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EL ADN REESCRIBE NUESTRA MEMORIA

LA RECUPERACION DE LOS DESAPARECIDOS A TRAVES DE SU PERFIL

GENETICO

ANGEL CARRACEDO ALVAREZ Y MERCEDES ALER GAY

Los continuos avances en el analisis del ADN con fines forenses han ido marcando hitos en la busqueda
de la identidad genética en casos de tipo criminal, de catastrofes y de desapariciones. Los adelantos

tecnoldgicos en el estudio del genoma nos permiten inferir quién y como era el duefio de unos restos

encontrados, por ejemplo, en una fosa comun o una tumba anénima: dénde vivié, cémo era fisicamen-

te, o cual era su origen familiar. El analisis de ADN de interés forense consigue, gracias a una serie de
variaciones fijas entre individuos, identificarlos individualmente mediante su perfil genético. Esta iden-

tificacion puede realizarse por comparacion de los perfiles del resto humano con perfiles conocidos o

por su compatibilidad con los heredados de sus familiares.

Palabras clave: personas desaparecidas, perfil genético, perfil de metilacién, perfil fenotipico, perfil bio-

geografico.

W RECUPERANDO EL PASADO

Desde el descubrimiento de la huella genética por el
grupo de Alec Jeffreys, de la Universidad de Leicester,
en 1985, se han sucedido continuos progresos en el ana-
lisis del ADN con fines forenses, tanto a nivel tecnoldgi-
co como en el tipo de marcadores genéticos analizados
y en la estandarizacién de estos. Gracias al esfuerzo de
muchos grupos de investigacién y de trabajo de la So-
ciedad Internacional de Genetica
Forense (Bar et al., 1997, Bodner
et al., 2016; Carracedo et al., 2000;
Mundorff, Bartelink y Mar-Cash,
2009; Parson et al., 2016), estos
avances han ido marcando hitos
en la busqueda de la identidad ge-
nética para el esclarecimiento de
causas criminales, la gestién de
grandes catdstrofes (Prinz et al.,
2007) o la investigacién de desa-
pariciones.

El ADN no puede verse facilmente, por eso ha pasa-
do desapercibido durante tantos afios, pero puede leerse
siempre, y cada vez con mds claridad, en aquellos restos
humanos olvidados por la transmisién familiar y cul-
tural, cuya historia podremos recordar o completar a
través de su huella genética. Los avances tecnoldgicos
en el estudio del genoma nos permiten inferir quién y

«LOS AVANCES
TECNOLOGICOS EN EL
ESTUDIO DEL GENOMA NOS
PERMITEN INFERIR QUIEN
Y cOMO ERA EL DUENO
DE UNOS DETERMINADOS
RESTOS»

cémo era el duefio de unos determinados restos: donde
vivid, cémo era fisicamente, o cudl era su genealogia
(Figura 1). Y con el avance de la gendmica podremos
deducir otros muchos aspectos de la identidad social
que, hoy por hoy, solo podemos concebir con la ima-
ginacion.

Sabemos que no hay historia sin memoria: por eso
siempre hay constancia del éxito y la victoria y, en cam-
bio, debemos esforzarnos para recomponer el fracaso
y la vergiienza de nuestra especie.
No obstante, si ya somos capaces
de leer nuestra prehistoria gendmi-
ca neandertal (Green et al., 2010;
Noonan et al., 2006) y de otros
ancestros extinguidos hace miles
de afios, una prehistoria larvada en
las lineas de nuestro propio ADN
(Dannemann y Kelso, 2017), pron-
to seremos capaces de recuperar la
memoria de aquellas personas cu-
yos restos se olvidaron o se oculta-
ron en el siglo pasado, fuera en periodo de guerra o de
postguerra. Del mismo modo, pronto seremos capaces
de rescatar a los que estdn siendo victimas del olvido en
el presente, victimas de los numerosos conflictos bélicos
actuales y de las oleadas de migrantes que estos gene-
ran, ademds del hambre, la discriminacién y la injusticia
institucionalizada.
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Figura 1. Gracias a los avances tecnoldgicos en el estudio de genoma, actualmente a partir de unos restos humanos podemos inferir quién y
cémo era la persona a la que pertenecen, e incluso averiguar dénde vivid, cdmo era fisicamente, o cual era su genealogia.

La tecnologia continia avanzando, mejorando el
manejo de los materiales que hemos de estudiar en la
identificacion de los restos de seres queridos exhumados
de fosas comunes o de tumbas anénimas, o de aquellos
recuperados de las playas del Mediterrdneo. De igual
manera, cada dia mejoran los métodos de extraccion,
restauracion y lectura de la secuencia genémica. Asf, no
solo podemos hacer andlisis de parentesco o comparar
los resultados con muestras indubitadas de una victima,
sino que incluso somos capaces, en ocasiones, de obtener
algunos de sus rasgos fenotipicos o informacion sobre el
origen de sus ancestros, y establecer una aproximacion
probabilistica de su edad o de algunas caracteristicas de
su estilo de vida. Sin embargo, no quisiéramos dar la
impresion de que es muy sencillo establecer la identidad
de unos restos humanos. Devolverles el nombre y el ape-
1lido a partir de la informacién indirecta aportada por el
estudio cientifico no siempre es posible, ya que muchas
veces estdn tan degradados que no pueden contarnos lo
que esperamos conocer: su identidad individualizada.

En los muros de una ciudad se podia leer «sin memo-
ria no hay aprendizaje»: quien hace memoria estd apos-
tando por el futuro, por conservar su identidad y su ri-
gor, lo que le permitird sobrevivir a la famosa pétina del
tiempo. Sin memoria no podemos atesorar conocimien-
to, ni aprender de los aciertos y errores de épocas pasa-
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das, ya sea a través de sus huellas o de sus restos, que nos
narran la historia de lo que sucedié y que no conocemos.
La buena historia ha de hacerse como una suma de las
verdades: las de los héroes y los proceres, pero también
las de los testigos anénimos u ocultos. A estos, hay que
darles una identidad, para que podamos aprender sobre
el momento en que vivieron, soflaron o desaparecieron.
En esta labor andan empefiados historiadores, artistas,
paleontdlogos, antropdlogos y, desde hace unas pocas
décadas, los genetistas.

Tras estas reflexiones intentaremos explicar en este
texto, gracias a los avances en la tecnologia, qué pregun-
tas podemos hacer a esos restos, de cudles tendremos una
pronta respuesta y para cudles habrd que esperar todavia.

@ MIRANDO EL PRESENTE

Desde la secuenciacion completa del genoma humano
a principios del siglo XXI (Venter et al., 2001) hasta la
fecha, se han desarrollado multiples técnicas que permi-
ten mejorar el andlisis de ADN de interés forense, em-
pleado para colaborar en la identificacion de los restos
de desaparecidos, tanto en conflictos armados como en
catdstrofes o trata de personas.

Este «tipado» de ADN se consigue gracias al esclare-
cimiento de la variacion genética entre humanos: nuestro
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genoma presenta una serie de variaciones fijas entre su-
jetos que permiten identificarlos individualmente. Esta
identificacién puede realizarse por comparacion de los
perfiles de los restos humanos con perfiles conocidos o
por su compatibilidad con la herencia de progenitores
identificados, como ocurre cuan-
do realizamos la investigacién fo-
rense mds bdsica: la investigacion
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de sus restos), confrontando la herencia de esa infor-
macién de forma «neutra» —en esta circunstancia, du-
damos de ambos padres— ya que no tenemos la certeza
de que esos restos sean o no del familiar desaparecido.

Este tipo de identificacion se realiza técnicamente
analizando pequefios fragmentos
del genoma, los microsatélites o
STR (de las siglas en inglés de

bioldgica de la paternidad.

En este caso, comparamos el
perfil genético del hijo con el de
su madre (de la que usualmente
no se duda, ya que existe docu-
mentacién del parto). La variacién

«EL PERFIL GENETICO ES
UNA ESPECIE DE CODIGO
DE BARRAS UNICO Y
EXCLUSIVO DE CADA
PERSONA EXCEPTO PARA
GEMELOS IDENTICOS»

short tandem repeats), que dardn
un cédigo o perfil genético con-
creto. Se trata de repeticiones de
grupos de nucledtidos (en gene-
ral tetra- o pentanucledtidos) que
generan fragmentos de ADN con

genética entre ambos genomas, es
decir, aquello que no ha heredado
el hijo de la madre biolégica, ha
de provenir de forma obligatoria del progenitor mascu-
lino o padre bioldgico. Este tipo de método también se
aplica en los casos de desaparecidos, en los que compa-
raremos la informacion genética de los familiares mds
idéneos con la del desaparecido (ya sea vivo o a partir

diferentes longitudes entre ellos y

muy polimérficos —esto es, muy

variables entre las personas— y
que al analizarlos de forma automética en un secuen-
ciador nos proporcionan el perfil genético, una especie
de c6digo de barras tnico y exclusivo de cada persona
(Figura 2), excepto para gemelos idénticos (univiteli-
nos), pues en este caso ambos poseen el mismo perfil.
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Figura 2. Un perfil genético de marcadores tipo STR es como un cédigo de barras propio de cada persona. En la imagen, observamos un
perfil de este tipo obtenido mediante analisis de fragmentos de ADN de un individuo anénimo en un secuenciador automatico. Los colores
corresponden a cada uno de los marcadores fluorescentes empleados y cada pico de la imagen del electroferograma representa una va-
riante (alelo) del individuo analizado. Para elaborar este perfil, se ha empleado un kit comercial para analizar 17 microsatélites en diferentes
cromosomas e incluye el gen de la amelogenina (el primer pico de la fila en azul), que permite conocer el sexo masculino (XY) o, como es el

caso de este perfil, femenino (XX).
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Figura 3. Cuando la mala calidad de una muestra de ADN dificulta la elaboracién de un perfil genético completo, el estudio puede ampliarse
analizando otros polimorfismos abundantes en nuestro genoma, como los indel, polimorfismos bialélicos simples de insercién y deleciéon
de uno o pocos pares de nucledtidos. En la imagen, podemos observar un perfil genético de 38 marcadores autosémicos de tipo indel para
identificacion, estudiados mediante analisis de fragmentos de ADN en un secuenciador automatico. Cada pico de laimagen del electrofero-

grama representa una variante (alelo) del individuo analizado.

Pero cuando no podemos obtener ese perfil comple-
to por una mala calidad de la muestra de partida (restos
deteriorados con ADN muy fragmentado o degrada-
do) o necesitamos mds respuestas, podemos ampliar
el estudio con otro tipo de polimorfismos muchisimo
mds abundantes en nuestro genoma como son los SNP
(siglas en inglés de single nucleotide polymorphism,

“polimorfismos de nucleétido tnico”) y los indel (mu-

taciones por insercién o delecion de nucleétidos). Ana-
lizdndolos aumentamos la informacién necesaria para
resolver muchas de las preguntas que no tienen res-
puesta con los STR.

Hay millones de estos SNP en diferentes segmentos
del genoma, y al ser fragmentos de ADN mucho més
pequefios que los STR, es mas dificil que se degraden
y fragmenten. Este andlisis, siendo muy ttil, precisa de
protocolos de trabajo que exigen mas tiempo de proce-
sado y, aunque la tasa de mutacién es menor que la de
un STR, se necesita estudiar mds SNP para obtener la
misma informacién que con los STR (Gill, 2001), ya
que son menos polimoérficos.

Los indel, considerados también como un tipo de
SNP, consisten en polimorfismos bialélicos simples de
insercién y delecién de uno o pocos pares de nucled-
tidos. Son sencillos de analizar y pueden estudiarse
por separacion de tamafios —mediante el andlisis de
fragmentos—, como en el caso de los STR. Todos estos
polimorfismos se analizan con métodos parecidos, que
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conllevan la amplificaciéon de multiples fragmentos a
la vez (reaccién miiltiple), que luego se separan en un
secuenciador automadtico, gracias a que los hemos mar-
cado con un producto fluorescente durante la reaccién
en cadena de la polimerasa (0 PCR en las siglas en
inglés de polymerase chain reaction).

Del andlisis de todos ellos se puede obtener un per-
fil genético especifico para cada individuo, con dife-
rente nimero de lugares del genoma analizados: unos
veinte lugares diferentes del genoma para microsaté-
lites o STR, unos cincuenta para un perfil de SNP y
unos cuarenta para uno de indel (Figura 3). El nimero
de polimorfismos analizados, del que se obtiene el per-
fil genético, varia segun el producto utilizado para el
analisis: los kits comerciales contienen entre diecisiete
y veinticuatro y los generados por grupos de investi-
gacion incluyen aquellos que cumplen el objetivo con-
creto de su proyecto (por ejemplo, la elaboracién de un
perfil fenotipico o ancestral).

En los ultimos afios, el analisis de variaciones de
tipo SNP en el ADN relacionadas con caracteristicas
fisicas visibles —el llamado FDP, por las siglas en inglés
de forensic DNA phenotyping— estd ganando importan-
ciay, en este contexto, podria ser ttil cuando queremos
conocer informacién mds especifica del desaparecido
para compararla con la que tenemos de referencia pro-
porcionada por los familiares o allegados (una imagen
fotografica o un documento descriptivo de rasgos, como
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pueden ser el color de los ojos, de la piel, la forma del
cabello...). Es decir, aunque el estudio de marcadores
de rasgos fenotipicos no nos sirve por si mismo para
identificar a la persona desaparecida, estos marcadores
si que aportardn respuestas concretas sobre las carac-
teristicas fisicas que puedan ayudar a identificarla. Asi,
si los restos que estudiamos coinciden con lo esperado
en cuanto a la apariencia y genética de la persona que
buscamos, estaremos mds cerca de la respuesta.

Y, todavia mas, con las variantes de los SNP es-
pecificos de poblacién denominados AIM (del inglés
ancestry informative markers, “marcadores informa-
tivos de ancestralidad”) (Figura 4) podemos predecir,
mediante la aplicacién de potentes pardmetros proba-
bilisticos, el llamado «perfil biogeografico», que nos
servird para buscar personas desconocidas que no
son identificables con el perfil estdindar de ADN. Este
conjunto de marcadores genéticos permite predecir la
ascendencia a escala continental e incluso subconti-
nental, si bien debe tenerse en cuenta que, en la era de
la globalizacion y de las rdpidas migraciones humanas
en que vivimos, este origen ancestral no tiene por qué
coincidir con la nacionalidad (Lipphardt, Toom, Mu-
pepele y Lemke, 2017).

| AEFLER-AIMG-POPE
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Los marcadores AIM ya se emplean en la actuali-
dad en la resolucion de casos criminales en los que, por
ejemplo, el perfil genético de una mancha de esperma
o de sangre no nos permite la identificacién si no te-
nemos ya el perfil de un sospechoso para compararlos.
En estos casos de perfiles «anénimos», la prediccion
del perfil biogeografico y del fenotipico puede darnos
respuestas acerca de, como ya hemos mencionado, la
ascendencia geografica (europea, asidtica, africana...),
ademads del color de los ojos, del cabello y de la piel
del donante de la mancha, y proporcionarnos de esta
manera informacién de rasgos del sospechoso anéni-
mo, lo que permite avanzar en la investigacion policial.
Esto es lo que ocurri6 en el caso del crimen de la joven
Eva Blanco en 1997, en que el perfil de ADN autosé-
mico y el del cromosoma Y de uno de los investigados
sugiri6 que el hermano de este podria ser el autor del
crimen, que pudo resolverse asi casi veinte afios des-
pués mediante el empleo de estos marcadores. A pesar
este caso, este tipo de investigaciones mediante el es-
tudio de los AIM no pueden realizarse de forma ruti-
naria en los laboratorios forenses de Espaifia, pues no
estdn al alcance de todos los centros, ni estdn regula-
das de forma especifica en nuestra legislaciéon. Cuando
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Figura 4. El analisis de los SNP (polimorfismos nucleotidicos simples, en sus siglas en inglés) resulta muy Gtil, ya que, al tratarse de fragmentos
de ADN muy pequerios es mas dificil que se degraden y fragmenten. Existen también los marcadores informativos de ancestralidad (AIM
en sus siglas en inglés), mediante los cuales puede elaborarse el perfil biogeografico de un individuo que nos servira para buscar personas
desconocidas que no son identificables con el perfil estandar de ADN. En la imagen, perfil genético de 46 marcadores autosémicos de an-
cestralidad de tipo indel estudiados mediante anélisis de fragmentos de ADN en un secuenciador automatico. Cada pico de la imagen del
electroferograma representa una variante (alelo) del individuo analizado.
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se emplean, siempre se hace bajo el mandato de
la autoridad judicial.

Por otra parte, la secuenciacion paralela ma-
siva o de nueva generacion (NGS en las siglas en
inglés de next generation sequencing) esta revo-
lucionando, al igual que ocurre con el diagndsti-
co genético clinico, las aplicaciones forenses del
andlisis de las variaciones de ADN. Esta técnica,
atn en desarrollo para la solucién de casos fo-
renses, nos permite analizar muchos y diferentes
polimorfismos a la vez (STR, SNP, indel) junto
a la secuencia de todas las variantes internas nu-
cleotidicas de los STR, lo cual aumenta su po-
der de discriminacién. Pero la mayor ventaja es
la posibilidad de obtener buenos resultados en
material altamente degradado porque se pueden
analizar fragmentos pequefios con gran profun-
didad de lectura (es decir, la técnica permite rea-
lizar multiples lecturas sobre la misma muestra,
la suma de la cuales permite esa precisiéon o profundi-
dad). La NGS facilita también el analisis de marcadores
de metilacion —la huella que deja el paso del tiempo en
el ADN- para la prediccion de la edad bioldgica (Abbott,
2018; Freire-Aradas et al., 2016).

Otra aplicacion de la NGS es la
distincion de gemelos univitelinos a
partir de muestras biolégicas. Este
era uno de los retos de la medicina
forense, ya que, en casos criminales,
la presuncion de inocencia prevale-
ce si no se puede demostrar quién
de los dos gemelos pudo cometer el
delito. A través de la secuenciacion
de genomas completos a altas co-
berturas y detectando mutaciones
postcigéticas, tal diferenciacion ha
dejado de ser un imposible (Vidaki y Kayser, 2017).

Por ultimo, cabe mencionar, por la gran importancia
que tiene, el uso de bases de datos poblacionales para
obtener los resultados probabilisticos, asi como las ba-
ses de datos de interés forense, reguladas por ley y en las
que se «depositan» perfiles genéticos anénimos, de con-
victos y de familiares de desaparecidos, todas ellas con
interés de servir como identificador si se diera el caso de
que fuesen dtiles (Ley orgdnica 10/2007).

I ESPERANDO EL FUTURO

El futuro predecible traerd avances en el campo de la
epigenética; sobre todo en la buisqueda de aplicaciones
a la existencia constatada de cambios moleculares en las
células debidos a la exposicion ambiental a lo largo de la
vida (Vidaki y Kayser, 2017). El andlisis de estas varia-
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«EL LLAMADO “PERFIL
BIOGEOGRAFICO” NOS
SERVIRA PARA BUSCAR
PERSONAS DESCONOCIDAS
QUE NO SON
IDENTIFICABLES CON EL
PERFIL ESTANDAR DE ADN>»
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Figura 5. Entre los retos pendientes dentro del ambito de la investiga-
cién, encontramos que con las técnicas de secuenciacidon masiva nos
adentramos de lleno en el conocimiento de la intimidad genémica y
epigendmica. La tecnologia avanza mas rapido que las leyes, y toda-
via hoy falta una legislacién adecuada que garantice el derecho a la
privacidad de las personas por lo que respecta a su codigo genético.

ciones de origen ambiental en nues-
tro genoma, ocurridas por la meti-
lacién progresiva del ADN, permite
obtener —analizando marcadores
de tipo CpG- «perfiles de metila-
cién» de interés forense especifico
en el estudio de restos bioldgicos
escasos y con muy poco ADN, para
poder responder a las preguntas si-
guientes: (De qué tipo de tejido es
ese resto (sangre, semen, saliva...)?
(Qué edad bioldgica tiene el donan-
te? Ademds, el perfil de metilacion podria informar sobre
el estilo de vida de un individuo: el consumo de ciertas
sustancias (tabaco, alcohol o firmacos), la actividad fi-
sica, la dieta en las primeras fases de la vida, etc., pues
conocemos que todo ello influye en la estructura y apa-
riencia corporal, por lo que, buscando y analizando mar-
cadores especificos, se podrian establecer estos rasgos.
Es evidente, sin embargo, que el uso de estas varia-
ciones implica el esclarecimiento previo de patrones y
procesos complejos y variables que suponen un desafio
debido a su naturaleza cuantitativa. También se tendrian
que superar las barreras tecnoldgicas que supone el he-
cho de trabajar con métodos de genotipado miiltiple, para
poder realizar el andlisis cualitativo de varios marcado-
res simultdneamente. Habrd que identificar los marca-
dores epigenéticos adecuados, comprobar que se obtie-
nen resultados a partir de una escasa cantidad de ADN
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inicial, aprender y comprender el alcance
de estos, desarrollar modelos estadisticos
de prediccidn y, tan importante como lo
anterior, establecer una supervisiéon y va-
loracién ética y social de los beneficios y
riesgos de este tipo de investigaciones.

No querriamos acabar sin mencionar
las posibilidades futuras del microbioma
(ADN de los microrganismos presentes en
un organismo), que podrd aportar desde
datos para la identificacién personal hasta
datos sobre los lugares donde ha vivido el
individuo e incluso sus habitos. Es todavia
un campo de estudio en sus comienzos por
lo que respecta a sus aplicaciones forenses,
pero de grandes posibilidades no exentas de
apasionantes dificultades técnicas y tedricas.

Por tltimo, existen planteamientos éti-
cos y legales (Samuel y Prainsack, 2019)
pendientes sobre la aplicacién de estos avances y de los
futuribles, en razén al derecho a la privacidad o al dere-
cho a no saber (Figura 5). Con las técnicas de secuencia-
cién masiva entramos de lleno en el conocimiento de la
intimidad genémica y epigendmica con consecuencias
posibles en el campo de la salud, del trabajo, del estilo de
vida y de la exposicion a determinados factores ambien-
tales. Ademads, debe tenerse en cuenta la importancia de
la evaluacion e interpretacion de los datos y de acotarlos
adecuadamente para la aplicacion prevista, a fin de evi-
tar errores de interpretacion de resultados. Tal como se-
fala la Comisién Internacional sobre Personas Desapa-
recidas (Parsons, Huel, Bajunovié¢ y Rizvi¢, 2019), estos
errores pueden tener consecuencias sociales o judiciales
en las identificaciones realizadas en zonas de conflicto
bélico o tras grandes catdstrofes.

Como ya hemos comentado, todos estos avances pre-
cisan de una regulacién adecuada, pero, como siempre,
la tecnologia avanza mds rdpidamente que el derecho.
Asfi pues, tendremos que comenzar a legislar para ajustar
el empleo que hacemos de ella sin afectar a los derechos
fundamentales de las personas. ®
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