciéon de la posibilidad
que ellas reportan de alcanzar el criterio
de cierre del estudio (PP > 0.9999) (ver
Tabla), se observa que en el 64% de los
estudios el resultado hubiese sido el
mismo independientemente de la base
de datos utilizada. El nivel de coinciden-
cia con el resultado obtenido con la base
de datos AUTOCTONA es mayor cuan-
do se emplea la base de datos
HISPANICA (87 %) que con la AFROA-
MERICANA (74%).

También pudo comprobarse (datos no
mostrados) que el 42% de los estudios

18

17

# Cociente IPn/IPa
= Cociente IPh/IPa

gue no alcanzaron el criterio de cierre
con la base de datos AUTOCTONA
hubiese sido concluidos si se utiliza la
base de datos AFROAMERICANA,
pero este valor es de sélo el 3 % para la
base de datos HISPANICA.

El anélisis realizado indica que hay
diferencias importantes cuando para
analizar una poblacion mestiza con com-
ponente negroide se utilizan bases de
datos no autoctonas.

Estas diferencias son mayores cuan-
do se emplea la base de datos AFROA-
MERICANA que la HISPANICA, a pesar
del componente negroide presente en
los individuos incluidos en el estudio. El
empleo de la base de datos AFROAME-
RICANA tiende a permitir que se alcan-
cen mayores valores de IP y, por tanto a
que se alcance el criterio de conclusion
del estudio mas facilmente, lo cual con-
sideramos peligroso al exigir un menor
numero de marcadores a utilizar y al
reportar mayores niveles de Probabili-
dad de Paternidad.
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TABLA 1. COINCIDENCIA EN EL EMPLEO DE LAS DISTINTAS
BASES DE DATOS PARA EL CIERRE DE LOS ESTUDIOS
(CRITERIO DE CIERRE: PP =0.9999)

0-0.99 1-10

Rangos para el cociente (n=30)

7
Bases de datos Todas permiten Ninguna Total de
comparadas el cierre permite el cierre coincidencia
n % n % n %
2 Las 3 Bases 8 2 11 37 19 64
: Afroamericana (Promega)
vs Autoctona 1 37 11 37 22 74
l ' ' Hispénica (Promega)
10-20 >50 vs Autdctona 8 27 18 60 2% 87

Distribucién de los cocientes IPN/IPa (donde IPN representa los indices de
paternidad Acumulados calculados a partir de 1a base de datos AFROAME-
RICANA (IPn) o HISPANICA (IPh) reportadas por la firma PROMEGA e
IPa representa los indices de paternidad Acumulados calculados a partir de la
base de datos AUTOCTONA de nuestro laboratorio).
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es describir un nuevo software a modo de banco de datos
como herramienta de anélisis de patrones genéticos para laboratorios de genética
forense que utilizan sistemas de Short Tandem Repeats (STR's). Este se enmarca en
el Programa de Mejora de Calidad llevado a cabo en Servicio de Genética Forense del
Poder Judicial de Entre Rios, Argentina, y reviste importancia en la necesidad de
mejoras con el objeto de disminuir errores en el andlisis estadistico de los datos
genéticos obtenidos en este tipo de laboratorios. El enfoque a modo de banco de
datos de este software lo hace de gran utilidad en la busqueda de compatibilidad
entre patrones genéticos de evidencias tipificadas en el laboratorio, y a su vez facili-
ta la manera de llevar a cabo los célculos necesarios para un informe pericial.

PALABRAS CLAVE
BDGen, STR, software, Argentina, calidad.

SUMMARY

The objective of this work is to describe a new database software like tool of analy-
sis of genetic patterns for forensic genetics laboratories that use Short Tandem
Repeats systems (STR’s). It's framed in the Quality Improvement Program carried
out in Service of Forensic Genetics of the Judicial Power of Entre Rios, Argentina,
and become important in the necessity of improvements in order to diminishing
errors in statistical analysis of the genetic data obtained in this kind of laboratories.
The focus by way of database of this software makes it of great utility in the search
of compatibility among genetic patterns of typed evidences in the laboratory, and in
turn facilitates the way to carry out the necessary calculations for an expert report.

KEY WORDS
BDGen, STR, software, Argentina, quality.
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INTRODUCCION:

Dada la gran cantidad de datos que se
generan cotidianamente en un laborato-
rio de genética forense y la importancia
que dichos datos poseen en funcion de
las decisiones que se tomaran con
ellos, resulta indispensable la aplicacion
de sistemas de gestion de calidad que
permitan el control y los registros de
todas las actividades que en el mismo
se desarrollan. En este marco se conju-
gan el advenimiento continuo de nue-
vos desarrollos tecnoldgicos en las
areas técnicas, como la disposicion de
numerosos programas informaticos
gue plantean soluciones a las activida-
des de rutina, por ejemplo, las relacio-
nadas con los célculos de diversos indi-
ces estadisticos utilizados en la pericia.

La normas internacionales con forma-
to ISO (International Organization for
Standards) proponen un modelo de
gestion orientado a objetivar la calidad
real en base a procedimientos escritos
y registros, en contraposicién a la sub-
jetividad que caracteriza al trabajo indivi-
dual no organizado. Esta Ultima, es qui-
z4s una de las causas de errores mas
frecuentes que se puede encontrar en
cualquier tipo de organizacién. En el
contexto de implementacién de la
Norma Internacional ISO/IEC 17025

(1999)1, nuestro laboratorio tomo la ini-
ciativa de crear una solucion informética
a la administracién de los datos genera-
dos en el laboratorio que surgen del
analisis de patrones genéticos, y el pre-
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sente trabajo pretende describir las
caracteristicas de dicha herramienta:

MATERIAL Y METODOS
El software BDGen se desarrollé

completamente en lenguaje Delphi®
(Borland International, Inc.), y para el
mismo se plantearon los siguientes
objetivos: 1. Formato amigable y com-

patible con entorno Windows® (Micro-
soft Corp.), 2. Utilidad como base de
datos de evidencias forenses y sus
patrones genéticos, 3. Posibilidad de
hacer busquedas y comparaciones de
patrones genéticos, 4. Resolucion esta-
distica de indices forenses en causas de
filiacion e incriminacioén, 5. Herramienta
de célculo de frecuencias alélicas y
genotipicas, y 6. Céalculo de indices
forenses a priori.

Los dos primeros objetivos se trata-
ron de respetar utilizando un formato
estandar de base de datos (Cuadro n2 1)
a modo de fichas individuales para el
almacenamiento de datos correspon-
dientes a individuos y a evidencias
forenses involucrados en la casuistica
del laboratorio. Estas dos bases de
datos funcionan en paralelo lograndose
una interaccién 4gil entre ambas y per-
mitiendo de manera sencilla efectuar
busquedas cruzadas de compatibilidad
entre patrones genéticos. Los resulta-
dos de estas busquedas se muestran
en orden de mayor a menor grado de
compatibilidad alélica entre la muestra a
comparar con las muestras que obser-
van algun grado de correlacion (Cuadro
Ne 2).

La resolucion estadistica de los casos
judiciales se efectlia de manera 4gil
seleccionando el tipo de caso (vinculo
filial o incriminacion) que se desea resol-
ver, debido a que el programa reconoce
la relaciéon de cada muestra en la causa
(Ej.: padre, madre, abuelo, hijo, imputa-
do, victima, etc.) y lleva los datos de sus
patrones genéticos a los célculos que
correspondan. Las féormulas utilizadas
en dichos calculos se basan en las reco-
mendaciones publicadas por el Grupo
de Trabajo de Estadistica en Genética
Forense del GEP-ISFG?, y por las publi-

cadas por el NRC 113,

BDGen permite llevar a cabo célculos
de frecuencias alélicas y frecuencias
genotipicas poblacionales, calculando
las frecuencias genotipicas esperadas
bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg vy
permitiendo incorporar bases de datos

]

Madulos

Base de Datos
i l
i i

Evidencias Individuos
i §
i

Basgueda de Patrones Gendticos
Comparacidn de Patrones Gendticos

i
Resolucion Estadistca de
Casos Judiciales

Vinculos
Bioldgicos

Incriminacion

Frecuencias Aldleas
Poblacionales

i
Frecueneias Genotipicay
Observadas v Esperadas {(EHW)

i
Caleulos BEstadisticos
4 prior

Cuadron® 1

Esquema que muestra el diagrama de trabajo utilizado por el soporte informdtico

Cuadron® 2
Bisqueda y comparacién de patrones genéticos.

Cuadron® 3

Grdfico de comparacién entre distintas frecuencias alélicas (izquierda) y las frecuencias genotipicas espe-

radas y observadas (derecha)

de frecuencias poblacionales obtenidas
en otros laboratorios o en estudios pre-
vios; esto Ultimo otorga la posibilidad de
llevar a cabo los célculos estadisticos
con diferentes bases de datos de fre-

cuencias alélicas y hacer gréaficos com-
parativos entre estas como se muestra
en el Cuadro N2 3. Adicionalmente se
implementé la posibilidad de calcular
frecuencias haplotipicas de STR's pre-
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Pasamelios Estadisticos

_sppa
o3
+ 10,0209
£ 00216

oMz

i = i
Cuadron® 1

Esquema que muestra el diagrama de trabajo utilizado por el soporte informdtico

sentes en cromosoma Y, asi como la
posibilidad de incorporar dichas frecuen-
cias de otras bases de datos.

Como herramienta adicional, se
implementé la posibilidad de obtener
ciertos parametros estadisticos a priori
de los sistemas polimoérficos utilizados,
con el objeto de adquirir una visualiza-
cién répida del potencial de los mismos
en las pericias realizadas, los cuales se
pueden observar en el Cuadro n® 4.

DISCUSION:

el soporte informatico descripto en
este trabajo, desarrollado en el sentido
de mejora en la administracion de los
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datos generados en un laboratorio que
lleva a cabo estudios de genética foren-
se, ha cumplido sobradamente las
expectativas que se enmarcaron en sus
objetivos y constituye una herramienta
poderosa al momento de resolver esta-
disticamente las pericias en la materia.
Al contemplar todos los aspectos bési-
cos necesarios para resolver dichos
casos judiciales, y hacerlo de una mane-
ra 4gil y amigable para el usuario, este
programa constituye una excelente pla-
taforma de partida para futuros desarro-
llos que se puedan adicionar en relacion
a célculos de mayor complejidad, en los
cuales actualmente se estéa trabajando.
Por estas caracteristicas, podemos con-

i

cluir que el objetivo de mejora en la
administraciéon de datos contemplado
en la implementacién de un programa
de mejora continua de la calidad, se ha
podido cumplir y se puede seguir avan-
zando en la implementacion de la reso-
lucion de casos de mayor complejidad.
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RESUMEN

Se analizé la fraccién no espermética de la zona externa de tres preservativos pro-
cedentes de tres asuntos no relacionados entre si, de supuesta agresién sexual. Los
perfiles genéticos obtenidos fueron posteriormente cotejados con el perfil genético
de la victima correspondiente a cada caso, con el fin de comprobar la compatibilidad
existente. El estudio de los perfiles genéticos did, en dos de los asuntos investiga-
dos, como resultado la ausencia de concordancia entre las zonas externas de los pre-
servativos y sus victimas. Se concluye que la recogida y conservacion correcta de las
muestras asi como la aportacién de una informacion més completa de las circuns-
tancias de los hechos son cruciales para obtener resultados satisfactorios.( No méas
de 100 palabras)

PALABRAS CLAVE
Violacién, preservativos, perfiles genéticos

SUMMARY

En casos de supuesta agresion sexual en la que ha sido utilizado un preservativo, las
células “no espermaticas” que puedan hallarse en la zona externa de dicho preser-
vativo son objetos de andlisis, con el fin de ser cotejadas con el perfil genético de la
victima. Esto nos ayuda a conocer, por una parte, si pudo haber penetracién, sobre
todo en el caso de no haber detectado espermatozoides o restos espermaticos en
los vestigios de la victima analizados y, por otra parte, si existié intencion de inculpar
a alguien o bien se produjo algun error en la recogida de las muestras.

KEY WORDS
Rape, preservatives, genetic profiling
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MATERIAL Y METODOS
Material

Se analiz6 la fraccién no espermética
de la zona externa de tres preservativos
procedentes de tres asuntos no relacio-
nados entre si. Los perfiles genéticos
obtenidos fueron posteriormente cote-
jados con el perfil genético de la victima
correspondiente a cada caso, con el fin
de comprobar la compatibilidad existen-
te. La victima del primer asunto era de
sexo masculino, mientras que las victi-
mas del segundo y tercer asunto eran
de sexo femenino.

Método

En el primer y tercer asuntos, el ADN
de referencia, correspondiente a las vic-
timas, se extrajo a partir de sangre y en
el segundo asunto a partir de un hisopo
vaginal.

El ADN de la zona externa de cada
preservativo se extrajo mediante lisis
diferencial, que nos separé los esper-
matozoides del resto de células no
espermaticas.

El ADN obtenido a partir de cada
muestra y de sus fracciones fue tipado
mediante los Kits Amplitype Profiler
Plus y Cofiler (Applied Biosystems), que
incluyen un total de 13 marcadores poli-
morficos del tipo STR més un marcador
determinante del sexo situado en el
gen de la amelogenina humana. La
deteccion de los alelos para los diferen-
tes marcadores genéticos polimoérficos
fue realizada mediante electroforesis
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capilar automatica en condiciones des-
naturalizantes, utilizando un analizador
de fragmentos genéticos ABI PRISM
310.

Finalmente se cotejaron los perfiles
genéticos obtenidos para las fracciones
no espermaticas de la zona externa de
cada preservativoy el perfil de la victima
correspondiente.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el primer
caso (ver tabla) nos indican que el perfil
genético del preservativo 1 (fracciéon no
espermatica de la zona externa) no coin-
cidié con el perfil genético obtenido a
partir de la sangre 1 (muestra indubitada
de sexo masculino).

Este hecho también se manifesté en
el tercer caso en el que, ademés, el per-
fil genético del preservativo 3 (fraccion
no esperméatica de la zona externa) lo
constituy6 una mezcla de material gené-
tico. El perfil genético mayoritario obte-
nido a partir de dicha mezcla no era
compatible con el perfil genético de la
sangre 3 (muestra indubitada de sexo
femenino), en el cual se observaron
exclusiones en cuatro de los marcado-
res estudiados.

En definitiva, el estudio de los perfiles
genéticos dio, en ambos casos, como
resultado la ausencia de concordancia
entre las zonas externas de los preser-
vativos y sus victimas. Esta falta de con-
cordancia hace pensar que, o bien
dichos preservativos no se utilizaron
con las victimas, o bien en la existencia
de algun error en la recogida de las
muestras. De aqui se deriva que este
punto (de recogida de muestras) es cru-
cial en la cadena de custodia, asi como
la conservacion adecuada de las mues-
tras hasta la llegada al laboratorio y la
aportacién de una informacién mas
completa de las circunstancias de los
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TABLA
Marcador Preservativo 1 Sangre 1 Preservativo 2 | Hisopo vaginal | Preservativo 3 Sangre 3
D351358 15/17 17/18 15/16 15/16 15/16/17 16/18
vWA 15 16/18 16/19 16/19 14/17/16 14017
FGA 21/26 19/24 23 23 19/21/23 21/23
Amelogenina XY XY X X XY X
D8S818 11/12 1113 10111 1011 12/14 14/15
D21S11 28/32.2 29 28/31.2 28/31.2 28/30/32.2 30/31
D18S51 12/14 14117 1419 14/19 13/15/17 19
D55818 10/12 12/13 11 11 12 11
D13S317 11/12 811 8/12 8/12 9/10/11/12 9n2
D75820 10111 1113 8/9 8/9 9/10/11 8/9
D16S539 913 11 1 11 911/13 8/10
HUMTHO1 9/9.3 6 9.3 9.8 6/8/9 9.3
HUMTPOX 811 811 811 811 8/10/12 8/11
HUMCSF1PO 10/11 10/11 1012 10/12 111213 "

Preservativo 1: Fraccion no espermética de la zona extena de preservativo del asunto 1
Sangre 1: Sangre indubitada de victima de sexo masculino del asunto 1.

Preservativo 2: Fraccion no espermatica de la zona externa de preservativo del asunto 2.
Hisopo vaginal 2: Hisopo con muestra vaginal del asunto 2.

Preservativo 3: Fraccién no espermética de la zona externa de preservativo del asunto 3.
Sangre 3: Sangre indubitada de victima de sexo femenino del asunto 3.

hechos, para la obtencion de unos resul-
tados satisfactorios.

Por ultimo, en el segundo asunto, el
perfil genético obtenido del preservativo
2 (fraccion no espermatica de la zona
externa) coincidié con el perfil genético
del hisopo con muestra vaginal (mues-
tra de referencia de la victima).

En este caso se confirma la concor-
dancia de los perfiles genéticos entre la
parte externa del preservativo y la victi-
ma, se concluirfa con el célculo de la pro-
babilidad de encontrar en la poblacion a
un individuo que presente idéntico perfil
genético, para los marcadores genétcos
analizados, con el obtenido en la sangre
de la victima.
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RESUMEN
El Laboratorio de Inmunogenética es un organismo dependiente de la Suprema
Corte de Justicia de la provincia de Buenos Aires.

Durante el afio 2001 ingresaron 295 pedidos de delitos sexuales, abarcando viola-
ciones (41,4%), violaciones agravadas (18,7%), violaciones seguidas de muerte
(2,2%), abuso sexual (28,4%), abuso deshonesto (7,2%) y estupro (2,1%). En un
22% las victimas fueron menores. En un 34% el autor permanece desconocido.

En el 45% del total de los casos analizados, se observé correspondencia entre el
genotipo detectado en las evidencias y el imputado, mientras que un 20 % resulta-
ron exclusiones.

Como conclusion del relevamiento surge la necesidad de implementar una base de
datos.

PALABRAS CLAVE
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SUMMARY

The Forensic Laboratory is an organism dependent on The Supreme Court of Justi-
ce of the Bs As province.

During the year 2001 we recived 295 cases of sexual crimes, including rapes
(41.4%), rape with increase penalty (18.7%), rapes followed by death (2.2%), sexual
abuse (28.4%), child molesting (7.2%), and rape against a person younger than 16
years (2.1%).

A 22% of the victims were minors (To the argentinian law a person is a minor until
they have reached the age of 21).

In a 34% of the cases, the author is unknown. A 45% of all the analysed cases, the
detected genotype on the evidences and the suspect matched. A 20% did not
match.

In conclusion, the investigation requires the construction of database.
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INTRODUCCION:

El anélisis de los polimorfismos de
ADN con fines forenses representa un
método de identificacion ampliamente
conocido y utilizado desde el afio 1985
(Gill P etal, 1985). En el caso de delitos
sexuales, el estudio de las evidencias
puede permitir la obtencion del perfil
genético del o de los agresores. El
empleo de esta informacién probaria la
inocencia o culpabilidad de un individuo
sospechoso. La fuerza del resultado
obtenido es de tal magnitud que su
valor es muy importante en todos los
sistemas de administracion de justicia,
independientemente del pals que este-
mos considerando.

Este trabajo, realizado en la Direccién
General de Asesorias Periciales de la
Suprema Corte de Justicia de la Provin-
cia de Buenos Aires, Argentina, se des-
cribe el estudio de 295 casos de delitos
sexuales que alcanzaron la instancia de
solicitud de anélisis comparativo de
ADN, durante el afio 2001.

La metodologia empleada incluyé
protocolos tradicionales para la obten-
cién de ADN purificado, cuantificacion y
andlisis de polimorfismos en STRs para
la tipificacion de las muestras.

Objetivos: a-Analizar y clasificar los
delitos sexuales ingresados durante el
ano 2001.

b-Estudiar la composicién en sexo y
edad de las victimas.
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c-Andlisis e interpretacion de los
resultados obtenidos de las pericias
realizadas.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de muestras:

Se tomaron muestras sanguineas de
imputados y victimas. Y las muestras
tomadas como evidencia se trataban de
hisopados anales, vaginales, bucales,
prendas con manchas de fluidos bioldgi-
cos y filamentos pilosos.

Toma y preparacion de las muestras:

Las muestras sanguineas fueron
extraidas por puncion digital y colocadas
en tarjetas FTA classic card,; las extrac-
ciones de ADN se realizaron segun pro-
tocolo de rigor.

En el caso de los hisopados anales,
vaginales, bucales y prendas, las mues-
tras consideradas evidencias fueron
seleccionadas en el laboratorio de Inmu-
nohematologia en base a los resultados
de PSA y Fosfatasas 4cidas prostéticas
para el hallazgo de semen y la determi-
nacion de sangre de origen humano.

Las extracciones de ADN de las
muestras post-coitales se realizaron por
lisis diferencial segun protocolo (Manual
Perkin Elmer Cetus User Guide 3.7, Sin-
ger-Sam J et al 1989; Walsh S et al
1991)

La extraccion de ADN de los filamen-
tos pilosos se realizd por lisis en condi-
ciones alcalinas (NaOH 200 mM) a 99
°C durante 15 minutos y posterior neu-
tralizacion con Tris HCI 500 mM pH 8,5).

Las extracciones post-lisis son purifi-
cadas en columnas QlAamp de QIA-
GEN, y cuantificadas.

Las genotipificacion se realizé utilizan-
do los kits Profiler plus, Cofiler plus e
Identifiler (Applied Biosystems, USA
2001). Los productos de amplificacién
se analizaron por electroforesis capilar
(Equipo ABI prism 310- Applied Biosys-
tem).

Los célculos estadisticos se realizaron
siguiendo los protocolos y los linea-
mientos establecidos por SWGDAM
(Scientific Working Group on DNA
Analysis Methods)(Evett et al. 1998)

RESULTADOS Y DISCUSION:
Durante el ano 2001 ingresaron 590
pedidos de los cuales un 50% corres-
pondié a delitos sexuales, abarcando
violaciones (41,4%), violaciones agrava-
das (18,7%), violaciones seguidas de
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muerte (2,2%), abuso sexual (28,4%),
abuso deshonesto (7,2%) y estupro
(2,1%) (Figura 1). En un 22% las victi-
mas fueron menores. En los casos en
qgue la victima fue de sexo masculino
(10%) el 53% fueron menores. Por
otro lado, para las victimas femeninas el
porcentaje de menores de edad fue
mucho menor (19%). (Tabla 1)

tamos aun con sistema de base de
datos para ingresar los perfiles genéti-
cos de las evidencias. En el 17% de los
casos no se ha podido cumplimentar
aun el cotejo, por no contar con la mues-
tra de sangre del imputado.

En el 45% del total de los casos anali-
zados, se observo correspondencia

TABLA 1: DISTRIBUCION DE SEXOS Y EDAD EN LA POBLACION DE VICTIMAS

Femeninas

Masculinos

Mayores Menores

Mayores Menores

729 % 17.1%

47 % 5,3%

Tipos de delitos sexuales

H Violaciones

B Abuso sexual

H Viol. Agravadas
B Abuso deshonesto

£ Viol. Seguida de Muerte
Estupro

Figura 1: Distribucién porcentual de los tipos de delitos sexuales ocurridos en la provincia de Buenos

Aires durante el afio 2001.

Inclusiones

8 Perfil incompleto B Mezclas

B Exclusiones

& Perfil femenino

Figura 3: Resultados obtenidos expresados en porcentajes.

De los 295 pedidos en la investigaciéon
de delitos sexuales, un 34% correspon-
dié a casos con autor desconocido. En
estos casos el material a analizar fue
dejado en guarda debido a gue no con-

entre el genotipo detectado en las evi-
dencias vy el imputado, mientras que un
20 % de los informes periciales produci-
dos resultaron exclusiones. En un 23%
de los estudios se recuperd solamente
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el perfil genético de la victima (en su
mayoria la evidencia correspondia a
hisopados anales y/o vaginales). En el
6% de los cotejos se obtuvieron perfiles
masculinos incompletosy en el 6 % res-
tante los resultados fueron mezclas de
contribuyentes masculinos (violaciones
multiples, relaciones previas al
hecho).(Figura 3)

Como conclusién del relevamiento
realizado surge la necesidad de imple-
mentar una base de datos que permita
la investigacion de los casos no resuel-
tos lo que considerando las exclusiones
abarcan un 44% del total.

En la Asesoria Pericial Departamental
La Plata la principal causa de pedido de
tipificacién de ADN corresponde a deli-
tos sexuales.

Las figuras penales atribuibles a cada
circunstancia varia ampliamente, siendo
mas numerosos los casos de violacio-
nes, abuso sexual y violaciones agrava-

das. Con menor incidencia aparecen las
violaciones seguidas de muerte, el estu-
proy los abusos deshonestos.

Las victimas mujeres representan el
90% de la poblacién de victimas de abu-
sos sexuales (1 de cada 4 victimas es
menor de edad)

Las victimas masculinas representan
el 10% de la poblacion de victimas de
abusos sexuales, siendo 1 de cada 2 vic-
timas menor de edad.

El 71% de los pedidos recibidos pudo
ser resuelto utilizando la metodologia
descripta, considerando inclusiones,
exclusiones y mezclas.

La implementacion de una base de
datos de perfiles genéticos permitiria la
investigacion de los casos no resueltos,
que representan el 49% pedidos inclu-
yendo las exclusiones, obtencion de
perfil femenino y el perfil incompleto.
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Secuencias de la HVRI del mtDNA en poblaciones de
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RESUMEN

Se ha analizado el DNA mitocondrial (mtDNA) de 231 individuos no relacionados y
autoctonos de las islas Baleares y Valencia. La isla de Ibiza resulto la poblacion mas
homogénea y Valencia fue la més variable. La baja diversidad de haplotipos mito-
condriales detectada en Ibiza y en Chuetas indican un efecto fundador, asi como
diversos cuellos de botella poblacionales que han sufrido las dos poblaciones. Los
resultados ponen de manifiesto la necesaria prudencia en el momento de utilizar las
secuencias de mtDNA en el andlisis de filiacion e identificacién de restos en estas
poblaciones.

PALABRAS CLAVE
Valencia, Islas Baleares, HVRI del mtDNA, secuenciacion.

SUMMARY

The DNA mitochondrial (mtDNA) of 231 non-related and autochthonous individuals
of the Balearic islands and Valencia has been analyzed. The island of Ibiza turned out
to be the most homogeneous population and Valencia was the most variable. The
low diversity of mitochondrial haplotypes detected in Ibiza and in Chuetas, indicated
a founder effect, as well as diverse populational bottlenecks that both populations
have suffered. The results demonstrate the necessary prudence in the moment to
use the sequences of mMtDNA in the analysis of filiation and identification of remains
in these populations.

KEY WORDS
Valencia, Balearic islands, HVRI mtDNA, sequencing
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INTRODUCCION

El anélisis de secuencias del mtDNA
es un método actual y con una aplica-
cion muy eficiente a los estudios evolu-
tivos y forenses. Ello es debido al alto
nivel de polimorfismo que presenta la
regiéon control y al alto nimero de
copias de la molécula de mtDNA que
encontramos en cada célula. La heren-
cia maternay la ausencia de recombina-
cion son aspectos especificos de esta
molécula que permiten establecer com-
paraciones matrilineales entre indivi-
duos vivos, asi como la identificacién de
restos humanos. Se han establecido
bases de datos de secuencias de
mtDNA en varias poblaciones, principal-
mente europeas, que permiten conocer
las frecuencias de los distintos haploti-
pos. Pero la alta frecuencia de haploti-
pos especificos detectados en cada
poblacién, la comprobacién de que el
numero de haplotipos existente se
incrementa con el aumento de los
datos, y la ausencia de recombinacion
en la molécula que podria afectar a la
identidad por probabilidad, recomien-
dan ampliar al méximo y en el plazo mas
breve posible, los datos sobre el poli-
morfismo del mtDNA en las poblacio-
nes

MATERIAL Y METODOS

Fueron analizados 231 individuos no
emparentados pertenecientes a la
poblacién autéctona de Mallorca,
Menorca, Ibiza, Chuetas y Valencia. El
DNA fue extraido a partir de un protoco-
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lo estandar de fenol/cloroformo. EI DNA
fue amplificado mediante primers espe-
cificos de la region HVRI. El producto
fué purificado (Qiaquick PCR purification
kit) y posteriormente secuenciado (Big
Dye Terminator kit). Se secuenciaron
406 pb entre la posicién 15996 vy la
16401 de la regién HVRI, mediante un
ABI Prism 310. Las secuencias fueron
analizadas mediante el programa
sequencing Analysis 2.0. La relacion
entre haplotipos fue establecida con el
programa TCS. Las distancias pairwise
entre haplotipos permitieron la elabora-
cién de un éarbol entre poblaciones con
el programa PHYLYP.

DISCUSION

Cada secuencia define un haplotipo y
hemos detectado 127 distintos, defini-
dos por 92 posiciones variables. De
estos haplotipos, algunos son uUnicos y
otros compartidos entre las distintas
poblaciones estudiadas. En la Figura 1
se indica con un maximo de 6 pasos
mutacionales, la relacién entre los dis-
tintos haplotipos. Adicionalmente se
indica el haplogrupo en el que estéan
comprendidos estos haplotipos.

El numero Yy la frecuencia de los haplo-
tipos resulté variable entre las poblacio-
nes estudiadas, siendo la isla de Ibiza, la
poblacién mas homogénea muestreada
con solo 19 haplotipos, 26 sitios poli-
morficos y 8 haplotipos Unicos. Valencia
fué la poblacién mas variable con 39
haplotipos, 50 sitios polimérficos y 31
haplotipos Unicos. De los resultados
obtenidos podemos deducir los valores
de la capacidad discriminatoria, que
alcanzé un valor de 92.86% en Valencia
y s6lo de 38% en la Isla de Ibiza. Las
poblaciones de Menorca, Mallorca y
Chuetas presentaron valores interme-
dios, decrecientes en el orden indicado
(Tabla 1).

La diversidad génica obtenida oscild
entre 0.995 (Valencia) y 0.937 (Chue-
tas). El célculo de la probabilidad de que
dos individuos no relacionados presen-
ten la misma secuencia se establecio en
el margen entre 2.8 en Valenciay 9.6 en
Ibiza (Tabla 1).

Es interesante resaltar de los resulta-
dos obtenidos, la baja diversidad de
haplotipos mitocondriales detectada en
la isla de Ibiza y en la comunidad Chue-
ta. Pueden ser responsables de ello, un
marcado efecto fundador, junto con los

TABLA 1. PARAMETROS DE DIVERSIDAD DE LAS SECUENCIAS
DE BALEARES Y VALENCIA.

Mallorca Menorca Ibiza Chuetas Valencia
N 45 46 50 48 42
K 31 35 19 28 39
A 40 40 26 41 50
CD 68.89% 76.09% 38.00% 58.33% 92.86%
GD 0.957+0.022 0.987+0.007 0.938+ 0.014 0.937+ 0.025 0.995+ 0.006
p 0.011+0.006 0.011+0.006 0.009+ 0.005 0.011+ 0.006 0.011+ 0.006
Pi 4.765+ 2.373 4,802+ 2.388 3.838+ 1.963 4710+ 2.346 4,555+ 2.284
P 7.0% 34% 9.6% 8.2% 2.8%

N = niimero de individuos; K = nimero de haplotipos; A = niumero se sitios polimérficos; CD = capacidad de
Discriminacién; GD = diversidad génica; p = diversidad nucleotidica; Pi = diferencias nucleotidicas medias
pairwise; P = probabilidad de que dos individuos no relacionados compartan la misma secuencia.

@ Chuetas @ Menorca QMallorca@ Valencia @ Ibiza

Figura 1.- Network de los haplotipos mitocondriales compartidos en las poblaciones insulares Baleares y
en Valencia. Las letras indican los correspondientes haplogrupos.

diversos cuellos de botella poblaciona-
les, que han sufrido las dos poblaciones.

Al comparar las poblaciones estudia-
das con datos procedentes de la biblio-
grafia mediante el método de las distan-
cias pairwise, se obtuvo el arbol
indicado en la Figura 2. En él se puede
ver la proximidad de la poblacién Chueta
a la poblacion de Oriente Medio, confir-
mando, asi, el origen judio de esta
poblacion. Ademas, se observa la sepa-
racién de la poblacién de Ibiza del resto
de las poblaciones baleares, apoyando
un efecto fundador diferencial de esta
poblacién (fundada por los cartagineses
segun datos histoéricos) o un efecto de

deriva genética, originado por reduccio-
nes en el tamano efectivo de la pobla-
cion.

Estos procesos se reflejan en una
reduccion de la capacidad de discrimina-
cion de este marcador en estas dos
poblaciones y ademas la probabilidad de
gue dos individuos no emparentados
compartan la misma secuencia se ve
claramente incrementada en estas
poblaciones.

Estos resultados ponen de manifiesto
la necesaria prudencia en el momento
de utilizar la secuencia de la region
hipervariable | del mtDNA en el anélisis
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de filiacién, y en la identificacion de
estas poblaciones.
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Figura 1.- Network de los haplotipos mito-
condriales compartidos en las poblaciones
insulares Baleares y en Valencia. Las letras
indican los correspondientes haplogrupos.

Figura 2. Arbol filogenético NJ de las sequen-
cias mitocondriales que incluye las poblacio-
nes de Baleares y Vascos: Salas et al. (1998);
NE Espana: Crespillo et al. (2000); Italia:
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Galicia

NE Espana

Vascos Marruecos

Sicilia
Valencia Italia

Mallorca

Menorca

Ibiza
Chuetas

0.1

Oriente Medio

Figura 2. Arbol filogenético NJ de las sequencias mitocondriales que incluye las poblaciones de Baleares
y Vascos: Salas et al. (1998); NE Espafia: Crespillo et al. (2000); Italia: Tagliabracci et al. (2001); Sici-
lia: Cali et al. (2001); Marruecos: Brakez et al. (2001); Galicia: Salas et al. (1998); Oriente Medio: Di
Rienzo & Wilson (1991)

Tagliabracci et al. (2001); Sicilia: Cali et al. cia: Salas et al. (1998): Oriente Medio: Di
(2001); Marruecos: Brakez et al. (2001); Gali- Rienzo & Wilson (1991)
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RESUMEN

El objeto del estudio fue analizar en los Chuetas (descendientes de judios mallor-
quines), los STR del cromosoma-Y del denominado «haplotipo minimo» y el poli-
morfismo YAP. Conjuntamente se analizaron poblaciones de su entorno geogréafico
y poblaciones judias. Los resultados indicaron una reducida capacidad de discrimi-
nacion en los Chuetas. Por otra parte, los Chuetas presentaron una clara similitud
con las poblaciones judias, especialmente con los sefarditas. Este resultado con-
trasta con la mezcla previamente observada, a nivel de marcadores autosémicos y
mitocondriales y refleja, por tanto, una mayor contribucion paterna de la poblacion
judia original al pool genético de la poblacién chueta actual.

PALABRAS CLAVE
Chuetas, Baleares, cromosoma Y, haplotipo minimo .

SUMMARY

The object of the study was to analyze in the Chuetas (descendants from Majorcan
Jews), the STR of the Y-chromosome of the so called «minimal haplotype» and the
YAP polymorphism. Moreover, we analyzed populations of its geographical environ-
ment and Jewish populations. The results indicated a reduced capacity of discrimi-
nation in the Chuetas. On the other hand, the Chuetas presented a clear similarity
with the Jewish populations, specially with the sephardics. This result contrasts with
the previous observed mixture in autosomic and mitochondrial markers and reflects,
therefore, a higher paternal contribution of the Jewish original population to the
genetic pool of the present Chueta population.

KEY WORDS
Chuetas, Balearic Islands, Y-chromosome, minimal haplotype.
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INTRODUCCION

Las poblaciones judias han sido estudia-
das desde un punto de vista genético, en
un intento de descifrar lo que debe ser un
complejo sistema de interrelaciones
entre estas comunidades y sus vecinos
no-judios, con quienes han convivido
durante la Didspora. Los resultados han
sido controvertidos en relacion a la pro-
porcion de mezcla con los no-judios. En
Mallorca, se encuentra un grupo de des-
cendientes de los judios sefarditas que
habitaron Espana hasta el siglo XV, son
los llamados «Chuetas», que a pesar de
su conversion al cristianismo, han perma-
necido socialmente aislados del resto de
la poblacion hasta fechas recientes. Estu-
dios realizados con marcadores autosoé-
micos, han mostrado la diferenciacion
genética de los Chuetas, situandolos en
una posicion intermedia entre las pobla-
ciones no-judias de su entorno geogréfi-
co y las poblaciones judias (mezcla apro-
ximada del 50%). Los short tandem
repeats o STR son un grupo de marcado-
res altamente polimérficos que, desde su
descripcion a finales de los ochenta, se
han utilizado ampliamente como marca-
dores poblacionales, forenses y clinicos.
Concretamente, los STR del cromosoma
Y detectan diferencias en la dindmica
poblacional materna/paterna y también
tienen aplicaciones en genética forense.

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado un total de 289
muestras: 46 hombres chuetas, 168 de
poblaciones del entorno geogréafico
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(Mallorca, Menorca, Ibiza y Valencia) y
75 individuos judios (asquenazies, sefar-
ditas, norte-africanos y orientales, pro-
cedentes de la coleccion de The Natio-
nal Laboratory for the Genetics of Israeli
Populations at Tel-Aviv University). Se
han determinado los siguientes 9 poli-
morfismos del cromosoma Y: DYS19,
DYS385, DYS389!1 / II, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 y DYS287
(YAP). Todos los loci fueron amplifica-
dos en un GeneAmp PCR System 2400
(PE Applied Biosystems), mediante una
reaccion pentaplex (DYS19, DYS389l y
I, DYS390 and DYS391, siguiendo el
método de Gusmaéo et al., 1999), una
duplex (DYS385 y DYS392, siguiendo el
método de Flredi et al., 1999) y dos
reacciones singleplex (DYS393 vy
DYS287). Los productos de PCR fueron
analizados con un ABI 310 automatic
sequencer (Perkin-Elmer) con el softwa-
re GENESCAN 2.1 Analysis; excepto el
sistema DYS393, que fue resuelto en
PAGE (6%) en condiciones no-desnatu-
ralizantes y el DYS287, en geles de aga-
rosa al 2%. Los resultados fueron anali-
zados mediante el paquete estadistico
ARLEQUIN (Schneider et al., 2000).

DISCUSION

En la Figura 1 se muestran las fre-
cuencias obtenidas para cada uno de los
marcadores, en Chuetas, poblaciones
baleares (pooled) y poblaciones judias
(pooled). Se pueden observar diferen-
cias claramente significativas entre los
tres grupos de poblaciones. A nivel
haplotipico, se encontraron en Chuetas
s6lo 24 haplotipos diferentes de un total
de 43 (Tabla 1), con una probabilidad del
7%, aproximadamente, de que dos
hombres chuetas no emparentados
compartan el mismo haplotipo. Estos
resultados indican un nimero claramen-
te reducido de haplotipos en esta pobla-
cion, respecto a lo encontrado en otras,
ya que en las poblaciones judias, por
ejemplo, cada individuo pudo ser carac-
terizado por un haplotipo Unico. Esta
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baja diversidad es un hecho a tener en
cuenta en las aplicaciones de estos mar-
cadores a la préctica forense, ya que
conlleva una capacidad de discrimina-
cion muy baja (65.8%). Por otra parte,
se debe indicar que el polimorfismo
YAP no ha incrementado, en ninguna de
las poblaciones estudiadas, la diversi-
dad haplotipica.

Los haplotipos basados en estos 9
marcadores discriminan claramente
entre poblaciones de origen judio y las
poblaciones no-judias estudiadas, como
se puede observar en la Figura 2. El
grupo de las poblaciones baleares, junto
con Valencia, muestra una gran seme-
janza genética. Los Chuetas, sin embar-
go, presentan una clara similitud con las
poblaciones judias estudiadas, agrupan-
dose en el cluster que incluye a estas
poblaciones, en una posicién muy proxi-
ma a la de los judios sefarditas, de quie-
nes descienden. Este resultado contras-
ta con la mezcla previamente observada
a nivel de marcadores autosémicos
(Picornell et al., 1992,1997; Tomas et
al., 2000) y mitocondriales (Picornell et
al., 2003) y refleja, por tanto, una mayor
contribucién paterna de la poblacién
judia original en el pool genético de la
poblacién chueta actual.
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TABLA 1.- PARAMETROS ESTADISTICOS DE LOS HAPLOTIPOS ESTUDIADOS.

POBLACION N° INDIVIDUOS N° HAPLOTIPOS DC(%) HD 5D
JUDIOS
Ashkenazies 14 14 100 1,000+0,027
Orientales 13 13 100 1,000+0,030
N. Africanos 23 23 100 1,000+0,013
Sefarditas 21 21 100 1,000+0,015
Pooled Al JAl 100 1,000£0,002
CHUETAS 43 24 55,8 0,934+0,027
BALEARES
Mallorca 51 42 82,4 0,988+0,008
Menorca 38 33 86,8 0,984+0,014
Pooled 89 74 83,1 0,988+0,006
Ibiza* 51 31 60,8 0,973+0,010
VALENCIA* 24 19 79,2 0,978+0,019

DC= Capacidad de discriminacién. HD= Diversidad haplotipica. SD= Desviacion estandar.
* Basado en 7 polimorfismos (excluidos DYS385 y DYS392)
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RESUMEN

Se han analizado 9 loci STRs tetranucleotidicos D3S1358, VWA, FGA, D851179,
D21S11, D18S51, D5S818, D13S317 y D75820 en la poblaciéon residente en el Pais
Vasco para poder aplicarlos a la Identificacién Genética. Se han analizado 179 indivi-
duos y se han calculado sus frecuencias alélicas, el estado de equilibrio segun la ley
de H-W vy la falta de ligamiento entre los loci estudiados, para asi poder calcular los
pardmetros genético-forenses de probabilidad de exclusiéon «a priori» (Pex) y poder
de discriminacion (PD). Ademas se ha realizado la comparacién con otras poblacio-
nes previamente estudiadas.
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ABSTRACT

The tetranucleotide microsatellites D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S11,
D18S51, D5S818, D135317 and D7S820 have been analysed in human resident
population from Basque Country. All studied loci were acording to Hardy-Weinberg
equilibrium law except D5S818. The Pex and PD obtained values were 0.999 and
0.9999999999858 respectively. Genetic distances with Caucasoid, Negroid and
Mongoloid populations were calculated, showing that Basque resident population is
similar to Caucasoids and validating the use of this data in Basque Country..
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INTRODUCCION

La poblacion residente en el Pais
Vasco esta formada por tres grupos:
individuos autoéctonos, fordneos y des-
cendientes de ambos grupos. La pro-
porcién de individuos autéctonos es
muy reducida, pero se trata de un grupo
que presenta caracteristicas étnicas
muy acusadas y un cierto grado de ais-
lamiento genético. Cabe por tanto la
posibilidad de que el conjunto de los
individuos residentes en el Pais Vasco
muestre algun sesgo con respecto a
otras poblaciones caucasoides, lo que
podria influir en las frecuencias alélicas
de los marcadores que se utilizan en
identificacion genética. Para descartar
esta posibilidad se han analizado 9 loci
microsatélites (D3S1358, VWA, FGA,
D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818,
D13S317, D7S820), que son habitual-
mente utilizados en genética forense,
en 179 individuos de la poblacién resi-
dente en el Pais Vasco y se han compa-
rado los resultados obtenidos con los
previamente hallados en poblacion
vasca autoéctona y otras poblaciones
estudiadas.

MATERIAL Y METODOS

Muestra Poblacional: se han analiza-
do 179 muestras de saliva de individuos
residentes en el Pais Vasco.

Amplificacion y tipaje genético: el
ADN extraido de cada muestra y purifi-
cado mediante fenol-cloroformo fue
amplificado para los nueve loci STRs

105



ARCHIVOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE ZARAGOZA. VOL. 43. NUM. 2. AGOSTO 2003

mas el gen de la amelogenina en un ter-
mociclador Perkin-Elmer 9600, usando
el Kit de amplificacion AmpFISTR Profi-
ler Plus (Applied Biosystems). Los pro-
ductos de PCR fueron separados
mediante electroforesis capilar (ABI
Prism 310 DNA Genetic Analyzer,
Applied Biosystems) y analizado el
tamano de sus fragmentos.

Analisis de datos: se calcularon las
frecuencias alélicas, el equilibrio de
Hardy-Weinberg (1) y la independencia
alélica entre los loci (2) usando el pro-
grama GENEPOP 2.0. Los paréametros
genético-forenses de eficacia “a priori”,
Pex (3) y PD (4) se determinaron para
cada loci individual y para la combina-
cién de todos ellos. El andlisis de inde-
pendencia entre poblaciones se llevo a
cabo mediante el test ¢?, y su relacién a
partir de la distancia Chi-Cuadrado,
representada mediante escalamiento
multidimensional fue determinada con
el programa SPSS9.0. El andlisis de
agrupamiento entre la poblacién resi-
dente del Pais Vasco y otras poblacio-
nes recopiladas en la bibliografia se
efectud utilizando Phylip 3.5 (Phylogeny
Inference Package). Se efectuaron
remuestreos aleatorios Bootstrap (1000
iteraciones) de las matrices de frecuen-
cias génicas para el conjunto de los 9
loci analizados y a continuacion, se cal-
culd la matriz de distancia genética de
Reynolds; tras el agrupamiento de las
poblaciones segun sus distancias utili-
zando UPGMA, se utilizé el programa
Consense y la opcién Treeview para
obtener el dendrograma.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los loci analizados poseen un elevado
grado de heterocigosidad que oscila
entre 0.869 en el locus D18S51 y 0.716
en el locus D5S818. El anélisis del esta-
do de equilibrio segun la ley de H-W
muestra que todos los loci se encuen-
tran en equilibrio excepto el locus
D5S818 donde se observa un ligero
defecto de heterocigotos, teniendo en
cuenta que el resto de los loci analiza-
dos se hallan en equilibrio, y que el locus
D5S818 no parece estar ligado a loci
sometidos a seleccién, cabe suponer
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que el desequilibrio hallado se debe al
azar en la toma de muestras.

LLa probabilidad de exclusién “a priori”
combinada de los 9 loci analizados
alcanza el 0.9999 vy el valor PD combina-
do es 0.9999999999858. El valor de Pex
obtenido indica que estos loci fracasan
en excluir a 1 de cada 10.000 individuos
falsamente acusados de paternidad,
cifra que supera ampliamente el valor
de Pex recomendado. Asimismo, el
valor PD obtenido es muy alto, similar al
gue se observa en otras poblaciones e
indica que la posibilidad de que dos indi-
viduos residentes en el Pais Vasco coin-
cidan en sus genotipos combinados es
muy reducida, de hecho cabe esperar
tan soélo 5 coincidencias ya que la pobla-
cién es de aproximadamente 2.000.000
de habitantes.

Las comparaciones entre la poblacion
del Pais Vasco y otras poblaciones
muestran diferencias estadisticamente
significativas con algunas de las pobla-
ciones caucasoides estudiadas aunque
la comparacién con otras poblaciones no
caucasoides muestra un nimero de
marcadores con diferencias estadistica-
mente significativas mucho mas eleva-
do. Los resultados de la comparacion X2
se corresponden con los obtenidos en el
anélisis de escalamiento multidimensio-
nal, la varianza explicada es del 97.7% vy
el valor de “stress” es de 0.008 lo que
indica que no hay una deformacién muy
grande en la representacion de los datos
que se muestra en la figura 1. La figura
1A muestra buena separacién entre las
poblaciones pertenecientes a distintos
grupos raciales, guedando las poblacio-
nes mongoloides separadas de las cau-
casoides por el eje X y las poblaciones
negroides separadas por el eje Y. Las
poblaciones caucasoides se muestran
mas dispersas cuando se procede al
anélisis de escalamiento multidimensio-
nal excluyendo a las poblaciones de los
grupos raciales mongoloide y negroide
(figura 1B).

El anélisis filogenético (figura 2)
muestra tres conglomerados de pobla-
ciones correspondientes a los tres gru-
pos raciales, en concordancia con la dis-

tribuciéon de las poblaciones observada
en la representacion del analisis de
escalamiento multidimensional (figura
1). Como puede observarse la poblacion
del Pais Vasco se sitla en la proximidad
de las poblaciones de habla hispana.

En conclusion, los resultados obteni-
dos muestran que los distintos grupos
de poblacién del Pais Vasco son homo-
géneos en cuanto a los marcadores
microsatélites utilizados en genética
forense y que las bases de datos gené-
ticas obtenidas en este trabajo pueden
utilizarse tanto si se trata de individuos
autoctonos como foréneos.

Los marcadores analizados en este
trabajo pertenecen al sistema CODIS, lo
que facilita el contraste de datos en
casos forenses entre el Pais Vasco y las
bases de datos de otros paises.
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TABLA 1. FRECUENCIAS GENICAS DE LOS LOCI D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S11,
D18S51, D5S818, D13S317 Y D7S820 (N = 179) EN POBLACION RESIDENTE EN EL PAIS VASCO.

Alelos D351358 VWA FGA D8§1179 D21811 D18851 D55818 D138317 D78820
6 N = = = = - - .00279 =
7 s = . = o . = _
8 N - - = = = .00559 .19553 16730
9 = = = = = = .01955 .06145 .14607
10 - = = = = .00559 .09777 .06704 .28652
11 = = - = 2 .01397 .34916 .25978 .21629
12 .00279 = = = = .16201 .36592 27374 .14888
13 b - = 01117 = 12849 14246 .10834 .02809
14 .10894 .10894 = .00279 = 21229 .01955 02514 .00281
15 .27095 17039 = 07821 - 13128 - .00279 -
15-2 .00279 & = - =
16 .23743 .28212 = 07542 - 11732 - .00279 .
17 17598 23464 .00279 .14804 = 07263 - = -
18 .19832 .16201 .01397 .29330 -~ .08101 - - =
19 .00279 .03911 .06425 .24581 - .03352 - = B
20 = .00279 12291 11453 ~ .02514 = - -
20-2 = = .00279 .03073 - = - - =
21 = = 17039 ~ - 01117 - - =
21-2 = = .00279 - - -
22 = - .17039 = - .00559 - - =
22-2 = = .00838 = = = - = .
23 = = .15084 . - — - - =
24 - = 16201 - = - - = =
25 = - .08380 - - = = = =
26 = - .03073 - N
27 - = 01117 = .01676 = = = =
28 = = =
29 = = .00279 - .21508 - - - =
30 = = - - .27654 - = = -
30-2 = - N = 03911 - - - -
31 = = i - 03911 - - - -
32 = = = = .08939 - - - =
32 = = = = .00279 - o - -
32-2 = = = . .13408 — — - =
33 = = = = .00279 - - - -
332 = = 2 = .06587 - = - -
35 = T . 2 .00279 = = - -
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(A) Representacién de la distancia Chi-Cuadrado mediante escalamiento multidimensional: todos los grupos raciales. (B) Representacién de la distancia Chi-
Cuadrado mediante escalamiento multidimensional: poblaciones caucasoides

Figura 1.
Caucasoides USA
Brasil Sao Pauio islas Azores
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509
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Arbol filogenético a partir de la distancia de Reynolds y la formacién de

clusters mediante UPGMA.

Portugal,Azores (5), Angola (6), Brasil (6), Amazonas (6), Brasil S. Paulo (6), Cabo Verde (6), Guinea
Bissau (6), Mozambique (6), S.T. Prince (6), Islas Canarias (7), inmigrantes africanos Islas Canarias (7),
Japén (8), Africa Cabo Verde (9), China (10) Espafia sur (11) Egipto (12), Omin (13), Afroamericanos y
Caucasoides (USA) (14), Vascos autéctonos (15, 16)
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