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Nuevas aplicaciones en identificacion
genética

New applications in genetic identification

Resumen

Cada vez mas, los avances en identificacién genética permiten la aplicacion de estas técnicas a areas muy di-
ferentes. Los progresos cientificos y tecnolégicos en las herramientas utilizadas en genética forense han permi-
tido nuevas aplicaciones de este campo en otras disciplinas. En este trabajo se pretenden abordar algunas de
esas nuevas alternativas. La primera de ellas es la creacion de bases de datos genéticas civiles que ha permitido
el desarrollo de dos programas de identificacién de personas: programa FENIX de identificacion de cadaveres
y restos humanos desaparecidos y la iniciativa DNA-PROKIDS que lucha contra el trafico de seres humanos y
pretende reunir a las victimas con sus familias. En la dltima década, cada vez con mas frecuencia aparece el
analisis del ADN en proyectos de historia, paleontologia,... Es en estos casos donde nos encontramos con mues-
tras antiguas. Por tanto, una segunda aplicacion es el trabajo con aDNA, del que mostramos varios ejemplos.
Gracias a estas nuevas técnicas se han podido identificar los restos de varios personajes histéricos, el Zar Ni-
colés Il de Rusia, Cristébal Colén y sus familiares, Blanca de Navarra y el Principe de Viana y el general Miranda;
asi como la recuperacion de especies en peligro de extincion y la caracterizacion de elementos histéricos. Por
Gltimo, tienen gran importancia sus aplicaciones en biomedicina, ya que cada dia es mas frecuente la colabo-
racién entre grupos forenses y otras especialidades médicas. Dos ejemplos de ello serian, la caracterizacion de
muestras provenientes de tumores y en la asociacion de enfermedades a haplotipos genéticos.

Palabras clave: aDNA. Cancer. Base de datos genéticas.

Abstract

More now than ever, advances in genetic identification allow the application of these new techniques to diffe-
rent fields. Scientific and technological progress in the tools used in forensic genetics has permitted new im-
plementations of this field to others. In this paper, some of the newest alternatives will be tackled. Firstly, the
creation of a civil genetic database has allowed the development of programs for human identification. FENIX,
program, to identify corpses and missing human remains and DNA-PROKIDS that fights against human traf-
ficking and hopes to reunite victims with their families. In the last decade, it is becoming more common to
encounter DNA analysis in history projects, paleontology and so on. It is in such cases that we find ancient
samples. So, another application is the work with aDNA of which we will show some examples. Thanks to
these new techniques some historical remains of important personages have been identified, Zar Nicolés Il of
Rusia, Cristobal Colombus and his relatives, Blanca of Navarra, the Prince of Viana and the general Miranda;
as well as the recovery of some species in danger of extinction and the characterization of some historical ele-
ments. Lastly, it has also a great relevance the applications of these techniques to biomedicine, given than the
collaboration between forensic groups and other medical specialities is more and more frequent theses days.
Two examples of this situation will be the characterization of tumor samples and the association of some
diseases with genetic haplotypes.

Key words: aDNA. Cancer. Genetic database.
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Introduccion

Este afno se cumplen 25 anfos desde que Alec J. Jeffreys,
profesor de Genética de la Universidad de Leicester,
descubri6 el primer locus polimérfico. Para hallar
este marcador se empled una sonda de ADN arbitra-
ria. De este modo se observaron fragmentos de mas
de 15 longitudes diferentes. Posteriormente, se en-
contraron otros loci hipervariables que constaban de
repeticiones en tAndem de una secuencia de oligonu-
cledtidos (11 a 60 pb), de manera que las diferentes
longitudes de los fragmentos originados dependian
del nimero de dichas repeticiones y se les denomind
VNTR (“Variable Number of Tandem Repeat”). Tras
el descubrimiento de los primeros VNTRs se vio que
éstos podian ser aplicados a la medicina forense y
sustituir a los marcadores clasicos. En un principio la
cantidad de ADN necesaria, asi como, el estado del
mismo era un requisito indispensable para poder uti-
lizar estos marcadores. Todas estas limitaciones fue-
ron superadas gracias a la aplicacion en Genética
Forense de una técnica, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (“PCR”"), que supuso una revolucion en
muchos campos de la Biologia y de la Medicina. Esta
técnica, ideada en 1989 por Kary B. Mullis, permitio
que se pudieran obtener resultados de muestras bio-
l6gicas con minimas cantidades de ADN.

A finales de los 90 aparecen en nuestro pais nuevas
tecnologias que permiten acelerar el proceso de
analisis de las muestras. Asi el procesamiento de
un centenar de perfiles genéticos se podia realizar
en un par de dias. La aparicién de los analizadores
genéticos rapidamente desplazé a los laboriosos
geles de acrilamida, que limitaban en gran medida
los resultados de un laboratorio. La electroforesis
capilar ha sido, durante estos Ultimos quince afos,
la herramienta mas utilizada por los laboratorios de
genética forense.

Durante estos afios, los grupos de investigacién en
este campo se han esforzado en descubrir nuevos
marcadores, en nuestro genoma, que faciliten la re-
solucién de los casos forenses: marcadores autosé-
micos, ADN mitocondrial y cromosoma Y. En esta
linea muchos grupos siguen buscando marcadores
del tipo SNPs (polimorfismos de un Unico nucled-
tido) que nos den informacion sobre el fenotipo y la
procedencia geografica de una muestra biologica.
También se ha intentado unificar en todas las po-
blaciones el tipo de marcador utilizado, siendo el
sistema CODIS (Combined DNA Index System)
desarrollado en Estados Unidos por el FBI, el que
ha conseguido una mayor difusioén.

Su aplicacién ha hecho que poco a poco fuera ne-
cesario el uso de bases de datos genéticos que

permitieran la bisqueda y el rastreo de perfiles com-
parados, lo que ha permitido la incorporacién de
bioinformaticos y bioestadisticos en los grupos de in-
vestigacion forense.

Las nuevas plataformas de secuenciacion, asi como,
los nuevos kits de extraccion y purificacion de las
muestras, asociados a robot de extraccién, son en
este momento las nuevas tecnologias de las que los
grupos comenzaran a disponer en breve. Estas nue-
vas herramientas permitirdn un aumento exponencial
del niimero de datos generados. Con lo que los gru-
pos podran analizar miles de muestras a diario, y
tendrén que ser los nuevos software, expert system,
los que valoren los resultados.

Toda esta experiencia, en el campo de la genética, no
sélo ha mejorado la resolucion de los casos de filia-
cién y criminalistica, sino que ha permitido que los
grupos de genética forense aborden nuevos campos
de investigacion, y que colaboren con otros grupos
ampliando asi las fronteras de nuestra comunidad
cientifica. En este trabajo se presentan algunas estas
nuevas aplicaciones, que abordan el ambito social,
histérico y sobre todo la ayuda a todas las especia-
lidades biomédicas.

Aplicaciones en bases de datos genéticas

Los avances cientificos y técnicos en las herramientas
moleculares empleadas en genética han hecho posi-
ble su aplicacion en el campo de la genética forense
teniendo un gran impacto social. Gracias a ellos se
han generado una cantidad de informacion extraordi-
naria que ha de almacenarse de modo racional y or-
denado para su posterior uso. Surge asi la necesidad
de las denominadas “bases de datos”, lugares donde
se almacena de modo ordenado y coherente cual-
quier tipo de informacién, que luego es rescatada de
modo automatico de acuerdo a parametros previa-
mente establecidos. El acceso a las mismas es mas
0 menos restringido, dependiendo de la trascenden-
cia de los datos almacenados, siendo los mas prote-
gidos aquéllos que contienen informacion sobre la
“identidad” de las personas!=.

Las bases de datos de identificacién genética con-
tienen numeros y letras asociados al codigo de
identificaciéon de una persona. Su acceso a los
datos debe de estar perfectamente controlado, y las
conclusiones que se pueden obtener de los mismos
van a depender de los programas informéaticos que
se autoricen por las diferentes legislaciones. Depen-
diendo del contenido de estas bases de datos se
pueden diferenciar:
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— Bases de datos forenses criminales: almacenan
datos procedentes de personas que han sido
procesadas o condenadas, asi como de indicios
biolégicos encontrados en la escena del crimen.
En algunos casos pueden considerarse perfiles
de victimas conocidas, con objeto de facilitar la
resolucion de delitos. Su caracteristica principal
es que algunas de las muestras y datos consi-
derados se obtienen sin el consentimiento de
las personas implicadas.

— Bases de datos forenses civiles: su Unico fin es
la identificaciéon de personas desaparecidas, o
cual se hace comparando el ADN de las perso-
nas no identificadas con el de los familiares.
Por sus caracteristicas humanitarias, se re-
quiere que los familiares colaboren de modo vo-
luntario y tras firmar un consentimiento
informado, cosa que las diferencia de las bases
de datos criminales siguiendo las consideracio-
nes del protocolo de Helsinki.

Actualmente, la creacion de bases de datos forense
civiles permite el uso de éstas con fines humanita-
rios. Este es el caso de los proyectos que se desarro-
llan actualmente en el Laboratorio de Identificacién
Genética de la Universidad de Granada; el programa
FENIX y la iniciativa DNA-PROKIDS.

Programa FENIX

Se han hecho grandes esfuerzos en la identificacion
de cadaveres y restos humanos tras guerras, proble-
mas socio-politicos y desastres en masa. En muchos
de estos casos, el uso de la identificacion a través
de ADN ha ofrecido una respuesta definitiva en la
identificacién de las victimas. La creacién de una
base de datos civil de personas desaparecidas no
compromete los derechos de los individuos ya que
la donacién de las muestras incluidas en ella es vo-
luntaria. Espafa fue el primer pais en establecer una
base de datos forenses civil. Debido a la dinamica
de las sociedades modernas, constantemente se pre-
sentan denuncias de personas desaparecidas asi
como se encuentran cadaveres y restos humanos. Se
trata de un problema universal, una situacién comun
que no solo esta relacionada con guerras o catastro-
fes naturales. Es obvio que muchos de los cadaveres
y restos encontrados corresponderan con personas
desaparecidas denunciadas.

En 1998, el grupo de investigaciéon del Departa-
mento de Medicina Legal y Toxicologia de la Univer-
sidad de Granada ide6 un programa de identificacion
genética de personas desaparecidas (Programa
FENIX) para la identificacion de cadaveres o restos ca-
davéricos que no se pudiesen identificar empleando

métodos tradicionales. Su finalidad era prestar ayuda
a los familiares de las personas desaparecidas. Este
programa fue pionero en el mundo entero ya que an-
teriormente no existia ni existe ninguna base de
datos con estos fines. Esta iniciativa fue apoyada
por la Guardia Civil y el Ministerio del Interior®3, lo
que permitié la creacién de un programa nacional
de identificacion de cadaveres y restos de personas
desaparecidas.

El programa FENIX contiene dos bases de datos in-
dependientes donde se pueden comparar automati-
camente secuencias de ADN para identificar perfiles
relacionados entre si. Una se conoce como Base de
Datos de Referencia que contiene informacién de
microsatétiles de ADN nuclear y cromosoma Y asf
como de secuencias de ADN mitocondrial de parien-
tes que provienen de la linea materna. Debido a que
esta base de datos es una base no criminal, sélo se
encuentran en ella aquellos individuos que donan su
ADN de forma voluntaria y siempre tras firmar un
documento de consentimiento informado. La otra
base de datos se denomina Base de Datos Dubitada
y contiene todos los perfiles de restos encontrados
que no han podido ser identificados por métodos cla-
sicos como son, identificacion de huellas dactilares,
parametros antropolégicos, odontologia, rayos X...
Actualmente, 800 familias de personas desapareci-
das participan en el programa FENIX y se han lo-
grado 350 identificaciones de restos encontrados®
(http://www.guardiacivil.es/prensa/actividades/FENIX
/presentacion.jsp) (Figura 1).

Estrategias similares se estan implantando cada vez
mas en todo el mundo. En Brasil, donde en 2007
se determind que existian 7287 cadaveres y res-
tos humanos sin identificar, se ha desarrollado
una herramienta bioinformatica para registrar y
comparar la informacién genética y no genética de
las personas desaparecidas, sus familiares y cada-
veres no identificados, Missing person Database-
gen*. Tras la guerra de la antigua Yugoslavia, el ICMP
(International Commission of Missing Persons) des-
arrollé un programa de recogida de muestras de fa-
miliares de personas desaparecidas para la
identificacién de todos aquellos cadaveres y restos
desconocidos®.

Desde los primeros pasos del programa FENIX diver-
sos paises del area iberoamericana se mostraron in-
teresados en su desarrollo. Algunos, incluso,
pretenden poner en marcha un programa similar,
dandose el caso de que, como en Colombia, se pre-
tende que se denomine "FENIX-Colombia". En este
pais, responsables del Laboratorio de Genética del
CTI (Centro Técnico de Investigacion), adscrito a la
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Figura 1.
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Fiscalia General de la Nacién, pretenden instaurar
un sistema de identificacién genética de personas
desaparecidas para paliar el gravisimo problema que
en este sentido genera el elevado indice de violencia
producido tanto por la actuacién de la guerrilla como
por otras bandas de delincuencia organizada funda-
mentalmente relacionadas con el narcotrafico. En
Chile, el Servicio Médico Legal, por orden del Parla-
mento de este palis, pondré en marcha una base de
datos de muestras de detenidos-desaparecidos, ha-
biéndose solicitado la colaboracién del Programa
FENIX. En USA, el UNT Health Science Center cred
el Texas Missing Persons DNA Database en 2001,
una base de datos similar a FENIX espariola.

Iniciativa DNA-PROKIDS

Esta iniciativa, quiere ser una herramienta para lu-
char contra el trafico de seres humanos, en especial
de los mas débiles, los nifios. Segtin la UNODC, “Por
‘trata de personas’ se entendera la captacién, el
transporte, el traslado, la acogida o la recepcién de
personas, recurriendo a la amenaza o al uso de la
fuerza u otras formas de coaccién, al rapto, al
fraude, al engafio, al abuso de poder o de una situa-
cién de vulnerabilidad o a la concesién o recepcién

de pagos o beneficios para obtener el consenti-
miento de una persona que tenga autoridad sobre
otra, con fines de explotacion”®®.

Los nifos, los individuos mas inocentes y fragiles de
la sociedad, pueden ser sujeto de muchos tipos de
abusos. Uno de éstos es el trafico humano que se ha
convertido en una actividad criminal lucrativa. Segun
UNICEF, 300 millones de ninos en todo el mundo
sufren violencia, explotacion y abusos incluyendo las
peores formas de explotacién laboral infantil, conflic-
tos armados y practicas dafiinas. En los Estados
Unidos se denuncian 800000 desapariciones de
nifios al afo. De éstos, aproximadamente 360000
se escapan, 340000 se clasifican como “desapari-
ciones sin explicacién plausible” y unos 100000 son
secuestrados por miembros de su familia u otros in-
dividuos conocidos o han sufrido algin dafio®8.

Los gobiernos son conscientes de que el problema
del trafico humano es real y que se han de tomar
medidas inmediatas. Sin embargo, es conveniente
llegar a acuerdos internacionales para identificar las
posibles victimas y los responsables de estos delitos.
Pero las dificultades legales y sociales que existen
ralentizan el proceso de implementar un sistema
contra el trafico humano. Esto puede ser muy frus-
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trante para los cientificos que quieran ayudar desde
una perspectiva humanitaria y disponen de las apli-
caciones técnicas necesarias para asistir en la iden-
tificacion de personas desaparecidas. Aunque las
infraestructuras legales se desarrollen de forma lenta,
no hay razén alguna para no implementar las herra-
mientas analiticas y las bases de datos para la iden-
tificaciéon de los nifios desaparecidos®’.

DNA-PROKIDS es un proyecto internacional cen-
trado en la lucha contra el tréfico de seres humanos
a través de la identificacion genética de las victimas
y sus familiares, especialmente en nifios. Su meta
no se centra Unicamente en la resolucion de crimenes
domeésticos sino que se pretende extender los resul-
tados a nivel mundial con el objetivo de estimular la
lucha contra el trafico de seres humanos y ayudar a
prevenir la misma, http://www.dna-prokids.org/°.

El proyecto DNA-PROKIDS se inici6é en 2004 a tra-
vés del Laboratorio de Identificacion Genética de la
Universidad de Granada. Tras un estudio piloto con
paises de Centroamérica y Asia llevado a cabo
entre 2006 y 2008, se decidi6 la ampliacién defi-
nitiva con alcance mundial. En 2009, con la cola-
boracion de los Profs. Bruce Budowle y Arthur
Eisenberg del Centro de Identificacion Humana de
la Universidad del Norte de Texas (UNT-HIC) y con
la financiacion de BBVA, Caja Granada, Fundacién
Marcelino Botin (Banco Santander) y Life Tecnolo-
gies (EEUU) comenzé la expansién internacional
del proyecto. Actualmente se ha ampliado la cola-
boraciéon —inicio de la expansién mundial- a
China, India, Indonesia, Filipinas, Nepal, Sri
Lanka, Tailandia, Brasil, Guatemala y México.

La principal misién de DNA-PROKIDS es identificar
a las victimas y devolverlas a su familia (reunifica-
cién); dificultar el trafico de seres humanos, inclu-
yendo las adopciones ilegales, gracias a la
identificacion de las victimas (prevencion); y obtener
informacion sobre los origenes, las rutas y los medios
de comisién del delito, claves para el trabajo de las
fuerzas policiales y judiciales (inteligencia policial).
Por otro lado, los objetivos de la iniciativa DNA-
PROKIDS son:

— Promover una colaboracion internacional siste-
maética y automatica a través de la integracion
en una misma base de datos mundial de datos
genéticos para lograr:

— Reintegrar a estos nifios desaparecidos en
sus familias gracias a la comparacion de su
ADN con el de los familiares de personas
desaparecidas susceptibles de haber sido
victimas de trafico de seres humanos.

— Luchar contra las adopciones ilegales al
comprobar si las personas que entregan a
un menor en adopcién son los verdaderos
familiares bioldgicos (madre, padre, abue-
los), para evitar que menores procedentes
de raptos, robos o trafico de personas pue-
dan ser dados en adopciones presunta-
mente legales.

— Estudiar y aplicar mejoras a los sistemas poli-
ciales y judiciales de todo el mundo para que
luchen mas eficazmente contra el tréafico de
seres humanos, especialmente de nifios y mu-
jeres.

— Analizar y proponer una base legislativa comtn
para la resolucion de este problema.

— Evaluar e intentar solventar los problemas so-
ciales y de comunicaciéon que impiden una
lucha més eficaz contra el tréfico de seres hu-
manos.

— Ofrecer colaboracion para la coordinacion y la
formacién de especialistas en identificacién de
los diferentes paises.

DNA-PROKIDS emplea métodos acreditados y acep-
tados por la comunidad cientifica internacional para
la identificacion genética de las personas desapare-
cidas. Los marcadores genéticos de rutina que se es-
tudian son aquellos STR incluidos en sistemas como
CODIS, ADN mitocondrial para confirmar la linea
materna y STR del cromosoma Y para establecer re-
laciones de tipo paterno-filial. Actualmente, se estén
desarrollando paneles de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) que nos van a permitir determinar
caracteristicas fenotipicas de los individuos asi como
su procedencia geogréfica y étnica. Con toda esta
gran cantidad de informacién se podran crear bases
de datos que nos permitiran la identificacion de los
menores victimas de trafico humano y la reunifica-
cién de éstos con sus familias (Figura 2).

Desde 2005, el Laboratorio de Identificacion Gené-
tica de la Universidad de Granada ha procesado
aproximadamente unas 1200 muestras dentro del
programa DNA-PROKIDS. En 2008 y 2009 se re-
gistraron 107 casos englobados en el programa pro-
cedentes de Guatemala. Por otro lado, durante este
mismo tiempo el Centro de Identificacién Humana
de la Universidad del Norte de Texas también ha lle-
vado a cabo la identificacién de menores victimas
del trafico humano. Desde principios de 2009, gra-
cias al programa DNA-PROKIDS se han podido iden-
tificar a 230 menores en 12 paises de todo el
mundo. Durante el mes de Octubre de 2009 se ce-
lebré en Granada la primera reunién cientifica DNA-
PROKIDS donde expertos en identificacién genética
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Figura 2.
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de todo el mundo se reunieron para elaborar un plan
de actuacion conjunto frente a casos de trafico hu-
mano. En Enero de 2010, se reunieron en Filipinas
el Dr. José Antonio Lorente y el Prof. Arthur Eisenberg
con los expertos del “DNA Analysis Laboratory of the
Natural Sciences Research Institute” y del “Philip-
pine Council for Advanced Science and Technology
Research and Development” con el fin de informar y
asesorar a estos organismos sobre esta iniciativa. El
dia 01 de Febrero de 2010 se present6 en Madrid en
una rueda de prensa organizada por la AECID y el
Ministerio de Asuntos Exteriores la oferta formal del
Gobierno espafol al de Haiti para que se desarrolle
de modo urgente y especial el programa DNA-PRO-
KIDS, tratando de detener el tréfico ilegal de meno-
res (incluidas adopciones ilegales) y el apoyo a la
reunificacion familiar en este pais tras el terremoto
del 12 de Enero de 2010.

Aplicaciones en muestras antiguas

Las técnicas empleadas en genética forense estan
principalmente basadas en la determinacién de frag-
mentos y secuencias de ADN. Las muestras que nor-
malmente se encuentran en el campo de la

criminalistica no suelen ser el material idéoneo para
trabajar con las técnicas clasicas de biologia molecu-
lar. Con mucha frecuencia el ADN que se consigue
de estas muestras tiene unas caracteristicas que
hacen necesario el desarrollo de nuevos protocolos y
tecnologias para obtener resultados.

Las caracteristicas del ADN en los casos de crimi-
nalistica son: su bajo nimero de copias (material
bioldgico en escasa cantidad y dafiado), fragmenta-
cion (segmentacion del ADN en distintos tamafios
inferiores al inicial), inhibicion (aparicién de particu-
las que dificultan hacer copias del contenido gené-
tico) y modificaciones estructurales en la secuencia
de bases del ADN!©.

Los grupos de investigacion que se enfrentan a este
tipo de ADN solucionan las dificultades empleando
nuevos procedimientos y tecnologias para solventar
los problemas citados anteriormente.

— Obtener la maxima cantidad de ADN posible:
Es fundamental en este tipo de casos no per-
der ADN de la muestra de partidall, ajus-
tando los protocolos de extraccion hasta el
punto de finalizar este tratamiento obteniendo una
concentracion de ADN similar a la de partida.
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Esto se realiza mediante el uso de filtros con-
centradores o disefiando Kits especificos para
cada muestra de partida.

— Disenar estrategias que reduzcan el tamafo del
ADN problema: eliminando los problemas de
fragmentacion del ADN, utilizando primers den-
tro de un pequeno rango en pares de bases o
disenando parejas de primers o kit multiplex
con rangos de amplificacion no mayores a los
250pb!213,

— Purificar el extracto de ADN: mediante deter-
gentes, agentes quelantes, lavados con solucio-
nes hipoténicas, materiales absorbentes,...
Dependiendo del tipo de iones o moléculas que
nos impidan que la amplificacion del ADN de
nuestra muestra, se procedera al tratamiento
adecuado con una técnica u otral416,

— Conocer los procesos que ocurren en el ADN
antiguo y degradado!®!7-19: |as reacciones de
oxidacion (cambios en los azlcares de las
bases), la radiacion, las reacciones hidroliticas,
los procesos de degradacién enzimatica,... Re-
sultados que pueden aparecer en este tipo de
ADN: mezclas o contaminacion con otros ADN,
pérdida de la heterozigosidad, uniones cruza-
das de fragmentos o fragmentos y primer, intro-
duccién de bases erroneas, ... Este Gltimo punto
ha hecho que se estudien de manera exhaus-
tiva los protocolos de amplificacion y secuen-
ciacion, nimero de ciclos, temperaturas, disefio
de primers; caracteristicas que debe de tener
un laboratorio forense y qué criterios de calidad
debe seguir, asi como, qué tipo de ADN y zonas
de éste, de toda nuestra dotacién genética, son
maés Utiles para la realizacion de un estudio de-
terminado.

El conocimiento y puesta a punto de estos protocolos
y técnicas, asi como la investigacion en cada uno de
los campos citados, ha permitido a nuestro grupo el
desarrollo de multitud de proyectos y colaboraciones
con otros grupos en este campo.

Cuando se tiene la capacidad de hacer analisis de
ADN antiguo, se abre un nuevo campo de accion. Al
igual que en el campo de la criminalistica, el estudio
del ADN en casos antiguos puede hacer cambiar una
decision judicial. El estudio de éste en nuevos pro-
yectos con tejidos bioldgicos antiguos puede cambiar
la historia de un personaje, de una especie... La his-
toria es una ciencia que ha sabido aprovechar las
nuevas tecnologias para aumentar el nimero de ele-
mentos que apoyen una teoria. El ADN no es la pri-
mera, se ha utilizado el carbono 14 desde hace anos
para datar piezas y asi recomponer hipotesis en in-
vestigaciones de sucesos historicos. Dentro de las

metodologias de la historia, el ADN no es una herra-
mienta para reinterpretarla, sino un instrumento mas
para ayudar al resto de las fuentes de trabajo clasi-
cas (textos, grabados, materiales,...).

Estos proyectos, como vemos, no estan incluidos
dentro del campo forense, pero hacen de ésta cien-
cia, cada dia mas, una herramienta multidisciplinar.

Identificacién de personajes histéricos

Uno de los primeros casos histdricos donde la iden-
tificacion genética se ha convertido en una herra-
mienta decisiva ha sido en el caso del Zar Nicolas Il
de Rusia. EI ADN mitocondrial y el cromosoma Y
permitieron confirmar el fallecimiento del Zar Nicolas
Il Rusia y de sus familiares, siendo este el fin de su
dinastia?>-22,

Pocos afos después se comenzo6 desde la Universi-
dad de Granada el proyecto de identificacion de al-
gunos de los personajes méas importantes de la
historia de nuestro pais, Blanca de Navarra y el Prin-
cipe de Viana. El estudio puso de manifiesto que nin-
guno de los restos encontrados en la momia que se
asumia como el cuerpo del Principe de Viana coinci-
dia con los de Blanca de Navarra, madre del prin-
cipe. Todas las secuencias de ADN mitocondrial
editadas pertenecian a individuos distintos. Se en-
contraron hasta tres huesos con distinta procedencia
en la momia del Principe de Viana. Estos resultados
se pueden explicar debido a que en el sepulcro de
Poblet existia un caos de huesos, fruto de los distin-
tos saqueos que habia sufrido. Estudios realizados
en el afio 2008 por otros grupos corroboran los datos
que se obtuvieron en nuestro laboratorio a finales de
la década de los 90 confirmando la existencia de
mas de un individuo en la momia del Principe.

Ademas del citado, uno de los proyectos mas tras-
cendentes y de mayor repercusion fue la identifica-
cion genética de Cristobal Coldn y sus familiares, un
proyecto internacional y multidisciplinar con el obje-
tivo de descifrar algunos de los enigmas del famoso
Almirante. El objetivo principal de este proyecto fue
determinar el lugar donde se encontraban sus restos,
Republica Dominicana y/o Sevilla.

El estado de los huesos, de Cristobal Colén y de su
hermano Diego, era mucho peor del esperado por el
tiempo trascurrido, los distintos viajes del féretro de
Colén y la poca cantidad de material encontrado en
la tumba de la Catedral de Sevilla. Igualmente los
restos de Diego, debido a las filtraciones de agua, se
encontraban en un estado muy deteriorado. De todos
los laboratorios participantes en el proyecto, solo en
algunos se obtuvieron resultados. Se encontraron
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coincidencia en los resultados, pero los fragmentos
de ADN mitocondrial obtenidos fueron muy peque-
fios, con lo que fue dificil afirmar una inclusion. La
suma de los datos obtenidos por todos los partici-
pantes antropologos, historiadores, ... fueron los que
nos permitieron afirmar que los restos encontrados
en la catedral de Sevilla, pertenecian al almirante.
De todas formas este proyecto no se finalizara hasta
que las autoridades de la Republica Dominicana no
permitan contrastar estos datos con los restos del
mausoleo levantado en Santo Domingo. La cantidad
de huesos encontrados en la catedral de Sevilla no
descarta que ambas tumbas compartieran la pose-
sién del los restos de Coldn, algo que sucedia fre-
cuentemente en los traslados de cadaveres de
personajes famosos y reliquias.

En este momento, nuestro grupo de investigacién rea-
liza, en esta misma linea, la identificacion de los restos
de «EI Primer Venezolano Universal», Francisco de Mi-
randa. El general Venezolano, S. Francisco de Miranda
Rodriguez (Caracas, 1750 — San Fernando (Cadiz),
1816) se considera como el precursor de la indepen-
dencia americana del Imperio espafol. Participd en
tres de las guerras mas importantes a favor de la de-
mocracia: la Independencia de los Estados Unidos,
la Revolucién francesa y las Guerras de Independen-
cia Hispanoamericana. Francisco de Miranda debido
a la firma de un acuerdo con los espanoles, temiendo
una derrota en una de sus batallas, fue traicionado
y entregado a las autoridades espariolas, por lo que
estuvo apresado hasta el dia de su muerte, en La Ca-
rraca, prision en San Fernando, Cadiz. Sus restos
han compartido un osario comdn con otros muchos
restos de esos mismos afnos. Estudios preliminares
de antropologia fisica han delimitado el nimero de
restos ha clasificar.

Hasta ahora, se han podido obtener los perfiles de
ADN mitocondrial de muchos de estos restos al igual
que de algunos de los familiares del pante6n comun
de sus descendientes. Pero ain queda un largo ca-
mino hasta finalizar este estudio. Son muchos los
restos encontrados en ambos lugares y existe incer-
tidumbre tanto en la muestra problema como en la
de los familiares de referencia.

Biorrecuperacion de especies

Uno de los problemas que se estéan ocasionando en
la sociedad actual es la pérdida de biodiversidad. La
extincién de muchas de las especies, que hace solo
unas décadas habitaban nuestros bosques y rios, es
algo que ocurre cada vez con mas frecuencia.

Una de las especies con mayor peligro de extincion
es el esturion. Gracias a la colaboracién con el

Departamento de Genética, se ha podido participar
en un proyecto para la recuperacién de esta especie
en el rio Guadalquivir.

Los esturiones (Familia Acipenseridae) se distribu-
yen exclusivamente en el hemisferio Norte. Estan
considerados fésiles vivientes, existiendo actual-
mente una disminucién continua de estos peces en
las poblaciones, hasta el punto de ser consideradas
especies en peligro de extincion.

Se conoce la existencia de la especie A. sturio en la
peninsula Ibérica, pero hasta hace poco se creia que
la especie A. naccarii era endémica del Mar Adria-
tico, y que no formaba parte de las especies carac-
teristicas en la peninsula Ibérica.

Al estar extinguidas estas especies en el Guadalqui-
vir, se recurri6 a piezas de museo disecadas o guar-
dadas en formol. Se analizaron tres especies
capturadas en el rio Guadalquivir de mediados de los
70y principios de los 80, conservadas en la Estacion
Bioldgica de Dofiana, una del rio Ebro, del Instituto
Boténico de Barcelona y uno mas del Departamento
de Zoologia de la Universidad de Granada.

Se cred un protocolo especifico para la extraccion de
ADN de estos esturiones, consiguiendo resultados en
todos ellos. Asi, dos de ellos fueron A. naccarii,
otros dos A. sturio y el quinto un hibrido de ambos.
Con lo que se concluyd que la especie A. naccarii
coexistia en Espafia con la A. sturio.

Estos datos permitieron comenzar la recuperacion de
la especie en el Guadalquivir con la especie A. naccarii.
En este momento se esta trabajando con éxito en cau-
tividad en la piscifactoria “Sierra Nevada”.

Tras estos primeros éxitos, durante este Ultimo afio se
ha comenzado una nueva linea de investigacion a par-
tir de restos fosiles de esturiones encontrados en yaci-
mientos arqueoldgicos. De esta manera se intenta
resolver la disyuntiva de cuél de las especies actuales
era la autdctona de la peninsula Ibérica (Figura 3).

Caracterizacion de elementos historicos

Gracias a la colaboracién con el Departamento de
Pintura de la Universidad de Granada se ha podido
trabajar con uno de los dos ejemplares del Coran
mas antiguos que se conservan en Espafa. Se trata
de la edicion facsimil de un Coran Andalusi del
siglo XIlII, recuperado en un hallazgo fortuito en la
localidad malaguefa de Cutar.

El trabajo de nuestro grupo ha consistido en la carac-
terizacién del pergamino en el que estaba editado
este ejemplar y determinar el origen de la piel con el
que se habia realizado la edicion del Coran.
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El pergamino es un material hecho a partir de la piel
de una res u otros animales, fabricado para poder
escribir sobre él, mediante un proceso de eliminacién
del vellén, adobado, blanqueado y tras un estira-
miento final se consiguen las ld&minas con las que se
elabora el libro.

La antigiiedad y el valor de éste no permitian tomar
un fragmento completo de una hoja del Corén, asi
que, utilizando las técnicas mas avanzadas dentro
del campo de la genética forense, se tomaron como
muestras de partida los pelos del animal que subsis-
tian sobre el pellejo manufacturado.

Se ajustaron los protocolos de extraccién de pelos®®
adaptandolos a este tipo de material tan manipu-
lado. Aln maés critico fue el disefio de primers?*, se
escogié el ADN mitocondrial de las distintas especies
candidatas “Ovis aries, Bos taurus, Sus scrofa do-
mestica y Capra aegagru”. El tamafo del amplicén
escogido fue menor a las 200pb. Se ajustaron todos
los protocolos de amplificacion y secuenciaciéon. Una
vez obtenida la secuencia del material amplificado,
se introdujo el resultado obtenido en BLAST (NCBI),
Basic Local Alignment Search Tool, una herramienta
gratuita que permite comparar las secuencias pro-
blema con una base de datos que contiene todas las
especies caracterizadas hasta la fecha. Las secuen-
cias obtenidas a partir de los pelos del pergamino
produjeron una homologia del 100% con la especie
Bos taurus. Estos resultados nos permitieron carac-
terizar el tejido y determinar la especie con la que
se habia producido el soporte de esta edicion del
Coran.

Los resultados obtenidos han proporcionando el co-
nocimiento necesario para ubicar su elaboracion y el
tratamiento de los materiales, tanto en este ejemplar
como en otros que se elaboraron en torno al siglo XIlI
(Figura 4).

Aplicaciones en biomedicina

En el seno de las ciencias biomédicas, se veia a la
medicina Legal como un campo poco relacionado
con el resto, sin embargo, disciplinas como la gené-
tica han conseguido aunar y cooperar con el resto.
Dentro del campo forense, uno de los pilares mas re-
levantes y determinantes en ciertos casos y tipos de
muestras es la genética. Si bien, en el campo de la
biomedicina, se han observado también cada vez
mas tipos de enfermedades en las que juega un
papel fundamental y pueden ser explicadas por esta
ciencia. Ejemplos de esto son, enfermedades como
la diabetes, el cancer, la esquizofrenia... Gracias a
que en el campo de la genética forense se trabaja con

muestras en pequefa cantidad y normalmente en
condiciones poco éptimas, se han conseguido opti-
mizar al méaximo las técnicas de extraccion y proce-
samiento de las muestras forenses para obtener un
mayor rendimiento de las mismas. Estas técnicas tan
eficientes pueden extrapolarse en los casos mas
complejos de muestras biomédicas (como por ejem-
plo en cancer), obteniendo unos resultados con una
calidad muy elevada, dificil de igualar con otras téc-
nicas de extraccién o procesamiento. Sin embargo,
no solo nos valdremos de las técnicas mediante las
que tratamos las muestras para la obtencién de la
informacién genética, sino que también se emplea-
ran las mismas regiones del ADN. Los STRs (Short
Tandem Repeats), o microsatélites, que se han
usado en medicina forense por mostrar elevados ni-
veles de polimorfismos a nivel poblacional, no obs-
tante el analisis de los STRs es también
ampliamente usado en el mapeado de enfermedades
genéticas o en estudios de inestabilidad genética de
tumores?S.

Figura 3.

Técnicas empleadas para el
corte y limpieza de un
escudete dorsal de esturion

Figura 4.
Detalle de un fragmento del
Corén Andalusf
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Figura 5.
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Caracterizacion de muestras provenientes de
tumores

En las muestras tomadas a partir de tejidos canceri-
genos 0 muestras oncolégicas se pueden destacar
dos tipos de alteraciones frecuentes. Una de las al-
teraciones genéticas mas comdnmente encontradas
en los tejidos cancerosos son las LOH (pérdida de
heterocigosidad, del inglés Loss of heterocigosity) y
las MSI (inestabilidad de microsatélites, del inglés
Microsatellite inestability). Como se sabe, los micro-
satélites son repeticiones multiples de 1 a 5 nucled-
tidos que estan distribuidas por todo el genoma.
Debido a su estructura repetitiva, son susceptibles a
errores durante el proceso de replicacion. La inesta-
bilidad en microsatélites (MSI) se origina por un
mecanismo de reparacién postreplicativo erréneo.
Se caracteriza por una contraccion o expansion en
la longitud de los STR. Hoy en dia, se conocen va-
rios genes cuyos productos estan involucrados en
este mecanismo y que estan mutados en determi-
nados tumores, como es el caso del cancer colo-
rrectal hereditario no polipoide. En clinica, se han
diferenciado ya dos tipos de MSI, MSlI-low (MSI-L)
y MSI-high (MSI-H), segln la incidencia del loci
inestable?®.

El fenémeno de LOH es relativamente frecuente en
tejidos tumorales, y esta ocasionado por deleciones
que causan inestabilidad cromosémica manifestada
en el desarrollo de tumores con aneuploidia y pérdi-
das frecuentes de heterocigosidad (LOH) en multi-
ples locus, asi como mutaciones que activan
oncogenes e inactivan o bloquean genes supresores
(Figura b).

(RN
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Todo esto es interesante conocerlo ya que va a su-
poner un problema a la hora de intentar obtener in-
formacion genética del tejido o muestra en
cuestion. Si se analizan los STRs tipicamente estu-
diados en genética forense, nos podemos encontrar
ante la situacion de que algunos de ellos se vean
afectados por el proceso de LOH, y por tanto obte-
ner falsos homocigéticos o heterocigéticos para de-
terminados marcadores.

Gracias a que se ha ampliado el andlisis y uso de los
STRs al mapeado genético de enfermedades y al es-
tudio genético de inestabilidad en tumores, se ha
comprobado que la incidencia de inestabilidad ge-
nética afecta al conjunto de STRs que se usan co-
munmente en identificacién forense Esto se ha
corroborado con varios estudios en muestras de
pacientes con cancer?’. De hecho, se han encon-
trado alteraciones en STRs en los que existe un ta-
mano de nuevos STRs que oscila entre -4 y +4
unidades de repeticion, y otras muestras en las que
se han encontrado alelos intermedios en determina-
dos marcadores. Incluso el marcador de la ameloge-
nina, se ha hallado alterado en determinadas
situaciones, encontrandose casos en los que determi-
nados varones se han genotipado como XX. Este Ul-
timo ejemplo, ocurre en situaciones en las que la
altura del cromosoma Y desciende por debajo de un
20% con respecto al alelo correspondiente al cromo-
soma X, por lo que si se analiza la muestra con un
rango del filtro elevado, perderiamos el cromosoma Y
obteniendo un genotipo erréneo en ese marcador.
Vemos que hay que mantener precauciones tanto
en el filtrado como en la eliminacion de extrapicos
en los casos de muestras oncolégicas ya que
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vamos a encontrar con una mayor asiduidad degra-
daciones de la muestra en gran cantidad de marca-
dores alélicos 25,

En estudios de caracterizacion realizados por nuestro
grupo de investigacion en colaboracién con la red de
Bancos de Tumores de la Junta de Andalucia, se ha
observado la aparicion de los fendmenos anterior-
mente citados al estudiar las lineas tumorales. El ge-
notipado de cada una de las distintas muestras de
estas lineas ofrece un perfil caracteristico. Se com-
prueba la aparicion de gran cantidad de extrapicos,
gue no alcanzan una altura muy elevada, pero que
no deben excluirse puesto que son los que nos in-
dican de la presencia de fendmenos tumorales en
esa muestra, manifestada por la alteracion de las
regiones de ADN analizadas.

Un segundo fendémeno que puede aparecer en estas
muestras es la alteracion en sus genotipos. En los
casos de LOH, no se han detectado, hasta el mo-
mento, que ambos alelos se delecionen, pero en
MSI, ambos alelos pueden verse afectados. Depen-
diendo de la etapa de expansion del tumor, los alelos
originales pueden perderse y el tumor puede originar
un nuevo genotipo.

Se han descrito, otro tipo de alteraciones al trabajar
con muestras tumorales. Existen casos en los que,
al tratar un tumor y suministrar al paciente inmuno-
supresores, esta situacion de disminucién de células
linfociticas hace que un tumor inactivo se manifieste.
Con este proceso observamos dos situaciones; una
de ellas, es la importante presion selectiva que rea-
liza el sistema inmune evitando que se active una
poblacién celular tumoral existente en un individuo.
Otra, es la problemética al realizar un genotipado del
individuo, pues se ha comprobado en un caso de
tumor renal que determinados alelos del individuo
afectado se ven alterados, dificultando por tanto ob-
tener un genotipo fiable. Sin embargo, esta situacion
se puede complicar mas, se ha comprobado que tras
un periodo de trasplante y tratamiento con inmuno-
depresores, el perfil genético que se obtiene del in-
dividuo trasplantado, coincide con el donante en
determinadas regiones alélicas y en determinados te-
jidos?®. Otro fendmeno similar se ha detectado al re-
alizar la caracterizacion de una biopsia en el
laboratorio de identificacion genética de la Universi-
dad de Granada. Desde la unidad de Genética, del
hospital Infanta Cristina, se enviaron muestras de
biopsias fijadas en parafina. Se recibieron estas
muestras de las que existian sospechas previas de
que un paciente trasplantado hubiese podido des-
arrollar un tumor proveniente de un tumor inicial-
mente del donante. Los estudios previos realizados al
analizar la biopsia del tejido tumoral del paciente

trasplantado revelaron que el tumor de este no era
un tumor primario. El analisis realizado en Badajoz
indic6 de igual manera que su origen era embriona-
rio. Los analisis realizados en nuestro laboratorio
manifestaron que la muestra cancerigena del pa-
ciente poseia un perfil que presentaba un cambio
con respecto a la muestra del paciente. En esta
muestra de la biopsia aparecieron nuevos picos que
no se podian explicar con los fendmenos descritos
anteriormente (LOH y MSI). La muestra una vez ex-
traida ofrecié un perfil de mezcla. El trabajo forense
habitual del grupo, al estar acostumbrados a mani-
pular muestras con mezclas mas o menos equilibra-
das, nos hizo ver que en la muestra de la biopsia
aparecia el perfil de otro individuo. Este perfil coin-
cidia con el perfil genético del 6rgano trasplantado
(el perfil del donante). Las sospechas de nuestro
equipo y de la unidad de Genética se hicieron firmes
al ver los perfiles de la biopsia del tumor, del érgano
trasplantado y del paciente, poniendo de manifiesto
que el tumor que sufria el paciente provenia de un
tumor metastéasico del donante. Este caso alerta de la
necesidad de nuevas metodologias para el cribado de
organos trasplantados, para poder asegurarnos que
junto con el érgano no exista ningtin tipo de célula ma-
ligna acompafante, ya que el érgano del donante
habia pasado los protocolos previos necesarios para
el trasplante. En los casos de determinadas muestras
oncoldgicas el procedimiento de andlisis de las mis-
mas es muy similar al usado con muestras de mez-
clas, tipicas de agresiones sexuales. En estos casos,
también vamos a encontrar mezcla de varios perfiles
genéticos y debemos de ser precavidos a la hora de
realizar un filtrado al analizar la muestra, pues pode-
mos eliminar el perfil que esta presente en un menor
porcentaje y por tanto perder informacién genética de
relevante importancia. Situaciones anélogas las en-
contramos en los casos en que tratemos con muestras
oncoldgicas similares a las descritas con anterioridad.

En el caso del cancer, el ejemplo anterior no es el
Unico donde se ha demostrado la existencia de célu-
las tumorales circulantes. Varios estudios presentan
resultados que apoyan la hipétesis de la existencia de
células tumorales circulantes en sangre periférica o
médula 6sea en pacientes con cancer de mama que se
encuentran en la fase previa a la manifestacién de me-
tastasis?®. Esto puede complicar un proceso de iden-
tificacién genética cuando se recurra a una muestra
de sangre y se obtenga informacién genética afectada
por este fendmeno patolégico, donde se pueden en-
contrar poblaciones de células afectadas por el tumor
y poblaciones inalteradas. Integrantes de nuestro
grupo de investigacién en colaboracién con investiga-
dores del centro GENyO estan desarrollando con éxito
una linea de investigacion en esta materia, consi-
guiendo caracterizar células tumorales circulantes.
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Figura 6.
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Como vemos, ante muestras procedentes de indivi-
duos con céncer debemos de tomar muchas precau-
ciones a la hora de interpretar los resultados
genéticos. Esto se agrava sabiendo que esta patolo-
gia ocupa un porcentaje elevado en la poblacién, y si
se recurre al genotipado en el caso en el que el indi-
viduo desconoce estar afectado. Otros de los factores
a tener en cuenta es la posible problematica a la
hora de la repeticién de la muestra, ya que tal vez el
material afectado puede ser limitado. Si bien, en los
casos en los que se trabaja con muestras cancero-
sas, se recomienda el cotejado de los resultados con
mas de una extraccion para evitar dar informacién
genética erronea, en estos casos en los que la inter-
pretacion de los perfiles genéticos de un individuo
puede ser muy compleja.

Asociacion de enfermedades a haplotipos
genéticos

En determinadas patologias, como en la diabetes
tipo-2, se han encontrado mutaciones puntuales que
parecen jugar un papel principal en el desarrollo de
la enfermedad. Asi mediante la blsqueda y caracte-
rizacion de SNPs, podemos realizar un estudio deta-
llado de la enfermedad al comparar individuos
control con pacientes afectados®°. Casos similares se
han reportado en un estudio de esquizofrenia en los
que cuatro SNPs y haplotipos determinados se han
demostrado que generan un aumento en la asocia-
cién con esquizofrenia3!. El papel de los haplogru-
pos (grupos poblacionales relacionados con el
ADNmt) ha servido como clave para eventos como
el origen del hombre moderno. A su vez, nos da
idea de las similitudes entre unas poblaciones y
otras por compartir haplogrupos mitocondriales.
Actualmente, aunque siguen teniendo gran impor-
tancia en el campo de la genética de poblaciones,
estan ganando relevancia en el area de la biome-
dicina, ya que se ha visto que determinadas en-
fermedades tienen una mayor prevalencia en
algunos haplogrupos.

Estudios enfocados con este nuevo punto de vista se
estan llevando a cabo con el cancer de prostata en
el Laboratorio de Identificacion Genética de la Uni-
versidad de Granada en colaboracién con LORGEN
G.P. Se poseen muestras de saliva y de sangre de in-
dividuos controles y de individuos afectados por esta
patologia, intentando realizar un estudio para sefalar
los SNPs méas predominantes entre la poblacién
afectada. Gracias a este estudio, se podra realizar un
panel de SNPs muy util para prevenir y diagnosticar
precozmente el cancer de préstata familiar, sustitu-
yendo el uso actual del PSA como predictor de esta
patologia (Figura 6).
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