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Resumen

La prueba de la amelogenina es usada frecuentemente en anali-
sis forense para determinar el sexo de una persona. Objetivo:
Conocer la eficacia de una prueba molecular no comercial para la
determinacién del género, basada en el analisis del gen de la
amelogenina. Material y métodos: Estudio comparativo,
observacional, transversal y ciego, en el cual 457 individuos
hemodonadores decidieron participar; para ello proporciona-
ron 5 mL de sangre periférica de donde se obtuvo el material
genético, mismo que se sometié a amplificacién, mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa de una regién del gen de la
amelogenina ubicado en ambos cromosomas sexuales (<AMELX»
para el gen del cromosoma X'y <AMELY>» para el gen ubicado en
el cromosoma Y). Resultados: De los individuos analizados,
239 fueron muijeres y 218 varones. Mediante el programa esta-
distico Epilnfo V6 comparamos nuestros resultados con los nom-
bres y sexo de los participantes, observando una sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negati-
vo de 100%, asi como también una concordancia de 100% y un
coeficiente kappa de | (p < 0.05). Conclusiones: Por los resul-
tados obtenidos, concluimos que esta prueba es altamente
confiable al menos en esta poblacion de México.

Abstract

Amelogenin test is often use as a forensic analyses for sex
typing. Objective: Based in the amelogenin gene test, to
demonstrate the efficacy of a non commercial molecular
system for sex identification. Material and methods. A blind
transversal, observational and comparative study. DNA was
obtained from 457 blood donors wish to participate providing
five milliliters of peripheral blood; these samples where
amplified by Polymerase Chain Reaction of a region of the
amelogenin gene, located in both sexual chromosomes
(«<AMELX> for gene of X chromosome and «<AMELY> for gene
of Y chromosome). Results: 239 women and 218 men were
screened; comparing our results with the participant’s sex
and names. Using Epilnfo V6 statistical program, we obtained
a 100% of concordance, and 100% of sensibility, specificity
and positive and negative predictive values, as well as kappa
coefficient of | (p > 0.05). Conclusions: We conclude this
test is highly reliable to this Mexican population for sex typing.
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Introduccion

pesar de la existencia de los métodos tra-

dicionales para la identificacién del sexo en
humanos, resulta necesario contar con pruebas
alternativas que sean confiables, rapidas, econé-
micas y aplicables en los distintos ambitos del co-
nocimiento y en diferentes tipos de muestras.

La amelogenina es la proteina de mayor con-
centracién del esmalte dental durante el desarro-
llo, la cual en la maduracién del mismo decrece
para ser reemplazada por cristales de apatita.'
Desde el punto de vista clinico, la deficiencia de
amelogenina esta relacionada con la amelogénesis
imperfecta, una enfermedad hereditaria que afecta
la formacién del esmalte dental.?

En el humano existen dos genes para esta pro-
teina. Uno de ellos se localiza en el cromosoma
Xp22.1-22.3, llamado «<AMELX», que mide 2,872
pares de bases (pb) y el otro en el cromosoma
Ypl 1.2, llamado «<AMELY>», de 3,272 pb.?

El analisis simultaneo de estos dos genes es de
gran utilidad en la identificacién del sexo. En este
sentido, la prueba descrita por Sullivan y cols.
detecta una delecién de 6 pb del intrén | del gen
AMELX, que genera productos de amplificacion
de 106 y de 112 pb para AMELY.? Gracias a la
amplificacién de ambas regiones en un mismo tubo
de reaccién, el gen de la amelogenina ofrece la
ventaja de tener al cromosoma X como control
interno que siempre debe amplificar.* Lo anterior
es fundamental en distintas areas del conocimien-
to tales como la investigacién forense y clinica.

El propédsito de este estudio es contar con una
prueba confiable, econémica y rapida para la de-
terminacién del género.

Material y métodos

Se realizé un estudio ciego, comparativo, obser-
vacional y transversal en el cual se analizaron 457
muestras de ADN de hemodonadores, de am-
bos sexos, nacidos y residentes en el estado de

Sinaloa, no emparentados, que acudieron al Ban-
co de sangre del Hospital General de Culiacan «Dr.
Bernardo J. Gastelum» y firmaron una carta de
consentimiento informado.

El ADN gendémico se obtuvo segin el método
descrito por Gustincich y cols,® para luego verificar
su calidad y cantidad mediante espectrofotometria.
Posteriormente se amplificé un fragmento del gen
de la amelogenina en un volumen de 25 uL que con-
tiene 2.5 U de Taq Polimerasa (marca Vivantis), 2
UM de cada iniciador, cuya secuencia es:®
AMEL:CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG vy
AMEL2: ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG,
200 M de deoxinucledsidos trifosfatados (dNTP’s),
2.5 uL de solucién amortiguadora a una concentra-
cion 10X (1.5 mM de MgCl,) y 50 ng de ADN
gendémico. Lo anterior se sometié a 35 ciclos de
amplificacién a 94 °C de desnaturalizacién, 60 °C de
hibridacion y 72 °C de polimerizacién (en un ter-
mociclador Marca Eppendorf Mastercycler).

En la figura | se observan los productos de
amplificacién (una banda de 112 pb para el gen
AMELY y de 106 pb para el AMELX) y que fue-
ron separados mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida a una concentracién de 8%,
corridos durante 3:30 horas y tefidos con nitra-

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 8% en el cual se observa
en el carril | dos bandas: la de arriba de 116 pb y la de abajo
de |12 pb (varén): en los carriles 2 y 3 una sola banda (mujer);
carril 4 control negativo. Por Ultimo, en el carril 5 el marca-
dor de peso molecular de 25 pb, donde la banda inferior
corresponde a 100 pb y la superior a 125 pb.
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to de plata. De tal forma que la presencia de una
sola banda es indicativo de una mujer y dos ban-
das de un varén.

En caso de encontrar varones con resultado
discordante, por la posible mutacién en AMELY,
sus ADN se someterian a una segunda ronda de
amplificacién con otros iniciadores del mismo gen
para comprobar dicha mutacién.®

De forma ciega se compararon los resultados
del laboratorio con el nombre y sexo de cada
participante, depositados en una base de datos
misma que sirvié como estandar de oro y se de-
terminaron sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos y negativos mediante tablas
2 x 2y se calculé el coeficiente kappa mediante el
programa estadistico Epilnfo Vé.

Resultados

Se analizaron 457 muestras, de éstas 239 corres-
ponden a mujeres (52.30%) y 218 a varones
(47.70%). Al comparar los resultados del labora-
torio con el nombre y sexo de los individuos parti-
cipantes, depositados en la base de datos, encon-
tramos que coinciden en 100% de los casos.

Al colocar los resultados en una tabla de 2 x 2
encontramos que el ensayo muestra una sensibili-
dad de 100% (IC95% 98 -100), especificidad de
100% (IC95% 98-100), valor predictivo positi-
vo 100% (IC 95% 97-100) y valor predictivo
negativo de 100% (1C95% 98 -100) y un coefi-
ciente kappa de |, p<0.05.

Discusion

En este estudio nos propusimos implementar y
validar una prueba de ADN que sea de utilidad en
la determinacién del género. La razén inicial por
la que decidimos realizarlo fue el hecho de que
en ocasiones es necesario conocer el sexo de la
persona de la que se obtuvo una muestra, tal como
en bebés con estados de intersexo, en donde exis-
te incertidumbre en cuanto al sexo.

Diversos estudios han reportado una mutacién
de C por G en la regién 3 donde se une el inicia-
dor de reversa en el gen AMELY que interfiere y
limita el uso de esta prueba, ocasionando que los
varones sean identificados como mujeres.®’ En-
tre ellos destaca uno realizado en la India, el cual
reporté que la mutacién se encuentra en 1.85%
(5/270 varones),® otro en Sri Lanka con una tasa
de mutacién de 8.33% (2/24 varones).’ Sin em-
bargo, en Austria su frecuencia es muy baja, de
tan sélo 0.02% (6/29,432 varones).’

El mestizaje de la poblacién sinaloense con
mayor tendencia a una herencia europea podria
ser la causa de que no se encontrase tal mutacion,
lo cual redunda en una alta eficacia de este ensa-
yo. De tal forma que no fue necesario realizar una
segunda ronda de amplificacién con otros inicia-
dores del mismo gen con el objetivo de compro-
bar la existencia de dicha mutacién.

Conclusiones

Por los resultados obtenidos, concluimos que este
ensayo es confiable en poblacién sinaloense. Asi
mismo, demostré ser sencillo, rapido y econé-
mico. Ademas de requerir cantidades minimas de
material genético.

Al menos en los individuos analizados no en-
contramos la mutacién mencionada, y dado que
ésta se ubica en el cromosoma Y, Unico en varo-
nes, nos hace suponer que nuestra ascendencia
paterna procede mas de Europa que del conti-
nente asiatico. Sin embargo, es conveniente se-
guir analizando mas individuos en aras de corro-
borar tal suposicion.

Deseamos aclarar que el nombre y el sexo de
los participantes, depositados en una base de da-
tos, se cotejaron con los resultados del laborato-
rio, coincidiendo éstos en todos los casos. De alli
que sea conveniente extrapolar esta prueba a si-
tuaciones reales y con otros tipos de muestras,
tales como las encontradas en el campo forense
o en el diagnéstico prenatal.
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Después de realizar una bisqueda exhaustiva
en la literatura nacional, concluimos que el nues-
tro es el primer trabajo realizado en nuestro pais
sobre la identificacién del sexo por medio del
gen de la amelogenina y que es importante re-
producir este estudio en las diferentes regiones
de México.
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