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Resumen: La Epigenética ha adquirido en los tltimos afios una gran relevancia en la investigacion genética. En principio por su
posible aplicacion en Medicina Clinica, al entender que puede proporcionar amplias posibilidades para el desarrollo de medios
diagndsticos, de prevencion y tratamiento. Como no podia ser de otra forma, la Ciencia Forense ha percibido el potencial de esta
nueva herramienta de trabajo que podria contribuir a resolver algunas cuestiones que el estudio tradicional de ADN deja sin
respuesta. En el presente trabajo se revisa ambos campos de aplicacion, discutiéndose al final las condiciones necesarias para la
aplicacion de estos nuevos analisis a los casos practicos relacionados con la investigacion criminal.
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Abstract: Epigenetics has acquired in recent years a great importance in genetic research. First, for its possible application in
Clinical Medicine, to understand that it can provide new opportunities for the development of methods to diagnostics, prevention and
treatment. How could it be otherwise, Forensic Science experts have perceived the potential of this new tool that could help solve
some issues that traditional DNA analysis leaves unanswered. In this study both areas of application are reviewed, discussing the
necessary conditions for the implementation of this new analysis to case studies related to the criminal investigation.
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INTRODUCCION

Tan solo afio después de la publicacion de los hallazgos de Johann Mendel', el bidlogo aleman Ernst Haeckel®
revoluciono a la comunidad cientifica al afirmar que el material que regula la herencia ocupa el nucleo de la célula®. Sus
conclusiones recibieron un incuestionable apoyo tres afios después, cuando se consiguid aislar por primera vez el
contenido del nucleo celular. Esto ultimo se debid a la curiosidad de un estudiante de Medicina a quien le llamo la
atencion una sustancia acida y con alto contenido en fosforo, que estaba extrayendo su Maestro -Felix Hoppe-Seyler- de
los globulos blancos obtenidos de restos de pus, procedentes a su vez de vendas quirdrgicas recientes. En su trabajo,
reflejado en varios volimenes de una extensa obra®, describe los procedimientos ideados para lograr aislar el valioso
material oculto en el nucleo celular, al que bautizé como nucleina.

La presentacion en sociedad de la nucleina se abre un largo camino, del que ain no se ha alcanzado la meta,
dirigido a conocer mas y mejor esa sustancia. Por una parte con el objetivo de determinar exactamente su composicion

! Pueden leer mas sobre las experiencias de Mendel en este enlace:

http://uvigen.fcien.edu.uy/utem/genmen/Gen%E9ticaMendeliana.pdf

2 Pueden leer su bibliografia en: http://www.biografiasyvidas.com/biografia/h/haeckel.htm

* Al que tienen acceso a texto completo desde el siguiente enlace:

http://books.google.es/books/about/Generelle. Morphologie der Organismen.html?id=-pkSAAAAcAAJ&redir _esc=y

http://tinyurl.com/ntyt7gd

http://books.googleusercontent.com/books/content?req=AKW5Qaf9BSCEv2alLjdwvkAhfrn7kwxRiSg6sFcorG1trhNzkL4ylaz 3Q
Q-VH6_Z8rzIEdY AuTIGyBuNgBdihi27¢Z1UUHbn6hqfDOVSNfRhZg-
DtiMNGsS12xIgMzckW3VIKPESTY WTYBAQOrn2heN4_pyiiu6HwUBXXeZnBhwP30x2TKZK4KR_RUBSLIKPMXC
ydhx6Nq6JBc 6UJWQR-epfawqMZcyuW_yDpRA4ARZINVIq2pfsCj M2r2 VWH-
IEDm17mX8S438mvt4tXKqyYjYQ690ODA

* La referencia del texto es la que sigue:

Miescher, Johann Friedrich. Die histochemischen und physiologischen Arbeiten, gesammelt u. hrsg. von seinen Freunden, Leipzig.
Vogel, 1869
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quimica. Fue un discipulo del profesor Hoppe-Seyler - Albrecht Kossel- el encargado de hacer saber que consta
principalmente de algo tan simple como cuatro bases y aziicar".

Por otra para demostrar si realmente era la responsable de la herencia genética. El descubrimiento de los
cromosomas, los mecanismos de division celular®, junto con la publicacién de los resultados realizados por diferentes
investigadores, y cuyos resultados eran coincidentes, apuntaban a la nucleina como responsable de tan trascendental
funcién’. Otras experiencias posteriores realizadas reproduciendo las experiencias de Mendel, sustituyendo en algunas
de ellas los guisantes por las moscas de la fruta, confirmaron, por si hacia falta, las Leyes formuladas por el monje
benedictino, demostrando ademés la posibilidad de la herencia ligada al sexo®.

Desde entonces, la nucleina —que fue rebautizada como acido nucleico- desplazd definitivamente a las
proteinas en el papel de trasmisor de la herencia.

A partir de ese momento, el esfuerzo de los expertos se ha dirigido en tres direcciones distintas, pero
confluyentes.

La primera se dirige a confirmar la composicion quimica del valioso material °. La segunda centra su esfuerzo
en determinar la estructura de los acidos nucleicos '°'' ' y la tercera destinada a conocer como trabaja, cudles son los
mecanismos por los que consigue realizar su funciéon y coémo es controlada.

Esta tltima es sobre la que hoy en dia alin se sigue trabajando sin descanso.

Epigenética y Medicina

5 Kossel A. Ueber das Nuclein in der Hefe. Z. Physiol. Chem. 1879;3:284 — 291.
Disponible en:
http://echo.mpiwg-berlin.mpg.de/ECHOdocuView?url=/permanent/vlp/lit16296/index. meta&pn=2

Y en:

http:/link.springer.com/article/10.1007%2FBF01653420#page- 1

6 «Sobre el comportamiento del ndcleo en la division celular, y la importancia de las células polinucleares”

Flemming W. Ueber das Verhalten des Kerns bei der Zelltheilung und iiber die Bedeutung mehrkerniger Zellen Arch. Pathol. Anat.
Physiol. 1879; 77:1-29.

Se puede leer parte del articulo tal como fue publicado, desde el siguiente enlace:

http://link.springer.com/journal/428/77/1/page/1

7 Algunos de los trabajos son los siguientes:

Hertwig O. Das Problem der Befruchtung und der Isotropie des Eies, eine Theorie der Vererbung. Jena, 1984.

Pueden ver la ficha del libro en este enlace:

http://www.worldcat.org/title/dasproblem-der-befruchtung-und-der-isotropie-des-eies-eine-theorie-der-
vererbung/oclc/247743935&referer=brief results

Kolliker A. Die Bedeutung der Zellenkerne fiir die Vorgénge der Vererbung. Leipzig, 1885.

Ficha en:

http://search.books2ebooks.eu/Record/zbz 006357822

8 Asi se describe en el trabajo siguiente:

Correns C. G. Mendels Regel iiber das Verhalten der Nachkommenschaft der Rassenbastarde, Berichte der Deutschen Botanischen
Gesellschaft 18 (1900), 158-168.

Que pueden leer traducido a inglés en:

http://www.esp.org/foundations/genetics/classical/holdings/c/cc-00.pdf

? Pueden leer su biografia en:

http://www .jbc.org/content/277/22/e11

19«1t will be seen that the findings summarized in Table VIII correspondto about 4 molecules of adenine and 5 of cytosine per 10
molecules of guanine”

Vischer E, Chargaft E. The composition of the pentose nucleic acids of yeast and pancreas. J Biol Chem. 1948;176(2):715-734.

Disponible en: http://www.jbc.org/content/176/2/715.full.pdf

' «\We wish to suggest a structure for the salt of deoxyribose nucleic acid (D.N.A.)”

Asi comenzaba el articulo de referencia:

Watson JD, Crick FHC. A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid. Nature 1953;171, 737-738.

Que pueden leer a texto complete en el siguiente enlace:

http://dwb4.unl.edu/Chem/CHEM869N/CHEMS869NLinks/biocrs.biomed.brown.edu/Books/Chapters/Ch208/DH-Paper.html

12 La referencia del articulo es la siguiente:

Franklin RE, Gosling RG. Molecular configuration in sodium thymonucleate. Nature 1953;171(4356):740-741.
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Los estudios desarrollados desde el siglo pasado han llevado a desenterrar una antigua hipotesis que fue dada
de lado en su momento, cuando se asumio6 que el control absoluto de la herencia dependia de la secuencia de ADN. Se
trata de aquella que asocia a factores ajenos a la secuencia la expresion de los genes e incluso apoya su implicacion en
su herencia.

Aunque hay referencias anteriores sobre la posible intervencion de componentes ajenos a la molécula de ADN
en su regulacion y expresion, es en 1939 cuando se publica un articulo que la comunidad cientifica considera el germen
de la moderna epigenética (1). Su autor la define como las interacciones entre los genes y determinados productos que
son responsables del fenotipo. Hoy en dia se entiende como el estudio de los cambios en las funciones de los genes, que
pueden ser heredables o no serlo y que no se producen por variaciones de la secuencia de ADN (2).

Esos cambios pueden ser generados por distintos mecanismos. Los mas estudios implican a las histonas o al
proceso quimico de la metilacion.

La relevancia de la epigenética se demuestra cuando se analizan organismos con la misma secuencia de ADN
comprobandose que son distintos. Esto sucede por la intervencion de la epigenética que provoca que el fenotipo se
modifique con el tiempo. Esta es la base de su uso en Ciencia Forense, como se vera en el apartado siguiente, para la
diferenciacion de gemelos monocigéticos, que son portadores del mismo ADN, pero pueden presentar diferente
comportamiento, medidas, e incluso diferentes enfermedades, debido a que epigenéticamente son diferentes. Ademas, el
analisis de la variacion epigenética también permite estudiar como los seres humanos se adaptan al medio y a los
cambios ambientales en su camino evolutivo. En cancer se ha observado que la metilacion de numerosos genes
supresores de tumores se encuentran alterados, a menudo sobremetilados, bloqueando de esta manera la produccion de
la proteina. Existen genes que se inactivan o silencian en tumores Unicamente por metilacion, no por mutacion. La
epigenética es protagonista de numerosas enfermedades como Sindrome de Rett, Sindrome ICF, de Rubinsteis-Taybi,
diversas enfermedades neurodegenerativas. Por ello, con el tiempo la epigenética se ha convertido en el centro de
atencion de los investigadores médicos, implicados en el estudio del desarrollo de determinadas enfermedades.
Diferentes tipos de cancer o la hipertension arterial pulmonar, son algunos ejemplos (3-10).

La importancia de la epigenética cobra vida ya desde el periodo embrionario, en el llamado borrado de
impronta. El desarrollo normal de los mamiferos requiere una expresion apropiada de los genes derivados tanto del
genoma materno como paterno, siendo expresados, la mayoria, en forma de su origen parental. Sin embargo, un niimero
reducido de ellos (aproximadamente 100 genes) son regulados y transcritos en una manera monoalélica. Para estos
genes, denominados improntados (marcados), su patrén de expresion y regulacion es dependiente de si su origen es
paterno o materno. Por lo tanto, se puede entender que la impronta es un proceso biolégico por el cual un gen o dominio
gendmico se encuentra marcado bioquimicamente indicando su origen parental. Este concepto fue definido por primera
vez a mediados de los afios ochenta (11).

Desde el descubrimiento de los primeros genes improntados, se han caracterizado al menos unos ochenta mas
sometidos a este mecanismo.

Ha sido demostrado que el genoma de los évulos y espermatozoides maduros esta altamente metilado, aunque
sufre modificaciones importantes poco después de la fecundacion. Por lo general, se produce primero una demetilacion
del genoma paterno de forma activa y posteriormente del materno de forma pasiva. A pesar de estos cambios globales,
algunos genes improntados, asi como secuencias repetitivas, mantienen su estado de metilacion, lo que resulta esencial
para el desarrollo embrionario posterior.

En la tercera semana de desarrollo embrionario, se produce la formacion de las células germinales
primordiales (que daran en un futuro a los a los 6vulos y espermatozoides) y en la novena, se inicia una demetilacion de
estos genes improntados inicialmente, tanto en hembras como en machos. Transcurrido unos dias, practicamente todo el
genoma se encuentra demetilado. Con este mecanismo, se “borra” cualquier modificacion epigenética aberrante,
previniendo de este modo la herencia de epimutaciones. Una vez se ha producido esta demetilacion , estas células
entran en secuentro meiodtico (hembras) o mitédtico (machos) y a partir de aqui existen diferentes tiempos de
remetilacion ya que ocurre tempranamente en los machos, (precediento a la entrada de las células en mitosis y después
en meiosis), mientras que en las hembras se produce después del nacimiento, durante la fase de crecimiento ovocitario.
De esta manera quedan reestablecidos nuevamente los patrones de expresion de los genes improntados.

En definitiva, estos genes improntados estan implicados en diversos procesos del desarrollo desde la
embriogénesis, el crecimiento fetal, diferenciacion celular, metabolismo y comportamiento del adulto (12).
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Por eso no extraia que se hayan determinado diferentes sindromes asociados a alteraciones en la impronta
epigenética, todos ellos con repercusiones fenotipicas serias, como es el caso del sindrome de Angelman, Prader-Willi o
Beckwith-Wiedeman.

En relacion con esto ultimo se debe mencionar su repercusion en la aplicacion de las técnicas de reproduccion
asistida (TRAs). En humanos, se han observado anomalias en la metilaciéon del ADN asociadas a estas técnicas, como la
inyeccion intracitoplasmatica y fertilizacion in vitro(FIV). Se ha comprobado que sindromes producidos por
alteraciones epigenéticas, como los mencionados anteriormente, los de Beckwith-Wiedemann y Angelman, pueden
tener mas riesgo de producirse en nifios nacidos por FIV, motivacién suficiente para exigir alcanzar un mayor
conocimiento de las modificaciones epigenéticas y su relacion con numerosas enfermedades y disfunciones tras el uso
de TRAs. Lo que tendra ademas notables consecuencias sobre el manejo, tratamiento y prevencion en el futuro de
enfermedades en recién nacidos (13).

Por otro lado, recientemente se ha publicado un articulo que ha alcanzado mucha repercusion, en el que se
demuestra la comunicacion entre la futura madre y su embrion antes de la implantacion, a través de la epigenética,
aunque el ovulo sea donado (14). En sus conclusiones los autores del estudio afirman que “Hemos podido comprobar
que hay un intercambio entre endometrio y embrion, algo que ya sospechabamos por la coincidencia de algunos rasgos
fisicos entre madres e hijos de ovodonacion, asi como por la incidencia de enfermedades en los nifios, relacionadas con
patologias maternas durante la gestacion como obesidad o diabetes mellitus de tipo I1”.

En el campo de la farmacogenética y farmacogenémica, la epigenética también se encuentra en el punto de
mira de los investigadores. Uno de los mayores retos que se han propuesto es la generacion de marcadores epigenéticos,
que puedan ser validados como marcadores de diagndstico, prondstico y terapia, para su aplicacion en medicina
personalizada. Estos biomarcadores presentan numerosas ventajas. Son analizados facilmente de forma no invasiva o
semi-invasiva (esputo, orina, sangre), presentan gran estabilidad y ademas revelan informacién importante sobre la
historia de una enfermedad, ya que, al presentar las mismas mutaciones, se pueden identificar los diferentes patrones
epigenéticos y con ello establecer un pronodstico de la enfermedad e incluso indicar la necesidad de que el tratamiento
sea diferente.

Una de las técnicas mas interesantes es la conocida como ChIP-Seq, que se fundamenta en la
inmunoprecipitacion de la cromatina mediante anticuerpos especificos frente a una histona, y que permite conocer como
se encuentra metilada la cromatina de un gen que interesa estudiar. Otros métodos pueden detectar mutaciones en
enzimas modificadoras como las histonas metiltransferasas o demetilasas, que provocan por ejemplo ganancia o pérdida
de funcion, pudiendo ser también un buen biomarcador para el diagnostico de enfermedades (por ejemplo, los niveles
bajos de lisina metil transferasa han sido relacionados con carcinomas hepatocelulares).

Los patrones aberrantes de metilacion o las modificaciones post-traduccionales de histonas en diferentes
enfermedades, son modificaciones quimicas y no mutaciones de los genes, lo que hace posible emplear farmacos que
modulen las enzimas reguladoras de esas modificaciones epigenéticas. Esta es la base de lo que se conoce como terapia
epigenética. El ejemplo mas destacado es su aplicacion en el tratamiento de la Ataxia de Friedreich (15-17). La causa
molecular de esta enfermedad es un déficit de una proteina mitocondrial, la frataxina, debido a una mutacion en la que
se expande un triplete GAA (las repeticiones GAA en individuos sanos son entre 8-33, y en los pacientes con Ataxia de
Friedreich pueden llegar a presentar hasta 500 repeticiones (>90)). Como consecuencia, el gen heterocromatiza el
promotor del mismo, cerrando la cromatina y por lo tanto, la maquinaria de transcripcion no puede actuar, quedando
esta anulada. El uso de inhibidores de las histonas desacetiladas, evita que el promotor se compacte y se cierre, por lo
que, de nuevo, el gen de la frataxina puede expresarse.

Otro ejemplo interesante sobre la aplicacion de la epigenética se encuentra en el Diagnodstico Prenatal No
Invasivo. Se trata de una técnica reciente que trata de sustituir a los métodos invasivos, como la amniocentesis y la
biopsia corial, que presentan cierto riesgo de aborto involuntario. El descubrimiento de células fetales y de DNA fetal
libre en plasma materno, supuso un cambio en la forma de abordar el diagnostico genético prenatal, permitiendo la
obtencion de DNA fetal de manera no invasiva y con ello la creacion de Test Prenatales No Invasivos (NIPDs). A pesar
que los mejores métodos para detectar anomalias cromosdmicas con esta técnica es a través de la secuenciacion masiva
(alcanzandose una sensibilidad de deteccion para el Sindrome de Down cercana al 99%), la epigenética también es un
campo de investigacion en este ambito. La base de su aplicacion se encuentra en que existen patrones de metilacion
diferencial entre madre y feto. Es lo que se denomina Differentially Methylated Regions (o DMR, por sus siglas en
inglés). Los estudios se centran en encontrar un biomarcador epigenético para poder diferenciar genes maternos y
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fetales (18).

Sobre las aplicaciones clinicas de la epigenética cabe afiadir que actualmente, existen en el mercado numerosos
Kits de diagndstico para, por ejemplo, el cancer colorrectal. La empresa Epigenomics' ha desarrollado uno dedicado a
la deteccion de metilacion de Septina 9 (que en este momento se encuentra pendiente de aprobacion por FDA). En el
cancer colorrectal es importante el diagndstico precoz para la supervivencia, por lo que este kit se centra en que en esta
enfermedad, se liberan fragmentos de ADN al torrente sanguineo. La prueba identifica el grado de metilacion de estos
fragmentos, sobre todo el gen de la septina 9 teniendo un valor prondstico y diagndstico, ya que también puede predecir
el estadio en el que se encuentra la enfermedad.

Existe la idea de emplear estos marcadores epigenéticos como biomarcadores de pronostico, diagndstico y
también tratamiento de enfermedades. Se ha publicado un articulo de revision sobre las caracteristicas de estos
biomarcadores, y como se pueden utilizar en diagndstico como cancer y enfermedades raras (19). Por todo esto, las
investigaciones en este campo cada vez obtienen mayor protagonismo. Una de las tltimas en marcha tiene como
protagonista los procesos de sepsis o infeccion severa (20). En estos procesos se produce muerte celular y como
consecuencia de ello, se liberan al torrente sanguineo las histonas, que son toxicas y producen dafios a células
endoteliales, generando con ello una gran inflamacion. Este proceso contribuye al shock séptico. En estudios
preliminares en pacientes con sepsis se podia identificar la histona H3 circulante en plasma. Se estd intentando
desarrollar un kit para detectar precozmente estas histonas y acelerar asi el diagnostico de sepsis. El proyecto se dirige
principalmente, a tratar de reducir la muerte neonatal en paises del tercer mundo.

Como curiosidades a incluir para finalizar este apartado, se debe comentar la reciente investigacion por la que
aparentemente se puede predecir la orientacion sexual de un vardn a partir de la epigenética. Concretamete tras el
estudio de nueve pequeiias regiones. En el ensayo que se cita se estudiaron parejas de gemelos en las que uno de ellos, o
los dos, eran homosexuales con este fin (21). También se debe mencionar la posible relacion entre envejecimiento y
epigenética. Se ha estudiado el epigenoma de personas de 90-100 afios, otras en la mitad de su vida y de recién nacidos,
observandose que a medida que se envejece, se pierden grupos metilo. Esto implica una expresion inadecuada de genes,
como por ejemplo, tipos celulares que empiezan a expresar genes propios de células otros tipos de tejido. Con esto se
concluye que el epigenoma proporciona una medida de la edad biologica y puede ayudar a predecir la esperanza de
vida. Un ejemplo extremo es el caso de enfermedades de envejecimiento prematuro, como el sindrome de Hutchinson-
Gilford o el de Werner, en las que los pacientes que lo presentan, muestran epigenomas propios de edades mas
avanzadas. Con este conocimiento no es extraflo preguntarse si, con los biomarcadores epigenéticos y la busqueda de
genes especificos de la longevidad, ¢llegara un dia en el que se puedan obtener medicamentos que alarguen la vida?
(22).

Epigenética y Ciencias Forenses

En 2003 los hermanos Sathis y Sabarish Raj, se vieron involucrados en un posible delito de trafico de droga.
Delito que en su pais, Malasia, esta penado con la muerte. Como es lo habitual ambos negaban su participacion en los
hechos, sin embargo parece que no cabia duda de que al menos uno de los dos estaba implicado. El problema se plante6
en el momento de decidir cudl de ellos porque en ausencia de huellas dactilares, las pruebas de ADN no permitieron
diferenciar entre los dos. En consecuencia en el momento de ser juzgados, fueron absueltos ante la incapacidad de
determinar al implicado'*.

Casos como el descrito dan a entender la necesidad de encontrar los procedimientos que permitan actuar
incluso en esas situaciones tan complicadas.

En 2007 se dio a conocer otro curioso caso en Estados Unidos, cuando la Holly Marie Adams reclam¢ la
paternidad de su hijo a un tal Raymon Miller, junto con la correspondiente pension de manutencion. Aparentemente la
resolucion del asunto deberia ser sencilla, pero todo se enreveso cuando se did a conocer que el supuesto padre tenia un
hermano gemelo quien ademdas también habia mantenido relaciones con la mencionada sefiora y durante el mismo

13 Se puede consultar su pagina en el enlace siguiente: http://www.epigenomics.com/en/ (tltimo acceso en octubre de 2015).

' Se puede leer la noticia en los enlaces siguientes:

http://www.levante-emv.com/sucesos/2009/02/08/gemelos-libran-horca-juez-distinguir-culpable/553124.html (ltimo acceso octubre
2015)

http://www.alarabiya.net/articles/2009/02/07/65904.html (ltimo acceso octubre 2015)
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periodo. En esta situacion la prueba de paternidad se complica hasta el punto de no ser capaz de dar una respuesta
15
aceptable .

Algunos afios después, a finales de 2012, seis mujeres fueron violadas en Marsella. Los sospechosos eran de
nuevo dos gemelos idénticos y una vez mas, la ausencia de huellas dactilares llevaba a predecir que no se sabria cual de
ellos habia sido el responsable de los hechos. Sin embargo el estudio del ADN habia avanzado lo suficiente como para
investigar las posibles mutaciones producidas en la molécula e intentar utilizarlas para diferenciarlos.

En ese momento la secuenciaciéon completa permitiria, segiin se expuso, localizar pequefias diferencias que
serian suficientes para distinguir quién era quién. Fue una empresa dedicada al analisis genético, Eurofins, quien
propuso esa posibilidad y la llevo a término. Su trabajo parte de una hipoétesis inicial (23) por la que en el caso de
gemelos, existen mutaciones raras que se producirian después de la division del blastocisto y que por tanto, solo
afectarian a uno de ellos (24). Para intentar demostrarla se utilizaron las muestras procedentes de una mujer, su hija, el
padre de la nifia y el hermano gemelo de este ultimo, consiguiendo asignar la paternidad de forma correcta.

Sin embargo y aunque en teoria el problema quedaba resuelto, es necesario recordar la dificultad del trabajo
sobre muestras forenses que en muchas ocasiones se encuentran degradadas o contaminadas, lo que impide un examen
tan delicado como el que supone una secuenciaciéon completa. Por otra parte, estas mismas circunstancias sustentan el
que se debe ser muy precavido a la hora de aceptar como prueba en un juicio los resultados de estos andlisis. De hecho
en el momento de escribir este texto atin no se sabe si seran o no admitidas en el juicio del conocido como caso McNair,
en el que se juzga al acusado por ocho cargos de violacién agravada y otros dos de robo a mano armada'’.

Otro inconveniente, secundario, pero que no puede ser obviado, es el coste de la prueba que ronda los ciento
sesenta mil dolares'”.

En consecuencia se hace necesario buscar alternativas que proporcionen resultados sobre indicios forenses y
que si es posible, resulten menos costosas (en tiempo y econdémicamente) de realizar. Recientemente los estudios
publicados que aplican la epigenética y concretamente el estudio de la metilacion del ADN indican que serian buenos
candidatos.

En estos ensayos se aplica un procedimiento habitual en los laboratorios de Biologia para obtener el patron de
metilacion de diferentes regiones del ADN (concretamente Alu- E2F3 y Alu — SP) y los resultados iniciales procedentes
de muestras bucales de voluntarios son segin los autores del estudio, prometedores. Sin embargo, segiin ellos mismos
advierten, es necesario realizar muchas mas experiencias antes de su aplicacion en trabajo diario.

Con idéntico objetivo, recientemente se dado a conocer la posibilidad del analisis de la metilacion de los
LINE-1, como marcador (25) .

La resolucion del problema de la diferenciacion entre gemelos no es la tinica aportacion de los patrones de
metilacion del ADN a la Ciencia Forense. Desde 2011 se ha apuntado la posibilidad de su contribucion en el momento
de identificar fluidos bioldgicos. Esto ha sido posible tras darse a conocer las regiones de los cromosomas denominadas
como regiones diferencialmente metiladas especificas de tejido (en adelante tDMRs) que segin se ha constatado,
presentan perfiles de metilacion diferentes dependiendo del tejido o célula de procedencia. En consecuencia, podrian ser
utilizadas para averiguar si una mancha sospechosa contiene sangre, saliva, semen...o cualquier otro fluido bioldgico.
En el primer ensayo, publicado en 2011 se seleccionaron cinco tDMRs para los genes DACTI1, USP49, HOXA4,
PFN3, y PRMT2. Los resultados muestran que los correspondientes a DACT1 y USP49, son especificos para semen.
Por otra parte los tDMRs para HOXA4, PFN3, y PRMT2 ofrecen diferentes perfiles de metilacion para cada tipo de
fluido corporal (26).

Naturalmente y dada la posible naturaleza cambiante de los marcadores epigenéticos, se ha debido realizar las
experiencias necesarias, encaminadas a garantizar que los tDMRs seleccionados no son susceptibles de variar en

15 La noticia en el siguiente enlace:

http://abcnews.go.com/Thelaw/LegalCenter/daddy-paternity-battle-brothers/story?id=3195632 (tltimo acceso octubre 2015)

16 Se puede acceder a las noticias sobre el caso en:

http://www.patriotledger.com/article/20150209/News/150206950 (Gltimo acceso octubre
2015)http://dedham.wickedlocal.com/article/20150228/News/150226509 (tltimo acceso octubre 2015)

'7 Como se expone en la siguiente noticia:

http://wwlp.com/2015/06/02/more-than-100k-needed-for-test-to-id-identical-twin-rapist/ (4ltimo acceso octubre 2015)
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respuesta a los factores ambientales y el envejecimiento (27). Posteriormente se ha desarrollado un test multiplex que
ofrece la posibilidad de discriminar entre sangre, saliva, semen y fluido vaginal (28).

Después se han ido afiadiendo otros posibles marcadores para la identificacion de semen, como por ejemplo el
gen H19, a partir del patron de metilacion de la region encargada de su control de impresion (29).

Otro asunto que ha estado ocupando a los expertos en Criminalistica es conseguir determinar la edad de un
individuo a partir del estudio de los patrones de metilacion. Se han publicado diferentes estudios que parecen relacionar
el proceso de envejecimiento con cambios de metilacion en sitios especificos del genoma (30-33), estudiandose ademas
en diferentes tejidos, para comprobar su consistencia (34). Posteriormente se ha aplicado el mismo ensayo sobre
manchas de sangre, con el mismo fin, conocer la edad del donante (35,36). Los resultados, segin indican los autores,
tras analizar seis pares de manchas de sangre frescas y otras que se almacenaron durante cuatro meses en condiciones de
laboratorio, confirman que la metilacion de ADN es un método fiable y eficaz para la prediccion de la edad con fines
forenses.

El trabajo sobre manchas de semen con idéntico fin, ha proporcionado también resultados y tal como ha sido
publicado los genes TTC7B y NOX4, serian en principio marcadores adecuados para la determinacion de la edad (37).

A estos primeros candidatos se han afiadido otros, como son ELOVL2, Clorfl132, TRIM59, KLF14 y FHL2.
Segun los datos publicados, se logrd el célculo de la edad de los donantes de la necesaria muestra de sangre —
comprendidas entre los dos y los setenta y cinco afios- con un margen de error de mas menos cuatro afios y medio (38).

También los loci GRIA2 y NPTX2 se ensayaron para la prediccion de la edad, en esta ocasion utilizando tanto
muestras de sangre (veintitrés) como de saliva (cuarenta y cuatro) procedentes de voluntarios con edades comprendidas
entre 5 y 72 afos. En este ensayo el error medio es de mas menos nueve con dos afios (39).

A continuacion, en un trabajo publicado en 2015, se han ampliado las posibilidades del ensayo, proponiéndose
que incluso puede llegar a predecirse el tiempo de vida que le queda a una persona. Los investigadores responsables del
estudio se dedicaron a comparar las edades reales de cinco mil voluntarios participantes, con la edad que predecia su
reloj biologico, encontrandose con que las personas cuya edad bioldgica era mayor que su edad real tenian mas
posibilidades de morir antes, que aquellos para los que las edades bioldgica y real coincidian. Tras dar a conocer sus
resultados, se afirma que existe un vinculo entre el reloj bioldgico y el tiempo de vida. De forma que las medidas de
metilacion de ADN que indican un envejecimiento acelerado, predicen la mortalidad independientemente del estado de
salud, factores de estilo de vida y los factores genéticos conocidos (40).

Pero atin se puede obtener mas informacion, como por ejemplo el sexo del donante del indicio. Son muchos los
estudios publicados en este sentido. Los primeros proceden de 1993 y se centraban en el estudio de la metilaciéon de una
region especifica del cromososma X, la DXZ4, que se mostraba hipermetilada en los X activos, pero con minima
metilacion en los inactivos (41) . Después se utilizaron muestras de saliva para intentar localizar otros nuevos
marcadores, proponiéndose las regiones tDMR para HOXA4 a tal efecto (26)

Continuando la misma linea de investigacion se obtuvieron otros muchos resultados en torno a otras zonas del
genoma. La amplia bibliografia al respecto, asi lo muestra. Sin embargo también se obtuvieron datos contradictorios
que llevan a llamar a la prudencia en el momento de aplicar estas técnicas para la determinacion del sexo (42-46).

En otro orden de cosas se ha dado a entender una sorprendente aplicacion de los patrones de metilacion,
relacionada con la posible etiologia de la muerte. Se dio a conocer en 2008, tras la publicacion de un trabajo en el que se
presenta la primera evidencia de la existencia de cambios especificos de la metilacion del ADN en determinadas
regiones del cerebro de individuos enfermos de depresion y que se quitaron la vida. Segun afirman los investigadores
responsables, en los casos mencionados han encontrado una tasa de metilacion muy superior a la media que inactiva un
gen clave para regular la actividad cerebral. Este cambio quimico esta relacionado con la depresion cronica y apoyaria
la hipoétesis de una etiologia suicida (47).

A todas estas aplicaciones forenses de la huella epigenética (48) queda por afiadir una tultima que puede ser
calificada como minimo de curiosa.

Hace algunos afios que se ha reconocido la posibilidad de fabricar ADN artificial que podria ser utilizado con
diferentes fines. Algunos encaminados a colaborar con la justicia, como aquellos que se usan para la elaboracion de
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proyectiles que en lugar de generar una lesion dejan genéticamente marcado a quien los recibe'®. O el sistema oil-
tagging, destinado al marcaje de aceites o petréleos para su identificacion'. Por el contrario, otros pueden ser usados
para incluir pistas falsas que confundan a los investigadores. Esto es posible si se entiende que estos ADN artificiales
pueden mezclarse facilmente con auténticos tejidos humanos auténticos o ser aplicados sobre superficies u objetos
relacionados con un hecho criminal. De hecho incluso se ha comercializado un kit destinado a eliminar cualquier rastro
genético de un individuo para sustituirlo por otro®, resguardando de esta forma su privacidad.

Pues bien, una forma de descubrir la presencia de esos ADN intrusos consiste simplemente en determinar la
metilacion, de la que estos carecen. Sin embargo los autores del articulo donde se propone el ensayo advierten de que
este puede no ser eficaz cuando se mezcla un ADN artificial con uno real y este es mayoritario™ .

A modo de conclusion

La historia de la investigacion criminal aporta numerosos ejemplos que demuestran como muchos de los
avances de la Biologia y la Bioquimica, dirigidos en principio a resolver problemas médicos, acaban por convertirse en
herramientas fundamentales para los estudios forenses. Es una constante la adaptacion de procedimientos que se
consideran habituales en clinica, a los ensayos destinados a resolver los problemas que plantea la Justicia. Lo que
incuestionablemente ha contribuido al avance de las Ciencias Forenses. No obstante, muchos de los autores citados en
este texto han puesto énfasis en recordar que en este ambito, las caracteristicas de las muestras a analizar distan de las
que corresponden a las clinicas. Por eso, los métodos que son eficaces cuando se aplican sobre manchas preparadas en
laboratorio pueden fracasar estrepitosamente en la practica. Sera necesario entonces no olvidar seguir los protocolos de
trabajo mas adecuados, teniendo en cuenta siempre que cada muestra es Unica e imprevisible. Igualmente debera
exigirse la prudencia en el momento de la interpretacion de los resultados, con el fin de evitar conclusiones erroneas.
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