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1. Introduccion

El descubrimiento del polimorfismo del ADN minisatélite (1) ha sido, sin
duda, el hallazgo que mds impacto ha tenido nunca en la Biologia Forense, es-
pecialidad médico-legal que se ocupa de la resolucién de problemas juridicos
por medio de la aplicacién de conocimientos de antropologia y de genética mo-
lecular, y en la que se realizan dos tipos basicos de pericias relativas a la inves-
tigacién bioldgica de la paternidad y de criminalistica biolégica. La capacidad
de identificacién 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 vy la metodologia de andlisis 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 polimérfico, con la
excepcidn de la regiéon HLA. Desde el punto de vista médico-legal es, por ello,
mucho mds 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 tdndem (10% genoma):
—Satélites cldsicos (Sat I-IV, secuencia alfoide)
—Minisatélites
—Microsatélites

2. Repetitivo disperso (15% genoma)
—LINES (>500bp: Familias L.1 o Kpn)
~SINES (<500bp: Familia Alu)

Aunque gran parte del repetitivo es extremadamente polimdrfico, por di-
versos motivos, el ADN repetitivo mds interesante desde el punto de vista mé-
dico-legal es el ADN repetido en tdndem vy, dentro de €1, el ADN minisatélite y
microsatélite.

En 1984, Weller y col. (3) describen una regién de ADN situada en uno de
los intrones del gen de la mioglobina humana, formada por cuatro repeticiones
en tdndem 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), basdndose en que la region hipervariable de
Ia mioglobina estaba flanqueada por una repeticidn directa de 9 bp caracteristi-
ca de la duplicacién de secuencias blanco generada por elementos transponi-
bles, sugirieron que algunas regiones hipervariables podian estar relacionadas
por transposicién. Posteriores experimentos no confirmaron esta hipétesis, pe-
ro se pudo observar que la homologia parcial existente entre las secuencias de
varias regiones hipervariables daba lugar, hibridando en condiciones poco ri-
gurosas la secuencia de 33 bp con ADN genémico, a la aparicién de un com-
plejo patrén de bandas para cada individuo. Jeffreys y col. (2) consideraron
que estos patrones serian pricticamente especificos para cada individuo, y los
denominaron “DNA fingerprints” (huellas genéticas). Las bandas que apare-
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cen en un patrén de “DNA fingerprint” corresponden a distintos loci, hiperva-
riables o no, con secuencias relacionadas entre si.

Trabajando sobre el fenémeno de la homologia parcial, Nakamura et al (4)
en 1987, realizaron un estudio sistemdtico utilizando oligonucleétidos con las
secuencias conocidas de varios loci hipervariables como sondas para analizar
una librerfa genémica humana. Una vez hubieron seleccionado los clones posi-
tivos (que hibridaban con alguno de los oligonucleétidos), usaron estos clones
como sondas en un andlisis por RFLP (restriction fragment length polymorp-
hism-polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién) en individuos ele-
gidos al azar. De esta manera, el grupo de Nakamura 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 niimero de veces que era
repetida una secuencia “nicleo”; por ello, denominaron a tales loci como loci
VNTR ("variable number of tdndem repeats), niimero variable de repeticiones
en tdndem.

Las bases moleculares de un polimorfismo VNTR pueden verse en la Fig. 1.
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2. Andlisis de VNTRs mediante sondas de locus tinico (‘“single-
locus”, SLPs).

Aunque en un primer momento de su aplicacién forense los minisatélites
se analizaban tal como indicdbamos anteriormente con sondas multi-locus,
pronto se limité mucho su uso por la imposibilidad de construir bases de datos
comunes, dificultad de estandarizacién y por los problemas bioestadisticos de
evaluacién de los resultados.

Incluso con sondas “single-locus” (SLPs) que, con condiciones rigurosas
de hibridacidn, reconocen locus VNTR tnicos, se presentaron probiemas en los
primeros momentos de su uso, que motivaron sentencias de gran resonancia co-
mo el caso Castro en la jurisprudencia norteamericana.

Existfan realmente en estos primeros momentos del uso de esta tecnologia
con fines forenses, numerosos problemas sin resolver que tenfan 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 simultdneamente por la EDNAP
(European DNA profiting group), grupo que reunia a los 10 laboratorios foren-
ses 0 de la policia que, en 1987, trabajdbamos con polimorfismos ADN. Poste-
riormente el grupo fue ampliado a un representante mds por cada pafs europeo
no representado en el grupo original.

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

Mientras que en Norteamérica se populariz6 el uso de Hae II y Pst I, en
Europa la EDNAP aprob¢ el uso de Hinfl.

A pesar de que la estandarizacion entre TWGDAM y EDNAP fue imposi-
ble desde entonces, en Europa al menos se uniformizé rdpidamente el uso de
las mismas sondas (MS43a, YNH24, MS31 entre otras), el mismo protocolo
electroforético (5) e incluso los métodos de lectura y de asignacién de tamafio
de bandas, el control de ADN genémico a utilizar y el tipo de "ladder".
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Persisten todavia problemas sobre estimas de frecuencias y de evaluacién
de los resultados aunque el uso de aproximaciones puramente bayesianas a es-
tos problemas va teniendo cada vez mayor aceptacién.

Desde que se logré la estandarizacién en los aspectos més esenciales el uso
de las SLPs para detectar polimorfismos VNTR con fines médico-legales fue
perfectamente vélido aunque para cada poblacién fue necesario hacer la estima
de las frecuencias alélicas, 1o que en Espafia fue realizado para las sondas mds

comunes en 1991 (6,7). Un ejemplo de estimas de frecuencias para SLPs més
avanzado puede verse en la Fig.2.
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Fig. 2: Curvas de estimas de frecuencias (densidad probabilistica) para los siste-
mas YNH24 y MS43a en la poblacién gallega
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Desde entonces en Espafia el uso de SLPs se ha utilizado en la investiga-
ci6n biolégica de la paternidad, aunque su uso en criminalistica ha quedado res-
tringido a unos pocos laboratorios.

La mayoria de los centros que usan SLPs con fines médico-legales en
nuestro pais utilizan el protocolo electroforético EDNAP, se usa como control
gendémico las lineas celulares K562 o EVG y tres ladders por recorrido. Habi-
tualmente la sonda se marca por "random priming” con métodos isotopicos co-
mo *P o no isotépicos (normalmente métodos quimilumiscentes).

Un ejemplo préctico en un caso de paternidad puede verse en la Figura 3.

Fig. 3: Ejemplo de investigacién
de paternidad usando SLPs. C:
Control genémico, M: Madre, H:
Hijo, P: Presunto padre.
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3. Analisis de polimorfismos ADN por PCR

Aunque el andlisis de polimorfismos de ADN repetitivo revolucioné la
Biologia Forense, su uso posee algunos problemas ademés del referente a la es-
tima de frecuencias y aspectos bioestadisticos de la elaboracién de resultados
que antes comentdbamos.

El primero es la imposibilidad de andlisis de muestras mintsculas (por in-
suficiencia de la cantidad de ADN que se puede extraer) como pequefias man-
chas de sangre, de esperma o pelos, que suponen, ademds, la mayor parte del
trabajo forense. Otro problema es el andlisis 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
més de SKb. Un tltimo problema es la laboriosidad del método y el tiempo de
an4lisis, que implica que un problema médico-legal (una mancha o una paterni-
dad) no pueda ser solucionado en menos de tres dias con SLPs.

El andlisis de polimorfismos de ADN por PCR solucioné muchos de estos
problemas y actualmente la mayoria de los vestigios bioldgicos de interés cri-
minal se analizan utilizando esta técnica.

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

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

1. ADN expresivo: HLA DQAL1

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

3. Minisatélites: D1S80, D17S530 (pYNZ22), 3’ ApoB, Col 2A1
4. Microsatélites: ACTBP2(SE33), HUMTHO1

5. Bucle D mitocondrial

6. Locus especificos de cromosomas X e Y (diagnéstico sexo)

Entre los marcadores que se utilizan hay un tinico marcador en ADN ex-
presivo, el locus HLA DQA1 que se analiza con por dot-blot con sondas ASO o
bien separando por electroforesis los productos y tifiéndolos con tinciones con
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nitrato de plata que suele ser suficiente para separar mutaciones puntuales debi-
do a fenémenos conformacionales que afectan a la doble cadena de ADN
(Fig.4) (8).
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Los polimorfismos de mas interés son, sin embargo, los minisatélites y los
microsatélites. Desgraciadamente s6lo hay 4 minisatélites altamente polimorfi-
cos susceptibles de andlisis por PCR (D1S80, Col2A1, 3’ ApoB e YNZ22) y Gni-
camente los dos primeros carecen de problemas como alelos intermedios o liga-
miento a enfermedades. El mds interesante es el locus D1S80 (pMCT118) que
posee en poblaciones espafiolas mas 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 nucledtidos son potencialmen-
te utiles poseen problemas como la presencia de bandas de repeticién (“slippa-
ge”) que hace que su uso con fines forenses sea considerado todavia con temor.
Las repeticiones de tetranucledtidos y fundamentalmente los sistemas
ACTBP2(SE33) y HUMTHO1 son cada vez mas utilizados.

Las grandes ventajas de los microsatélites son su estabilidad y la posibili-
dad de PCR multiplex amplificando varios STR simultdneamente. Su mayor
desventaja es la necesidad de emplear geles y sistemas de secuenciacin para la
diferenciacién de los alelos.
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Fig. 5: Sistema
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El uso de fluorocromos en sistemas automatizados (secuenciadores, Gens-
canner) permite la visualizacién de mini o microsatélites, pudiendo incluso se-
parar varios microsatélites simultdneamente aun con rangos similares de tama-
fio. Su dnica 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), basdndose en el estudio de las variaciones entre las secuen-
cias de diferentes unidades de repeticién dentro del locus D1S8, reconocido por
la sonda MS32.

El andlisis de la secuencia de algunos minisatélites ha demostrado que las
unidades de repeticion dentro de cada minisatélite 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 ndmero de copias
muestran un nivel bajo de variabilidad entre las secuencias de sus unidades,
presumiblemente como consecuencia de una homogeneizacién de la secuencia
de las unidades provocada por fenémenos como la recombinacién desigual. Sin
embargo, el analisis 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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repeticién, atin en el caso de los minisatélites méds variables en su ndmero de
copias (10). En estos loci hipervariables, unidades de repeticién diferenciadas
por la substitucién de una base por otra estdn presentes en un niimero variable a
lo largo del bloque de repeticiones, y esto permite considerar a estas unidades
- como intermediarias en un proceso de fijacién por entrecruzamiento.

El mencionado estudio de Jeffreys y col. (9) demostrd la existencia de dos
clases de unidades de repeticion, que diferfan una de otra en la presencia o au-
sencia de un sitio de restriccién para el enzima Haelll (unidades Haelll+ y
Halll-). Los patrones de disposicion de estas unidades dentro de los alelos del
locus MS32 pueden ser analizados por PCR, mediante la amplificacién por se-
parado de los fragmentos de cada uno de los tipos de unidades. La comparacién
de ambas amplificaciones permite el establecimiento de un cédigo inequivoco
que identifica la pareja de alelos presentes en el ADN genémico de un indivi-
duo. Las ventajas que esta técnica presenta sobre el andlisis de los polimorfis-
mos de longitud son:

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

b) El andlisis no estd sujeto a errores de medicién en la migracién de los
fragmentos, y es inmune a la distorsién de los geles y a los desplazamientos de
bandas en aquellos.

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

Sin embargo, la aplicacién de los MVRs al diagnéstico biolégico de la pater-
nidad est4 limitada por la altisima tasa de mutacién de novo que presenta el locus
MS32 (el tinico documentado hasta el momento, aunque se est trabajando sobre
el locus MS31), y por la necesidad de identificar correctamente algunas de las
unidades de repeticién que parecen no corresponder a las dos clases descritas.

5. Aplicaciones médico-legales

5.1 Diagnéstico de paternidad y maternidad

La investigacién 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 m4s segura en situaciones dificiles (pa-
ternidades sin madre biol6gica, 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 Criminalistica biolégica

Es la aplicacion médico-legal més 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 aplicacién 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 més prue-
bas indiciarias que las proporcionadas por posibles restos de esperma en pren-
das y en cavidad vaginal o anal.

La utilizacién de bancos de datos de potenciales delincuentes con polimor-
fismos ADN, ha permitido reducciones espectaculares de las cifras de crimina-
lidad y del niimero de delitos resueltos en paises como el Reino Unido, mien-
tras que en nuestro pafs el niimero de delitos contra la libertad sexual no resuel-
tos se cifra en el 70% y el nimero de delitos en los que se investiga el ADN es
con seguridad inferior al 1%.

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 sf serfa razonable su exis-
tencia, por la alta reincidencia en este tipo de delitos que encubren muchas ve-
ces psicopatias graves.

La puesta en marcha de bancos de datos de estos potenciales delincuentes
serfa, en nuestro pais, necesaria y urgente; existen laboratorios universitarios y
privados que podrian construirlos sin problemas y biolégos formados que po-
drian ser contratados por el Ministerio del Interior para la creacién de estos ar-
chivos.
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5.3 Otros problemas de identificacion

El polimorfismo del ADN es trascendente, y asi ha sido empleado en nues-
tro pafs, en la identificacién de caddveres y restos cadavéricos (a través de pie-
zas dentarias y sangre de los familiares, tejidos incluidos en parafina, etc) y en
la asignacién de restos cadavéricos al mismo individuo en catastrofes.

En conclusidn, el polimorfismo del ADN ha representado una revolucién
total en Medicina Legal, especialmente en criminalistica bioldgica donde su
aplicacién estd siendo trascendente. Esta trascendencia serfa mucho mayor con
una adecuada estructuracién de la pericia en este pafs y con la creacién de ban-
cos de datos de potenciales delincuentes en delitos contra la libertad sexual.
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