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1. Introducción 

El descubrimiento del polimorfismo del ADN minisatélite (1) ha sido, sin 
duda, el hallazgo que más impacto ha tenido nunca en la Biología Forense, es
pecialidad médico-legal que se ocupa de la resolución de problemas jurídicos 
por medio de la aplicación de conocimientos de antropología y de genética mo
lecular, y en la que se realizan dos tipos básicos de pericias relativas a la inves
tigación biológica de la paternidad y de criminalística biológica. La capacidad 
de identificación de estos polimorfismos es de tal magnitud que han sido califi
cados de "huella genética" (2). 

En este trabajo analizaremos sucesivamente la naturaleza del polimorfismo 
del ADN y la metodología de análisis de polimorfismos hipervariables de ADN 
para acabar comentando las aplicaciones médico-legales de estos polimorfis
mos. 

El ADN expresivo o codificante es, en general, poco polimórfico, con la 
excepción de la región HLA. Desde el punto de vista médico-legal es, por ello, 
mucho más interesante el ADN no expresivo que cuantitativamente supone la 
mayor parte del genoma humano. 
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Aproximadamente la mitad del ADN no codificante es ADN repetitivo y 
sus clases se pueden ver en la Tabla 1. 

Tabla 1. Clases de ADN repetitivo en el genoma humano 

1. Repetido en tándem (10% genoma): 

-Satélites clásicos (Sat I-IV, secuencia alfoide) 

-Minisatélites 

-Micro satélites 

2. Repetitivo disperso (15% genoma) 

-UNES (>500bp: Familias L1 o Kpn) 

-SINES «500bp: Familia Alu) 

Aunque gran parte del repetitivo es extremadamente polimórfico, por di
versos motivos, el ADN repetitivo más interesante desde el punto de vista mé
dico-legal es el ADN repetido en tándem y, dentro de él, el ADN mini satélite y 
microsatélite. 

En 1984, Weller y col. (3) describen una región de ADN situada en uno de 
los intrones del gen de la mioglobina humana, formada por cuatro repeticiones 
en tándem de una secuencia de 33 pares de bases (bp). Esta secuencia de 33 bp 
mostraba una cierta similitud con la secuencia de otros loci hipervariables des
critos. En 1985, Jeffreys y col. (1), basándose en que la región hipervariable de 
la mioglobina estaba flanqueada por una repetición directa de 9 bp característi
ca de la duplicación de secuencias blanco generada por elementos transponi
bIes, sugirieron que algunas regiones hipervariables podían estar relacionadas 
por transposición. Posteriores experimentos no confirmaron esta hipótesis, pe
ro se pudo observar que la homología parcial existente entre las secuencias de 
varias regiones hipervariables daba lugar, hibridando en condiciones poco ri
gurosas la secuencia de 33 bp con ADN genómico, a la aparición de un com
plejo patrón de bandas para cada individuo. Jeffreys y col. (2) consideraron 
que estos patrones serían prácticamente específicos para cada individuo, y los 
denominaron "DNA fingerprints" (huellas genéticas). Las bandas que apare-
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cen en un patrón de "DNA fingerprint" corresponden a distintos loci, hiperva
riables o no, con secuencias relacionadas entre sí. 

Trabajando sobre el fenómeno de la homología parcial, Nakamura et al (4) 
en 1987, realizaron un estudio sistemático utilizando oligonucleótidos con las 
secuencias conocidas de varios loci hipervariables como sondas para analizar 
una librería genómica humana. Una vez hubieron seleccionado los clones posi
tivos (que hibridaban con alguno de los oligonucleótidos), usaron estos clones 
como sondas en un análisis por RFLP (restriction fragment length polymorp
hism-polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción) en individuos ele
gidos al azar. De esta manera, el grupo de N akamura fue capaz de caracterizar 
unos 200 loci hipervariables. El polimorfismo exhibido por la mayor parte de 
estos loci es un polimorfismo debido a cambios en el número de veces que era 
repetida una secuencia "núcleo"; por ello, denominaron a tales loci como loci 
VNTR ("variable number of tándem repeats), número variable de repeticiones 
en tándem. 

Las bases moleculares de un polimorfismo VNTR pueden verse en la Fig. 1. 
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Fig. 1: Bases moleculares de 
un polimorfismo VNTR. El 
número de repeticiones de la 
secuencia varía enormemen
te originando individuos ca
si siempre heterocigotos con 
fragmentos de un tamaño 
que depende del número de 
repeticiones. La herencia de 
los alelos es siempre codo
minante. 
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2. Análisis de VNTRs mediante sondas de locus único ("single
locus", SLPs). 

Aunque en un primer momento de su aplicación forense los minisatélites 
se analizaban tal como indicábamos anteriormente con sondas multi-Iocus, 
pronto se limitó mucho su uso por la imposibilidad de construir bases de datos 
comunes, dificultad de estandarización y por los problemas bioestadísticos de 
evaluación de los resultados. 

Incluso con sondas "single-Iocus" (SLPs) que, con condiciones rigurosas 
de hibridación, reconocen locus VNTR únicos, se presentaron problemas en los 
primeros momentos de su uso, que motivaron sentencias de gran resonancia co
mo el caso Castro en la jurisprudencia norteamericana. 

Existían realmente en estos primeros momentos del uso de esta tecnología 
con fines forenses, numerosos problemas sin resolver que tenían que ser solu
cionados antes de que pudiese ser utilizada con seguridad en casos legales. 

En Norteamérica este reto fue afrontado por la TWGDAM (Technical work 
group for DNA analysis methods) y en Europa simultáneamente por la EDNAP 
(European DNA profiting group), grupo que reunía a los 10 laboratorios foren
ses o de la policía que, en 1987, trabajábamos con polimorfismos ADN. Poste
riormente el grupo fue ampliado a un representante más por cada país europeo 
no representado en el grupo original. 

Obviamente el primer reto era uniformizar los enzimas de restricción a uti
lizar y las sondas. En 1988 existían ya decenas de polimorfismos VNTR hiper
variables, con patrones distintos para cada enzima. Si cada laboratorio utilizase 
sondas o enzimas distintos no se podrían nunca utilizar bases de datos comunes 
ni uniformizar los resultados y se imposibilitaba una necesidad médico-legal 
básica: la posibilidad de contrapericia, esto es, de un contra-análisis en otro 
centro. 

Mientras que en Norteamérica se popularizó el uso de Hae III y Pst 1, en 
Europa la EDNAP aprobó el uso de HinfI. 

A pesar de que la estandarización entre TWGDAM y EDNAP fue imposi
ble desde entonces, en Europa al menos se uniformizó rápidamente el uso de 
las mismas sondas (MS43a, YNH24 , MS31 entre otras), el mismo protocolo 
electroforético (5) e incluso los métodos de lectura y de asignación de tamaño 
de bandas, el control de ADN genómico a utilizar y el tipo de "ladder". 
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Persisten todavía problemas sobre estimas de frecuencias y de evaluación 
de los resultados aunque el uso de aproximaciones puramente bayesianas a es
tos problemas va teniendo cada vez mayor aceptación. 

Desde que se logró la estandarización en los aspectos más esenciales el uso 
de las SLPs para detectar polimorfismos VNTR con fines médico-legales fue 
perfectamente válido aunque para cada población fue necesario hacer la estima 
de las frecuencias alélicas, lo que en España fue realizado para las sondas más 
comunes en 1991 (6,7). Un ejemplo de estimas de frecuencias para SLPs más 
avanzado puede verse en la Fig.2. 
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Fig. 2: Curvas de estimas de frecuencias (densidad probabilística) para los siste
mas YNH24 y MS43a en la población gallega 
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Desde entonces en España el uso de SLPs se ha utilizado en la investiga
ción biológica de la paternidad, aunque su uso en criminalística ha quedado res
tringido a unos pocos laboratorios. 

La mayoría de los centros que usan SLPs con fines médico-legales en 
nuestro país utilizan el protocolo electroforético EDNAP, se usa como control 
genómico las líneas celulares K562 o EVG y tres ladders por recorrido. Habi
tualmente la sonda se marca por "random priming" con métodos isotópicos co
mo 32p o no isotópicos (normalmente métodos quimilumiscentes). 
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Un ejemplo práctico en un caso de paternidad puede verse en la Figura 3. 
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Fig. 3: Ejemplo de investigación 
de paternidad usando SLPs. C: 
Control genómico, M: Madre, H: 
Hijo, P: Presunto padre. 



3. Análisis de polimorfismos ADN por PCR 

Aunque el análisis de polimorfismos de ADN repetitivo revolucionó la 
Biología Forense, su uso posee algunos problemas además del referente a la es
tima de frecuencias y aspectos bioestadísticos de la elaboración de resultados 
que antes comentábamos. 

El primero es la imposibilidad de análisis de muestras minúsculas (por in
suficiencia de la cantidad de ADN que se puede extraer) como pequeñas man
chas de sangre, de esperma o pelos, que suponen, además, la mayor parte del 
trabajo forense. Otro problema es el análisis de muestras degradadas, tan fre
cuentes en casos médico-legales, con las que puede ser imposible obtener resul
tados con SLPs ya que las sondas usadas detectan frecuentemente RFLPs de 
más de 5Kb. Un último problema es la laboriosidad del método y el tiempo de 
análisis, que implica que un problema médico-legal (una mancha o una paterni
dad) no pueda ser solucionado en menos de tres días con SLPs. 

El análisis de polimorfismos de ADN por PCR solucionó muchos de estos 
problemas y actualmente la mayoría de los vestigios biológicos de interés cri
minal se analizan utilizando esta técnica. 

Los loci de interés médico-legal susceptibles de análisis por esta técnica 
pueden verse en la Tabla 2. 

Tabla 2. Locus de interés médico-legal analizables por PCR 

1. ADN expresivo: HLA DQAl 

2. ADN repetitivo (sondas multilocus): 3'HVR 

3. Minisatélites: DlS80, Dl7S30 (pYNZ22), 3'ApoB, Col2Al 

4. Microsatélites: ACTBP2(SE33), HUMTHOl 

5. Bucle D mitocondrial 

6. Locus específicos de cromosomas X e Y (diagnóstico sexo) 

Entre los marcadores que se utilizan hay un único marcador en ADN ex
presivo, ellocus HLA DQAl que se analiza con por dot-blot con sondas ASO o 
bien separando por electroforesis los productos y tiñéndolos con tinciones con 
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nitrato de plata que suele ser suficiente para separar mutaciones puntuales debi
do a fenómenos conformacionales que afectan a la doble cadena de ADN 
(FigA) (8). 

, 
-

- -- Fig. 4: Análisis del sistema 
HLADQAl por electrofore
sis (SDS-PAGE 10-25) En 
muestras de sangre 

Los polimorfismos de más interés son, sin embargo, los minisatélites y los 
microsatélites. Desgraciadamente sólo hay 4 minisatélites altamente polimórfi
cos susceptibles de análisis por PCR (DlS80, Co12Al, 3' ApoB e YNZ22) y úni
camente los dos primeros carecen de problemas como alelo s intermedios o liga
miento a enfermedades. El más interesante es ellocus DlS80 (pMCT118) que 
posee en poblaciones españolas más de 20 alelos con frecuencias bastante bien 
distribuidas. En la Fig. 5 se ve un caso real en el que se emplea este sistema. 

Los microsatélites (STRs, short tandem repeats) son el grupo de mayor fu
turo. Entre ellos aunque las repeticiones de 2 y 3 nuc1eótidos son potencialmen
te útiles poseen problemas como la presencia de bandas de repetición ("slippa
ge") que hace que su uso con fines forenses sea considerado todavía con temor. 
Las repeticiones de tetranuc1eótidos y fundamentalmente los sistemas 
ACTBP2(SE33) y HUMTHOl son cada vez más utilizados. 

Las grandes ventajas de los microsatélites son su estabilidad y la posibili
dad de PCR multiplex amplificando varios STR simultáneamente. Su mayor 
desventaja es la necesidad de emplear geles y sistemas de secuenciación para la 
diferenciación de los alelos. 
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Fig. 5: Sistema 
O1S80 (pMCT118) 
en manchas de san
gre y cabellos aisla
dos de varios años 
de antigüedad. 

El uso de fluorocromos en sistemas automatizados (secuenciadores, Gens
canner) permite la visualización de mini o micro satélites, pudiendo incluso se
parar varios micro satélites simultáneamente aun con rangos similares de tama
ño. Su única desventaja es el coste de los aparatos y reactivos. 

4. "Minisatellite variant repeat" (MVR) 

Este tipo de polimorfismo de secuencia ha sido descrito recientemente por 
Jeffreys y col. (9), basándose en el estudio de las variaciones entre las secuen
cias de diferentes unidades de repetición dentro dellocus DIS8, reconocido por 
la sonda MS32. 

El análisis de la secuencia de algunos minisatélites ha demostrado que las 
unidades de repetición dentro de cada mini satélite rara vez son todas iguales, si
no que muestran cierto grado de divergencia entre ellas. Hay evidencias de que 
los loci que poseen un mayor grado de variabilidad en su número de copias 
muestran un nivel bajo de variabilidad entre las secuencias de sus unidades, 
presumiblemente como consecuencia de una homogeneización de ~a secuencia 
de las unidades provocada por fenómenos como la recombinación desigual. Sin 
embargo, el análisis de la secuencia de alelos clonados ha revelado el manteni
miento de cierto grado de variabilidad entre las secuencias de las unidades de 
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repetición, aún en el caso de los minisatélites más variables en su número de 
copias (10). En estos loci hipervariables, unidades de repetición diferenciadas 
por la substitución de una base por otra están presentes en un número variable a 
lo largo del bloque de repeticiones, y esto permite considerar a estas unidades 
como intermediarias en un proceso de fijación por entrecruzamiento. 

El mencionado estudio de Jeffreys y col. (9) demostró la existencia de dos 
clases de unidades de repetición, que diferían una de otra en la presencia o au
sencia de un sitio de restricción para el enzima HaeIlI (unidades HaeIlI+ y 
HaIlI-). Los patrones de disposición de estas unidades dentro de los alelo s del 
locus MS32 pueden ser analizados por peR, mediante la amplificación por se
parado de los fragmentos de cada uno de los tipos de unidades. La comparación 
de ambas amplificaciones permite el establecimiento de un código inequívoco 
que identifica la pareja de alelo s presentes en el ADN genómico de un indivi
duo. Las ventajas que esta técnica presenta sobre el análisis de los polimorfis
mos de longitud son: 

a) La identificación de una muestra viene dada por ella misma, y no hay 
necesidad de analizar estándares para la identificación de los alelos (por ejem
plo, marcadores de peso molecular). 

b) El análisis no está sujeto a errores de medición en la migración de los 
fragmentos, y es inmune a la distorsión de los geles y a los desplazamientos de 
bandas en aquellos. 

c) La comparación de dos muestras se hace mediante el código generado 
por cada una de ellas, y no hace falta el compararlas directamente. 

Sin embargo, la aplicación de los MVRs al diagnóstico biológico de la pater
nidad está limitada por la altísima tasa de mutación de novo que presenta ellocus 
MS32 (el único documentado hasta el momento, aunque se está trabajando sobre 
el locus MS31), y por la necesidad de identificar correctamente algunas de las 
unidades de repetición que parecen no corresponder a las dos clases descritas. 

5. Aplicaciones médico-legales 

5.1 Diagnóstico de paternidad y maternidad 

La investigación de la paternidad era una pericia ya solucionada antes del 
descubrimiento del polimorfisno del ADN. Este, sin embargo, la ha simplifica-
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do enormemente y también la ha hecho más segura en situaciones difíciles (pa
ternidades sin madre biológica, dudas de paternidad entre hermanos, paternida
des sin padre con datos a partir de familiares, etc). 

Hoy realizamos esta prueba con SLPs y algunos polimorfismos por PCR y 
la seguridad de la misma es casi absoluta. 

5.2 CriminalÍstica biológica 

Es la aplicación médico-legal más trascendente del polimorfismo del ADN. 
Sobre todo mediante PCR cada individuo puede ser identificado con un grado 
de seguridad muy alto (posibilidades medias de coincidencia de 1 en 10 billo
nes) a través de vestigios como un pelo o un simple esperma. 

Es especialmente importante la aplicación del polimorfismo del ADN en 
los delitos contra la libertad sexual, delitos que poseen una gran tasa de reinci
dencia y en los que ante la negativa del sospechoso no suelen existir más prue
bas indiciarias que las proporcionadas por posibles restos de esperma en pren
das y en cavidad vaginal o anal. 

La utilización de bancos de datos de potenciales delincuentes con polimor
fismos ADN, ha permitido reducciones espectaculares de las cifras de crimina
lidad y del número de delitos resueltos en países como el Reino Unido, mien
tras que en nuestro país el número de delitos contra la libertad sexual no resuel
tos se cifra en el 70% y el número de delitos en los que se investiga el ADN es 
con seguridad inferior all %. 

No parece ética la existencia de bancos de datos identificando genética
mente a todos los individuos ni posiblemente a todos los delincuentes, pero a 
mi modo de ver en delitos como los que comentamos sí sería razonable su exis
tencia, por la alta reincidencia en este tipo de delitos que encubren muchas ve
ces psicopatías graves. 

La puesta en marcha de bancos de datos de estos potenciales delincuentes 
sería, en nuestro país, necesaria y urgente; existen laboratorios universitarios y 
privados que podrían construirlos sin problemas y biológos formados que po
drían ser contratados por el Ministerio del Interior para la creación de estos ar
chivos. 
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5.3 Otros problemas de identificación 

El polimorfismo del ADN es trascendente, y así ha sido empleado en nues
tro país, en la identificación de cadávt'Sres y restos cadavéricos (a través de pie
zas dentarias y sangre de los familiares, tejidos incluídos en parafina, etc) y en 
la asignación de restos cadavéricos al mismo individuo en catástrofes. 

En conclusión, el polimorfismo del ADN ha representado una revolución 
total en Medicina Legal, especialmente en criminalística biológica donde su 
aplicación está siendo trascendente. Esta trascendencia sería mucho mayor con 
una adecuada estructuración de la pericia en este país y con la creación de ban
cos de datos de potenciales delincuentes en delitos contra la libertad sexual. 
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