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Resumen

La identificacion de un individuo mediante estudios genéticos es uno de los
puntos clave en la investigacion forense. La técnica utilizada actualmente es el
analisis de marcadores genéticos mediante la comparacion con una muestra de
referencia, pero el estudio de los marcadores fenotipicos, sobretodo los
marcadores informativos de la edad de un individuo, son un campo en actual
desarrollo. La ventaja que presentan estos marcadores es que permiten conocer
caracteristicas intrinsecas y extrinsecas sin la necesidad de tener muestras con

las que realizar comparaciones.

Centrandonos en la determinacion de la edad con fines forenses, se ha
observado que los patrones epigenéticos estan relacionados con el
envejecimiento, concretamente la metilacion del ADN. A partir de diversos
estudios, se ha demostrado que existe una relacion directa entre el nivel de
metilacién de las citosinas de las islas CpG y el paso de los afos. Existen
diferentes métodos de analisis de la metilacién los cuales se basan en un
pretratamiento del ADN, destacando la conversion por bisulfito, y en técnicas de
evaluacion del perfil de la metilacion, destacando los ensayos SNaPshot®, entre
otros. Ademas, a partir de todas estas técnicas, se han ido construyendo
modelos predictivos basados en el estudio de diferentes biomarcadores para la
estimacion de la edad a partir de la metilacion del ADN. La mayoria de las
técnicas predictivas se utilizan para muestras sanguineas y, por ello, es
importante realizar estudios preliminares de nuevos métodos para otro tipo de

vestigios bioldgicos.

Finalmente, cabe destacar la importancia de los avances en genética forense,
ya sea para mejorar las técnicas para obtener resultados mas precisos o porque
aun hay muchas preguntas sin respuesta. Asi mismo, destaca la importancia de

consensuar analisis de ADN globales para facilitar las investigaciones policiales.

Palabras clave: marcadores fenotipicos, edad, epigenética, metilacion, ADN.




Abstract

Individual identification through genetic studies is one of the key points in forensic
investigation. Current technique used is the analysis of genetic markers by
comparison with a reference sample, but phenotypic markers studies, especially
informative markers of individual age, are being developed nowadays. The
advantage is the fact that these markers allow us to identify intrinsic and extrinsic
characteristics without needing samples to compare with.

Focusing on age determination for forensic purposes, epigenetic patterns have
been found to be related to ageing, specifically DNA methylation. It has been
shown, from different studies, that there is a direct relationship between the level
of cytosines' methylation of the CpG islands and the passage of time. There are
different methylation analysis methods which are based on DNA pre-treatment,
highlighting bisulfite conversion, and on methylation profile evaluation
techniques, highlighting SNaPshot® assays, among others. Furthermore, based
on the different techniques, predictive models have been built based on
biomarkers for estimating age from DNA methylation studies. Most of these
predictive techniques are used for blood samples and, therefore, it is important
to carry out preliminary studies of new methods for other biological traces.

Finally, it is worth highlighting the importance of advances in forensic genetics,
either to improve techniques to obtain more precise results or because there are
still many unanswered questions. Likewise, it highlights the importance of
reaching a consensus on global DNA analyses to facilitate police investigations.

Key words: phenotypic markers, age, epigenetic, methylation, DNA.



Abreviaciones

ADN — Acido desoxirribonucleico

PCR — Reaccién en cadena de la polimerasa
SSO - Oligonucleétidos especificos de secuencia
STR — Short tandem repeats

pb — Pares de bases

FBI — Federal Bureau of Investigation

CODIS — Combined DNA Indexing System

SNP — Single nuclotide polymorphism

BGA — Origen biogeografico

AIM — Marcadores informativos de ancestralidad
InDels — Inserciones / Deleciones

EVC - Caracteristicas visibles externas

mtADN — ADN mitocondrial

ROS - Especies reactivas de oxigeno

AGE — Productos finales de la glicacion avanzada
sjTREC — Signal joint T-cell receptor rearrangement excision circle
SBE — Single-base extention

ddNTP — Didesoxinucleotido

MPS — Secuenciacion masiva paralela

mMADN — ADN metilado



Introduccion

El mundo de las ciencias forenses esta cambiando a pasos agigantados y a
pesar de que el estudio del ADN en esta disciplina es relativamente nuevo, con
aproximadamente 25 afos de historia, tiene un impacto muy grande en la justicia
criminal. La genética forense se define como la subespecialidad de la Medicina
Legal que permite resolver problemas judiciales basados en los conocimientos
en genética. (1, 2)

Historia de la genética forense

Los inicios de la genética forense datan de 1900 gracias a la clasificacion de los
grupos sanguineos ABO realizada por el patélogo austrohungaro Karl
Landsteiner en el articulo “Anti-fermentative, lytic and agglutinating effects of
blood serum and lymph”. A partir de esta clasificacién, fueron caracterizados los
marcadores de los grupos sanguineos, asi como los marcadores proteicos del
suero sanguineo, de forma que permitian la identificacion o discriminacion de
ciertos perfiles. Cabe destacar que se trata de una técnica limitada para la
exclusién completa de perfiles debido a la gran cantidad de muestra bioldgica

necesaria. (1, 3 - 5)

En 1910, el crimindlogo francés Edmond Locard propone que “cada contacto
deja una huella”, lo cual sera conocido como el Principio de Locard. Este principio
propone que todo culpable de un hecho deja algun tipo de material en el cuerpo

de la victima, generalmente muestras biolégicas o fluidos corporales. (5 — 7)

En 1926, el genetista estadounidense Thomas Hunt Morgan propuso la “Teoria
de los Genes” donde concluy6 la existencia de herencia ligada al sexo de
algunos caracteres, asi como que algunos otros caracteres podian residir en
cromosomas especificos, mediante sus estudios con Drosophila melanogaster.
Esta teoria genera una base en la que se desarrolla la genética forense. (5, 8)

En 1953, con la divulgacion del descubrimiento de la estructura de doble hélice
del ADN, en la revista Nature por el fisico britanico Francis Crick y el bidlogo
estadounidense James Watson, se inicio la investigacion en genética forense a
nivel molecular. (5, 9)



En los afos 60 y 70, se realizaron diferentes avances en la biologia molecular

que permitieron examinar las secuencias de ADN (1). Dentro de estos avances

podemos destacar:

El bioquimico Frederick Sanger junto con Alan Coulson desarrollaron
diferentes técnicas. En 1973 consiguieron determinar una secuencia de
ADN del fago f1 mediante la extension de octadeoxiribonucleotido
sintético por ADN polimerasa | de Escherichia coli marcado con trifosfatos
radioactivos (10). En 1975 desarrollaron un método mas rapido para
determinar secuencias de nucledétidos en ADN de cadena simple. En este
caso determinaron la secuencia del ADN del bacteriofago ¢X174
mediante la extensién de oligonucledtidos sintéticos utilizando ADN
polimerasa | de Escherichia coli y ADN polimerasa del bacteriéfago T4
bajo las condiciones de nucledsidos trifosfato limitantes y separando los
productos en geles de acrilamida (11). En 1977 describieron un nuevo
meétodo, parecido al anterior, pero en este caso se utilizaron analogos del
deoxinucledsido trifosfato, es decir, se usaron 2'3’-dideoxi vy
arabinonucledsidos que actuaban como inhibidores de los terminadores
de la cadena de la ADN polimerasa (12). Este método es el conocido
Método Sanger, el cual ha ido evolucionando con los afios permitiendo su

automatizacion.

El bidlogo molecular Edward Southern desarrolld, en 1975, un método
basado en la separacion de los fragmentos de ADN en un gel de agarosa
de acuerdo con su tamafio a lo largo de un campo eléctrico (13). En 1978,
se utiliza esta técnica, llamada Southern blotting, para el estudio de
polimorfismos en el ADN (14) y, en 1980, se secuencid el primer locus
polimorfico y se observo que las diferencias de los fragmentos de ADN se
debian a los diferentes tamafos de estos (15).

En 1984, el genetista britanico Sir Alec John Jeffreys descubrié que la diferencia

de tamano de los alelos entre diferentes personas se debia a la repeticion en

tandem de pequenos fragmentos de ADN. Estas repeticiones en tdandem pasaron

a llamarse minisatélites y la capacidad de detectar estas variaciones permitia la

creacion de perfiles genéticos unicos de cada individuo. Asi pues, la

hipervariabilidad del loci de los minisatélites comenz6 a utilizarse con fines
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forenses para la identificacion de individuos involucrados en violaciones,
generalmente, aunque tenia otras aplicaciones como las pruebas de paternidad.
La técnica desarrollada por Jeffreys consiste en la extraccion del ADN, seguida
de disociacién de la zona de interés utilizando enzimas de restriccién para,
posteriormente, cargar las muestras en un gel de electroforesis de agarosa,
Southern blotting e hibridacion para detectar el loci polimérfico. El resultado

obtenido es lo que se conoce como ‘fingerprint’ o perfil genético. (5, 16 — 18)

El analisis de los minisatélites era una técnica que tenia limitaciones importantes:
la necesidad de mucha cantidad de muestra, la rapida degradacion del ADN...
Esta técnica era muy utilizada, a pesar de los inconvenientes, pero, finalmente,
se sustituyo por el desarrollo, en 1986, de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR), por el bioquimico estadounidense Kary Mullis. La técnica de la PCR
permite la amplificacion de secuencias especificas del ADN mediante el uso de
cebadores oligonucleotidicos que flanquean dichas regiones de interés. La PCR,
ademas, presenta otras ventajas: la necesidad de poca cantidad de muestra (con
unas pocas células somos capaces de generar un perfil) asi como su rapidez, la
capacidad de trabajar con ADN degradado y la capacidad de trabajar con
cualquier zona polimérfica del ADN, siempre y cuando contemos con los

cebadores correspondientes. (5, 19)

La primera aplicacion de la PCR en estudios forenses se llevo a cabo en 1991.
La técnica se basa en la hibridacion de oligonucledtidos especificos de
secuencia (SSO) para detectar las variaciones de las secuencias de ADN de
interés ya amplificado mediante PCR. En este caso, se utilizé para el estudio de
variaciones en las regiones de control de las secuencias de ADN mitocondrial
humano. Se eligen estas regiones debido a que es la mayor pocion no codificante
del genoma e incluye el origen de replicacion, los dos origenes de transcripcion
y la region D-loop. (20)

Marcadores genéticos

Con el incremento de la poblacion mundial y la expansion de los centros de
poblacion, la cantidad de crimenes cometidos aumentd de forma considerable

en 1990, sobretodo en los Estados Unidos (21). A nivel mundial, en 1990, se



produjeron 360.935 homicidios intencionados (ratio 6,8/100.000 habitantes) y en
Estados Unidos, 23.438 homicidios intencionados (ratio 0,6/100.000 habitantes)
(22). El incremento de los crimenes violentos se reflejé en un aumento de las
evidencias basadas en fluidos corporales y, por ello, las técnicas de analisis del
ADN siguieron evolucionando. De esta forma, se empezaron a analizar los ‘short
tandem repeats’ (STR) o microsatélites como marcadores genéticos, ya que
consisten en regiones del ADN donde un fragmento de 2 — 6 pb se repite en
tandem, se encuentran en las zonas no codificantes del ADN y presentan una
tasa de mutacién entre 103 y 10-° (Figura 1). Estos marcadores genéticos son
utilizados como herramienta de eleccion en identificacion humana. Asi pues,
tanto en Estados Unidos como en Reino Unido comenzaron a desarrollarse kits
de amplificacion de STR que permitian el estudio de diferentes loci. Hoy en dia,
estos kits permiten realizar un analisis multiplex de entre 15 y 20 loci al mismo
tiempo, gracias a los marcadores fluorescentes de cuatro colores, e incluso hasta

30 loci, gracias a los marcadores fluorescentes de seis colores (1, 5, 21, 23).

—{ TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA— allele 8

— TCTA| TCTA| TCTA | TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA| TCTA —allele 10

Figura 1. Estructura de un STR. En este caso, se trata de la estructura de dos alelos diferentes del locus D851179. El
numero del alelo corresponde con el niumero de repeticiones. (1)

Para aprovechar el maximo potencial de los STR, los laboratorios del FBI
(Estados Unidos) crearon una base de datos nacional basada en el estudio de
13 loci de STR. Esta base de datos se llamo ‘Combined DNA Indexing System’
o CODIS y los loci que se estudian son: CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO01, TPOX y vWA.
Posteriormente, se afadieron loci adicionales que son: D1S1656, D2S441,
D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 and D22S1045, haciendo un total de
21 locis STR. Ademas, se realizaron estudios de los kits disponibles para
comparar la eficacia de éstos y se observo que los kits comerciales AmpFiSTR
Profiler, Profiler Plus, COfiler, Blue, y Green 1y GenePrint PowerPlex eran todos
validos y daban resultados concordantes. Aunque todos estos kits se utilizan
unicamente para el estudio de STR autosdmicos, también existen kits para el
estudio de STR del cromosoma Y o para la secuenciacién del ADN mitocondrial.
Asimismo, se llevaron a cabo investigaciones en los grupos de poblacion

10



principales (afroamericanos, caucasicos estadounidenses, hispanos, asiaticos
del lejano oriente y nativos americanos) para tener unos datos solidos para

realizar estimaciones de la frecuencia de los STR en la poblacién. (24 — 27)

Finalmente, existe otro tipo de marcadores genéticos que son los ‘single
nuclotide polymorphism’ (SNP). Los SNP consisten en diferencias de una unica
base en un fragmento del ADN (Figura 2). Los SNP presentan una tasa de
mutacién de 108, mucho menor que los STR, su tipificacion puede realizarse de
forma muy rapida y multiplex y los productos de amplificacion de los SNPs son
pequenos, lo que implica que los SNP serian una buena solucion para el analisis
de muestras de ADN degradado. Pero, también presentan algunas desventajas
como la incapacidad de detectar mezclas y la ausencia de una base de datos
como el CODIS. Generalmente, los SNP se utilizan cuando hay muestras de
ADN muy degradado o hay poca cantidad de muestra (por ejemplo, en una
masacre) y no se han obtenido resultados concluyentes mediante el estudio de
los loci STR para la identificaciéon de los cuerpos (en el 11M se utilizé esta técnica
de identificacion). Asimismo, los SNP del cromosoma Y y del ADN mitocondrial
incrementan la cantidad de informacion en analisis de parentesco. (1 — 2, 27 —
29)

5" ~-GATGGCA-3’ allele G

*

5" -GATAGCA-3’ allele A

Figura 2. Estructura de un SNP. En esta secuencia se observa una alteracion de la secuencia en la cuarta base (*) de
los alelos. (1)

Marcadores fenotipicos

Los marcadores genéticos, como se ha visto anteriormente, son los mas
utilizados actualmente en Genética Forense, pero tienen un inconveniente, la
necesidad de disponer de un perfil con el que comparar los resultados. Por tanto,
¢qué ocurriria si no se dispone de una muestra de referencia del sospechoso o
persona desaparecida ni se obtiene ninguna coincidencia en las bases de datos
del ADN? Aqui es donde entran en accién los marcadores fenotipicos que,
aunque también son marcadores genéticos en su mayoria, tienen una aplicacion
diferente.
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Los marcadores fenotipicos son los marcadores del genoma humano que
contienen informacion de las caracteristicas tanto extrinsecas como intrinsecas
de los individuos. Los marcadores fenotipicos se pueden clasificar en tres

grupos:

- Marcadores informativos de origen biogeogqgraficos (BGA)

Es la caracteristica intrinseca heredada de los ancestros biologicos de un
individuo. Consiste en diferencias en el ADN heredadas de los ancestros
debidas a mutaciones, migraciones, seleccion local, aislamiento genético,
entre otros. Es por ello por lo que hay alelos de los marcadores del ADN
gue unicamente se encuentran en ciertos grupos poblacionales de una
region particular o son muy comunes o raros en diferentes regiones
geograficas. Estos marcadores genéticos se Illaman Marcadores
Informativos de Ancestralidad o AIM.

Los AlMs abarcan polimorfismos como los STRs, SNPs e InDels
(inserciones / deleciones). Los STR, en este caso, no son muy utiles ya
que no presentan diferencias muy marcadas entre las poblaciones, a
diferencia de los SNPs e InDels, los cuales son mas estables
generacionalmente vy, al tener caracter bialélico, cada alelo se presenta
mas en unas poblaciones u otras. Ademas, los AIM unicamente se
pueden heredar de forma autosémica, es decir, se obtienen la informacién

biogeografica de ambos progenitores.

El analisis de AlMs diferentes permite, por tanto, determinar a nivel
continental si la persona a la que pertenece la muestra procede de
Europa, Africa Subsahariana, Este de Asia, Sur de Asia, Oceania o Nativo
America. Pero, a pesar de todos estos avances, presenta algunas
limitaciones: la necesidad de mas poblaciones de referencia en las bases
de datos, asi como la dificultad de identificar la ancestralidad de un
individuo con antecesores de diferentes regiones geograficas. (30 — 35)

- Marcadores informativos de caracteristicas visibles externas (EVC)

Son las caracteristicas extrinsecas del ser humano, es decir, aquellas que
se observan a simple vista como el color y la morfologia del cabello, el

color de los ojos, el tono de piel, la altura, los rasgos faciales, entre otros.
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De los EVC, el primero en estudiarse fue el género, mediante el estudio
de la amelogenina ya que el cromosoma Xy el Y presentan una secuencia
con diferencia de 6pb, lo que permite diferenciar si el género bioldgico es

masculino o femenino.

Los polimorfismos SNPs o InDels que se encuentran en las regiones
codificantes y reguladoras del ADN son las que afectan a las diferentes
caracteristicas externas de las personas, aunque también se ven
influenciadas por los factores ambientales como la edad, radiacién solar...
Aunqgue encontramos caracteres mas complejos a la hora de la prediccion
de EVC, los de menor complejidad son los relacionados con la
pigmentacién humana, es decir, con la melanina (eumelanina, tonalidades
oscuras, y feomelanina, tonalidades rojizas y amarillas). Es por ello por lo
que el desarrollo de modelos predictivos de estos pigmentos es necesario
en el punto de vista de los estudios forenses. Cabe destacar que estos
modelos predictivos no tienen que depender uUnicamente de la
ancestralidad, ya que también afectan, como hemos comentado

anteriormente, factores no genéticos.
Los EVC mas utilizados en el estudio forense son:

o Color de ojos: el iris puede ser de muchos colores, desde el azul al
marron o negro, pasando por colores grises, verdes... La diferencia
de color se debe a la cantidad de melanina de forma que los ojos
azules presentan menor cantidad de melanina y los negros, mayor.
Los seis marcadores SNPs mas importantes en el estudio del color
de ojos son HERC2, OCA2, SLC24A4, SLC45A2, TYRP1 y IRF4
(36), aunque se han desarrollado modelos predictivos que estudian
13 SNPs (37).

o Color del cabello: con el pelo ocurre lo mismo, los cabellos oscuros

presentan mayor cantidad de eumelanina y los cabellos rubios y
pelirrojos presentan mayor cantidad de feomelanina. Algunos de
los marcadores mas importantes en el estudio del color del cabello
son SLC45A2, SLC24A5 y HERCZ2, aunque se han desarrollado
modelos predictivos que estudian hasta 24 SNPs (38). A pesar de
esto, las tasas de éxito en las predicciones son mas elevadas con

13



el color de ojos que con el del pelo, debido a que este ultimo tiende

a variar con los anos.

o Color de la piel: este estudio es el mas complejo ya que la variacion

de la pigmentacion se ve afectada por una respuesta evolutiva a la
luz ultravioleta. A pesar de esta limitacidon se han desarrollado
modelos predictivos de hasta 41 SNPs (39), destacando la
importancia de los genes SLC24A5 HERC2 y SLC45A2, que se

encuentran mas expresados en las poblaciones mixtas.

o Morfologia del cabello: la alopecia tiene una heredabilidad del 80%,

aproximadamente. A partir de los tres genes TCHH, WNT10A y
FRAS1 (40), se han desarrollado modelos predictivos que llegan
hasta los 15 marcadores, pero su capacidad predictiva no es muy
elevada. Respecto a la calvicie masculina, el gen AR/EDA2R
presente en el cromosoma X es el que ha demostrado estar mas

implicado en la aparicion de la alopecia (41).

o Estatura: también presenta una heredabilidad del 80%. En 2014,
algunos estudios concluyeron que habia mas de 180 marcadores
genéticos implicados en la variabilidad de la altura de las personas
(42). También cabe destacar que se puede ver influida por malos

habitos durante la gestacion, hormonal o ambientalmente.

o Rasgos faciales: es uno de los mayores objetivos de la prediccion

fenotipica forense ya que permitiria la elaboracion de retratos
genético-moleculares del donante de la muestra. Actualmente,
existen modelos predictivos de 24 SNPs, donde algunos de los
principales marcadores son PAX3, PRDM16 y TP63 (43). Mediante
estas predicciones se quiere obtener informacion respecto a la
nariz, los labios, la forma de la cara, la mandibula, la barbilla y la
cresta supraorbital.

El estudio y avance en las EVCs es muy importante para poder crear
retratos de las personas, pero, debido a que muchas de estas

caracteristicas varian con el paso de los afos, es importante tener
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herramientas para determinar la edad de los individuos (30 — 32, 34, 44 —
45).

- Marcadores informativos de la edad de un individuo

Como bien hemos comentado anteriormente, el proceso de
envejecimiento de las personas se puede observar por las alteraciones
en las caracteristicas externas, asi como por la pérdida progresiva de la
capacidad fisica. El proceso de envejecimiento es un campo de estudio
muy importante en las ciencias forenses (ademas de otras ramas de la
ciencia, pero no entraremos en ello) ya que cambios epigenéticos como

la metilacion del ADN podrian permitirnos estimar la edad de un individuo.

Debido a la gran importancia de la estima forense de la edad, este trabajo
se centrara en el estudio de los factores epigenéticos centrados en la
metilacion del ADN como marcadores para evaluar la edad de una
persona (30 — 31, 46).

Aspectos legales y éticos del uso de marcadores fenotipicos

Respecto a los aspectos legales, muchos paises todavia no han regulado el uso
de marcadores para obtener caracteristicas fenotipicas de los individuos. En el
contexto legal todo se basa en la diferencia entre marcadores de ADN de las
regiones codificantes y las no codificantes. Legalmente, el uso de marcadores
genéticos de regiones no codificantes no genera ningun problema, la discusién
viene respecto a los marcadores de las regiones codificantes, ya que se estaria
incurriendo en una invasion de la privacidad. En Espafia, la regulacion legislativa
que existe regula, sobretodo, el Consentimiento Informado del sospechoso, a no
ser que exista una orden judicial que permita la recogida de muestras de
referencia, pero no trata temas sobre el uso de marcadores fenotipicos. Pero, a
pesar de que no regula esto ultimo, se realizan estudios sobre BGA, EVC y edad,
ya que no esta prohibido, pero no se permite la introduccion de esta informacién
en ninguna base de datos.

El otro aspecto importante es el ético. Los expertos ven ciertos riesgos en el uso
de marcadores fenotipicos en los estudios forenses como discriminacion a

minorias étnicas, invasion de la privacidad, conflicto con las leyes de proteccion
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de datos y el desconocimiento y expectaciones exageradas por parte de la
poblacion. El que mas preocupa es la discriminacién a las minorias étnicas ya
que todavia vivimos en una sociedad donde el racismo y la xenofobia estan a la
orden del dia. Pero, a pesar de todo esto, el hecho de poder definir caracteres
intrinsecos o extrinsecos (ancestralidad, caracteristicas externas y edad) ayudan
a las autoridades en la identificacidon de los implicado en un crimen. (31 — 32, 44,
47 — 48)

Objetivos

El objetivo principal de esta revision es estudiar los diferentes mecanismos de
determinacién de la edad en un individuo a partir de datos genéticos, asi como
entender todos los conceptos que se involucran en estas investigaciones y
defender la necesidad de avances en esta materia debido a la importancia que

tiene la misma en la identificacion de personas.

16



Revision
Inicios en la estimacion de la edad en estudios forenses

En el estudio forense, la estima de la edad de un individuo es muy importante ya
que contribuye a la identificacion de personas en diferentes ambitos. En los
inicios de la aplicacion de este tipo de técnicas, la estimacion de la edad se
realizaba unicamente a restos mortales mediante el estudio de los huesos y los
dientes. En estos casos existian muchos métodos diferentes basados en el tipo
de hueso estudiado, pero, generalmente, estos métodos se basaban en el
estudio de crecimiento esquelético (en caso de jovenes), sinfisis del pubis,
superficie auricular, costillas, suturas craneales, entre otros. (30, 49 — 50)

Posteriormente, se empezaron a aplicar estos métodos también para la estimar
la edad de individuos vivos. Para ello, se utiliza la combinacién del uso de rayos
X en la mano y de la mandibula con examen visual de la dentadura y examen
fisico. Ademas, si con ello no se obtienen resultados concluyentes se realiza

rayos X o tomografia computarizada en las claviculas. (51 — 52)

El uso de las técnicas basadas en estudios fisicos de los sujetos presentaba
ciertos inconvenientes, destacando errores en la estimacion de la edad debidos
a alteraciones del crecimiento normal de una persona. Estas alteraciones
pueden deberse tanto a enfermedades créonicas como a mala alimentacion

durante el desarrollo (presencia de deficiencias nutricionales), entre otros. (49)

Con el paso del tiempo y los avances tecnologicos, comenzaron a desarrollarse
técnicas basadas en la alteracidén de ciertas biomoléculas. Estas técnicas

estudian:
- Deleciones en el ADN mitocondrial (mtADN)

Las deleciones en el mtADN se tratan de eventos estocasticos que se
relacionan con el envejecimiento. Este tipo de deleciones nucleotidicas se
encuentran relacionadas con un exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS o radicales libres) debidos a una falta de capacidad de realizar la
fosforilacion oxidativa por parte de la mitocondria. Por tanto, el dafo
oxidativo juega un papel esencial en la mutagénesis mitocondrial que

llevaria a la delecién de nucledtidos del mtADN. (53 — 54)
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Centrandonos en el estudio forense, el tipo de delecidn mas comun y
abundante es la delecion 4977 pb. Las ventajas que presenta esta técnica
es que se puede utilizar diferentes tipos de tejidos para realizar el analisis,
pero tiene como inconveniente que uUnicamente se pueden analizar
muestras de individuos mayores de 20 afios y como resultado unicamente

se puede determinar un intervalo amplio de edad. (53, 55 — 56)
Acortamiento de la longitud de los telémeros

Los teldmeros son estructuras de nucleoproteinas localizadas en los
cromosomas de células eucariotas. El tamafio de los teldbmeros se va
reduciendo con el envejecimiento debido a fallos en las vias de reparacion
del ADN telomérico y genomico. Esto se debe a que la ADN polimerasa
no realiza las reparaciones necesarias en la fase S del ciclo celular.

Ademas, también se puede ver afectado por el estrés oxidativo.

Centrandonos en la determinacion de la edad en el ambito forense, es
recomendable utilizar esta técnica junto con la anteriormente citada para
obtener resultados mas concluyentes. Esta técnica también se puede
utilizar en diferentes tipos de tejidos, pero unicamente determina rangos
de edad y los resultados pueden verse afectado por factores ambientales
y genéticos, asi como por la presencia de enfermedades, como
enfermedades coronarias 0 anemia. (53, 57 — 59)

Racemizacion del acido aspartico

En la sintesis proteica en mamiferos unicamente se incorporan
L-aminoacidos. Durante el curso de los afios, estas formas L de los
aminoacidos se transforman por racemizacion a D-aminoacidos. Asi pues,
un de los aminoacidos que permite el estudio de la edad de un individuo
es el acido aspartico ya que la cantidad de D-acido aspartico aumenta con

el paso de los afnos.

Por lo tanto, esta técnica es muy util ya que permite correlacionar la
cantidad de D-acido aspartico con la edad a partir de restos dentales,
donde los resultados obtenidos son bastante concluyentes, aunque
también se puede utilizar en el estudio de restos 6seos (osteocalcina) y

cartilagos, ligamentos y piel (elastina). Aunque esta técnica también
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presenta los resultados en un intervalo de edad relativamente preciso (+
3 anos), presenta como inconveniente principal su dificil aplicacién en
cadaveres mal conservados o danados (por ejemplo, quemados).
Ademas, también se puede ver afectado por las condiciones ambientales,
como pH, temperatura o humedad. (53, 60 — 62)

- Productos finales de la glicaciéon avanzada (AGE)

Los AGEs son grupos complejos y heterogéneos de compuestos
formados por reacciones no enzimaticas de reduccion de azucares con
grupos amino en proteinas, lipidos o acidos nucleicos mediante la
reaccion de Maillard. La cantidad de AGEs aumenta con el paso de los
afnos en practicamente todos los tejidos y lo hace tanto de forma
endogena (producidos por el propio cuerpo) como exogena (obtenidos a
partir de la dieta).

Respecto a sus aplicaciones en estudios forenses, los AGEs permiten la
estimacion de la edad en diferentes tipos de tejidos, pero con unos rangos
de edad mas amplios. Ademas, la cantidad de AGEs formados a lo largo
de la vida se ve alterado por muchos factores como una generacion de
AGE acelerada en personas con diabetes o una acumulacién en
individuos con enfermedades renales. (53, 63)

- Signal joint T-cell receptor rearrangement excision circle (sjTREC)

Los sjTRECs son moléculas circularizadas de ADN que resultan de la
reestructuracion del ADN de los linfocitos T. Con el paso de los afios los
niveles del sjTREC van bajando de forma considerable, sobretodo los
niveles de dRec-yJa.

La aplicacién de esta técnica es importante cuando no disponemos de
informacion morfolégica de individuo ya que las muestras utilizadas son
sanguineas. Como inconveniente, la precision de esta técnica es
moderada (+ 9 afios) y, ademas, la presencia de desordenes en el sistema
inmune, generalmente producido por alguna enfermedad, interfiere en los
resultados obtenidos. (64 — 65)

El estudio de las alteraciones de estas biomoléculas, asi como la aplicacion de
estas técnicas contribuy6 en gran medida en el avance de la determinacion de
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la edad con una connotacion forense. Aun asi, como hemos podido observar,
estas técnicas presentan muchos inconvenientes. Es por eso por lo que otro tipo

de estudios comenzaron a ganar importancia, como es el caso de la epigenética.

La metilacion del ADN: marcador epigenético

El estudio de las secuencias del ADN es una de las herramientas mas utilizadas
en las ciencias forenses ya que nos permite desde la identificacion de un
individuo hasta determinar caracteristicas fenotipicas. Gracias a las
investigaciones realizadas en este ambito se observo que las células sufrian
modificaciones en los patrones epigenéticos asociados al envejecimiento. (30,
46)

Para empezar, la epigenética consiste en el estudio de las alteraciones
heredables en las funciones de los genes o de un fenotipo celular causado por
mecanismos que no modifican la secuencia del ADN. Asi pues, los patrones o
marcadores epigenéticos son cambios reversibles en la regulacion de los genes
que se heredan mitéticamente sin alterar la secuencia del ADN. Estos cambios
pueden ocurrir durante el desarrollo, nifiez o en la época adulta. Los patrones
epigenéticos se clasifican en cinco grupos: remodelacion nucleosomal,
remodelacion de la cromatina, ARN no codificante, modificaciones de las
histonas (acetilacién, metilacién, ubiquitinacion, fosforilacion, sumoilacion y
biotinilacion) y metilacion del ADN. Cabe destacar que estos no actuan
individualmente, es decir, lo hacen mediante interacciones entre ellos o en
cascada, dando lugar al epigenoma o codigo epigenético. El epigenoma, por
tanto, es dinamico ya que se basa en una interaccion entre el genoma y el medio
ambiente. (30, 46, 64)

Desde el punto de vista técnico, de todos estos grupos de patrones epigenéticos,
el mas estudiado es la metilacion del ADN. La metilacion del ADN es un proceso
bioquimico basado en la adicion de grupos metilo en la posicion 5’ de los
residuos de citosina (Figura 3a) que van seguidos de una guanina. Cabe
destacar que la metilacion de ADN esta relacionada con el silenciamiento génico,
es decir, los genes se inactivan cuando la posicion CpG esta metilada y estos se

expresan cuando no lo esta (Figura 3b). (30, 46) Pero, a pesar de esto, la
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metilacion del ADN varia dependiendo de la regién gendmica, de tal forma que
es muy abundante en elementos repetitivos y es menos comun en lo que se
conoce como islas CpG. Las islas CpG son regiones de entre 300 y 3000 pb
ricas en citosina y guanina, es decir, con un contenido superior al 55% de
guanina y citosina. (30, 46, 64, 66 — 67)

a) b)

i Gene expression
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N N Gene inactivation ’

CpG island Gene

Figura 3. a) Metilacion de la citosina. b) Representacion de un gen que contiene islas CpG y representacion del
silenciamiento génico respecto a la metilacion del ADN. (46)

Centrandonos en la aplicacion de la metilacién del ADN para la determinacion
de la edad, diversos estudios han determinado que los niveles de metilacion del
ADN en ciertas zonas especificas estan relacionados con los cambios
producidos con el envejecimiento. Uno de los estudios mas significativos
compara los niveles de metilacion de los CpG entre recién nacidos y personas
centenarias observandose que en CpG cercanos de los cromosomas 2 y 8, el
individuo de 100 anos presentaba menor metilaciéon que los recién nacidos
(Figura 4). De forma general, se observo que la metilacion de CpG era de un
73% en personas centenarias respecto a un 80,5% en recién nacidos y un 77,8%
de individuos de mediana edad (26 afos). Ademas, en este estudio también se
observé una diferencia en las regiones de metilacion. Con todos estos datos, lo
que se sugeria es que, efectivamente, los metilomas del ADN eran distintos y
trabajaban de forma muy diferente en ambos extremos de la vida humana. (68)

e

" F ) L\‘ A / “‘ :’ W “.“.‘. ~
PR W ey ;'\y“;

06 VA i b

Meth. level

Chromosome 2

0.4 R R e L B . R

0.8

0.6 )
Chromosome 8

0.4 T T - - =

Meth. level

Figura 4. Illustracion grdfica de los niveles de metilacion de los CpG en el cromosoma 2 y 8 de recién nacidos (linea
azul) e individuos centenarios (linea roja). (68)
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Actualmente, existen dos fenbmenos que relacionan la metilacién del ADN con
la edad (Figura 5):

- Deriva epigenética: consiste en los cambios en la metilacion del ADN
que estan asociados con la edad en un unico individuo, es decir, no son

comunes entre individuos.

- Reloj epigenético: consiste en la relacion entre la edad y la metilacion
del ADN entre individuos, es decir, permite determinar los intervalos de
edad de un individuo por estudios poblacionales. Este tipo de fendmeno
se produce en regiones especificas del ADN, lo que permite desarrollar
modelos predictivos en los cuales se utiliza la metilacién del ADN como

biomarcador epigenético.

Asi pues, la deriva epigenética se encuentra influenciada por el ambiente y por
los efectos estocasticos, de forma que, el estudio del reloj epigenético nos
muestra resultados que reflejan la edad cronoldgica de forma mas concluyente
que métodos basados en el fendmeno de la deriva epigenética, que presenta
resultados mas discordantes. (30, 46, 69 — 70)
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Age-associated site
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Figura 5. Representacion esquemdtica de la deriva epigenética (izquierda) vs. el reloj epigenético (derecha). (62)

Por lo tanto, el uso de la metilacién del ADN como biomarcador epigenético
permite desarrollar modelos predictivos que se basen en el estudio del aumento
o la disminucion de la metilacion de las islas CpG a lo largo de la vida del
individuo. (30)
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Métodos analiticos de la metilacion del ADN

Diferentes tipos de métodos se han descrito para la deteccidn y el analisis de la

metilacion del ADN. El primer paso consiste en el pretratamiento del ADN antes

de su analisis y, las técnicas de pretratamiento que podemos utilizar en este tipo

de estudios son:

Conversion de bisulfito

Esta técnica de pretratamiento permite, de forma rapida, la identificacion
de las citosinas metiladas. Basicamente, esta técnica consiste en que el
DNA genomico desnaturalizado de cadena simple se trata con bisulfito de
sodio y, durante el proceso, los residuos de citosina no metilados se
convierten en uracilo mientras que las citosinas metiladas no varian. Es
la técnica de pretratamiento por excelencia debido a que permite la
realizacién de analisis tanto cuantitativos como cualitativos de CpG
concretos. (46, 64, 71)

Methylated version Unmethylated version

CATGGCGATACCCGT CATGGCGATACCCGT

Bisulfite treatment l l

UATGGCGATAUUCGT UATGGUGATAUUUGT

Figura 6. Conversion de bisulfito en secuencias de DNA metilado y no metilado.
Digestion enzimatica
Esta técnica se basa en el uso de enzimas de restriccidon que dependen
de los sitios de metilacién de los CpG de forma que puede ser utilizada
para el estudio de la metilacion del ADN. A pesar de que es una técnica

sencilla, se pueden producir digestiones incompletas que afecten a la
interpretacion. (46)

Enriquecimiento de la afinidad — interaccién proteica

Esta técnica consiste en el enriquecimiento de las secuencias de ADN
metilado via anticuerpos contra la citosina metilada de forma que se aislan
los fragmentos de ADN que contienen citosinas metiladas. Asi pues, para

obtener estos fragmentos se utiliza la sonicacion y la desnaturalizacion.
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El inconveniente de esta técnica es la falta de especificidad y sensibilidad
de forma que no podemos estudiar CpG concretos. (46)

Asi pues, en el contexto del analisis forense, el tratamiento de conversion por
bisulfito es el mas apropiado ya que, a parte de que mantiene la integridad del
DNA en las mejores condiciones posibles, no necesita una gran cantidad de
muestra para poder utilizarse. Es por eso por lo que, antes de entrar en el
segundo paso, es necesario saber que las técnicas posteriormente explicadas

se basaran en un tratamiento de conversion por bisulfito previo.

Ademas, el segundo paso consiste en la aplicacion de técnicas que nos permitan
evaluar el perfil de la metilacion del DNA. Durante muchos afos se han utilizado
técnicas como la pirosecuenciacion, MiSeq y EpiTYPER (30). Estas técnicas han
permitido el desarrollo de métodos predictivos, como veremos préximamente,
pero, en este caso, nos vamos a centrar unicamente en técnicas mas actuales,
el desarrollo de las cuales se ha basado en las técnicas clasicas, y que estan

generando muy buenos resultados:
- Técnica SBE y ensayos SNaPshot®

La técnica SBE (“single-base extention”) consiste en la unién de un
oligonucledtido que encajan con la secuencia que queda inmediatamente
a continuacion del sitio de interés y, posteriormente, se incorpora un
terminador complementario marcado fluorescentemente (ddNTP) que
alarga la cadena en un unico nucleotido. Esta técnica se puede aplicar
utilizando ensayos SNaPshot®, la cual nos permite obtener resultados
cuantitativos ya que mide las senales de fluorescencia. Asi pues, cuando
la secuencia contenga una citosina metilada que se mantiene después de
la conversidn por bisulfito, se introducira una guanina; en cambio, cuando
la secuencia contenga una citosina no metilada que cambiara a uracilo
después de la conversion por bisulfito, se introducira una adenina.
Ademas, los diferentes fluorocromos utilizados no presentan la misma
intensidad lo que permite calcular con facilidad los porcentajes de
metilacion. Asi pues, esta técnica se utiliza muy comunmente en estudios
forenses ya que permite la deteccion de multiples CpG en una unica

reaccion (Figura 7) y, ademas nos permite el estudio de las regiones de
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interés, es decir, nos permite analizar los CpG especificos predictivos de
la edad de un individuo. (64, 72 — 74)

Secuenciacion masiva paralela (MPS)

Esta técnica consiste en la amplificacion de cientos de CpG de interés
mediante el uso de primers especificos para DNA metilado de forma que
se pueden analizar muchas zonas del DNA de forma simultanea.
Posteriormente, también se indexan los CpG que se estudian de forma
que facilitan el estudio cuantitativo mediante el uso de programario
estadistico como el SPSS o el software estadistico R. A pesar de los
buenos resultados que se han obtenido con esta técnica, todavia no esta
muy desarrollada para la aplicacion forense, pero se esta trabajando en
su optimizacion y en la busqueda de marcadores apropiados para que el
trabajo sea lo mas exhaustivo posible (Figura 7). (64, 72)

Ensayo BeadChip (EPIC)

La tecnologia BeadChip se basa en la capacidad de cuantificar la
metilacion del DNA a nivel de bases simples, pero en ensayos donde se
asocian estos resultados con el epigenoma integro. Esta técnica permite
la cuantificaciéon del porcentaje de metilacion de las regiones de CpG de
interés. Es una técnica muy nueva y es por ello por lo que, mediante el
estudio de esta, se esta observando la posibilidad de encontrar nuevas
regiones que permitan predecir la edad de un individuo de forma precisa.
(64,73, 75)
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Bisulfite
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Figura 7. Diagrama del funcionamiento del estudio de la metilacion del DNA mediante los ensayos SNaPshot® y MPS.

(72)
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Las ventajas que presentan estas técnicas es la capacidad de trabajar con poca
cantidad de ADN y/o de mala calidad. Por ello, es importante implementar
técnicas que permitan trabajar y obtener buenos resultados en condiciones no
optimas. De estas tres técnicas, la mas utilizada y desarrollada hasta la
actualidad es la SBE por SNaPshot ®. A pesar de ello, cabe destacar que estas
técnicas son principalmente utilizadas para el estudio de restos bioldégicos como

la sangre y el semen. (72)

Técnicas predictivas basadas en la metilacion del ADN

A partir de todas las técnicas y los conocimientos explicados previamente, se
han ido construyendo modelos predictivos de la edad. Los resultados obtenidos
por estos modelos predictivos pueden variar dependiendo de la técnica utilizada
por lo que lo mejor es realizar test de los sets de marcadores con las diferentes
técnicas y estimar la precision de los mismos respecto a la edad real de los
individuos a los que pertenece la muestra. Pero, la variabilidad no solo puede
depender de la técnica utilizada, sino del tipo de tejido a analizar. (46, 66)

Para empezar, es muy importante tener en cuenta diferentes medias que se
deben tener en cuenta para distinguir las ventajas de utilizar una técnica u otra

con un tipo de resto bioldgico u otro (75):

1) Correlacion de la edad: comparacion entre la edad que se ha predicho
mediante el estudio de la metilacion del DNA (edad mADN) y la edad

cronologica del individuo al que pertenecian las muestras.

2) Error medio: es la mediana absoluta de la diferencia entre la edad mADN
y la edad cronologica. Por tanto, si tenemos un error de £ 4 afos, implica

que el 50% de los sujetos difieren en menos de 4 afios de la edad mADN.

3) Aceleracion de la edad promedio: es el promedio de la diferencia entre
la edad mADN vy la cronoldgica y se utiliza para comparar las edades
mMADN entre los diferentes tejidos. Es decir, de esta forma podemos
determinar que tipo de tejido nos da resultados mas precisos sobre la

edad de un individuo utilizando una técnica concreta.
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Teniendo en cuenta estas medidas, en los ultimos 5 afios han crecido de forma
exponencial los modelos de prediccidon de la edad utilizando genes parcialmente
superpuestos y la comunidad forense esta desarrollando una serie de consensos
sobre los sitios CpG que mejor informen sobre la edad en diferentes tejidos,
poblaciones, rangos de edad y tecnologias de analisis para crear asi un sistema

universal comun. (64)

El hecho de que estudios no relacionados entre si lleguen a resultados similares
indica la importancia de ciertos genes en la inferencia de la edad. En las
diferentes investigaciones realizadas se han encontrado fuertes correlaciones
entre la metilacion de dos sitios CpG en la regién promotora del gen ELOVL2 y
la edad del individuo al que pertenece la muestra. Con un unico gen no es posible
determinar la edad de forma precisa ni crear una técnica predictiva. Por ello,
diferentes grupos de investigacién han estado estudiando otros genes que, junto
con el ELOVL2, puedan utilizarse como método predictivo en su conjunto. Asi
pues, se han ido creando muchos sistemas que tienen en comun la presencia
del gen ELOVL2 como uno de los biomarcadores principales de la estima de la
edad. Esto se debe a que genera resultados tan precisos que mejora los
resultados obtenidos al investigar otros genes predictivos. (30, 64)

Actualmente existen diferentes métodos predictivos, pero mayoritariamente han
sido establecidos en relacion con individuos en edad adulta, aunque existe un
meétodo predictivo centrado en 6 CpG que es exclusivo para infantes y
adolescentes de entre 2 y 18 afios (76). Uno de los inconvenientes por los cuales
no existen sistemas predictivos para estas edades es debido a que los niveles
de metilacion de ciertos genes sufren cambios drasticos debido al desarrollo del

sistema inmune. (30)

Dentro de los métodos predictivos actuales aplicados a edades adultas, se

encuentran los siguientes: (30, 64)

- ITGA2B, ASPA y PDE4C (3 CpG) utilizando como técnica Ila
pirosecuenciacion y obteniendo un error o MAD (desviacion mediana
absoluta) de + 5,43 anos. (77)
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- ELOVL2, FHL2, KLF14, C1orf132/MIR29B2C y TRIM59 (5 CpG)
utilizando como técnica la pirosecuenciacion y obteniendo un error de
t 3,4 anos. (78 — 79)

- ELOVL2, EDARADD, PDE4C y ASPA (4 CpG) utilizando como técnica la
pirosecuenciacion y obteniendo un error de * 3,75 anos. (80 — 81)

- ADAR, AQP11, ITGA2B, PDE4C, ITGA2B y PDE4C (6 CpG) utilizando

como técnica EpiTYPER y obteniendo un error de + 2,8 afios. (82)

- ELOVL2, ZNF423 y CCDC102B (3 CpG) utilizando como técnica la
pirosecuenciacion y obteniendo un error de * 3,16 anos. (83)

- ELOVL2, ASPA, PDEA4C, FHL2, CCDC102B, C10rf132 y chr16:85395429
(7 CpG) utilizando como técnica EpiTYPER y obteniendo un error de
1 3,07 anos. (84)

- 8 CpG utilizando como técnica EpiTYPER y obteniendo un error de + 5,09
anos. (85)

- 16 CpG, de los cuales destacan NHLRC1, SCGN y CSNK1D, utilizando
como técnica MiSeq y obteniendo un error de * 7,45 anos. (86)

- DDO, ELOVL2, F5, GRM2, HOXC4, KLF14, LDB2, MEIS1-AS3,
NKIRAS2, RPA2, SAMD10, TRIM59 y ZYG11A (13 CpG) utilizando como

técnica MiSeq y obteniendo un error de + 3,21 anos. (87)

La mayoria de estos métodos de prediccion unicamente se utilizan para
muestras sanguineas ya que, en el ambito forense, suele ser el tipo de prueba
bioldgica que, por excelencia, se suele encontrar en la escena de un crimen. A
pesar de ello, también son importantes otros vestigios bioloégicos como el semen,
la saliva, los huesos y los dientes. El inconveniente de estos modelos es que,
como bien hemos comentado, no son aplicables a otro tipo de tejidos, aunque
algunos de los genes son comunes para la sangre y la saliva. Respecto al
semen, este tejido es mas complejo por lo que se ha desarrollado un unico
modelo de prediccion preliminar de 3 CpG en genes que no se han contemplado
ni para la saliva ni para la sangre (88). Finalmente, los huesos y dientes son
importantes tejidos a investigar ya que, a pesar de que solo se han realizado
estudios preliminares, los resultados son prometedores (89). (30, 64)
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Discusiodn

Los marcadores fenotipicos permiten conocer caracteristicas genéticas del
individuo al que pertenece la muestra, lo que contribuye positivamente a la
investigacion policial. Se puede analizar desde el origen biogeografico hasta

caracteristicas fisicas del donante, incluso pasando por la determinacion de la
edad.

Centrandonos en la determinacion de la edad y respondiendo a la pregunta
inicial: la edad no es solo un numero. El envejecimiento genera cambios en
nuestro ADN, como los niveles de metilacion de las citosinas de las regiones
CpG que permiten crear una correlacion con la edad cronolégica de un individuo.
Esto ha generado una gran atencién en este campo en los ultimos afos y ha

permitido que se acelere el desarrollo de nuevas técnicas para uso forense.

Es destacable la gran importancia de seguir investigando en este campo.
Actualmente, laboratorios de todo el mundo estan realizando multiples estudios
para crear modelos predictivos basados en la informacion obtenida de los sitios
CpG. La finalidad de estos estudios no es unicamente desarrollar sistemas
nuevos de prediccion sino crear sistemas de analisis de ADN consensuados

globalmente para facilitar los trabajos de investigacion. (30, 64)

Futuro de la estimacion de la edad de un individuo

Aun queda mucho camino por delante y hay muchas preguntas que todavia no
tienen una respuesta. Algunas de las cuestiones que quedan sin resolver serian
(90 - 91):

- Actualmente todos los estudios que se han realizado se han basado en
datos sobre poblaciones de células, pero ¢ podria existir heterogeneidad
en la metilacion de las CpG entre células de un mismo tejido? De ser esto
cierto algunas de las diferencias, aunque no muy elevadas, entre la edad
cronologica y la edad mADN podrian deberse a esta heterogeneidad.

- ¢Afectan de forma muy considerable los factores ambientales en la

metilacién del DNA? ;Podrian personas de la misma edad cronologica
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presentar grandes diferencias en la edad mADN por las circunstancias en

las que han vivido?

- ¢ Como afectan las enfermedades sufridas al largo de la vida o en el propio

momento del analisis a la estimacion de la edad?

- ¢ Podrian atrasar el envejecimiento las intervenciones pro-longevidad?

¢ Afectaria esto a la metilacion de las CpG?

Y, como estas, muchas mas. Es por ello por lo que es muy importante mantener

la investigacion en este tipo de temas a la orden del dia y fomentar su estudio.

Finalmente, cabe destacar que las aplicaciones de todo lo explicado
anteriormente pueden extrapolarse a otros campos. Aun asi, dentro de las
ciencias forenses, su aplicacion seria muy amplia e iria desde poder ayudar a la
identificacion de cuerpos o restos biolégicos en grandes masacres (ataques
terroristas, accidentes de grandes vehiculos, catastrofes naturales) hasta
resolver casos en los cuales no se tiene ningun sospechoso ni existen muestras

con las que comparar los resultados.

Conclusiones

La determinacién de ciertos aspectos fenotipicos con fines forenses es
importante para contribuir a las investigaciones policiales y el hecho de generar
retratos genéticos y fenotipicos permitiria la resolucién de casos a nivel global.
Ademas, el desarrollo de nuevos sistemas epigenéticos que permitan determinar
la edad de un individuo a partir de diferentes tejidos biolégicos es prioritario ya
que facilitaria el estudio de las muestras y permitiria la obtencidén de resultados

mas precisos.
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