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RESUMEN

En Venezuela, las experticias del ADN se iniciaron en 1970, Gnicamente
en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), sin embargo, su
aplicacion en la solucion de casos judiciales se inicid en 1985 y desde entonces es
posible determinar con certeza, en los casos en que hay material genético, la
autoria de un hecho punible. Existen diversas metodologias que no han sido
validadas en nuestro pais, tal es el caso del estudio del gen de la amelogenina, que
tiene dos copias, una en el cromosoma X, AMELX; y otra en el cromosoma Y,
AMELY; encontrandose divergencias en secuencia y tamafio entre los alelos
codificados en el cromosoma X y Y, siendo esta la base que ha permitido su
amplia utilizacion en ciencias forenses para el diagndstico genético del sexo. En
hembras con cariotipo (XX), el sistema de electroforesis mostrara una sola banda
0 un s6lo pico, mientras que en varones (XY) mostrara dos bandas o dos picos.
Puede ocurrir un alelo AMELX nulo (no amplifica) pero el resultado seguira
siendo un femenino correcto o un masculino con una sola banda Y, pero un alelo
AMELY nulo serd interpretado como falso femenino. En este trabajo se buscaran
alelos nulos en el cromosoma Y, en una muestra de poblacion masculina de
Caracas-Venezuela, para estimar su frecuencia y calcular el error tipico, puesto
que la identificacion del sexo en un asunto penal es importante para la
investigacion.

Palabras Claves: Genética Forense, Criminalistica, Identificacién, Cromosomas

Sexuales.
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INTRODUCCION

La Genética Forense es la ciencia que se basa en el estudio de la
variabilidad genética, como medio de identificacion de individuos, para asi ser
capaz de resolver, entre otros, casos de investigacion biologica de parentesco y

criminalistica.

La experiencia acumulada en el andlisis molecular de enfermedades
ligadas al sexo mediante estudios de marcadores del cromosoma X y Y en
Genética Clinica, ha promovido que los laboratorios de Genética Forense

comiencen a utilizar estos marcadores para la identificacion de individuos.

La identificacion del sexo a partir de una muestra de ADN obtenida de
cualquier fuente bioldgica, bien sea sangre, pelos, saliva, restos d0seos, fluidos
corporales, entre otros; mediante el test de la amelogenina tiene un interés crucial

en el ambito de la medicina forense (Francés y col., 2008).

El gen que codifica esta proteina tiene dos copias, una en el cromosoma X
conocida como AMELX, y otra en el cromosoma Y, AMELY; encontrandose
divergencias en secuencia y tamafio entre los alelos codificados en el cromosoma
X y el cromosoma Y, siendo estd la base que ha permitido su amplia utilizacion

en ciencias forenses para el diagndstico genético del sexo.



Las diferencias detectadas en las secuencias de las dos copias del gen
(AMELX y AMELY), se aprovecharon para desarrollar un marcador genético del
sexo, de un sélo paso por PCR (Nakahori, 1991; Akane, 1992; Sullivan, 1993) y
desde entonces ha mejorado mucho el conocimiento de las caracteristicas del
gen; el andlisis simultineo de estos dos genes es de gran utilidad en la
identificacion del sexo a partir de indicios bioldgicos, esto reviste de una gran
importancia en las ciencias forenses, debido a que el diagnostico del sexo es

crucial en la investigacién criminal.

No obstante, en los ultimos afios, se han comunicado fallos de esta técnica
en determinados individuos, que pueden llevar a un diagndstico erroneo del sexo,
con las consecuencias que este hecho puede tener en la investigacion llevada a

cabo.

Los laboratorios especializados en pruebas de identificacion genética
forense, utilizan universalmente kits comerciales con marcadores autosémicos
tipo STR, (por su acréonimo en inglés de Short Tandem Repeat), secuencias
repetidas en tandem, hiper wvariables y con herencia mendeliana;
adicionalmente se utiliza un marcador de los cromosomas sexuales ( Gen AMEL)
para la identificacion de género, son sistemas de PCR Multiplex, presentados en

la figura 1.
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Figura 1. Marcadores genéticos del CODIS (Combined DNA Index System); se muestran
13 loci STR propuestos por el FBI (Federal Bureau of Investigation) pertenecientes a la base de
datos nacional de ADN en USA; los marcadores se analizan en kits multiplex comerciales
de cuantificacion  genética, entre ellos se encuentra como marcador de los cromosomas
sexuales: AMELX y AMELY. En la actualidad estos marcadores de identificacion genética se han
ampliado y son de uso universal. Existe un estandar similar europeo, sin embargo los kits comerciales
modernos traen una combinacion de ambos estandares. (Imagen tomada http://www.fbi.gov/).

Los avances de la tecnologia y la ciencia van de la mano, siendo cada dia
mucho mas importantes en los estudios de criminalistica para resolver diferentes
casos, el estudio del cromosoma Y presenta mas interés en los temas forenses para

hallar diferentes incognitas sobre asuntos de paternidad y de abusos sexuales.

Dada la amplisima utilizacién del gen de la amelogenina en el ambito
forense, el objetivo es describir las posibles fuentes de error de este marcador
sexual, en una determinada muestra en la poblacion de Caracas, Venezuela y asi

no conducir a atribuciones espurias del sexo en los participantes de este estudio.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El analisis de marcadores autosomicos y sexuales se emplean
fundamentalmente en el campo de la Genética Forense con el objetivo de obtener

perfiles genéticos para resolver casos de criminalistica o de parentesco.

Sin embargo, la eficacia de los marcadores sexuales se ve reducida en la
resolucidén de determinados casos, debido a fallos con los marcadores sexuales,
como el gen de la amelogenina, con las consecuencias que este hecho puede tener
en la investigacion judicial. En estos casos, se hace necesario el anélisis
poblacional de los individuos mediante herramientas basadas en el analisis de
STRs del cromosoma Y con el fin de determinar si existen mutaciones, que

puedan arrogar falsos femeninos.

En relacion a lo planteado, es necesario aclarar que el gen de la
amelogenina no ha sido validado a gran escala en la poblacién venezolana, es por
ello que no sabemos si existen individuos con mutaciones en este gen, capaces de
provocar una clasificacion erronea del sexo. Asimismo, la existencia de una
subestructura poblacional dentro de una misma poblacion puede influir en la

predisposicion de mutaciones en estos marcadores sexuales, por lo que disponer



de los datos de las frecuencias alélicas y haplotipicas de los marcadores del
cromosoma Y de diferentes grupos, permite hacer una correcta interpretacion de
este tipo de analisis complejos en las pruebas de identificacion, en casos de interés

judicial.

Es a partir del analisis precedente que surge la necesidad de establecer las

siguientes interrogantes:

v (En una muestra de la poblacién masculina de Caracas- Venezuela,

existiran alelos AMELY nulos?

v' (Sera posible estimar la frecuencia y calcular el error tipico, en caso de

hallar alelos AMELY nulos?

v (Qué importancia forense posee el estudio del Gen de la Amelogenina,

como marcador genético del sexo?

Para responder a todas estas interrogantes, se hace indispensable realizar
un estudio en una muestra representativa de la poblacion de Caracas para estudiar
el gen de la Amelogenina, de aplicacion forense, ¢ identificar alelos AMELY

nulos en caso de que existieran mediante el uso de técnicas de biologia molecular.



OBJETIVOS
Objetivo General:
Estudiar el gen de la Amelogenina, de aplicacion forense, en una muestra

de la poblacion masculina en Caracas -Venezuela, e identificar alelos AMELY

nulos en caso de que existieran.

Obijetivos Especificos:

v" Identificar el sexo de la poblacion masculina en estudio, mediante la

PCR con los oligémeros S1y S2 propuestos por Sullivan.

v Determinar el sexo de aquellas muestras en las que se hallard
discrepancia entre el sexo conocido y el sexo identificado (AMELY

nulo), mediante PCR con marcadores alternativos.

v" Estimar la frecuencia y calcular el error tipico, en caso de hallar alelos

AMELY nulos.



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Los kits de identificacion genética forense comerciales s6lo se han estado
utilizando en la practica desde hace unos pocos afos y muy limitadamente.
Los marcadores genéticos forenses (STRs) y el gen de la amelogenina no han
sido validados a gran escala en la poblacion venezolana. No sabemos si dentro
de nuestra poblacion se hallan grupos en los que existan mutaciones capaces
de provocar que un porcentaje de sus individuos pudieran ser

erroneamente clasificados como femeninos en lugar de masculinos.

En este sentido, segiin Sanz, establece que la identidad de la persona
consiste en ser quien es y no otra (Sanz, 2002); termino relacionado con los
principios fundamentales que sustentan la Constitucion de la Republica
Bolivariana de Venezuela (Titulo I, II, III), haciendo énfasis en los aspectos

relacionados con la ciudadania, deberes, derechos y garantias.

Articulo 56.- Toda persona tiene derecho a un nombre propio, al apellido del
padre y al de la madre y a conocer la identidad de los mismos. El Estado
garantizard el derecho a investigar la maternidad y la paternidad. Toda persona
tiene derecho a ser inscrita gratuitamente en el registro civil después de su
nacimiento y a obtener documentos publicos que comprueben su identidad
bioldgica, de conformidad con la ley. Estos no contendran mencién alguna que
califique la filiacion. (CRBV, 1999).



Al respecto, la Sala Constitucional del Tribunal Supremo de Justicia el 14
de agosto de 2008 con ponencia de la Magistrada Luisa Morales, al referirse al
derecho a la identidad de los ciudadanos, considera que es un derecho inherente a
la persona humana y del cual no se puede prescindir, lo cual genera paralelamente
una obligacion al Estado, consistente en el deber de asegurar una identidad legal,
la cual deberia coincidir con la identidad bioldgica, todo ello con la finalidad de
otorgar a todo ciudadano un elemento diferenciador con respecto a los integrantes
de una sociedad, el cual se interrelaciona y se desarrolla con el derecho al libre

desenvolvimiento de la personalidad.

En este mismo orden de ideas, debe destacarse que el articulo 4 de la Ley
Organica para la Proteccion de Niflos, Nifias y Adolescentes (L.O.P.N.A.),
establece una obligacién general del Estado de adoptar todas las medidas
administrativas, legales y judiciales que sean necesarias y apropiadas para
asegurar a todos los nifios y adolescentes el pleno disfrute de sus derechos y

garantias, entre los cuales se encuentra el derecho a la identidad.

Es por estas razones que el Estado se encuentra obligado no sé6lo en el
plano nacional sino internacionalmente, en diversos tratados internacionales
suscritos y ratificados por Venezuela, a garantizar el respeto y resguardo del
derecho a la identidad, como implicito al desarrollo del ser humano dentro de la
sociedad y como elemento definidor de su conducta y desarrollo individual,

consagrados los mismos en los articulos 19 de la Convenciéon Americana de los



Derechos Humanos, 24.2 del Pacto Internacional de Derechos Civiles y Politicos,
y el Principio 3° de la Asamblea General de las Naciones Unidas, asi como en los
articulos 16, 17, 18, 19, 21 y 22 de la Ley Orgéanica para la Proteccion de Nifios,

Nifias y Adolescentes (L.O.P.N.A, 1998).

Por tultimo, hace unos afios el Ministerio Publico inicié una campaiia de
identificacion de unas personas fallecidas en un suceso ocurrido en Caracas en el
ano 1989, denominado “El Caracazo”, y que fueron sepultados en una fosa
comin en el Cementerio General del Sur. En el transcurso de la investigacion
surgi6é una discrepancia de opinion entre los antropologos y los genetistas, los
primeros tenian la osamenta de un individuo que identificaron como masculino,
mientras los especialistas en genética le identificaban como femenino. Un asesor
del Ministerio Publico consultdé a el Laboratorio de Patologia Molecular del
Instituto Anatomopatoldgico, de la UCV, cdémo se podria resolver esta
discrepancia, (comunicacion personal, Msc. en Criminalistica Rafael Aguilar). A
raiz de esta consulta se inici6 esta linea de investigacion, que tiene como finalidad
generar un aporte importante en el desarrollo de investigaciones forenses y

criminalisticas en Venezuela.



CAPITULO II

MARCO TEORICO REFERENCIAL

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La Genética Forense es una especialidad de la Genética que incluye un
conjunto de conocimientos de genética necesarios para resolver ciertos problemas
juridicos. Los tipos de pericia mas solicitados al laboratorio de Genética Forense
por los tribunales son casos de investigacion biologica de la paternidad, pericias
de criminalistica bioldgica (estudio de vestigios biologicos de interés criminal
como manchas de sangre, esperma, pelos, etc.) y, finalmente problemas de

identificacion.

La Genética Forense basado en los analisis del ADN puede ser datado en
el afio 1985, cuando Alec Jeffreys descubrid la existencia de unas regiones
hipervariables dispersas en el genoma humano, que al ser tratadas con enzimas de
restriccion, mediante la técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), generaban fragmentos de longitud variable (Jeffreys y col.,
1985). La diferencia de longitud se debia a que estas regiones estaban
constituidas por un determinado nimero de repeticiones en tandem, el cual
variaba de unos individuos a otros. Asi mismo, Jeffreys describia un método de
identificacion individual conocido con el nombre de huella genética (ob. cit). En

abril de ese mismo afio, se resolvia satisfactoriamente, en Inglaterra, un caso de
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inmigracion por medio de esta técnica y muy poco después fue aplicada en un

caso de homicidio (op. cit).

En Venezuela, las experticias del ADN se iniciaron en 1970, inicamente
en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). A partir de
1980 se fueron creando los laboratorios de la Fundacion Instituto de Estudios
Avanzados (IDEA), el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Tecnoldgicas, de la Universidad del Zulia (LUZ), el Cuerpo de Investigaciones
Cientificas, Penales y Criminalisticas (CICPC), la Guardia Nacional Bolivariana
y el Ministerio Publico. Estos procesan evidencias fisicas y biologicas colectadas
en el sitio del suceso (prenda intima, sangre, arma de fuego, entre otras) y
evidencias obtenidas en el laboratorio, como el hisopado bucal, vaginal o rectal.
Asi mismo, realizan peritajes para identificar a una persona; actlian en casos
relacionados con desapariciones forzadas, homicidios, delitos sexuales o
accidentes aéreos y establecen la filiacion heredo-bioldgica, en asuntos de indole

civil por impugnacion o inquisicion de paternidad y maternidad.

La prueba pericial en materia de Genética Forense ha servido para la
administracion y aplicacion de Justicia en diversas latitudes y Venezuela no es la
excepcion. Esta prueba en nuestro sistema de justicia, estd revolucionando la
forma en la que se aplicaban los procedimientos criminalisticos y en la que los
jueces interpretan la prueba pericial, ya que al tratarse de una prueba vinculante

ofrece el medio necesario para que se identifique con una certeza cientifica el
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perfil genético de un presunto responsable en un delito contra la libertad sexual o
se determine de manera especifica la relacion biologica de parentesco de tipo

paternidad entre un supuesto padre y un supuesto hijo.

Desde una aplicacion forense, este perfil genético puede utilizarse para dos
aplicaciones fundamentales: la determinacion bioldgica de parentesco o la
identificacion humana en investigaciones judiciales. La primera de ellas, establece
que la constitucion genética de un individuo es resultado de la herencia genética
obtenida de los progenitores, por lo que la perfilacion genética nos ayuda a
establecer cudl de esos dos marcadores tiene un origen paterno y el otro materno.
En el caso de la identificacion, la total correspondencia del perfil genético de un
sospechoso con el perfil genético de un indicio recuperado en el lugar de los

hechos debe ser total para cada marcador genético analizado y comparado.

Debido a que el ADN se puede encontrar practicamente en cualquier
sustrato bioldgico que contenga células (excepto los eritrocitos); los
procedimientos en el laboratorio han cambiado de tal forma que es posible realizar
la obtencion de un perfil genético de identificacion de elementos encontrados en el
lugar de los hechos tales como colillas de cigarros, gomas de mascar, gotas

pequenas de sangre, cabellos, rastros de semen, manchas de saliva, etc.

Sin embargo, se han comunicado fallos en algunos marcadores genéticos,
tal es el caso del marcador sexual de la Amelogenina; descrito originalmente por

Nakahori. Las diferencias detectadas en las secuencias de las dos copias del gen
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AMEL, permitieron desarrollar un método de identificacion del sexo, utilizando la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El uso de un par de
cebadores de una region homologa en los cromosomas X y Y, resulta en
fragmentos (amplicones) de diferentes longitudes, en el cromosoma X de 977 pb

y en el cromosoma Y 788 pb (Nakahori, 1991).

En contraste, Sullivan (1993) desarrolld6 un protocolo de PCR que
amplifica un segmento de las copias homologas en los cromosomas X y Y del gen
AMEL que igualmente gener6é amplicones de tamafios diferentes, pero de menor

longitud.

Los amplicones de Nakahori X (977 pb) y Y (788 pb) son de gran
longitud, lo que los hace inapropiados para su uso en kits comerciales de
identificacion genética forense actuales, ya que en estos multiplex los marcadores
utilizados son STR que generan amplicones de menor longitud, por ello hoy se
utilizan universalmente los cebadores desarrollados por Sullivan, que generan
amplicones mas pequefios X (106 pb), Y (112pb) que estan dentro del rango de

tamafios de los amplicones de los marcadores autosomicos de los kits comerciales.

Algunos estudios han reportado mutaciones en los cromosomas Xy Y, que
afectan el gen AMEL y pueden causar fallos en los amplicones de AMELX o
AMELY, resultando en una incorrecta identificacion del sexo, como se muestra en

la figura 2, presentada a continuacion. (Santos, 1998; Roffey, 2000; Thangara,
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2002; Chang,2003; Shadrach, 2004; Lattanzi, 2005; Kashyap, 2006; Mark, 2007;

Xueling, 2012).
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Figura 2. Electroferograma tipico, Amplificacion del marcador sexual del gen de la
Amelogenina: (A) muestra de un varén normal, (B) un varén con un alelo nulo AMELX, (C) un
varén con un alelo nulo AMELY. (Imagen tomada de Xueling, 2012).

El uso de las metodologias de Identificaciéon Genética Forense han sido
muy limitadas en nuestro pais, por esta razon no se han realizado estudios donde
se haya reportado la existencia de alelos AMELY nulos. Por ello con este trabajo se
pretende iniciar el estudio de las caracteristicas del gen AMELY en la poblacion
venezolana, debido a que actualmente, la Genética Forense considera al estudio de
las regiones variables del ADN como su herramienta principal para la obtencion
de la informacion genética individual, y esto reviste de gran ayuda en el

esclarecimiento de algiin hecho delictivo.

BASES TEORICAS

La criminalistica es una ciencia que consiste en analizar el estudio de las

evidencias fisicas y va dirigida a la reconstruccion de los hechos, por lo tanto
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aporta informacion de interés a las autoridades que tienen la funcion de
administrar la justicia. Para el andlisis y el estudio de las evidencias fisicas
halladas en el sitio del suceso, la criminalistica se acoge en el uso de sus tres

ciencias fundamentales, como lo son la biologia, la fisica y la quimica.

Estos analisis se realizan en los laboratorios especializados, no basta
colectar las evidencias fisicas del sitio del suceso a través de la criminalistica de
campo sino que, una vez en poder del organismo de investigacion, debe ser
trasladado a un laboratorio y es este quien va a realizar todo el conjunto de
procedimientos de verificacion cientifica. El laboratorio de pericias tiene como
funcion realizar la verificacion cientifica de la evidencia fisica colectada en el sitio
del suceso, estas pueden ser evidencias tangibles o intangibles o bioldgicas y no

bioldgicas.

En el caso de nuestra investigacion, el estudio se fundamenta en evidencias
fisicas de tipo biolodgicas, debido a que el ADN (4cido desoxirribonucleico) se
encuentra en el nicleo de todas las células de los seres vivos. Sin embargo, se sabe
que existe una porcion de ADN mitocondrial. Esta caracteristica es de suma
importancia, debido a que en todo sitio del suceso donde exista un contacto
humano bajo aquel principio de la criminalistica denominado principio de
intercambio o principio de Locard el cual plantea la interrelacion entre la victima,
autor, sitio del suceso, medios de comision, es decir, el tetraedro de la

criminalistica que interrelaciona estos factores con las caracteristicas de las
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evidencias fisicas involucradas o encontradas y va a producir traslado,
transferencia, intercambio de la evidencia de uno de esos factores al otro. El
intercambio se produce por las caracteristicas de adhesividad de la propia
evidencia que permiten que se adhiera; por eso podemos encontrar, por ejemplo,
cabellos de la victima, fluidos biologicos como sangre, semen, saliva, y

secreciones, en la ropa del victimario.

El Estudio del ADN en estas evidencias bioldgicas es de suma importancia
en el campo de la criminalistica porque permite individualizar, a la hora de que se
cometa un hecho punible. Con referencia a lo anterior, es importante mencionar
que el ADN se compone de dos cadenas, cada una formada por nucleétidos. Cada
nucleodtido, a su vez, estd compuesto por un azicar (desoxirribosa), un grupo
fosfato y una base nitrogenada. Estas ultimas son cuatro: adenina (A), timina (T),
citosina (C), y guanina (G), y siempre una A se enfrenta a una T y una C se
enfrenta a una G en la doble cadena, esta molécula conforma el genoma de todos

los seres vivos.

La base de la herencia genética humana son los cromosomas, unas
gigantescas hebras de ADN en las que estan escritas nuestras caracteristicas
biologicas. De estos cromosomas, tenemos los humanos un total de 46; 23 se
reciben del padre y los otros 23 de la madre, siendo s6lo dos cromosomas los que
determinaran el sexo de un individuo, denominandose “cromosomas sexuales” y

pueden ser X o Y. Como recibimos un cromosoma sexual de nuestro padre y otro
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de nuestra madre, las combinaciones finales, independientemente de qué

progenitor nos lo transmita, s6lo pueden ser XX o XY, siendo asi la combinacion

XX la que determina el sexo femenino y la combinacion XY el sexo masculino.

Organizacion del genoma humano

El ADN es la molécula que contiene toda la informaciéon genética. El

Genoma Humano haploide esta formado por 3x10° pares de bases (Fowler y col.,

1988); y segun la funcion biologica que desempetie, el ADN se puede clasificar

€n:

Secuencias codificantes y reguladoras: Las regiones que codifican y
regulan la sintesis de proteinas se llaman genes. Luego que fue culminada
la secuenciacion del genoma humano se estima que contiene de 20.000 a
25.000 genes. Un 25% del genoma esta relacionado con secuencias
génicas pero de este porcentaje solo el 1,5% codifica proteinas y el
restante 23,5% estd envuelto en regulacion de genes lo que incluye
secuencias promotoras, enhancers (potenciadores), represores, sefiales de
poliadenilacion. En su mayoria estas secuencias estan constituidas por

intrones, pseudogenes y fragmentos de genes (Jasinska, 2004).

Secuencias no codificantes y extra génicas: El 75% del genoma humano
es secuencia extragénica, de la cual 21% es de copia Unica cuya funcion

aun permanece desconocida y el restante 54% son secuencias repetidas, de
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estas, el 45% representa a secuencias repetidas intercaladas (separadas por
segmentos de secuencia Unica), dispersas por el genoma y el restante 9%
consiste de secuencias repetidas en tandem compuesto por Satélites,
Minisatélites y Microsatélites (Jasinska, 2004). Este tipo de ADN, al no
estar sujeto a presion selectiva tan intensa soporta mayores niveles de
variacion entre individuos, por lo que tiene gran interés en identificacion
humana, en particular en el campo de las ciencias forenses (Venter y col.,

2001).

A su vez, el ADN no codificante se puede clasificar en:
1. ADN de copia Unica: formado por secuencias representadas una o

pocas veces en el genoma (Jorde, 2011).

2. ADN de copia multiple: formado por secuencias repetitivas
denominadas unidades de repeticion, cuyo nimero de copias de
estas unidades varia desde un minimo de mil veces (ADN
moderadamente repetitivo) hasta millones de veces (ADN
altamente repetitivo) en el genoma (Venter y col., 2001; IGHSC,
2004). Se clasifican a su vez, en funcion de su disposicion a lo
largo del genoma y del tamafio de la unidad de repeticion en dos

grupos:

A. ADN repetitivo disperso: las unidades que se repiten aparecen
intercaladas o dispersas a lo largo del genoma. Se distingue

los LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements), SINEs
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(Short Interspersed Nuclear Elements), LTR (Long Terminal
Repeats), y transposones de AND (Fowler y col., 1988; Smit,

1999).

B. ADN repetitivo en tadndem: las unidades que se repiten
aparecen agrupadas con una secuencia comtn de nucledtidos
repetida de manera consecutiva. Segun el numero de
nucleodtidos que forman las unidades de repeticion de estos
fragmentos y el niimero de veces que se repiten estas
unidades, podemos distinguir: ADN satélite, minisatélites o
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) y los
microsatélites o STRs (Short Tandem Repeats) (Jeffreys y

col., 1985; Venter, 2001).

A continuacion, en la figura 3 se muestra el esquema general de la

organizacion del genoma humano

Genoma humano .
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Figura 3. Visidn general de los distintos tipos de secuencias que constituyen el genoma humano.
Una primera clasificacion del genoma humano distingue, por un lado, los genes y secuencias
relacionadas con genes (exones, intrones, regiones no traducidas que contienen elementos
reguladores, etc), y por otro todo el ADN que esta entre los genes, llamado ADN extragénico o “de
relleno” y que no codifica ninguna proteina ni contiene ningun elemento funcional. Notese, la
mayor parte del genoma humano (un 75%) estd formada por este ultimo, de forma que sélo un
25% del genoma humano incluye secuencias relacionadas con genes. Lo mas sorprendente es que
de este 25% solo un 10% esta constituido por ADN codificante (exones), siendo el resto ADN no-
codificante asociado a genes. Por tanto, resulta que solo un 1,5-2% del total del genoma humano es
ADN codificante. E1 ADN extragénico esta formado, sobre todo, por los componentes repetitivos
del genoma humano, aunque también hay secuencias unicas o en bajo nimero de copia

ADN Microsatélite en Genética Forense

Los microsatélites o STRs son segmentos de ADN con una ubicacion
fisica identificable en un cromosoma y cuya herencia se puede rastrear. El analisis
de estos, ha permitido establecer que son elementos extraordinariamente utiles en
la identificacion humana y en el mapeo genético, debido a su elevado
polimorfismo (gran poder de discriminacion), tasa de mutacion relativamente baja,
tamafio pequeiio y ubicacion cromosomica establecida. Ademas, varios de estos

marcadores pueden amplificarse mediante PCR de forma simultdnea (multiplex).

Los STRs generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN,
y poseen una alta tasa de mutacion, lo que los hace muy polimorficos y por tanto,
que sean usados en el campo de la Genética Forense; es por ello que la
combinacion de estos marcadores es la base de los bancos de datos para almacenar
la informacién, tal y como lo es la base de datos empleada por el FBI,
denominada CODIS, esta utiliza un conjunto estandar de 13 regiones de STRs

especificos y obligatoriamente posee el marcador sexual de la amelogenina.
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Sin embargo, aun cuando los marcadores STRs son actualmente los mas
informativos para las pruebas forenses, ahora se ha comenzado a trabajar con el
mejoramiento de €stos para muestras sumamente degradadas. La técnica se basa
en un simple cambio en la posicion de las sondas (primers) para la amplificacion
de los loci de STRs, éstos se posicionan mas cerca del inicio de la repeticion en
tandem, lo que genera un producto mucho mas pequeiio (Mulero y col., 2008).
Como ejemplo, ya se han aceptado 3 nuevos miniSTRs (D10S1248, D14S1434,

D22S1045) como loci estandar en el Interpol Europeo (Gill y col., 2006).

Los microsatélites son polimorfismos compuestos por unidades de
repeticion de 2-7 pb repetidas en tandem de 3 a 50 veces, distribuidos
ampliamente en el genoma en secuencias de longitudes menores en general a
400pb. (Gill, 2002). Las secuencias de STRs pueden variar en el tamafo de la
unidad de repeticion, en el nimero de veces que se repite la unidad y en las

caracteristicas del patron de repeticion.

En cuanto al patron de repeticion los STRs, se clasifican en: STRs simples,
compuestos por repeticiones con unidades idénticas en longitud y secuencia; STRs
compuestos, con dos o mas tipos de unidades de repeticion; STRs complejos,
compuestos por varios bloques de unidades de repeticion de longitud variable e
intercaladas con otras secuencias variables (Urquhart y col.,, 1994); y STRs
hipervariables compuestos, los cuales poseen alelos no consenso que van a diferir

tanto en la secuencia como en el tamafio (Gill y col., 1997).
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Estos polimorfismos se pueden encontrar tanto en los cromosomas

autosémicos, como en los cromosomas sexuales Xy Y.

La literatura internacional, reporta que entre los criterios de seleccion de
los microsatélites o STRs con aplicacion en los analisis de identificacion humana

y relaciones de parentesco, en casos forenses, destacan los siguientes:

v' Elevado poder de discriminacion y heterocigosidad: el poder de
discriminacién determina la capacidad de dicho marcador o conjunto de
marcadores para diferenciar genéticamente a individuos no relacionados
tomados al azar. Por otra parte, la heterocigosidad, es la probabilidad de que
dos alelos del mismo locus tomado al azar de la poblacion sean distintos.
Cuanto mayores sean estos valores, mayor serd la capacidad de identificacion
de este marcador, siendo aconsejable un poder de discriminacién no inferior al

90% y una heterocigosidad superior al 70% (Carracedo y Lareu; 1998).

v Localizacion cromosémica diferente: uno de los requisitos es que se asegure
una seleccion de loci que segreguen independientemente y no como grupo de
ligamiento, de tal manera que se pueda aplicar la regla del producto en los
calculos estadisticos de probabilidad de coincidencia al azar (Butler, 2006).
Para ello, se buscan loci que se encuentren en distintos cromosomas o

distantes entre si en el mismo cromosoma.

v/ Baja tasa de mutacion: juega un papel importante en los casos de

investigacion biologica de parentesco, debido a que estas mutaciones pueden
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provocar la interpretacion de falsas exclusiones. En los casos de criminalistica,
este criterio no es tan importante, puesto que las mutaciones tienen lugar en las
células germinales y son mantenidas durante toda la vida del individuo

(Butler, 2006; Gonzalez y col., 2009).

v' Bajo porcentaje de bandas tartamudas: El deslizamiento de la polimerasa, es
el responsable de que se generen bandas tartamudas, que van a ser productos
alélicos que se diferencian del alelo asociado tan solo por una unidad de
repeticion. La produccion de bandas tartamudas supone una desventaja para la
correcta interpretacion de los analisis de mezclas, ya que estos picos pueden
confundirse con alelos reales. La altura de estos picos es normalmente inferior
aun 10-15% de la altura del pico del alelo real (Gill y col., 2006). La aparicion
de estos artefactos se produce con mayor frecuencia en los STRs con unidades
de repeticiéon mas cortas, como los dinucleotidos y trinucledtidos, y con una
menor frecuencia en las unidades de repeticion mas largas, como los
pentanucledtidos y hexanucledtidos, por otra parte menos frecuentes en el

genoma.

v" Rango alélico reducido: los tamafios de los alelos, se recomiendan que estén
comprendidos entre 90-500 pb, para asegurar buenos resultados en muestras

con ADN degradado (Butler, 2006).

Cabe sefalar que las repeticiones tetranucledtidas son las que mas se
ajustan a estas caracteristicas y de esta manera son las mas utilizadas en Genética

Forense.
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ADN Microsatélite del Cromosoma X y Y en Genética Forense

La experiencia acumulada en el analisis molecular de enfermedades
ligadas al sexo mediante estudios de marcadores del cromosoma X y Y en
Genética Clinica, ha promovido que los laboratorios de Genética Forense

comiencen a utilizar estos marcadores para la identificacion de individuos.

Estos analisis se basan en el hecho de que los hombres transmiten una
copia del cromosoma X o una copia del cromosoma Y, en ausencia practicamente
de recombinacion, a todos sus descendientes, por lo que, si éste sufre
enfermedades genéticas, tales como la hemofilia, la distrofia muscular, la
deficiencia en glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, el daltonismo, la infertilidad
asociada al cromosoma Y o el sindrome de Jacobs, todos sus descendientes, al
tratarse de enfermedades ligadas al sexo, heredaran el gen defectuoso localizado

en el cromosoma X o Y, dependiendo del caso (Szibor, 2007).

Este contexto puede ser extrapolado a la Genética Forense y explicaria la
utilidad del estudio de los microsatélites localizados en el cromosoma X y Y, en
casos complejos de analisis de parentesco o de identificacion del sexo, que no

pueden resolverse con el estudio de marcadores genéticos autosomicos.

En humanos, el cromosoma X esta exento de recombinacion en la mayor

parte de su longitud, a excepcion de las zonas pseudoautosomicas PARI, situada
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en el extremo del brazo corto, de 2.6 Mb de longitud, y PAR2, situada en el
extremo del brazo largo, de 0.32 Mb de longitud. Estas regiones contienen 14 y 4
genes, respectivamente, dentro de los cuales estd el gen AMEL (Figura 4). Los
varones transmitiran sin recombinacioén, el cromosoma Y a sus hijos, y el
cromosoma X a todas sus hijas. De esta manera, todos los hermanos comparten el
alelo del cromosoma Y, y todas las hermanas al menos un alelo por cada marcador

del cromosoma X.
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Figura 4. Representacion esquemética de los cromosomas sexuales X y Y. A diferencia de los
cromosomas autosémicos, los cromosomas sexuales no recombinan, por esta razéon se han
originado evolutivamente diferencias en las copias de los genes, como AMEL, presente en zonas
pseudo-autosémicas (PAR1 y PAR?2), estas zonas son restos de origen evolutivo de estos
cromosomas, y sus regiones se mantienen en el tiempo por la ausencia de recombinacion. En la

figura se muestran regiones SRY (Sex Region of Y) y XTR (X Transposed Region).
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Caracteristicas y Evolucion del gen AMEL

La amelogenina, esta codificada por el gen AMEL y fue descrita
inicialmente por Slavkin y Boyde en 1975, de ser una proteina que forma la mayor
parte de la matriz del esmalte dental durante el desarrollo del ser humano. Desde
el punto de vista clinico, la deficiencia de amelogenina esta relacionada con la
amelogénesis imperfecta, una enfermedad hereditaria que afecta la formacion del

esmalte dental (Eastoe, 1996).

El gen AMEL fue ubicado en los cromosomas sexuales humanos por Lau
en 1989, encontrando dos copias, una en el cromosoma X, ubicado en el locus
Xp21, 1-Xp21,3 y una en el cromosoma Y, el cual mapea en Ypl1,2. (Lauy
col., 1989). El gen en ambas copias esta formado por 7 exones y ambas
codifican una proteina funcional, la amelogenina, que toma parte en la
formacion del material duro de los dientes y ha sido secuenciada totalmente en
su composicion de aminodcidos (Fichman y col., 1991). Se analizaron por
electroforesis extractos de esta proteina y se encontré6 que existia una
diferencia en los componentes de la proteina dependiendo del sexo del
individuo de donde se tomaba la muestra. La proteina madura codificada en
el cromosoma X pesa 19,8 KDal y estd formada por 175 aminoacidos, mientras
la codificada en el cromosoma Y tiene 176 aminoacidos y pesa 20 KDal. El
residuo 29 (metionina) del producto codificado en el cromosoma Y no esta
presente en el producto codificado en el cromosoma X porque existe una

delecion de 3 pares de bases en esa copia.
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En este sentido, el producto de amplificacion obtenido mediante la
separacion electroforética en geles de acrilamida, usando los primers disefiados
por Sullivan, es de 106 pb correspondiente a AMELX y 112pb por AMELY,
identificando asi el sexo del donante de la muestra. En hembras con cariotipo
XX, el sistema de electroforesis que se utilice (geles de acrilamida planos o

capilares) mostrara una sola banda o un solo pico, mientras que en varones (XY)

mostrara dos bandas o dos picos muy cercanos.

Por otra parte, se piensa que los cromosomas sexuales se originaron a
partir de un par de cromosomas autosomicos ancestrales que cesaron de
recombinar hace 300 millones de afios, acumulando diferencias entre ellos, dando
origen a los cromosomas sexuales X y Y como los conocemos hoy dia, como se
evidencia en la figura 5 (Graves, 2002), lo que explica la existencia de genes

homologos en los cromosomas sexuales.

T g~ - %
> R &£ T <

] - -

W i1 & =2 32 =

L L] a4 LR ] L | L

8 B 8B ¢ = &

L LF " LT ar (1]
“% BB A=< e ‘i ”
Lhd B =8 a: = w

Figura 5. Cariotipo normal humano, en la imagen se muestra los cromosomas de un individuo

masculino, ordenados por su tamafio, de mayor a menor. Cromosomas autosomicos (1 al 22) y la

pareja de cromosomas sexuales X y Y.
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La homologia es una relacion entre los rasgos debida a una ascendencia,

un origen comun. En la tabla nimero 1, presentada a continuacion, se evidencia la

homologia existente entre los genes.

Tabla 1. Tipos de homologia entre los genes.

Genes

Ortdlogos Parologos Xenologos Gametologos
v Evolucionaron v/ Se originan de v Se originan por v Son genes

luego de una una duplicacion transferencia homologos en

division  de de un gen en la lateral, entre los

linaje, como misma  especie; diferentes cromosomas

el gen del que evolucionan taxones. sexuales, que

citocromo ¢ hacia han  surgido

en seres caracteristicas por el cese de

humanos 'y diferentes, como la

chimpancés. los genes del alfa recombinacion

y beta- globina en
los seres
humanos.

entre un par
de autosomas
ancestrales.

En referencia a los genes compartidos entre los cromosomas sexuales,
dada su ascendencia comun, es decir, que estaban representados por un unico gen
antes de que los cromosomas sexuales empezaran a divergir, se consideran
homologos, siendo especificos acerca de su origen, al no haber surgido por
duplicacion no son parologos, de acuerdo con la definicion usual de este término,
descrita en la tabla 1. Para tipificar este tipo de homologia, Garcia Moreno y
colaboradores acunaron el termino gametologo para denotar los genes homoélogos
en los cromosomas sexuales (Hans, 2000); es por ello que el gen de la

amelogenina humano, es considerado como gametologo.
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Aplicacion del gen Amelogenina de humano como marcador geneético de sexo,
en la genética forense.

Las diferencias detectadas en las secuencias de las dos copias del gen
(AMELX y AMELY), se aprovecharon para desarrollar un marcador genético de
sexo. En la siguiente figura, se encuentra la representacion esquematica de las

regiones de los genes AMELX y AMELY.

AmelX

14 1 3

b |

B 1 MIOTr T rrr o[
CEL 1 [ 1 101 . 'O
1 T T T T 3272

185 4 5 i 2
AmelY

Figura 6. Representacion esquematica de las regiones de homologia y deleciones entre AMELX
y AMELY. Las cajas en negro indican las regiones de homologia absoluta entre los dos genes. Las
deleciones estan sefialadas por flechas; las que se encuentran en la parte superior, sefialan las
deleciones presentes en AMELX y las flechas que se encuentran por debajo indican las deleciones
presentes en AMELY. Los niimeros en las flechas corresponden a la longitud en pb de la

deleciones indicadas en cada gen.

La delecion de 6 pb sefialada con una circunferencia roja, en la figura 6, se

encuentra ubicada en el intron 1 de AMELX y es la delecion en la cual flanquean
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los oligdmeros de Sullivan, que seran los utilizados principalmente en este estudio

para la identificacion de sexo.

Diversos trabajos de investigacion se han realizado para la
verificacion de esta técnica, tal es el caso de Salvador en el afio 2008 quien
utilizo la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida, para visualizar
los amplicones generados por la PCR realizada con los oligomeros de
Sullivan, para la identificacion de sexo de una muestra de la poblacion
Sinaloa, México. Los resultados de este estudio se presentan en la figura 7,

presentada a continuacion.

— 100pb

Figura?7. Gel de poliacrilamida al 8% tefiido con nitrato de plata, en cual se observa en el
carril 1 dos bandas, una de 112 pb y de 106 pb, la presencia de dos bandas es indicativo de un
masculino; en los carriles 2 y 3 una sola banda de 106 pb, indicando en estos casos individuos
femeninos; carril 4 control negativo; carril 5 el marcador de peso molecular de 25 pb, donde
observan las bandas de 100 pb y 125 pb. (Imagen tomada de Salvador, 2008).
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Errores en el Sistema

AMEL NULO: Un alelo AMEL Nulo (AMELX o AMELY) ocurre cuando una
mutacion, puntual o delecion, impide que uno de los oligomeros hibride
con su secuencia blanco, anulando la amplificacion que identifica al

cromosoma correspondiente.

Las muestras de origen femenino seguiran dando una sefial correcta aun
cuando una de las copias de AMELX no amplifique. Si ocurre lo mismo en
varones, AMELX no amplifica, el resultado sigue siendo correcto, ya que
amplifica AMELY. Sin embargo la falla en la amplificacion de AMELY tendria
como resultado una identificacion incorrecta del sexo, lo cual seria muy grave
si no se cuenta con otros indicios o evidencias que ayuden en la

determinacion del sexo en un caso legal.

La ausencia de un alelo X-especifico es un caso raro pero que
puede ocurrir. Igualmente es poco probable, pero puede ocurrir que mutaciones
en las secuencias blanco de los oligdmeros que se estén utilizando, los inhabilite
de amplificar su region objetivo en AMELY (Santos, 1998; Roffey, 2000;
Thangaraj, 2002; Chang, 2003; Lattanzi, 2005; Kashyap, 2006; Mark, 2007;
Frances, 2008; Xueling, 2012), lo cual puede acarrear grave consecuencias

en una investigacion criminal, ya que en el caso de una muestra que sea
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masculino con AMELY nulo, amplificara solo X y la identificacion sera

incorrecta, arrojando un “Falso Femenino”.

Uno de los motivos que puede conllevar a una incorrecta identificacion
del sexo en el gen AMELY nulo, diversos estudios lo atribuyen a una mutacioén
del cambio de nucleotido, de Citosina por Guanina, donde se une el iniciador
reverso en el gen AMELY que interfiere y limita el uso de la prueba,
ocasionando que los varones sean identificados como mujeres. (Steinlechner,

2002).

Las frecuencias reportadas en diferentes poblaciones del gen AMEL, para
los paises europeos y asiaticos como Espafia, Inglaterra y China, son bajas,
caso contrario sucede en la poblacion de India y Sri Lanka, donde se
reportan las mayores frecuencias de esta mutacion (Chang, 2007; Xueling,
2012). En la tabla ntmero 2, presentada a continuacion, esta tabulada la

distribucion de la frecuencia del gen AMELY para diferentes poblaciones.

32



Tabla 2. Distribucion de la frecuencia de AMELY nulos en diferentes

poblaciones.
Pais No de Nulos/ No de Individuos Estudiados Frecuencia (%) Referencias
China 3/8.087 0,037 Xueling (2012)
India 5/270 1,852 Thangaraj (2002)
Australia 22/10.900 0,020 Mitchell (2006)
Malasia 11/315 3,490 Chang (2007)
Italia 1/13.000 0,008 Lattanzi (2005)
Inglaterra 2/2.000 0,100 Chang (2007)
Espafia 1/1.000 0,100 Chang (2007)
Sri Lanka 2/24 8,333 Santos (1998)

Por tal motivo, expertos de Europa, Sudafrica, Asia y Estados Unidos; en

una conveccion de Promega Corp en Estrasburgo en el 2014, presentaron kits

modernos basados en la necesidad de desarrollar un estandar global de ADN, con

muy alto poder de discriminacién y compatible para los mas de 40 millones de

perfiles que hay en bases de datos de todo el mundo. Este sistema desarrollado por

Promega incluye, ademas, 3 marcadores especificos de cromosoma Y, en adicion

al gen AMEL para evitar una asignacion incorrecta del sexo en caso de que el

donante sea portador de un AMELY nulo; lo que supone una herramienta de gran

interés en el estudio de casos forenses relacionados con las agresiones sexuales

perpetradas por varones y con el andlisis genético de mezclas de fluidos

biologicos.
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El gen AMEL en la poblaciéon Venezolana

La poblacion mestiza venezolana, estd compuesta por los aportes genéticos
de las poblaciones europeas, africana e indigena. Existe un primer estudio donde
se reporta un estimado de los porcentajes de aportes genéticos de las poblaciones
que dan origen a la poblacion mestiza venezolana, donde se refleja una
predominancia del aporte europeo de 59%, seguido por el amerindio de 28% y en

menos extension el africano de 13% (Rodriguez y col., 2001).

El proceso de mezcla que da origen a la poblacion mestiza venezolana
comenzd en la colonia y continta en el presente. Durante la colonia diversos
factores favorecieron el cruce entre europeos masculinos e indigenas femeninas en
mayor grado, seguido por el cruce de europeo con africano y en menor grado
africano e indigena. Luego de la época colonial, la mezcla continudé y mas
intensamente durante el siglo XX, con una intensa inmigracion espaiola, italiana y
portuguesa principalmente (Castro y col., 2011). Es por ello que el Dr Arias,
estima mucho mayor en importancia la poblacion indigena en nuestra
composicion genética en la actualidad. Estas consideraciones, se presentan a

continuacion en la figura 8.

Figura 8. Distribucion de la composicion genética

en la poblacién venezolana. Se estima un 50%

aporte indigena, 10% aporte africano y 40% aporte
Biuopeo  CUrOpeo (Arias, 2016).

B Afr cano

1 Indigena
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Se estima que el 89% + 2.4 de los cromosomas paternos de nuestra
poblacion mestiza son de origen europeo, mientras que el ADN mitocondrial
(origen materno) un 61% = 1.9 y un 20% = 3.6 son de origen amerindio y africano

(Castro y col., 2011).

Estos valores permiten estimar que la frecuencia de los genes AMELY
nulos en nuestra poblacion puede ser parecida a la reportada en Espaifia 0,1% es
decir 1/1000 individuos. Sin embargo, no tenemos reportes de la distribucion de
las frecuencias de AMELY nulo en las poblaciones provenientes del Africa centro-
occidental, ni de nuestras poblaciones indigenas, lo cual no permite efectuar
mejores comparaciones, es por ello la necesidad de realizar, en el futuro, este tipo
de estudios enfocado en poblaciones venezolanas representativas, en particular en

nuestras etnias indigenas. (Pollak y col., 1972).

El uso de las metodologias de Identificacion Genética Forense han sido
muy limitadas en nuestro pais, por esta razén no se han realizado estudios
donde se haya reportado la existencia de alelos AMELY nulos; es por ello la
necesidad de iniciar el estudio de las caracteristicas del gen AMELY en Ia

poblacién venezolana.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

v Tipo de Investigacion

Se trata de una investigacion de campo, de enfoque cuantitativo, descriptivo y
experimental, es decir, consiste en la recoleccion de datos directamente de la
realidad donde ocurren los hechos, sin manipular o controlar las variables (Palella
y Martins, 2010). Estudia los fendémenos sociales en su ambiente natural, por lo
tanto el investigador no manipula variables debido a que esto hace perder el

ambiente de naturalidad en el cual se manifiesta.

En este sentido, Arias describe este tipo de investigaciones como Ia
caracterizacion de un hecho, fendmeno, individuo o grupo, con el fin de establecer
su estructura o comportamiento con el fin de buscar el porqué de los hechos

mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto (Arias, 2012).

v" Poblacién y Muestra

Para este estudio, se consideraron las normas establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud, para trabajos de investigacion en seres
humanos (OMS, 2016). La poblacion de este estudio estuvo conformada por 332
donantes de sangre masculinos no relacionados procedentes del Hospital General

de los Valles del Tuy “Simo6n Bolivar” (n=145) y del “Hospital Universitario de
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Caracas” (n=187). Se utilizaron 10 muestras de ADN de donantes femeninas

como control interno del sistema.

Los voluntarios estuvieron informados sobre los objetivos y los alcances de
este proyecto de investigacion y a su vez firmaron una carta de consentimiento
informado para el uso de su ADN gendémico para este fin. Es importante resaltar
que este proyecto fue sometido al escrutinio del Comité de Bioética del Hospital

Universitario de Caracas.

v' Técnicas e Instrumentos para la Recoleccién de Datos

En toda investigacion es necesario el uso de técnicas de recoleccion de
informacion para dar cumplimiento a los objetivos planteados. En tal sentido,
Hernandez (2010) define las técnicas de recoleccion de informacion “como
aquellas que comprenden procedimientos y actividades que le permitan al
investigador obtener informacion necesaria para dar respuesta a su pregunta de

investigacion”

Dentro de este orden de ideas, se utiliz6 como procedimiento de

recoleccion de datos, una ficha que contiene los datos claves de los participantes

en el estudio, el modelo de ficha empleado se presenta a continuacion.
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DEUE LIBERTAS CULTURA
e ]

FICHA DE REGISTRO

torizaciﬁn e Identificacion del Donante de la Muoestra para el Proyecto:

Diagnastico genético del sexo mediante el gen de 1a Amelogenina de aplicacion fi €, &N Tna ira
evnesenneneennn SE 1A poblacionde Caracas, Venezuela: | ..o
Fecha:
Procedencia de la Muestra: Hosp. Clinico Uni itario Hosp. Valles del Tuy :
# Muestra: Nombre y Apellido:
Edad: Direccion .
i Fecha de Extraccion de ADN: Resultado:
Observaciones:

Figura 9. Ficha de Registro para la recolecta de datos. Los datos basicos del donante de la
muestra quedan registrados en esta ficha.

v" Recoleccion de Muestras

A cada voluntario se le extrajo 5 mL de sangre periférica por puncion
venosa y las mismas fueron colectadas en tubo con anticoagulante EDTA, tapa

morada estandar, marca TUD®.

v Extraccion de ADN genémico a partir de muestras de sangre.

Una vez colectadas las muestras, se dejaron en reposo unas horas o
durante la noche en la nevera a 4°C, lo que permitidé que se separaran por sus
densidades los componentes de la sangre en dos grandes grupos; los

globulos rojos, mas densos, en la parte inferior del tubo y los globulos blancos,
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menos densos que flotan sobre los primeros, esta capa de células blancas

conocida en la literatura como el “Buffy Coat”, se extrajo con una pipeta Pasteur.

El ADN gendmico se obtuvo del “Buffy Coat”, presentado en la siguiente
figura; mediante el uso del protocolo de Bunce (Mulligan 1998, Welsh 1999)

modificado y simplificado en nuestro laboratorio.

Figura 10. Extraccion de ADN gendémico.
Notese los componentes de la sangre
separados por gradientes de densidad, de
" Flasma arriba hacia abajo: la primera capa formada
por el plasma, una capa intermedia el
“Buffy coat” y al fondo la capa de gloébulos
"BuMyCoal®  rojos.

——— Globulos Rojos

El “Buffy Coat” se trasvaso a un tubo conico de 15mL y se le afiadio 9mL
de RCLB, mezclado por inversion varias veces; se dejo reposar por 5 min, luego
se realizé un paso de centrifugacion a 1.050g por 30 min, en centrifuga clinica,
se descarto el sobrenadante y se lavo (centrifugacion nuevamente) una vez mas
con 9mL de RCLB, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el sedimento
en 600uL de NLB mas SDS, este se transfirié a un vial eppendorf de 2 mL,
posteriormente se incubd a 56°C por tres horas o hasta que se disuelva el
sedimento, luego se afiadié 100puL de NaCl 6M se mezcld vigorosamente con el
vortex, se afiadié 600 pL de cloroformo y se agité con el vortex hasta que se

formo una emulsion lechosa, luego se centrifugd a 15,6 g por 15 minutos en
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una mini centrifuga, se transfirid la fase acuosa (superior) que contiene el ADN
a un vial nuevo de 2mL, se anadi6 ImL de etanol 100% bien frio, se agitd por

inversion varias veces hasta que precipité la red de ADN, presentada en la figura

Figura 11. Precipitacion del ADN. En la figura se
observa la red de ADN que precipita una vez tratado
con etanol al 100%.

ADN

Una vez obtenida la red de ADN, se centrifugd a 15,6 g por 15 min, se
descarto el alcohol y resuspendio el precipitado en 1mL de etanol 70%, bien
frio, luego se centrifugd a 15,6 g por 15 min, se descarto el alcohol, se dejo
secar los tubos (abiertos en la campana) por 30 min, transcurrido el tiempo, se
anadié 100uL de agua destilada inyectable y finalmente se incubd a 65°C por 15

min. En este punto el ADN estuvo listo para la PCR.

v" PCR para la determinacion del sexo mediante uso del gen AMEL

Una vez conocida la calidad del ADN extraido de cada una de las

muestras, se procedio a realizar la PCR con los oligdmeros S1 y S2 de Sullivan.
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A continuacion en la tabla 3, se describen los oligomeros o primers
empleados para la identificacion del sexo mediante el gen AMEL, sefialando sus

secuencias y el tamano del producto de amplificacién que generaron.

Tabla 3. Primers u oligdmeros disefiados por Sullivan (Sullivan y col., 1993)

Primer Secuencia Banda esperada pb
S1 5-CCCTGGGCTGTAAAGAATAGTG-3’ Cromosoma X 106pb
Cromosoma Y 112 pb

S2 5’-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3’

Coctel de PCR

Siguiendo las indicaciones del fabricante de la polimerasa, la
amplificacion de los fragmentos se realizd en una mezcla de reaccion de
volumen final 13uL, que contiene 0,625 u/uL de Go Taq Flexi DNA Polymerase
(Promega®), 0,17pmol/uL. de los oligobmeros S1 y S2, 0,4 mM de
dNtP’s (Promega®), Buffer 5X Green a una concentraciéon final 1X,
1,25mM MgCl, (Promega®), H,O cantidad suficiente para S8uL. de volumen
final. Se repartieron 8ul/vial de la mezcla y se agregaron SuL de ADN, para

un volumen final de 13pL.

Condiciones del termociclador para PCR

En la tabla 4, se especifican las condiciones del termociclador “TECHNE

TC —3000x, que se utilizaron para la PCR del gen AMEL.
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Tabla 4. Condiciones para la realizacion de la PCR

Condiciones

Entrada 94°C x 1 min.

Desnaturalizacion 94°C x 1 min.

Alineamiento 60°C x 1 min. 35 ciclos

Extension 72°C x 1 min.

Salida 72°C x 10 min.

v’ Electroforesis para la visualizacién de los fragmentos de ADN, en geles de

acrilamida.

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v), para evaluar el
rendimiento del ADN extraido; preparados con buffer Tris-Acido Acético (0.5X).
(TAE: 40mM Tris-HCI, 20mM Acido Acético Glacial y ImM EDTA a pH: 8.5).
Se utiliz6 bromuro de etidio para la coloracion (0,5pug/mL) y se empleo buffer de
carga 1X [(0,25% p/v) azul de bromofenol, (30% p/v) glicerol y (0,25% p/v) de

xilencianol].
La corrida de los geles se llevdo a cabo en una camara MiniRun, modelo
EC360M (EC Apparatus), en buffer TAE 0,5X a 70-80 voltios (Welsh 1999). Los

geles tefiidos con bromuro de etidio se revelaron en un Trans-iluminador.

Una vez conocida la calidad del ADN extraido de cada una de las muestras, se

procedi6 a realizar la PCR con los primers S1 y S2 de Sullivan. Los productos
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finales de la PCR se resolvieron por electroforesis en geles de acrilamida no

desnaturalizantes, tefiidos con nitrato de plata.

v" Analisis Estadistico

El error tipico es la raiz cuadrada de la varianza de la distribucion muestral,
de la frecuencia alélica, se calcula segun la formula:
Error = m
Donde p es la frecuencia del alelo mutado (calculada por conteo directo de

genes) y n el nimero de individuos o el nimero de cromosomas Y.

v" Prueba alternativa para la determinacion del sexo mediante uso del gen

AMEL

Como prueba alternativa, en caso de encontrar alguna discrepancia en el
diagnostico del sexo, se realizara un ensayo utilizando las secuencias alfoides del

cromosoma Y-DYZ3 (Waye, 1985; Witt, 1989).
A continuacion, en la tabla 5 se describen los oligomeros que se emplearan

como prueba alternativa para la identificacion genética del sexo; sefialando sus

secuencias y el tamafio del producto de amplificacion que generara.
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Tabla 5. Primers u oligdbmeros diseiiados por Waye (Waye y col., 1985)
Primer Secuencia Banda esperada pb

Y, DYZ3 5-ATGATAGAAACGGAAATATG-3’

Cromosoma Y 170 pb,
marcador especifico del
cromosoma Y, es decir no
amplifica en X.

Y,DYZ3 5’-ATGAGAATGCAAAGGGCTCC-3’

Es importante mencionar, que el procedimiento a seguir con estos primers
alternativos serd idéntico al que se empleo con los primers propuestos por

Sullivan (coctel de PCR y corrida electroforética).
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se estudiaron 332 cromosomas Y: 145 masculinos, no relacionados,
provenientes del Hospital General de los Valles del Tuy “Simoén Bolivar” y 187
masculinos, no relacionados, provenientes del Banco de Sangre del Hospital
Universitario de Caracas. Adicionalmente se utilizaron 10 muestras de ADN de
donantes femeninas del Hospital de los Valles del Tuy, como control interno del

sistema.

v" Cuantificacion del ADN extraido

En la figura 12, se muestra un lote del ADN extraido de 14 donantes. En
general el protocolo de extraccion utilizado rinde un ADN de buena calidad, apto
para la PCR en la mayoria de los casos, con algunas excepciones, como el bolsillo

39 donde fallo la extraccion.

Flgura 12 Corrlda raplda en gel de agarosa aI 1%, el ADN se Vlsuahza con tincion de
bromuro de etidio, iluminado con luz ultra violeta. Cada bolsillo representa el ADN extraido a
partir de muestras de sangre de cada uno de los donantes.

45



v'Identificacion del sexo por la PCR con los oligémeros S1y S2, propuestos

por Sullivan.

A continuacion se describen dos geles de acrilamida al 10%, donde se
visualizan los productos de amplificacion de muestras masculinas y femeninas,
obtenidos por PCR con los oligobmeros S1 y S2 de Sullivan; en la figura 13, se
visualiza una banda de 112 pb la cual identifica al cromosoma Y y una banda de

106 pb que identifica al cromosoma X.

200 pb

100 pb

1 2 3 4 56 78 FC

200 pb

100 pb

106 pb

B

Figura 13. Geles de acrilamida 10% proporcion 19:1, corrida 60 min, medidas 7 x 10 cm x 0,71
mm. (A) Carril 1 marcador de peso molecular (Promega®), carriles del 2 al 10 muestras de
donantes masculinos. (B) Carril 1 marcador de peso molecular (Promega®), carriles del 2 al 8
muestras de donantes masculinos, F donante femenino, C™ control negativo.
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En la figura 13A se muestra la electroforesis de rutina, de los productos de
amplificacion de muestras masculinas, obtenidos por PCR con los oligdbmeros S1
y S2 de Sullivan, donde se logra observar claramente la doble banda que indica
que las muestras son donantes masculinos. En contraste, en la figura 13B, en el
carril F se encuentra el amplicon obtenido por PCR con los mismos oligémeros S1
y S2 de Sullivan, de un donante femenino, que se utilizd6 como control interno del
sistema, observandose una unica banda de 106 pb, la cual identifica al cromosoma

X, lo que corresponde a un perfil cldsico de un individuo femenino

Es de hacer notar, que este test o prueba se le realizo a las 332 muestras
masculinas y a las 10 muestras femeninas control, buscando una discrepancia
entre el sexo conocido del donante masculino y el perfil obtenido por la PCR con

los oligdbmeros de Sullivan S1 y S2.

v"Identificacion de posibles AMELY nulos

En la siguiente figura, presentada a continuacién, se muestran la corridas
electroforéticas de los amplicones obtenidos por la PCR con oligomeros S1 y S2,
donde se observo una discrepancia entre el sexo del donante de la muestra y el
sexo obtenido mediante técnicas de biologia molecular. En la figura 14, en el
carril 8 se puede observar un caso de posible AMELY nulo encontrado en este

estudio.
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Figura 14. Gel de acrilamida 10% proporcion 19:1, corrida 60 min, medidas 7 x 10 cm x

0,71 mm. Carril C control negativo, carriles del 2 al 9 muestras de donantes masculinos. Notese
en el carril 8, una unica banda correspondiente a 106pb.

La resolucion en los geles de acrilamida, de la figura 14 se mejoro
modificando la proporcion acrilamida: bisacrilamida, asi como también, la
concentracion final y el amperaje de la corrida para lograr una imagen mas nitida
con el fin de que se puedan apreciar mejor las bandas de los productos de
amplificacion. La formulacion original proporcion 19:1 y 10% de concentracion
final, se cambio por 29:1 y 15 % mejorando notablemente la separacion entre

bandas y la calidad fotografica como se demuestra en las figura 15.

Figura 15. Gel de acrilamida
15% proporcion 29:1, corrida 60 min,
medidas 7 x 10 cm x 0,71 mm. Carriles
1 y 2 muestras de donantes femeninos
de sexo conocido, carriles 3, 4 y 5
muestras de donantes masculinos de
sexo conocido, carril 6 posible
AMELY nulo.
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Tras la realizacion de la identificacion de sexo en las 332 muestras de
donantes masculinos, se encontré6 un caso de posible AMELY nulo, que con
pruebas alternativas se pudo esclarecer el sexo verdadero del donante. La muestra
problema estaba identificada como masculino en el rotulo del tubo de sangre

proveniente del Hospital “Simén Bolivar” de los Valles del Tuy.

v ldentificacién de sexo por PCR con el marcador del cromosoma Y -DYZ3

propuestos por Waye y col.

Tras la obtencion del posible AMELY nulo, se procedi6 a realizar una prueba
alternativa, para esclarecer el sexo de la muestra sospechosa, corroborar si se trata
de un individuo de sexo masculino con una mutacion en el gen de la amelogenina
o se trata de un individuo femenino, a través del marcador Y-DYZ3, especifico

del cromosoma Y.

cC23 4 5 67 8 91

Figura 16. Estandarizacion de
la prueba DYZ3. Gel acrilamida
12%, proporcion 19:1, corrida 60
min, medidas 7 x 10 cm x 0,71 mm.
Amplficacisn  Carril C” control negativo, Carriles 2
imespecificadel y 3 muestras de donante femeninos
- eomosoma ¥ de sexo conocido, carril 4 y 5
muestra sospechosa de un AMEL
nulo (por duplicado), carril 6
marcador de peso  molecular
170 po (Promega ®), carriles 7 al 10
muestras de donantes masculinos de

sexo conocido.
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En la figura 16, se muestra la corrida de los amplicones obtenidos por PCR
de dos muestras femeninas y cuatro muestras masculina y el caso de AMEL nulo,
con los oligomeros disefiados para la secuencia del centromero del cromosoma Y
(DYZ3). Se evidencia a la izquierda del gel, la ausencia de amplificacion en los
carriles correspondientes a las muestras femeninas, y en la muestra sospechosa
(carriles 2 al 5); a la derecha, se evidencia la presencia del cromosoma masculino
Y en los cuatro carriles correspondientes a las muestras masculinas (carriles 7 al

10). Las bandas muestran el tamafio esperado de 170 pb.

La resolucion del gel de la figura 16 se mejoro modificando la proporcion
acrilamida: bisacrilamida, 29:1, con una concentracion final del 15 % mejorando
notablemente la separacion entre bandas y la calidad fotografica como se

demuestra en las figura 17.

1 2 3 4 5

Figura 17. Gel acrilamida
15%, proporcion 29:1, corrida 60 min,
medidas 7 x 10 cm x 0,71 mm. Carriles
1 muestra de donante femenino, sexo
conocido, carril 2 muestra sospechosa
de un posible AMEL nulo, carriles 3 y 4
muestras de donantes masculinos de
sexo conocido, carril 5 marcador de
peso molecular (Promega®).

170 pb
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Con la aplicacion de la prueba alternativa propuesta para este caso
sospechoso se logro dilucidar el sexo, por lo que se trataba de una muestra
rotulada errdneamente, no podemos explicar como esto sucedid, ya que todas las
muestras recibidas de los respectivos bancos de sangre venian rotuladas con
nombre y apellido de cada individuo. Es de hacer notar que la muestra
erroneamente rotulada provenia del Hospital Central de los Valles del Tuy, y el
nombre Michelle en el rotulo de la ficha de registro es un nombre ambiguo,
utilizado para nombrar a ambos sexos, es por esta razéon a la que atribuimos la

confusion de la muestra.

En este proyecto nos propusimos estudiar el gen AMELY en una muestra
de la poblacién masculina venezolana, donde se logro identificar el sexo de 332
individuos, en principio todos titulados como donantes masculinos, sin embargo,

uno de ellos resulto ser muestra proveniente de donante femenino.

Con estos resultados se demostré la importancia del uso de pruebas
alternativas, para aclarar discrepancias o dudas al momento de la identificacion
del sexo en casos de criminalistica o de una simple identificacion genética.
Recomendamos a los laboratorios especializados, experimentar el uso de otros
marcadores especificos del cromosoma Y, de forma de ampliar las posibles

pruebas alternativas.
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Es de hacer notar que estas pruebas alternativas no sustituyen la
informacion que se puede obtener de un cariotipo, en aplicaciones clinicas como
la identificacién de alteraciones numéricas en los cromosomas sexuales como el
sindrome de Klinefelter (47, XYY) y sus variantes (48, XXXY), y (49, XXXXY),
sindrome de Turner (XO0) y los rarisimos casos de hombres con cariotipo (46, XX)

y mujeres con cariotipo (46, XY).

En este trabajo no se encontré ningiin AMELY nulo, esto no indica la
inexistencia de la mutacion en poblacion venezolana masculina, su frecuencia si
existiera, debe ser menor que 0,003% (3 en 1000), por nuestra composicion
genética, es por ello que seria conveniente aumentar el N muestral, para
corroborar lo antes expuesto, y realizar el muestreo en distintas zonas del territorio

nacional, sobre todo en la poblacion indigena del pais.

En el caso de que se hallara un verdadero AMELY nulo, se recomienda
secuenciar el fragmento, que se pudiera obtener por medio de la PCR con
oligdmeros alternativos como S1 y S2, de este modo se podria saber de qué tipo
de mutacion se trata. Es importante resaltar, que los oligdbmeros propuestos por
Sullivan de uso universal en los kits de identificacion genética forense, se puede
afirmar hasta ahora, que resultaron 100% sensibles y especificos en la poblacion

venezolana.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Considerando los procedimientos de experimentacion, analisis e
interpretacion de resultados en el presente trabajo de investigacion, se presentan

las siguientes conclusiones:

No se encontré6 ningin AMLEY nulo en los 332 donantes masculinos
venezolanos, la frecuencia que podemos reportar hasta ahora es cero, por lo que se

hizo innecesario calcular el error tipico.

En este trabajo se ha demostrado que la aplicacion de técnicas en biologia
molecular es de gran ayuda a la hora de existir discrepancia entre antropdlogos y

bidlogos cuando se desee identificar el sexo de un individuo en casos penales.

Asi mismo, se demostré que es indispensable el desarrollo y el uso de
pruebas alternativas, para esclarecer discrepancias en los resultados de Ia

determinacion del sexo, en la identificacion genética forense.

Concluimos, después de la busqueda en la literatura nacional y
comunicacion personal con investigadores que se desempefian en el area, que este
es el primer trabajo realizado en nuestro pais sobre la identificacion del sexo por
medio del uso de marcadores del gen AMEL, por lo que se recomienda reproducir

estos experimentos en el interior del pais, asi como también en nuestras
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comunidades indigenas venezolanas por considerarse las poblaciones mas

antiguas de nuestro territorio.

En este sentido, se considera necesario que el estado establezca un
presupuesto anual para el estudio del gen de la amelogenina en la poblacion
venezolana, puesto que la labor del perito en Genética Forense consiste en
presentar sus resultados de la forma mas fiable y rigurosa posible ante un juez o

tribunal.

Consideramos que el desarrollo cientifico ha permitido la introduccion de
la tecnologia del ADN en la investigacion forense, posibilitando el estudio de
indicios biologicos minimos, hecho que unos pocos afios atras era imposible. Sin
duda, la introduccién del estudio probabilistico de la prueba en las ciencias
forenses, ha sido un enorme avance en la linea de aportar rigor a los estudios
genéticos y reconocer su valia como prueba concluyente en una investigacion

criminal.
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ANEXOS

UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE MEDICINA

LABORATORIO DE PATOLOGIA MOLECULAR
CATEDRA DE ANATOMIA PATOLOGICA
ESCUELA “LUIS RAZETTI”

EXPLICACION DE LA IMPORTANCIA DEL PROYECTO PARA EL DONANTE:

ESTUDMO DEL GEM AMELY EN UNA MUESTRA DE LA POBLACION VENEZOLAMA-
IDENTIAICACION DE POSIBLES MUTACIONES Y SUS FRECUENCIAS

Los cromosomas X y Y determinan el sexo en los humanos. Asi, al nacer, &l
portador de dos cromosomas X (X, X) sera una hembra y el portador de un
CIoOmosoma X y uno Y (X.Y) sera varon. Por esta razon se los conoce como
“Cromosomas Sexuales”™.

Existe un gen. =l gen de la Amelogenina, gue tiens dos copias. una esta
situada en el cromosoma X vy se la conoce como AMELX vy la otra esta situada
en el comosoma Y v se la conoce como AMELY. Se descubrid que existe una
pequefia diferencia de tamafio entre ambas copias, la copia que estd en el
cromosoma Y es ligeramente mas grande que la copia que esta en el X, Esta
pequefia diferencia de tamafio se puede detectar y se la utiliza para determinar
&l sexo del donante, en &l caso de que, por alguna razon, no s& CoNoCkEra.
Esto se conoce como “ldentificacion Genética”.

En nuestro pais se esta empezando a ufiizar este gen, y otros, con fines de
identificacion genética

En este provecto queramos mejorar el conocimiento de las caracteristicas
genéticas de nuestra poblacion y el uso de este tipo de marcador y otros para
I3 identificacidn, e diagnéstico v a prevencion de enfermedades

Para este fin le pedimos al Voluntaro una peguefia muestra de sangre gue
facilitara nuestros estudios v sera una gran contribucidn para el avance de la
ciencia en nuestro pais.

Anexo 1. Hoja de explicacion a los donantes de muestras. Oficio entregado a los participantes
del estudio, antes de firmar el consentimiento informado.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DEL GEN AMELY EN UNA MUESTRA DE LA POBLACION
VENEZOLANA: IDENTIFICACION DE POSIBLES MUTACIONES Y SUS
FRECUENCIAS

Yo. V{M %W . portador de la C.LV-_/ 5 yﬁd)qﬂ . siendo

mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie coaccién ni violencia alguna,
en completo conocimiento, naturaleza, forma, duracion, propésito, inconvenientes y riesgos relacionados
con este estudio de investigacion, declaro mediante la presente;

1. Que se me proporciono una carta explicativa de los alcances del proyecto sobre
el Estudio del gen AMELY y su importancia para el avance de los
conocimientos del Acervo Genético de la Poblaciéon Venezolana en beneficio de
la poblacién en general y las mejoras en el uso de marcadores genéticos para la
identificacion individual.

2. Lei la carta, entendi el planteamiento, entiendo que mi muestra de ADN sera
utilizada solo dentro del proyecto y para ningln otro fin y acepto donar una
muestra de sangre para ello.

3. Que bajo ningln concepto podre restringir el uso, para fines académicos, de los
resultados obtenidos en el presente estudio y que autorizo a la difusion parcial o
total de los resultados obtenidos en el mismo.

4. Que mi participaciéon en dicho estudios, no implica riesgo, ni inconveniente
alguno para mi salud.

5. Que cualquier pregunta que yo tenga en relacién con este estudio, me sera
respondida oportunamente por parte del equipo de investigadores.

6. Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir ningin
beneficio de tipo econdémico, producto de los hallazgos que puedan producirse
en el referido proyecto de investigacion. Que los resultados de las pruebas
realizadas me seran entregados oportunamente.

Yo, @"g‘h""’ @LW . de la comunidad f% P W:% estoy

de acuerdo con mi participacidn en este proyecto, y permito la donacién de mi muestra de sangre, para

su andlisis por parte de los responsables de la ejecucidn de este proyecto.

/dw ,//,2-‘« = b0~ 2016

Nombres y Apellidos Fi Fecha
}6&@% %W 7[5 ~823p)é
Cd
B Mombre del Investigador Firma Fecha

Carretera Macional Hoyo de la Puerta, Valle de Sartencjas, Baruta, Caracas 1080, Apartado Postal 17606, Caracas, Venczuely
Teléfonos: +58212-903.50,00/903.50.02- Fax:+58 212- 903.50.03
www.idea.gob.ve

Anexo 2. Consentimiento informado. Documento que firman los voluntarios, que aceptan ser
parte del estudio.
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