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RESUMEN

El diagnéstico del sexo a partir de indicios bioldgi-
cos es crucial en la ciencia forense en general y en la
investigacion criminal, en particular. La amelogenina
—proteina codificada en los cromosomas sexuales— se
viene utilizando con ese fin desde la dltima década del
siglo pasado.

Existen divergencias en secuencia y tamaio entre
los alelos codificados en el cromosoma X y el cromosoma
Y (AMELX y AMELY, respectivamente). Esta es la base que
ha permitido su amplia utilizacion en ciencias forenses
para el diagnéstico genético del sexo. No obstante,
recientemente se han publicado casos en los cuales el
resultado del test de la amelogenina no corresponde con
el sexo legal (oficial) del individuo. El presente trabajo
presenta una revision de los protocolos publicados, loca-
lizando las areas mas comunmente amplificadas del gen
de la amelogenina, asi como de las técnicas utilizadas
para la deteccion de los fragmentos amplificados de
AMELX y AMELY. Por qltimo se analizan las condiciones en
las cuales el test de la amelogenina, puede mostrarse dis-
crepante con el sexo fenotipico del individuo y que han de
ser tenidas en cuenta para evitar errores potencialmente
graves en el curso de la investigacion con fines forenses.
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ABSTRACT

Sex typing of biological evidences is crucial in
forensics in general, and in criminal investigation, in
particular. The amelogenin —a protein codified in the sexual
chromosomes— has been used with these purposes since
the last decade of the past century. There are sequence
and size divergences between the X and Y-codified alleles
of this gene (AMELX and AMELY). This fact is in the base
of its using as a genetic sex typing test. However some
cases in which the amelogenin test outcome does not
correspond with the legal (official) sex have been published.

The present work offers a revision of the published
protocols of the amelogenin sex typing test, locating the
most common amplified areas of this gene, and the
different techniques employed to detect the AMELX and
AMELY fragments. Finally, the conditions in which the
amelogenin test can differ from the phenotypic sex are
analyzed. These conditions must be taken into account in
order to avoid potentially serious errors in the forensic
investigation.
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INTRODUCCION:

La amelogenina es una protefna presente en el esmalte dental cuyo gen codificante en el
ser humano se encuentra en los cromosomas X (Xp22.1-Xp22.3) e Y (Yp I1.2) [1]. La dele-
cién de este gen origina una enfermedad denominada amelogénesis imperfecta ligada al cro-
mosoma X [2].

Existen divergencias entre la secuencia del gen de la amelogenina localizado en el cromo-
soma X (AMELX) v el localizado en el cromosoma Y (AMELY), debidas tanto a sustituciones pun-
tuales de bases como a inserciones de fragmentos de diferente longitud [, 3, 4], presentes o ausen-
tes en estos dos alelos (figura |). A pesar de estas diferencias de secuencia, la existencia de zonas
que poseen una homologia completa permite la amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction)
simultanea en ambos alelos de un fragmento mediante un Unico par de cebadores. Esta posibilidad
estd en la base de la utilizacién del test de la amelogenina para el diagndstico del sexo. La dicha prue-
ba de la amelogenina se ha impuesto como un método rdpido, econdmico y fiable de determina-
cién del sexo, y han aparecido a lo largo del tiempo numerosos protocolos basados en amplificacio-
nes de determinadas regiones de este gen.
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Fig. 1.- Esquema ilustrativo de las diferentes inserciones presentes en los alelos
AMELX y AMELY. Se indica el numero de bases correspondiente a cada insercion.
Las flechas sefialan las inserciones mas frecuentemente utilizadas para la discrimina-
cion de los alelos X e Y.

La identificaciéon del sexo a partir de una muestra de ADN obtenida de cualquier fuente bio-
l6gica (sangre, pelos, saliva, restos dseos, etc), mediante el test de la amelogenina tiene un interés
crucial en el dambito de la medicina forense [5], pero también ha sido propuesta su utilizacion como
medida de control de calidad en estudios epidemioldgicos [6], para el diagndstico prenatal del sexo [7]
o en antropologfa [8].

No obstante, en los Ultimos afios, se han comunicado fallos de esta técnica en determina-
dos individuos, que pueden llevar a un diagndstico erréneo del sexo, con las consecuencias que este
hecho puede tener en la investigacion llevada a cabo.

Dada la amplisinma utilizacién de esta técnica en el ambito forense, nuestro objetivo es presen-
tar una sintesis de los diferentes métodos de diagndstico del sexo basado en la amplificacion de fragmen-
tos del gen de la amelogenina y ademas, describir las posibles fuentes de error de esta técnica que pue-
den conducir a atribuciones espurias del sexo correspondiente a una determinada muestra.
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TAMANO

CEBADORES TECNICA DETECCION AMPLICON b) REFERENCIA
5'-CCCTTTGAAGTGGTACCAGAG-3' Pirosecuenciacion X: 45 @]
5-TGTCTACATACYGGTGGYCTT-3' Y48 pb
FAM: 5-CCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3' Electroforesis capilar X. 96
5-AGCTTAAACTGGGAAGCTGGTGG-3' Y. 102 [10]
5-CCC TTT GAA GTGGTA CCAGAG CA -3' Electroforesis capilar X: 80 [11]
5'-GCA TGC CTAATA TTT TCA GGGAAT A-3' Y- 83
5'-ATC CCA GAT GTT TCT CAA GT-3" Electroforesis capilar X. 69 [12]
5-TCA GAG CTT AAA CTG GGA AG-3' Y: 75
5'-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3' Hibridacion (TagMan) X: 106 [13]
5'-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3' Y: 112
5-TATCCCAGATGTTTC-3' AMEX
5'-CATCCCAAATAAAGTG-3'AMEY
5'-CCC TGG GCT CTG TAA AAG AAT CGT-3' Electroforesis capilar X: 106 [14]
5'-ATC AGA CTT AAA CTG GGA AGC TG-3' Y112
5-ACCACCTCATCCTGGGCAC-3 Electroforesis capilar X219 [15]
5-ACACAGGCTTGAGGCCAACC-3' Y. 225
5-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3' Electroforesis capilar X: 104 [16]
5-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3' Y: 110
5.CTCATCCTGGGCACCCTGSTTATATG-3' AGAROSA X: 1490 17
5-GGTACCACTTCARAGGGGTRAGCAC-3' Y: 1310
5'-ACCTCATCCTGGGCACCCTGG-3' Electroforesis capilar X212 [51
5-AGGCCTTGAGGCCAACCATCAG-3' Y: 218

Deteccid ductos PCR
5.CTCACCCCTTTGAAGTGGTACC 3 sisceion procuctos X: 70 [18]

tiempo real

5-TCAGGGAATAAAGAACAAAATGTCTACA-3' Y73
5-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-2' DHPLC X: 106 [19]
5-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3' Y: 112
5'-CCCCTTTGAAGTGGTACCAG-3' DHPLC X: 81 [20]
5'-GCATGCCTAATATTTTCAGGG-3' Y: 84
5'-CTTGCCTCCTAGCATATAAG-3 DHPLC X 45 [20]
5'-CCATCACACACATTCTTCATC-3' Y: 45
5-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3' Electroforesis capilar X. 106 [21]
5-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3' Y. 112
5-CTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG-3' AGAROSA X977 [22]
5-TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG-3' Y: 790
5-CCCTTTGAAGTGGTACCAGAGCA-3' Electroforesis capilar X: 80 [23]
5-GCATGCCTAATATTTTCAGGGAATA-3 Y: 83
5'-CCCTGGGCTCTGTAAAGAAATGTG-3' AGAROSA X:122/Y: 128 1241
5'-AGGCTTGAGGCCAACCATCAG-3" PCR Anidada Y: 89

5-GGGTGGATTCTTCATCCCAAATAA-3'
5'- ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3

Tabla 1.- Diferentes protocolos de amplificacién utilizados para el diagndstico de género mediante el test de la amelogenina.
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METODOS:
Amplificacién por PCR de fragmentos AMELX y AMELY

Como se ha mencionado anteriormente, debido a la presencia o ausencia de inserciones
tanto en AMELY como en AMELX (figura 1), han aparecido multiples protocolos de amplificacion de
regiones de insercién que generaran fragmentos amplificados de diferente tamafio.

La tabla | muestra diferentes secuencias de cebadores propuestos. Después de una revi-
sién de los diferentes protocolos de amplificacion comunicados en la literatura, encontramos tres
grandes patrones de disefo de PCR. La mayorfa de autores utilizan oligonucledtidos sintetizados
para amplificar una regidén que presenta una insercién de 6 pares de bases (pb) (AAAGTG) en el
intrén 3 de AMELY (figura ), no estando estos seis nucledtidos en AMELX. Le siguen en frecuen-
cia las amplificaciones de un fragmento que engloba otra insercién de 3 pb (GAT) (figura 1), presen-
te también de forma exclusiva en AMELY. Por Ultimo existen protocolos que emplean cebadores
que amplifican una amplia regién de insercién de 177 pb en AMELX. Estos Ultimos fragmentos
amplificados son grandes (Y790, X 977 e Y1475, X1295 pb, respectivamente) y engloban otras
inserciones /deleciones menores que alteran levemente la diferencia final de tamafio de los fragmen-
tos amplificados.

Mencién aparte merecen los kits comerciales de identificacién como AmpFISTR® (Applied
Biosystems, Foster City, USA) y POWERPLEX® (PROMEGA, Madison , USA). Estos preparados
permiten determinar un niimero variable de STRs (Short Tandem Repeats) ademas de amplificar los
fragmentos AMELX y AMELY. La practica totalidad de ellos emplean protocolos que amplifican el
fragmento que engloba la insercién de 6pb en AMELY mencionada anteriormente.

Deteccion de fragmentos AMELX y AMELY

Se han propuesto diversas técnicas para la deteccién de los fragmentos amplificados
especificos X e Y. No obstante, el método mas usado en la determinacidn del sexo mediante el
test de la amelogenina es la electroforesis capilar asociada a detecciéon de la fluorescencia proce-
dente del fragmento amplificado. Esto es posible ya que, en la amplificacidon previa, uno de los
cebadores estard marcado con un colorante fluorescente que sera detectado a la salida del capi-
lar de electroforesis. Los kits comerciales disponibles, siguen mayoritariamente este patrén de
deteccion de fragmentos AMELX y AMELY.

No obstante, han sido propuestos otros métodos de deteccion

de fragmentos amplificados. Uno de ellos es la electroforesis en geles de
agarosa, que, si bien no es una técnica de alto rendimiento, presenta la
ventaja de ser econdmica. Los protocolos disefiados para una posterior
electroforesis en agarosa [22, | 7] requieren diferencias grandes de tama-
fio ente los fragmentos para su facil discriminacién, y por tanto amplifi-
can regiones que incluyen la gran insercion de |77 pb presente en
AMELX (figura 1). La figura 2 muestra el resultado de una electrofore-
sis de agarosa a partir del producto de PCR obtenido mediante los
cebadores descritos por Eng B et al (22), utilizados usualmente en
nuestro laboratorio.

Fig. 2.- Resultado tipico del test de la amelogenina tras electroforesis de agarosa
a partir de los cebadores propuestos por Eng B et al, 1994 (22). Linea 1: Varén.
Linea 2: Mujer. Linea 3: marcador de peso molecular.
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Una técnica alternativa que emplea geles de agarosa es una PCR anidada donde existe una
amplificacion previa de la zona que incluye la insercién de 6 pb en AMELY y posteriormente una
amplificacion aleloY-especffica sobre la regién de la insercién que sélo generard un producto PCR
en caso de sexo masculino [24].

Otros métodos menos frecuentemente comunicados son los ensayos de hibridacién con
sondas fluorescentes como el sistema TagMan [ | 3] que implican el disefio de sondas especfficamen-
te sintetizadas para la hibridacion sobre la regién de la insercién.

La pirosecuenciacion también ha sido utilizada en la deteccién de AMELX y AMELY. En
esta técnica se detecta la secuencia insertada de 3 pb en AMELY [9]. Por Ultimo cabe citar
modelos de identificacién basados en cromatograffa liquida de alta resolucién desnaturalizante
o DHPLC [20], en los cuales generalmente se diferencian fragmentos con inserciones/delecio-
nes, pero destaca un protocolo en concreto de los descritos por Shinka T y colaboradores, en
el cual los dos fragmentos amplificados tienen el mismo tamafio, diferenciandose AMELX y
AMELY por una Unica sustitucién de una base por otra. Esta es, en cuanto a método, una
opcion altamente innovadora, ya que no utiliza la clasica discriminacién de fragmentos X e Y en
funcién de su tamafio molecular.

Fuentes de discrepancia entre el resultado de la amplificacién de fragmentos AMELX y AMELY, y
el sexo legal de un individuo

Recientemente han sido comunicados fallos en la tipificacion del sexo basada en amplifica-
cién de fragmentos del gen de la amelogenina. Ademads de estas fuentes de error, varias circunstan-
cias adicionales pueden generar resultados en los cuales el sexo genético no coincida con el sexo
legal, oficialmente registrado de un individuo.

Deleciones de AMELY

En 1998, Santos FR y colaboradores comunicaron la existencia en algunos individuos nor-
males de sexo masculino, de deleciones del alelo AMELY, que generaban la ausencia del amplifica-
do correspondiente al sexo masculino, y eran interpretados erréneamente como mujeres [25].
La presencia de deleciones en la regién Ypl 1.2 del cromosoma Y que afectan el gen de la ame-
logenina [26] son especialmente frecuentes en poblacién del subcontinente indio (1,85%)
[27,28,29] siendo mas raras en caucasicos (0,02% en Austria) (15). Estas deleciones son pro-
pias del haplogrupo ]2 [28].

Mutaciones en las dreas de hibridacién de los cebadores

Otra causa de error en la tipificacion genética del sexo se debe a la presencia descrita de
mutaciones en las secuencias de hibridacién de los cebadores empleados en el test de la ameloge-
nina [30; 31]. En estas condiciones, el cebador no tendrd una homologia completa respecto a la
secuencia de hibridacion en el gen de la amelogenina, v la PCR puede no producir amplificacion del
fragmento AMELY o AMELX, especialmente si esta discrepancia cebador-patrédn se localiza en el
extremo 3’ del cebador.

Oitras causas de discrepancias entre el test de la amelogenina y el sexo legal

Existen otras circunstancias, ajenas al funcionamiento de la prueba genética de la ameloge-
nina, en las cuales pueden producirse discrepancias entre el resultado de esta prueba y el sexo legal
del individuo.
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En caso de mujeres embarazadas de un feto de sexo masculino, la presencia en sangre
materna, en determinados periodos de la gestacion, de DNA procedente del feto puede generar
un resultado masculino del test en estas mujeres gestantes [32, 33]. Tanto es asf que se ha propues-
to el test de la amelogenina practicado en sangre materna para la deteccion del sexo del feto [24].
Por otra parte, los transplantes alogénicos de médula dsea, generan una situacidon de quimerismo,
en la cual coexisten células procedentes del donante y del receptor. Esta circunstancia puede gene-
rar resultados del test de la amelogenina no coincidentes con el sexo del individuo receptor cuan-
do una mujer recibe un transplante de médula ésea procedente de un donante masculino. De
hecho, y aprovechando este fendmeno, se ha utilizado el test de la amelogenina, sola o en combi-
nacion con otros STRs como método de control de evolucidn del injerto de médula dsea [34,35].
Ademas, cabe tener en cuenta que en estas circunstancias, el test de la amelogenina generard resul-
tados discrepantes si la muestra analizada procede de sangre periférica o de raiz pilosa [36].

Por dltimo, Unicamente citaremos, ya que no es el propdsito de esta revisién, los estados
intersexuales, originados bien por diferentes alteraciones cromosémicas relativas a los cromosomas
sexuales, bien por anomalias en la respuesta a las hormonas sexuales. Tal es el caso del sindrome
de insensibilidad a los andrégenos, la disgenesia gonadal y el déficit de 5 alfa reductasa, ademés de
las situaciones de transexualismo. En todos estos casos es posible la existencia de discrepancias entre
el sexo genético y el fenotipo que determina el sexo legal del individuo.

CONCLUSIONES:

El test de la amelogenina se ha impuesto como una prueba de uso diario en los laborato-
rios forenses de todo el mundo. Mltiples son los protocolos disefados con el fin de amplificar unas
regiones concretas del gen de la amelogenina y también mdltiples son los sistemas de deteccién,
que varfan sensiblemente en coste y rendimiento.

No obstante, hemos de tener presente que existen circunstancias en las cuales este test
puede generar resultados que no correspondan al sexo fenotipico del individuo. El analista forense
ha de tener consciencia de estas circunstancias, lo que permitird en no pocas ocasiones, una inter-
pretacién adecuada de la prueba y podrfa evitar llegar a conclusiones erréneas con los perjuicios que
de ellas se deriven. 1
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