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LA EVOLUCION EN LOS TRIBUNALES

APLICACIONES FORENSES DE LAS FILOGENIAS MOLECULARES

FERNANDO GONZALEZ CANDELAS

En las dos ultimas décadas se ha generalizado el uso de pruebas genéticas en los tribunales, lo que ha per-
mitido identificar criminales a partir de restos bioldgicos, determinar paternidades o identificar cadave-
res. Menos conocidas son las periciales basadas en el uso de filogenias moleculares. En ellas se estudia la
ancestralidad comun de organismos, normalmente virus o bacterias, para establecer su asociacion a una
fuente de infeccion. Desde el caso del dentista de Florida, que infecté con el VIH a varios de sus pacien-
tes, hasta el mas préximo del anestesista Juan Maeso, que transmitié el VHC a cerca de 300 pacientes,
la teoria evolutiva tiene un papel esencial en estas pruebas. En este articulo se explican las bases de esta

aplicacion de la teoria evolutiva.
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Las teorias cientificas no se discuten en los tribunales
0, al menos, no desde hace varios siglos. Los procesos
contra Galileo Galilei, Giordano Bruno o Miguel Servet,
entre otros, se desarrollan en tribunales eclesiasticos, no
civiles, y, en muchas ocasiones, las condenas se basa-
ron en disputas religiosas no liga-
das necesariamente a las herejias
derivadas de nuevas teorias cien-
tificas. Hay una notable excepcién:
la teorfa de la evolucion bioldgica,
formulada por Charles Darwin y
Alfred R. Wallace a mitad del siglo
XIX, es cuestionada periddicamente
en tribunales estadounidenses de

«EN UN NUMERO
CRECIENTE DE OCASIONES,
ESPECIALISTAS EN
BIOLOGIA EVOLUTIVA SON
LLAMADOS A DECLARAR

deficiencia humana (VIH) o el de la hepatitis C (VHC),
desde una fuente comin a uno o varios receptores que
se infectan con él. Dada la gravedad de estas infeccio-
nes, que pueden acabar en la muerte del paciente, los
afectados suelen buscar en los tribunales compensacion
por los dafios fisicos, psicoldgicos
y econdémicos causados. Frecuen-
temente, la fuente esta vinculada
a un acto médico, una transfusién
con material contaminado o el uso
de un producto o aparato no esteri-
lizado, pero también encontramos
casos de malas précticas, incluso
de actos criminales.

COMO EXPERTOS EN

todos los niveles, donde se pone en
duda su validez como teorfa cienti-
fica para ser incluida en los tema-
rios de ensefanza secundaria. Pero
es otro tipo de presencia en tribu-
nales del que nos vamos a ocupar
aqui.

La evolucién hace su aparicion
en tribunales de justicia desde la
dltima década del siglo pasado. En
un ndmero creciente de ocasiones, especialistas en bio-
logia evolutiva son llamados a declarar como expertos
en demandas civiles y, ocasionalmente, penales. En to-
das ellas hay un nexo comtin: la transmision de un agente
infeccioso, normalmente un virus como el de la inmuno-

DEMANDAS CIVILES
Y, OCASIONALMENTE,
PENALES. EN TODAS ELLAS
HAY UN NEXO COMUN:
LA TRANSMISION DE UN
AGENTE INFECCIOSO»

EVOLUCION A RITMO
ACELERADO

Uno de los postulados principales
de la teorfa de la evolucién es la an-
cestralidad comtn de todos los se-
res vivos. Aunque algunos detalles
de las primeras etapas de la vida
organizada ya en forma de células
son atin controvertidos, las pruebas a favor de este origen
comun de todos los organismos son lo suficientemente
firmes como para que esta idea sea aceptada por la bio-
logia actual como uno de sus pilares bdsicos. A partir
de ella, y dado que otro de los postulados bésicos esta-
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blece la continuidad fisica entre el material hereditario
de ancestros y descendientes, entre padres (principal-
mente las madres, cuando hay diferenciacion sexual)
e hijos, seria en teorfa posible trazar un gigantesco ar-
bol genealdgico que vinculase a todos los seres vivos
que existen o han existido y han dejado descendencia
hasta nuestros dias a partir del estudio de su material
hereditario. Con objetivos semejantes, aunque algo
mds modestos, hay establecidos varios proyectos para
desentrafiar lo que se conoce como «arbol de la vida»
(<http://www.tolweb.org/tree/>).

Los métodos empleados para ello se basan, funda-
mentalmente, en el andlisis de la variacion y evolucién
del material hereditario, principalmente el ADN (4cido
desoxirribonucleico), que es la molécula de la herencia
comun a todos los organismos celulares, si bien algunos
virus, entre ellos patégenos importantes como el VIH
o el de la gripe, tienen otra molécula para transmitir
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Uno de los postulados principales de la teoria de la evolucién es
la ancestralidad comdn de todos los seres vivos. A partir de ella, y
dado que otro de los postulados basicos establece la continuidad
fisica entre el material hereditario de ancestros y descendientes,
seria en teoria posible trazar un gigantesco arbol genealdgico que
vinculase a todos los seres vivos que existen o han existido y han
dejado descendencia hasta nuestros dias a partir del estudio de su
material hereditario. Con objetivos semejantes hay establecidos
varios proyectos para desentraiar lo que se conoce como «arbol
de la vida».

«LA FILOGENETICA MOLECULAR TRATA
DE RECONSTRUIR LAS RELACIONES
EVOLUTIVAS Y GENEALOGICAS ENTRE
ORGANISMOS A PARTIR DE LAS
SECUENCIAS DE GENES O PROTEINAS
HOMOLOGOS»



el mensaje genético, el ARN (4cido ribonucleico). Me-
diante el uso de modelos cada vez mds complejos para
representar los procesos de cambio evolutivo a nivel mo-
lecular y la utilizacién de métodos de computacion mas
sofisticados, la filogenética molecular consigue estable-
cer con creciente precision y fiabilidad las relaciones de
parentesco entre todo tipo de organismos a partir de la
comparacion de las secuencias de nucledtidos que con-
forman el mensaje hereditario.

A diferencia de otras aplicaciones de la biologia en el
andlisis forense, en las que se busca establecer la identi-
dad entre los restos bioldgicos encontrados en la escena
de un crimen y los de los posibles sospechosos o deter-
minar el parentesco entre individuos, la base de la aplica-
cién forense del andlisis filogenético de secuencias radica
en el estudio de las diferencias acumuladas entre estas
desde su divergencia del ancestro comtn. A lo largo de la
evolucién consideramos que los distintos linajes que sur-
gen de la diferenciacion a partir de
un ancestro comun van a acumular
diferencias a todos los niveles, des-
de el molecular hasta los conduc-
tuales, de forma independiente, de
manera que lo que inicialmente era
una identidad casi perfecta, con el
paso de las generaciones da lugar a
un nimero creciente de diferencias.
A grandes rasgos, cuanto mayor es
el nimero de diferencias acumu-
ladas mds tiempo ha transcurrido
desde que los organismos compa-
rados divergieron desde su ancestro
comun. El nimero de diferencias
que podemos observar depende
de dos factores bdsicos, el tiempo
transcurrido y la tasa de cambio
evolutivo, que solo pueden separarse en principio a par-
tir de estimas independientes de uno u otro. En funcién
del tipo de organismo, de la naturaleza de los caracteres
comparada y de la tasa de evolucion asociada a ellos po-
demos encontrar casos en que apenas hay diferencias al
cabo de millones de afios de evolucién independiente y
otros en los que apenas unos dias o semanas bastan para
apreciar estas diferencias.

Los organismos que presentan estas tasas tan rapidas
de cambio evolutivo suelen tener el genoma basado en el
ARN y, como ya hemos indicado, son patégenos como el
VIH, el VHC o el virus de la gripe A. Sus tasas de evo-
lucién son hasta un millén de veces mas rdpidas que las
de los organismos a los que infectan, siendo el resultado
de sus peculiares maquinarias de copia del material here-
ditario, que no poseen capacidad de correccién de error,
de unos tamafios poblacionales muy grandes (en un pa-

«EL DIAGNOSTICO DE
INFECCION POR VIH A
UNA MUJER QUE NO
REALIZABA NINGUNA
PRACTICA DE RIESGO
CONOCIDA DIO LUGAR A
UNA INVESTIGACION QUE
SENALO A SU DENTISTA,
PORTADOR DEL VIH, COMO
POSIBLE FUENTE DE LA
INFECCION»

La luz de la evolucién

ciente infectado se producen miles de millones de nuevas
particulas virales cada dia) y de unos tiempos de genera-
cién muy breves, de apenas unos minutos. Esta elevada
tasa evolutiva tiene importantes consecuencias clinicas,
tales como la dificultad para encontrar vacunas eficaces
parael VIH o el VHC, el rdpido desarrollo de mutaciones
de resistencia a los antivirales o la facilidad con la que se
adaptan a nuevos huéspedes. La otra cara de la moneda
es que podemos observar en tiempo real como evolucio-
nan sus poblaciones, pues acumulan suficientes cambios
en cuestion de semanas o meses como para posibilitar la
aplicacion de los métodos de filogenética molecular para
la reconstruccién de su historia a corto plazo.

FILOGENIAS MOLECULARES

La filogenética molecular trata de reconstruir las rela-
ciones evolutivas y genealdgicas entre organismos a par-
tir de las secuencias de genes o pro-
teinas homdlogas. Nace como dis-
ciplina cientifica a mediados de los
afios sesenta, pero el gran despegue
se produce a principios de este si-
glo, con la acumulacién de secuen-
cias de genes y genomas de los mds
diversos organismos. El desarrollo
de nuevos algoritmos y el aumen-
to de la potencia de célculo de los
ordenadores han permitido aplicar
métodos cada vez mas sofisticados,
como la mdxima verosimilitud o
la inferencia Bayesiana, a conjun-
tos de datos cada vez mayores. El
resultado es que disponemos en la
actualidad de procedimientos para
construir y contrastar hipétesis
evolutivas cada vez mds complejas.

Cuando se aplican a casos de infecciones de patége-
nos con evolucién rapida, las filogenias moleculares son
una herramienta esencial para desentrafiar las posibles
transferencias y su direccién (quién infecta y quién es
infectado), las fuentes de brotes, estimar los tiempos en
que se ha producido la infeccién, etc., todo ello aplica-
do a acontecimientos separados por unas pocas sema-
nas o meses. En su aplicacién a casos judiciales, una
cuestion bdsica a resolver es determinar si las muestras
obtenidas a partir de distintos pacientes comparten un
ancestro comuin mds préximo con la posible fuente de
infeccién que con otros individuos infectados de la po-
blacién general y que se toman como controles exter-
nos. El primer caso en que se aplicé esta metodologia es
una excelente ilustracién del problema y cémo se puede
resolver.
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INFECCIONES Y TRIBUNALES

A finales de la década de los ochenta del pasado siglo,
la epidemia de sida avanzaba sin control por muy di-
versos paises y comunidades. No se disponia entonces
de medicamentos que pudiesen detener el avance de la
enfermedad y su diagndstico representaba poco menos
que el anuncio de una muerte préxima. Se sabia que la
enfermedad estaba ocasionada por un retrovirus y que
este se transmitia de persona a persona mediante flui-
dos corporales, especialmente la sangre, aunque podia
haber vectores intermedios, como agujas hipodérmicas.
El diagnéstico de infeccién por VIH a una mujer que no
realizaba ninguna préctica de riesgo conocida dio lugar
a una investigacién que sefialé a su dentista, portador
del VIH, como posible fuente de la infeccion. Hasta ese
momento no se habia considerado la posibilidad de que
el VIH pudiese transmitirse a través del instrumental
odontolégico, por lo que no habfa una normativa de se-
guridad al respecto. La mujer decidié demandar al pro-

«EN ALGUNA OCASION LA DEMANDA SE HA
VISTO EN UN TRIBUNAL PENAL Y NO CIVIL,
COMO EN EL CASO DE RICHARD SCHMIDT,
ACUSADO DE INTENTO DE HOMICIDIO
POR EMPLEAR SANGRE INFECTADA CON
LOS VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA'Y DE LA HEPATITIS C»

fesional por la via civil buscando una compensacién a
los dafios que le habia producido. El caso se complic
cuando se descubrié que seis pacientes mds del mismo
dentista también estaban infectados por el VIH. La pre-
gunta ahora ya no era si la primera paciente habia sido
infectada o no por el dentista, sino cudntos, y cudles, de
sus pacientes lo habfan sido, pues algunos de ellos si que
manifestaron haber realizado précticas de riesgo. Para
responderla, un equipo de expertos secuencié un frag-
mento del genoma del virus de muestras obtenidas tanto
del dentista como de sus pacientes y de 35 personas no
relacionadas con ellos y que también estaban infectadas
por el mismo virus.

El juez encargado de resolver el caso no se encontraba
capacitado para tomar una decision sobre la validez de
la evidencia presentada, un estudio filogenético que de-
mostraba la vinculacion de las muestras de cinco pacien-
tes, incluida la primera denunciante, con la del dentista
pero descartaba la de otros dos, cuyo origen se encon-
trarfa en una fuente no determinada. Por ello adopt6 la
siguiente resolucion: aceptaria la validez de la prueba
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Miguel Lorenzo

si la comunidad cientifica asi lo ratificaba, para lo cual
debia comunicarse en la forma habitual, como articu-
lo cientifico a una revista con revisién por pares, que lo
someterian a las oportunas pruebas antes de admitirlo a
publicacioén. El articulo se publicé en la revista Science
el 22 de mayo de 1992 (Ou et al., 1992) y el dentista
fue condenado a compensar a las cinco victimas por los
dafos causados.

A diferencia de otras pruebas genéticas habituales en
los tribunales, en este caso no se buscaba una identidad
entre los datos genéticos de las presuntas victimas y los



En febrero de 1998 se descubrié en Valencia un brote de infecciones
por el virus de la hepatitis C que, al poco, se atribuyd a una actuaciéon
cuanto menos negligente de un anestesista, el doctor Juan Maeso.
Se condend al principal encausado a casi 2.000 afios de prision por
mala practica profesional resultante en la infeccion de al menos 275
pacientes, de los que cinco habian fallecido en el momento en que
se celebrd el juicio.

MONOGRAFICO

La luz de la evolucion

de la fuente de infeccidn sino determinar su coancestra-
lidad comun frente a la posibilidad de que procediesen
de otras fuentes no identificadas en la poblacién general,
todo ello a partir del andlisis de las diferencias encon-
tradas entre las secuencias genéticas correspondientes.
Desde entonces, han sido numerosos los casos en que
se ha utilizado la evolucién rdpida de virus como el del
sida para dirimir demandas por infecciones tanto perso-
na a persona como por actuaciones médicas. En alguna
ocasion la demanda se ha visto en un tribunal penal y no
civil, como en el caso de Richard Schmidt, un médico
del estado de Luisiana (EEUU) acusado de intento de
homicidio por emplear sangre infectada con los virus de
la inmunodeficiencia humana y de la hepatitis C de uno
de sus pacientes para transmitirlos a su antigua amante,
que habia decidido romper la relaciéon que mantenfan
(Metzker et al., 2002). Aunque ambos virus fueron
transmitidos a la receptora, la acusacién se basé en el
estudio del VIH. Los diez afios transcurridos entre este
caso y el del dentista de Florida fueron testigos de nume-

«SE ESTIMA QUE ALREDEDOR DEL 2,5% DE
LA POBLACION DE NUESTRO PAIS ESTA
INFECTADA POR EL VHC, AUNQUE MUCHOS
DE LOS INFECTADOS DESCONOCEN SU
SITUACION, PUES EL VIRUS PUEDE ESTAR
EN MODO LATENTE»

rosos avances tanto en la metodologia de estudio como
en la aceptacion por los tribunales de estas pruebas. Sin
embargo, en ambos casos se plantearon dudas sobre la
validacién estadistica de los resultados, especialmente
dada la trascendencia de las conclusiones reportadas.
Una solucién para este problema es el empleo de
métodos estadisticos mds avanzados que el remuestreo
pseudoaleatorio (bootstrapping) empleado hasta ese
momento. Concretamente, la introduccion de estimas de
arboles mediante mdxima verosimilitud, lo que permite
el contraste de hipdtesis alternativas con una base esta-
distica solida. De hecho, dos de los autores de referencia
en las aplicaciones forenses de la genética proponen la
aplicacion de la inferencia bayesiana, basada en parte en
el cdlculo de la verosimilitud de una hipétesis a partir
de los datos empiricos disponibles, para informar sobre
la probabilidad de que determinado resto bioldgico pro-
venga o no del acusado (Evett y Weir, 1998). Para ello,
el investigador debe calcular la probabilidad de obser-
var los datos que tiene a su disposicién bajo distintos
supuestos relativos a como se podrian haber generado.
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Figura 1. Arbol filogenético obtenido por maxima verosimilitud a par-
tir de 4.184 secuencias parciales (406 nucleétidos) del virus de la hepa-
titis C empleado en el brote de este virus detectado en la ciudad de
Valencia en 1998. Las estrellas verde y roja indican los nodos donde
se sitta el ancestro comn mas proximo de los virus obtenidos de pa-
cientes del brote (verde) y de la poblacion general (roja). Las secuen-
cias de color lila y azul oscuro corresponden a muestras control y a
pacientes excluidos del brote, mientras que las restantes secuencias
corresponden a pacientes del brote, coloreadas segun fechas aproxi-
madas de infeccion.

EL «CASO MAESO»: APLICACION DE LA
FILOGENETICA MOLECULAR A UN BROTE
DE HEPATITIS C

En nuestro grupo de investigacion tuvimos ocasion de
aplicar estos desarrollos en el que probablemente es uno
de los casos mds complejos de aplicacion de la teoria
evolutiva en una pericia forense (Gonzédlez-Candelas et
al., 2013). En febrero de 1998 se descubrié en Valencia
un brote de infecciones por el vi-
rus de la hepatitis C que, al poco,
se atribuyd a una actuacioén cuanto
menos negligente de un anestesis-
ta, el doctor Juan Maeso. El deno-
minado «caso Maeso» se prolong6
durante casi diez afios en los que a
la extensa instruccion judicial si-
guieron un juicio en la Audiencia
Provincial, que durd algo mas de
un afio, y el consiguiente recurso al
Tribunal Supremo. Como resultado se condend al prin-
cipal encausado a casi 2.000 afios de prisiéon por mala
practica profesional resultante en la infeccién de al me-
nos 275 pacientes, de los que cinco habian fallecido en
el momento en que se celebrd el juicio. En este caso el
problema se agravaba por la dimension, hasta ahora no
superada, del brote, producido por una misma fuente a
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«ACTUALMENTE SE PUEDE
DETERMINAR EL ORIGEN
Y LA CRONOLOGIA DE
LAS TRANSMISIONES DE
ORGANISMOS INFECCIOSOS»

lo largo de un periodo de tiempo que habia que determi-
nar (resultaron ser practicamente diez afios) y durante el
cual el virus habia seguido evolucionando en la propia
fuente, de manera que la poblacién que infect6 a los pri-
meros afectados era bastante diferente de los tdltimos.

El punto de partida de nuestro informe fue el mis-
mo que en casos anteriores: si la transmisién se produ-
ce desde una fuente comun, los virus aislados de esos
pacientes compartirdn entre si y con los virus aislados
de la misma un ancestro comtin mds proximo que con
cualquier otra poblacién viral no vinculada a la fuente.
Pero en este caso no podiamos simplemente compro-
bar esta hipétesis: era necesario establecer quiénes de
los casi 400 pacientes de este anestesista a los que se
les habia diagnosticado una infeccién por el VHC del
mismo tipo lo habian recibido de €l y quiénes lo habian
recibido de otras fuentes. Se estima que alrededor del
2,5% de la poblacién de nuestro pais estd infectada por
el VHC, aunque muchos de los infectados desconocen
su situacion, pues el virus puede estar en modo latente
sin producir enfermedad aparente durante afios, aunque
si puede transmitirse.

Como en trabajos previos, procedimos a secuenciar
virus obtenidos de pacientes vinculados epidemioldgi-
camente al brote, por haber sido tratados por el doctor
Maeso en alguno de los hospitales donde actuaba habi-
tualmente, asi como cuantas muestras del mismo tipo vi-
ral que pudimos obtener de personas infectadas pero no
relacionadas con el brote. En total, obtuvimos 4.184 se-
cuencias de poco mds de 400 nucleétidos procedentes de
366 pacientes, incluidos 44 controles. El arbol filogené-
tico derivado (figura 1) nos permitié establecer la ances-
tralidad comun y en consecuencia la inclusion en el brote,
de las secuencias de 274 pacientes, lo que implicaba, asi-
mismo, la exclusion de otros 47. Ademas, calculando las
estimas de verosimilitud para cada
caso bajo las dos hipétesis posibles
(que el paciente en cuestion perte-
neciera o no al brote), fue posible
asignar una estima de la probabili-
dad de infeccién comtin o no al bro-
te de forma individualizada.

El andlisis se complet6 con otra
aplicacion de la teoria de la evolu-
cién a nivel molecular, basada en la
cuantificacion del nimero de cam-
bios producidos por unidad de tiempo desde la divergen-
cia de un ancestro comun. Este proceso se produce a un
ritmo aproximadamente constante, lo que llevé a postu-
lar la existencia de un «reloj molecular» (Zuckerkandl
y Pauling, 1962) de la evolucién. Desde su formulacion,
el reloj molecular se ha utilizado para datar todo tipo
de acontecimientos evolutivos (Kwww.timetree.org> o
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Figura 2. Relacién entre las estimas de fechas de infeccion obtenidas a partir del analisis de secuencias del virus de la hepatitis C en pacientes
del brote de Valencia y las aportadas por el fiscal del caso en base a la documentacién analizada. Las barras marcan los intervalos de maxima
densidad de probabilidad al 95% para cada fecha estimada que se corresponde con la mediana obtenida en un analisis bayesiano independiente

para cada paciente. (Fuente: GONzALEZ CANDELAS et al., 2013).

<www.datelife.org>) y trabajos recientes permiten uti-
lizarlo incluso sin una referencia externa de calibrado
(Drummond et al., 2006). Su utilizacién con las mues-
tras derivadas del brote (figura 2) permitié comparar las
fechas estimadas de infeccion a partir de las secuencias
virales con las propuestas por la acusacién, con un ele-
vado grado de coincidencia. En el juicio, esta evaluacion
sirvi6 para determinar qué compaifiias aseguradoras de-
bian abonar las indemnizaciones asignadas a cada pa-
ciente, pues el doctor Maeso habia suscrito diversos se-
guros a lo largo de su vida profesional. También nos per-
mitié establecer que las infecciones habifan comenzado
ya en 1988, diez afios antes de que se detectara el brote.

Avances como los descritos en los métodos de se-
cuenciacioén del material hereditario asi como en biolo-
gia computacional para explotar la informacién gene-
rada y en la teoria evolutiva para interpretar los datos
obtenidos permiten determinar el origen y la cronologia
de las transmisiones de organismos infecciosos. Dadas
las responsabilidades que en el 4mbito civil, e incluso

en el penal, pueden derivarse de estas infecciones, cabe
esperar que la evolucidn gane un protagonismo creciente
en las sedes judiciales.
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