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J. IUTRODUCCION. 

La investigací0n policial se ha ido transformando para ha- 

cerse cada vez mas científica y objetíva. Esto ha originado

la formaci6n de laboratorios o gabinetes donde deben ser

practicadas las investigaciones cíentIfícas tendientes al

encuentro de la prueba que permita emitir un dictamen. 

La sangre es frecuentemente el punto de partida en una ín- 

vestigaci0n de tipo legal. Un ladron puede lesionarse duraLI

te el robo , Ty dejar su sangre en la escena del delito, o un

asesino puede manchar su ropa o algun objeto con la sanLre

de su vict'Lr-a, etc. Si entonces es posible relacionar una

ídentificacion definitiva de la sangre con un sujeto par - 

tícular, esto podra proporcionar una buena evider-cia en la

investigacíon. 

Cada delito involucra algun tipo de evidencía, que es la

clave en el proceso de la inyestigaciorí. y muchas veces In- 

díca la inocencia o culpa en un caso determinado. 

La identifícacion de llas manchas de sangre es un problema

de QuImica Porense para el cual han sido Dropuestos ímuches

reted.c-:;. Los resultados han sido insatisfactorios por la

carencia, en muchos de los métodos sugeridos, de todos los

requerimientos necesarios en ese típo de análisis. 

La identificacion de las manchas de sangre es de hecho un

primer paso en una serie de procedimientos acalIticoa con- 

cernientes a la edad de la mancha, la elact(-Pce-:Ien nacido o
adulto), el sexo, el grupo sangulneo del sujeto, la especie, 

etc. iiii algunos casos el material a ser analizado es abun - 

dante, pero en otros las manchas son muy pequeflas y se re - 
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quiero de métodos que necesiten muy poco material para la

identificaci6n sangulneajel diagn6stico de la especie, el

grupo sangulneo, etc, y permítir la repet.4C' L n como control

de cada prueba y llevar a cabo el análisis sin consumir tº

do el materially permitir que otros analistas puedan compa

rar los resultados.. 

Un método de analisis -que sea muy sensible y específico re

quiere poco -material y, si es posible, no altera la muestra

a ser analizada. Es poco economico e inbabitual enplear mé- 

todos sensibles pero no espeelficos, porque ello requiere

la aplicaci6n de subsecuentes métodos más específicos. La

especificidad tiaturalmentegas el nas Iriportante requeri - 

miento, el cual no debe ser nunca desdeñado. 

Los metodos einpleados en Química Legal para identificací6n

deben proporcionar datos facilmente documentables, los cua- 

les pueden ser reportados para permitir que otros expertos

los comparen. 

Es evidente que el esquema clásico de identificaciÓn de

manchas de sangre sigue siendo Util Y muy usado, pero es

posible íntoducirle métodos adicionales que lo lleguen a

ser completo. El esquema usado consiste de pruebas orienta- 

tiY,qr y metodos preliminares ( que nos indican una probabi- 

lidad), y finalmente los llamados métodos confirmativos. La

ejecucién de reacciones de orientaci0n y prelimínares, se

efectua necesariamente en analisis toldcol6gicos, en los

cuales es necesario bajar progresivamente el nAmero de com- 

puestos t6xicos sospechados e identificarlos por diferentes
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métodos quimicos y f sicos. Por otro lado para la Identifi- 

caci6n de muestras de sangre, s6lo un metodo sensible y es- 

pedfico deberla ser empleado y los resultados controlarse

por ura repetici6n de la misma prueba, y por otra también

sensible y espeelfica, sín embargo esto no ta sido posible

y or eso deben emplearse métodos suplementarios que en con- 

junto resuelvan el problema de la identificaci0n de las man - 

s de sangra, y eso es lo que pretende este trabajo, presen- 

tar el estudio de las manchas de sangre, enfocundolo a la de- 

terminaci6n de su origen humuno o animxl, usando la t¿cnica

electroforétIca para ello, con fines legales 0 de al'-Pun2 otra

aplícaci6n, proporcionando evidencias adicion2les, y en los

casos particulares en los que pruebas mas sencillas no Sugie- 

ran nada y requieran el uso de pruebas adicionales. 

As¡ Dues la t¿cnica de electrofor¿sís será una prueba de uso

conjunto a otras pruebas adicionales, ya sea las tradiciona- 

les, o algunas novedosas, segun el caso, y de ellas poder emitir

un juicio con carácter m4s concluyente, ya que como sabemos, no

se conacen pruebas que por si solas sean definitivas y con- 

cluyentes en el aspecto de relacionar una mancha de sangre

con un sujeto dsterminado. De ahi que dependa del tacto que se

tenga en el caso y del criterio en la ínterpretaci6n de 109

resultados para que se realice con 4xíto la identificaci6n. 
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Como se sabe, aun no es posible individualizar la sangre en

la misma forma como se puede una huella digital, pero esto

por falta de conocimiento de tecnicas y no por la naturale- 

za de la sangre. En el presente es posible solai.,ente traba- 

jar en términos de polimorfismos genéticamente controlados

que ocurren en la sangre, y calcular de datos de poblaci6n

la frecuencia en que ocurren las coiabinaciones' particulares

de grupos obtenidos. Esto es, la ciencia forense muchas veces

echa mano de la Estadística y muchas veces se basa en pro- 

babilidades, cuando las tA-cnicas conocidas no pueden decir

mas. Por ejemplo, usando datos de poblací0n Britanida, se tie- 

nen los siguientes gruposi

Grupo Frecuencia del Gpo. particular(%). 

0 47
MN 50

R r 34

P11 1 58

AK 1 91Hb -A 9
ADA 1 89
PGD A 94

G6 PD B 98

PCEU 96

C 90
36

La frecuencia combinada de estos grupos se puede obtener Da

ra la noblz3ci0n y a partir de los grupos mas comunas de cada

sistema se puede sacar la frecuencia de aparici6n que se da

como una evidencia en la corte para ayudar a darle valor al

resultado obtenido. 

Face sOlo diez años, las técnicas confiables eran sOlo para- 
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Involucrado en un caso er& del mismo grupo ( ABC), asi la e- 

videncia ¿ el grupo sanguíneo tenía poco v&lor. Por ello po- 

dercE v&lernos de I" if"renrias en la sangre, como sería el

cise de las diferentes hemoglobínas en la sangre, con el fin

de proporcionar evidencl&s adicionales en casos de serejan- 

i! por otros sistemas y metodos. 

Otra dificultzd_ común era tener suficíentes manchas de san- 

gre para los m-acromerodos, que -, ebtn sustituirse por micro- 

m¿ todos. 

3s frecuente preguntarse cual sisteir? en la sangre es el mis

adecuado tal v,! z todos los sisteiras debían

hacerse <-n las por una v&ried,9d de razones ésto

es frecuentemente imposíble, ni decir nad2 econ6usico. 

51 tiro de metodo a_ rer usado z ser rcu-"io es un problema que

debe ser decidido para cada caso individual y con respecto

al laboratorio que tr;.bi. Je el - k; so; por ejemplo puede ser su- 

ficiente la mancha de sangre pari agrupar en dos sistemas, si

los grupos de la víctima y el sospechoso se conocen de sus

muestras de " ngre, lP preferi-ncia sería para esos sistemas

que distingan uno ¿ el otro y recluzca el porcentaje de error

por considerkr- el porcenta.Je dt poblacion del cual la sangre

Dudo haber ve -nido. 

Is altamente deseable, y esto no estaría de mas, que las mues- 

tras de sangre deberían obtenerse de todos los que estén in- 

volucradc1 en el caso particular. Esto puede ser rapidamente

procesado a traves de todos los sistemas de grupo como una



rutina, y los resultados usarse en la manera wntes, indica- 

da, para elaborar la selecci6n optima de trabajo a efectuar

sobre las manchas de sangre. 

Por la obtenr!i6n de muestras de sangre de un gran n,!arero de

sospechosos en un caso 4onde el criminal ha abandonado su

propia sangre en la escena ¿ el crimen, es posible ahorrar

ti(-mDo a la poliefa por elimínar a quienes no pertenecen al

sistema sangulneo ave.- ieuaOo. Este aspecte del trabajo se es- 

ta incre-rent&ndo, y el iborro de irterrogaciones y tiempo de

averiguacionez nljt! d s Ser rucho. 

s esencial un dilallado y cuidadoso registro de todo el

trabajo hecho, porque los errores son mucho mQ' s probíitles de

ocurrir por un simple error de. of--cira, que por el desarrollo

o ínterpretaci0n del trabajo experimental. 

Estos registros tambi--n constituyen un conociniento local

de las frecuencias de poblaci6n que pueden ser de vP.lor en

el futuro. 
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2. GMiERALIDADES. 

2. 1. Introducciono

Los metodos para la identificaci0n de manchas de sangre

están basados en la evidencia de celulas o en la de com- 

Duestos que son característicos de la sangres

a) Celulas rojas y leucocitos. 

b) HeT,oglobina y sus derivados. 

Este trabajo se ocupa de la evidencia del segundo punto

a traves de la técnica de electroforesis. Por eso se requie

re de revisar en seguida, los aspectos de la hemcglobina

relacionados al fundamento de la identificacion. 

2. 2. He.moglobina. 

Esta _'ormada por una proteIna ( la globina), y un compuesto

ferruginoso llamado hem. La globina consta de cuatro cade- 

nas oeptidicas, dos cadenas llamadas alfa ( 141 aminoacidos

cuya secuencia se conoce), y dos cadenas llamadas beta( 146- 

aminoacidos, tambiA-n de secuencia conocida), a cada una de

las cadenas se halla unido un resto hemo mediante enlace

no covalente. 

La molecula posee una estructura esferoidal compacta, cuyas

dimensiones son( 6. 4X5. 5X5. 0 nm.). El peso molecular" es de

ada cadena Dosee una con' 68 000. V Lormaci0n irregularmente

plegada, en la que ciertos tramos de regiones helicoidales

alfa puras, se encuentran separados por curvaturas. Llas cade

nas alfa y beta poseen alrededor de un 70 % de caracter hº

licoidal. 
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Las cadenas alfa y beta son muy semejantes entre si en su

estructura terciaría la cual está constituida por longi- 

tudes semejantes de helíce alfa con curvaturas aproximada

mente de los mismos ángulos y direcciones. 

En la hemoglobina hay muy poco contacto entre las dos ca- 

denas alfa y entre las dos cadenas bata, pero sonnumerc>- 

sos los contactos (le grupos ft entre los pares pertenecíen- 

tes a caderias diferentes. 3,esulta de e- pecial interés la

localízacion de los cuatro. grupos hemojuno en cada subuni- 

dad, que anen las cuatro moléculas de oxfCent>. Estos grupos

hemo son moleculas planas en las cuales los atomos de hie- 

rro forman complejos de coordinaci6n planares cuadrados y

se hallan muy separados unos de otros y situados a diferen

tes angulos relativos Cada uno de ellos se halla parcial- 

mente envuelto en una bolsa Zorrada por grupos R no pola- 

res. El quinto enlace coordinado de cada atomo de hierro se

establece con un nítrogeno, imidaz6lico de un resto de his- 

tidina de la mol4cula pepM'dica. La sexta posici0n quede

disponible para su coordinaci&n con una molécula de odge- 

no. E-dste una cavidad central dentro de la molécula de be- 

moglobina, forrada con grupos ft polares. 

Estructura cuaternaría
de la hemoglobina. 

Caden. 

C. dtr,a ja

Cod-., t
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Estructura Primaria y Secuhdaria de las cadenas de Dolipeptidos
de la Hemoglobina. 

CD1

Secuencia de amino- 

Pria

Secuencia de amino- 

189 His Asp Asp Asp 94CD2 1 44 Pro Glu Asp Glu

acidos. 

FG2 1 90 LVS LYS

a Nwis, 0 e

His I Sew

Phe I Phe

a

See

Phe

44

45
FG3

FG4
1 91
1 92

Lou Lou

Arg His

Lou

His

Lou

His

96

J7
CD5 4 7 Asp Gly Gly Gly 46

NAI I Val Val Gly Val I 1 01 150 His II The See See 50 : 

NA2 I 2 Lou HisI His His 2 1 U2 51 Gly Pro Ala Pro 51

NA3 I I Lou Phe Lou 3
11

03 Asp See Asp 52

At 3 Set . The The The 4 : 
D4 Ala Ma Ala 53

A2 4 Pro pro Glu Pro. 5
05 1 1 Val lie Val 54

A3 5 Ala Glu Glu Glu 6
D6 Met Met Met 55

A4 6 Asp Glu Asp Glu 7
D7 Gly Gly Giy 56

A5 7 Lys Lys Lys Lys 8 El 52 See Asn Asn Zn_ 5 7
A6 8 The See Ala The 9 E2 153 Ala Pro Pro Pro 58
A7 1 9 Asn Ala The Ala 1 0 1 E3 54 Gin , Lys Lys Lys 59

A8 10 Val Val lie Val 1 1 1 E4 55

i
Val , Val Val Val 60

A9 I I Lys The The Asn 12  I E5 56 Lys - LYS Lys Lys 61

AlO 2 Ala Al . See Ala 13 ! E6 57 Gly , Va Ala Ala 62

All 13 Ala Lou Lou 14 E7 58 His His His His 63
Al2 14 Try Try Try Try 15 E8 59 Gly Gly Gly Gly 64

A13 1 15 Gly Gly Gly Gly 16 E9 160 Lys Ly5 Lys -, Lys; 65

A14 16 LYS Lys Lys Lys 17 Elo 61 Lys Lys Lys Lys 66

A15 1 7 Val Val Val Val 18 Ell 62 Val Val Val Val 67

A16 18 Gly E12 63 Ala Lou Lou Lou 68

ABI 19 Ala
E 1 3 64 Asp Gly The Gly 69

E14 65 Ala Ala See Ala 70
91 20 His Asn Asn Asn 19 1E 5 66 Lou Phe Lou Phrt 71

B2 21 Ala - Val Val Val 20 ! ! E16 67 Ti Se, Gly Ser 72

83 Gly Asp Glu Asp 21 i E17 68 Asn Asp Asp Asp 73 1

84

22

23 Glu Glu Asp Ala 22 EIS 69 Ala Gly Ala Gill, 74

85 24 T,,- Val Ala Val 23 E19 70 Val Lou ite Lou 75

B6 25 lv. I Gly Gly Gly 24 E20 71 Ala I Ala Lys Ala 76

B7

88

126
27

Ala Gly
Glu Glu

Gly
Glu

Gly
Glu

25

26
EF1 72 His I His His His 77

B9 28 Ala Ala The Ala 27
EF2 73 Val Lou Lou Lou 78

79
810 29 Lou Le. Lau L 28

EF3 74 Asp Asp Asp Asp

Bil 30 Glu Gly Gly Giy 29
EF4 75 Asp Asn Asp Asn 80

812 31 Arg Arg Arg Arg 30
EF5 76 Met I Lou Lou Lou a, 

813 i 32 Met Lou L- Leu 31
EF6 77 Pr. Lys Lys Lys 82

314 1 33 Phe Lou Lau Lou 32
EF7 78 Asn Gly Gly Gly 83

815 34 Lou Val Val Val 33 1 1
EF8 79 Ala I rhr The The 84

816 35 Ser Val Val Val 34, j  Fi 89 Lou I Phe Phe Phe 85

C1 36 Phe Tyr Tyr Tyr 3 5
F2 1 81 See I Ala Ala See 86

C2 37 P' o Pro Pro Pro 36
F3

1
82 Ala I Th, Gin Gin 87

C3 38 Th, Try Try Try 37 I
P4 83 Lou I Lou Lou Lau 88

C4 I 39 Tbf_  The- The The 38 1
F5

F6

84

85186
S r S!, 

A: p G' lu

See

Glu

see

Glu

89 1

90
C5

CIS

t 40
41

Lys Gin

I:hc I Arg
Gin

Arg

Gin

Arg

39 11
40 ' 

F  

Lau La. Lou Lou 91 1

C? 42 Tyr i Phe Phe Phe 41 I
187 His ; His His His 92 , 

I F9 88 Ala I Cys Cy% Cys 93

CD1 143 Phe Phe Pria Phe 42
FG 1 189 His Asp Asp Asp 94CD2 1 44 Pro Glu Asp Glu 43

FG2 1 90 LVS LYS LYS Lys 95
CO3

CD4

45

46

His I Sew

Phe I Phe

See

Phe

See

Phe

44

45
FG3

FG4
1 91
1 92

Lou Lou

Arg His

Lou

His

Lou

His

96

J7
CD5 4 7 Asp Gly Gly Gly 46

CD6 48 Leu Asp Asn Asp 47
FG5 93 Val Val Val Val 98

CD7

149
See Lou Lou Lou 48

CD8 See See bar 49



W, 

Continuaci6n) 

Secuencia de amino Rcidos. 

H* IAK = At a , 0 IF S a

a 1 4 Asp Asp Asp Asp 99

G 2 5 Pro Pro Pro Pro 100

G3 go Val Glu Glu Glu 101

G4 97 Asn Asn Asn Asn 102

G5 98 Phe Phe Ph@ Pho 103

G6 1199 LY2 Arg LYS Arg 104

G 7 00 Lou Lou Lou Lou 105

G8 1101 Lou Lou Lou LOU 106

ng 102 Set Gly Gly Gly 107

GIO 103 His Asn Asn Asn 108

GII 1104 Cys Val Val Val 109

G12 1 05 Lou Lou Lou Lou 110 1

G 1 3 06 Lou Val Val Val III I

G14 107 Val CVS Thr Cys 112

GIS 108 Thr Val Val Val 113

G16 109 Lou Lou Lou LOU 114

G17 110 Ala Ala Ala Ala 1 15

G 1 8 1

112
Ala H lie Arg 116

G19 His Hi : His Asn 117

GHI 113 Lou Ph@ Phe Phe 118

GH2 I I 4 Pro Gly Gly Gly 119

GH3 115 Ala Lys Lys Lys 120

GH4 ills Glu Glu Glu Glu 121

GH5 1117 Phe Phe Phe Phe 122

H 1 118 Thr Thr Thr Thr 123

H2 1119 Pro PrG Pro Pro 124 1

H3 1120 Ala ; Pro Glu Gin 125

H 4 ii 121 Val Vai Val Met 126

H5 122 His Gin Gin Gin 127

6 123 Ala Ala Ala Ala 128

7 124 Set Ala Se, Ala 1213

H 8 125 Lou ; Tyr Try Tyr 130

H9 126 Asp 1 Gin Gin Gin 131

HTO 127 Lys Lys Lys Lys 132

Hit 128 Phe ; Val Met Va 33

H12 i 129 Lou Val Val Va; 1134

H13 1130 Ala Ala Thr Ala 135

HT4- 131 Ser Gly r 1,, Gly' 136

His 132 Val Val Val Val T37

H16 133 Set Ala Ala Aia 138

H17 134 Th, Asn set Asn 139

H18 1135 Val Ala Ala A[& 140

H19 1 136 Lou Lou Lou Lou 141

H20 137 Thr Ala Ser Ala 142

H21 138 Ser , His Se, His 1 43

HC1 139 Ly. Lys A, g Lys 144

HC2 140 Tyr Tyr Tyr Tyr 145

HC3 141 - Arg His His H' s 146

Ala en E 14 ( 136) en las cadenas
gamma y delta pueden ser varian- 
tes normales. . 

Los aminoacidos se indican por
el cOdigo de tres letras. 

Aminoaccidos sin Cargá: Gly, Ale,. 
Val, Leu, Ileu, Gln, Asn, Met, Cys,' 
Phe Tyr, Try, Pro, Ser, Thr. 1 , 

Aminoacidos cargados: Aspi(_1) 
Glu(- 1), Arg(+ 1) Lys(+ 1) His(+ 1) 
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2. 3. TiPOs de Hemoglobina. 
Si el orden de aminoacídos en la cadena peptIdíca, difiere

de las variedades alfa o beta habituales, o si se deja de

formar una cadena, o se produce una recombinaci0n. anOMala

se producen hemoglobinas anormales. 

La hemoglobina de un adulto nor:iial contiene dos cadenas

alfa y dos beta, su estructura se simboliza a2B'2 gen cir- 
cunstancias anormales las moleculas de hemoglobina se rea- 

socian formando oligomeros a4, B4, aB3, a 3B. 
Se han observado tres típos de hemoglobínas normales y va- 
rias anormales. 

Las variedades normales de hemoglobina contienen cinco di-.; 

fere- tes tipos de subunidades de globína que existen en la

sansré normal en uno u otro estado de la vida. Se designan

con. letras griegas de la alfa a la epsilon; 

Clase Nombre F6rmula Edad en que esta
presente. 

Hb. embrionaría Gower 1 E4 Predomina en los
primeros 2 meses
despues del 39, 
desaparece. 

Gower 2 a22:2

Hb. fetal Hb, F a2g2 Predomina en la vi- 
da fetal, declina
rápido después del
nacimiento a menos
del 2%. 

Hb.' adulta. Hb -A a2B2 Detectable aun en
gestacíÓn, predcmi- 
na postparto. 

Sb -12 d2a 2 Aparece en vida fe- 
tal tard1a existe
durante la vida en
cants. menores de
3. 7%. 
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Hb -A. -La Hb. A, es la mIs importante de las hemoglobinas del

adulto normal. Las cadenas de Dolipéptidos de la. parte glo- 

binica de las moleculas son de dos tipos: dos cadenas -alfa

idéntícas, cada Vna con 141 aminobidos. Cada cadena esta

ligada a un grupo Hem. La molecula es elipsoldal con los

cuatro grupos Hem, en su superficie donde funcionan combi- 

nandose reversiblemente con oxIgeno o dióxido de carbono. 

Hb. A2( a d2 2): La Hb. A2 constituye del 1. 5% al 3. 5 í2 de la

hemoElobína del adulto nbrmal. Sus dos cadenas alfa son i- 

guales que en la Hb. A y en la Eb- F. 

Sus dos cadenas delta difieren de las cadenas beta en só- 

lo ocho de sus 146 aminoacidos. La determinaci0n cuantita- 

tiva ha adquirido importancia ya que en ciertos tipos de

talasemia la Hb.. A2 esta alterada por elevacion. 

Hb. k3 : La Hb, A3 comprende 5- 15% del total de la Hb del

adulto. En electroforésis de papel a pH alcalino, se trans- 

porta ligeramente m4s rapido qUe la HbA Esta caracterizg

da por un complejo extraglutation en la cadena beta y es

probablemente resultado de la edad. 

Hb -P : ( a2g2) Es la hemoglobina principal del feto y del

recíen nacido. La afinidad aumentada para el oxIgeno' de la

sangre fetal con respecto a la sangre adulta no se debe a

la hemoglobina en si, síno probablemente al medio ambiente

de los hematles

De-sde hace más de 100 años se sabe que la hemoglobina fe- 
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tal es distinta de la adulta. Las dos cadenas alfa son i- 

déntícas a las de la HbA, y las dos eàdenas gAmma con 146

aminoacidos, difieren de las cadenas beta. Durante la vida

fetal predomina la Hb- F, ya que la producci0n de las cade- 

nas alfa y de las cadenas gamma es alta. La producci6n de

la cadena beta empieza antes de las 20 semanas de la vida

prenatal, de manera que la HbA es del 10% del total entre

las 20 y las 35 semanas, y del 15 al 40% a la hora del par- 

to. Despues del nacimiento se producen cantidades más pe- 

que?las de Hb- F, a los 1+ meses la HbA corresponde al 90 o

95% del total. SOlo indicios de Hb- F( menos del 0. 5%) se en- 

cuentra en los adultos. 

Hemoglobina& embrionarias: Hb Gower- l(E4) y Hb Gower- 2( a2E2) 
Se han encontrado dos hemoglobínas distintas en los fetos

humanos normales con un tierico de gestaci6n de menos de

tres meses, ambas contienen una cadena polipeptidica ( E) 

distinta de las cadenas a, B-, g, d. Una vez que la producci6n

de las cadenas gamma haya llegado al maximo en la primera

parte de la vida del feto, cesa la producci0n de la. cadena
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Las Hemoglobinas anormales se distinguen de las normales

por la constituci0n de sus cadenas peptidicas, basta el so- 

lo cambio de un aminoacido para que se formen hemoglobinzE

anorma.lesCHeToglobiropatlas). Estas hemoglobinas- se desig- 

nan con letras del alfabeto: 

Un ejemplo de hemoglobina anormal, lo constituyo? la hemoglo

bina 8, que produce la denominada anemia falciforme; difie- 

re Cíe lil hernoglobina normal en solo un resto amínoacido

del de la hemoglobina A, y de ahi que la movilidad electro- 

foretica de la hemoglobina de las celulas falciformes di- 

fiera ligeramente de la de la norwal.' 

Existen otro tipo de anormalidades en las hemoglobinas, lla

madas talasemias, en las que las cadenas de globina son de

estructura norrnaljpero la tasa de produccion de ur, tipo de

cadena pnliDeptidica es inferior a la normal. Por eso en la

electroforesis, las distintas hemoglobinas aparecerlIn o no, 

1o se ve -ran disminuidas segur, la produccion de la cadena de

polípolptidos de la hemoglobina. 



17

Hemoglobinas Variantes Resultantes de la Sustitución de
un amino¿cido. 

knormalidad

ue

Variantes en cadena Alfa. 

Nombre Posicion y sustitución < 

Aida 61+( E 13) Asp__.,. Asn
Ann Arbor 80( F 1) Lou_,, Arg
Atago 85( F6) Asp_,, Tyr

Beiliason igual a L Ferrara
Bibba 136( 1119) Leu___., Pro
Broussais 90tk2) Lys—;

0
Asn

Bud& 61( E10) Lys--.. Asn

Chad 23( B4) Glu
Cheasapeake 92( FG4) 

Lys

Arg: 7.- Lou
Chiapas 114( GH2) Pro Ar& 
Columbia igual a L Ferrara
D. St. Louis igual a G Philadelphia
D. Washington igual a G Philadelphia
Dakar 1120 19) His Gln
Denmark Hill 95 ( G2) Pro Ala
Etobicoke 84 ( F5) Ser_,,Arg
Fort Worth 27 ( B8) Glu Gly
G Audhali 23 ( B4) Qlu-'

4' 

Val
G Azuokoli igual a G Phiradelphia
G Bristol igual a G Philadelphia
G Chinese 30 ( B 11) Glu___. Gln

G Georgia 95 ( G2) Pro Leu

G Hong Kong igual a G Chinese

G Honolulu igual a G Chinese
G Norfolk 8 5 ( F6 ) Asp___.,. Asn

G Philadelphia 68( E17) Asa Lys

G Singapore igual a G Chi7 e

G Taichung igual a Q Thailand
Hasharon 1+ 7( CD5) Asp His

Hikoshima igual a Shimo-n-o"seki
Hopkins - 2- 1 112( 0 3. 9) His Asp
I 16( A14) Lys---' Glu

I Interlaken igual a J 0 x ? o--r'od
J Abidjan 51( CD9) Gly__,. Asp
J Capetown 92( FG4) Arg Gln

J Medellin 22( B3) Gly --
40' 

Asp40 - 

J Oxford 15( A 1) Gly Asp
J Paris 12( AlO Ala Asp
J Paris -2 igual a M4xico
J Itajappen 90( FG2) Lys_ fs. Thr
J Sardegna 50( CD8) Hi S ---- O- Asp
J Tongariki 115( GH3) Ala_._4. Asp
J Toronto 5( A3) Ala Asp
Kagoshima igual a Worfofk-" 
Knoxville -1 igual a G Philadelphia

knormalidad

ue



Continuaci4a.1

Kombre

L Ferrara
L Persian aulf
Lapin
M Boston

M Gothenburg
M Iwate

M Kankakee

M Osaka
Mahidol
Manitoba
Memphis

M4xico
N

0 Indonesia
0 Padua

Q India
Q Iran
Q Thailand
Itampa
ftuss

Sealy
Setif
S

Sinai
Singapore
St7inleyville- 2
Tagawa- 1
Tagawa- 2

Torino
Ube - 2
Um i
Yukuhashi- 2
Zambia

Abruzzo
Agenogi
Bethesda
Bor4s
Brigham
Bristol
Bryn Mawr
Bucuresti
C

Casper
Christchurch
D Bushman
D Chicago
D Cyprus
D Ibalan
D Iran

18

Varíantes en cadena Alfa

Posici0n y sustituci0n
1+ 7( CD5) Asp___.,, Gly
57(- 76) Gly _ Arg
29( B10) Leu--: Val
58( E7) His= Tyr

9> 

igual a M Boston

87( F8) Hi S__& Tyr
igual a M Iwate

igual a M Boston

igual a Q ( SE Asia) 

102( G9) Ser . Arg
23( B4) Glu---.,. Gln

51+( E3) Gln —

Tk
Glu

igual a Norfo
116( GH4) Glu Lys

30( Bll) Glu—. Lys

61+( El3) Asp— His

75( W4) Asp-_-:; Hís

71+( EF3) ASP His

95( G2 Pro--, Ser

51( CD9) Gly_ 1, Arg
igual a Hasharon
94( G1) A. -p___,, Tyr

51-( E3) Gln , Arg
9 1: G2) Pro Arg
llua1 a Ha sFaron

lk'IC) Arg___.,. Pro
78( E1?7) Asn_,,. Lys

igual a Broussaís
igual a L Terrara
1+ ( CD1) Phe Val
6¡( Ll7) Azn ?' Asp

igual a L e-rrara- 

igual a L Ferrara
60( E9) Lys____,, Asn

Anormalidades

1Nznc i ona 1 e S - 0
u

ue

0 c

Variantes en cadena Beta

143( H21) E¡ S---> Arg
90( F6) Glu . LFa e

145( HC2) Tyr Hi s E
88 ( Y4) Leu~-, Arg Ue

100( G2) Pro Leu E
67 (Ell) Val---" Aspo. Ue
85( F1) Phe --- b» Ser Ue
1+ 2( CD1) Phe --

w
Leu Ue

6(
AJ) 

Glu L 5 A
106 ( G Le- Pyro Ue

71( E15) Phe Ser u

16( A13) 
igual a

Gly Arg
DP íi-j-at

igual a D Punjab
37(-' 3) Thr— Lys
22( B4) GluZ; Gln
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Continuaci6n) Variantes en cadena Beta
Anormalidades

Nombre Posici6n y sustituci6n , t Yuncionales t
D Portugal igual a D Punjab
D Los Angeles igual a D, Punjab
D Tlun ab 121 ( GHI+) Glu Gln
Deer Lodge 2( NA2) His & Arg
Dhofar 58( E2) Pro_., Atg
9 26 B8 Glu----,, Lys c

E Saskatoon 2234 GlU L3rs

G Accra 79( EF3) Asp Asn
O'

AsnG Cophenhagen 47( CD6) Asp 0

G Coushatta 22( B4) Glu Ala
G Galveston 43( CD2) Glu' Ala

G Hsi- Tsou 79( H3) Asp *
1, 

Gly
G Makassar 6( A3) Glu __.

4b

Ala

G Port Arthur igual a G Galveston
G San Jos4 7 ( A)+) Glu Gly
G Saskatoon igual a G Cou-sh-atta
G Szuhu O( EF4) Asn___, Lys

G Taiwan -Ami 25( B7) Gly '

IF, 
Arg

G Texas igual a G Galveston

Genova 28( BlO) Leu_ . Pro U

Gi fu igual a G Szuhu
Hammersmith 42( CD1) Phe Ser UC

Hijiyama 120( GH) Lys _::. Glu

Hikari 61( E5 Lys__.,. Asn

Rirose 37( C3) Try___,,. Ser E

Hiroshima 146( HC33) His . Asp E

Hiroshima igual a Hijiyama
Hofu 126( H4) Val Glu
Hope 136( H14) GlY Asp0. 

Hopkins -1 igual a N Baltimore
1 High Wycombe 59( E3) Lys 10 Glu U

I Toulouse 66( ElO) Lyt Glu U

Istanbul 92( FA) His Glu

J Baltimore 16( Al ) Gly Asp
J Bangkok 56( D7 dly Asp
J Cambridge 69 (Fl 3) Gly ---.40 Asp
J Iran 77( Efl) His Asp
J Ireland igual a J Baltimore

J Kaohsiung 59( E3) Ly Thr

J Korat igual a i Bangkok

J Meinung igual a J Bangkok

J Taichung 129( H7) Ala — Asp
J Thailand igual a J Banjg-k-b-k
J Trinidad igual a J Baltimore

Jenkins ival a N Baltimore
K Ibadan CD5) Gly Glu

K Woolwich

Kansas

132( HlO) 
102( G4) 

Lys Gln

Asn Thr

Cu. 

E

Ker,psey 99( Gl) Asp Asn

Kenwood 143( H21) Hi s --- Ib- ASD
Fa-.artoum 124( H2) Pro Arg

4- 
u

Koln 98( FG5) Val Met Ue



ContinuaciOn) 

Nombre

Korle Bu
Liberian -1
Little Rock
Lousville
M Aki ta
y! Chicago
M & ory
M Hyde Park
M Kurume
M Milwaukee
M Radom

M Saskatoon
Malmo

N Baltimore
N New Haven
K Seattle
Nagasaki
New York
0 Arab

Oak j% idge
Ocho Rios
Olmsted
Olympia

Osu Christianborg
P

Perth

Peterborough

Philly
Porto Allegre
Rainier
Richmond
Aiverdale- Bronx
Rush
S

Sabine
Saint Etienne
St Louis
San Diego
Santa Ana
Savannah
Seattle
Shepherds Bush
Siriraj
Sogn

Southhampton
Sydner
Tacoma

Taipei
Ta - Li
Tokuchi

Variantes en cadena Beta

Posici6n ir sustituci6n 91

73( E17) 
inal a B

1 3( H21) 
2( CD1) 

igual a Y, 

igual a M
igual a M

92( F8) 
igual a M

7( Ell) 
igual a M

3 ( F.7) 
97 ( FGI+) 
95(? G2) 

iival a J

l(21,9
17( A15) 

113( G15) 
121( GHI+) 
igual a D

52( D3) 
141 (H19) 

20 ( B2) 

52( D3) 
117( G19) 

32( B14) 

111( G13) 
35( Cl) 

9( A6) 

102( G)+) 
24( B6) 

101 ( G3) 
6( A) 

91 ( F7
92( IP8) 
28 ( BIO) 

109( G11) 
88( 1? 4) 
24( B6) 
76 ( E20) 

74( E 18) 

7 ( A)+)  
14( All) 

106 ( G8) 

67 ( Ell) 
30( B12) 
22( Bl+) 

8MEIF 7) 
2( NA 2) 

Asn

Baltimore
Hi Gln
Phe Leu

Hyde Ta-rok
Saskatoon
Saskatoon

His — Tyr
Saska oon

Val. , Glu
Saskatoon

Hi s_____, Tyr
His Gln
LFs Glu

Baltimore
Glu

Lys— Glu
Val Glu
Glu. Lvs

Punjab

Asp Ala
Leu___.,, Arg

Met

Asp--.,, Asn
Hi Ar g
Leu Pro
Val Phe
Tyr Phe
Ser__.. Cys
Tyr Gy S
A sn___.,. Lys

Gly , Arg
Glu Gln
Glu Val
Leu Pro
Eis --

I. 

Gln
Leu Gln
Val Met

Leu
i

Pro

Gly Val

Ala Glu

Gly Asp
Glu Lys
Leu --

O, 

Arg
Leu---.,, Pro
Val Ala

Arg Ser
Glu -- Gly
Gly__Z Cys
Hi Tyr

Anormalidades

uncionales t

E

UC

Mu. 

Ue
U

u
Ue
u
9
u
u
U^ 
Ue



21

Continuaci6n) 

12( A9) 

Variantes en cadena Bota
Nombre Posici6n y sustitución t

Ube - 1 Igual a K51n
Wien 130( H8) Tvr Asp
Yakima 99( G1) A P' His
Yoshizuka 108( G10) Asn__

0 Asp
Ypsilanti 9901) Asp' Tyr
Yukuhashí Igual a Dhofar
Zurích 3( E7) Hi S---, Ar g

Variantes en cadena Gazima

F Alexandra 12( A9) Thr Lys
F Dickenson 97( FGI+) His Arg
F Full 121 ( GHI+) Glu---* LYS
F Jamaica 61( E5) Lys Glu;( 136 Ala) 
F Malta 117( G19) His Arg;( 136 Gly) 
F Texas I 5( A2) Gl Lys
F Texas II 6( A3) Glu Lys

Variantes en cadena Delta

Anormalidadeb
Funcionales Af

U
9
c

E

Ue

A2 16( A13) Gly___.,, Arg
B2 Igual a A2
Babínga 13 ( H14) Gly___* Asp
Platbush 22( B4) Ala Glu
NYU 12( A9) Asn- Lys
Indonesia 69( E13) Gly——> A g
Sphakía 2( VA 2) Hís___, Arg

t El numero Secuencial se da con el numero en paréntesis

Ti Anormalidades
Funcionales : Agregación ...................... A( severa), a( media). 

Inestable ........................ U( severa), u( media). 

Afinidad aumentada
por el oxígeno .................. E( con eritrocitocis). 

e( media). 

Afinidad disminuida
por el oxígeno .................. C( con cianosis). 

c( media) 
Methemoglobinemia ............... M



2. 4. ffemogI->b¡ nas en Aniralas. 

Existen` variaciones en la secuencia de proteInas homOlo— 

gas segun la especie. La inforracíO.n comprensiva sobre

las secuenci) z, i de amíti,33Lcidos en protefnas hom6logas de

diferentes especies$ha mostrado que algunos residuos de

aminnacidos en posiciones espeofficas de proteínas 1-,OM¿— 

logas, son rel3tivamente ínva.rianter» en todas laz4 espe — 

cies y son identicos o reemplazados solo infrecuerit6meu— 

te. Uns proteInas h,-->-,a6log-,is tambien contienen residuos

variables, generalimente la mLyorfa de esos resIduos en la

e-adena, la cual varfa mas ampliamente de una especi(-j a C— 

tra y en la cual varios aminoacidos diferentes pue¿er,. 

ser reemplazados por otros. 

Lys térrínos hamología y analoefa son tambign aplicados

a las estructuras moleculares de sus constítuyentes celu— 

lares. Las moleculas de Hemor- lobina rle diferentes especies

de vertebrados, contienen similares secuenclas de am3noací— 

dos que pueden llamarse mol4culas haciólogas. En contraste,, 

hemoglobina y hemocianina son mol4cuIns anAlogas por su

funci6n similar ( Transporte de OxIgeno ), pero difieren

considerablenente en su estructura molecular. 

Entonces la hernoglobina, de animales superiores esU rela— 

cionada pero no es idéntica. En ínvertebrados, otros, pígmen— 

tos pueden tomar el lugar y funci&n de hemoglobina. 

La hemoglobina se encuentra distribuida en el Phylum del

reino animal, lle.vando a ser mSs importante en los más e— 

volucionados. En ellos, el pigmento, se encuentra como mio— 

hemoClobina en mi1sculo, y como hemoglobina en erítrocít* s. 
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La los vertobrados ads' prlmítivossel mdsculo del coraz6n

es prácticamente el ánico másculo que ., ontiene dAoAemo - 

Clobina. un ninguno de los Vertel-Cados se encuaritra nor - 

malmente la hemoglobina libra en la zangre. 

la invertebrados es raro la preseacia de hemo&lobína en

másculo, ha3ta ahora sOlo ha sido reportado en unas cuan- 

tas e.epecies. Zia íjastrophilus larvae el pigmento sa en - 

cueitra en células especiales conocidas como c¿lUas

traqueales las cuales Drobablemente se origintui de cuer- 

pos celulazes una víariaci ri e" el sistema

circala-torio, es-i 1-, ej(Loi;lo'u-Lra se halla a Yvees en corpus - 

culos y a vuces en soluci6n física como hemocianina. 

be Lan observado otros pigmentos como Glorocruoriria, 

í rítrocruorina, en invertebrados que difiereu de las & lo- 

bínas de ma.-jíferos.( Ver isquema en la siguiente página). 

P3r otro lado, han sido determinados los rasiduos 2- ter- 

uinales de hezLogloLinas de aa iU.'Cc.ro Le direrentes espe- 

cies de animRles superí ores. Consideralo! es dl:rerenel.as de

las especíes, fueron evídeates pDr lS. aaturaleza de los

residuos ií- terniiales, y en el r.dr, ero de c¿Uenas de polli- 

pCptido3 presentes. 

in el caso de Hemoglobina de caballo que se ha esz;udiacn

más en detalle, kvtlr residuos valil- ti- terrr.Inales ( seis)» yd

as¡ seis cadnas de polí- Iptidos atiertos. Pus interesante

notar que el contenido de cistina, no es mfks que tres re- 

Aduoslasi que ali:unos de las cadonas deben estar unidas

por otro tipo de uni6n cruzada. 
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Esquema.( Distribucíon Biol6gica de Hemoglobinas ). 

Phylwx Pigmento

Protozoarios Hemoglobina en el citoplasza

Nematodos Kritrocruorina er, la cavidad
del cuerpo
Miohemoglobina en la pared

del cuerpo

A Udosné 
Britrocruorina en el Plasma

Clorocrucrina. 

Artr6podos y rritrocruoríni en el plasma

CrustReeos

Insectos Eritrocruorina en el plasma

Moluscos gritrocruorína en el plasma

Britrocruorina en corpásculos

Miohemoglobína

Cordados y Hasta ahora no. se ha encontrado
Protocordados ni hemoglobina ni mioglobina

Vertebr&.flo£ Hemoglobina en corp1sculos

Miohemoglobína presente en las - 
ordenes inferiores como peces, 

anfibios y reptíles, la maYorl& 
en ¡ ausculo card1aco ) 
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La Hemoglobina de caballo es aproximadamente cuatro veces

la medida de la mioglobinalteniendo un peso molecular de

66 000, y formada por cuatro cadenas identicas quimicamente

en pares: dos alfa -y dos beta. Cada cadena tiene un grupo

heme y uno sulfhídrilo facílmente reactivo en la cadena be- 

tappeDo mucho menos en la cadena alfa. La molécula tiene

una forma esferoidal aproximadamente, de dimensiones 64X55150 - 

Las cuatro cadenas densas corresponden obviamente a las

cadenas separables quinicamente. Los grupos heme se encuentran

en cavidades en la superficie formada por pliegues en las

cadenas de polipéptidos. Las cuatro subunidades están arregla- 

aas casi tetraédricamente. 

Hemoglobina Peso Molec. Residuo N-Sr— 
N- terminal por Molec. 

Caballo, Asno) 66 000 6

Buey, Borrego, Chivo) 66 000 Valína 2
Metíonina 2

Hemoglobina - Adulto- 66 000 Valina 5

Fetal- 66 000 Valína 2- 3
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Patrones en la dntesis de '-' emoClebina relacionados a

cambios en las 11neas celulares eritropoyéticas durante
el desarrollo fetal. 

Especie
Embr-i6nica

Unea Celular

Hemoglobina

Rat6n Fli ( XY) 
Sll( ay) 
Elll (aZ) 

Humano Gower 1 ( E) 
Gower 11 ( aE) 

Portland 1 ( E, g) 

Conejo E 1 ( XE) 
EU ( aE) 

Definitiva

Femoglcbir-- 

A( alfa,.. Beta) 

F ( a, gamma) 
A( a, B) 
A ( a , B', 

A( a, B) 

Pollo 9 A( a?) 
P ( a -A?) 

RarLa Tipo I
Tipo II
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2. 5. Separaci6n e Identificaci6n de Hemoglobinas. 

Humana y Animal ). 

Con lo visto en los puntos anteriores, es claro que podemos

aprovechar las diferencias de las hemoglobinas en favor de

la ídentificaci6n de las manchas de sangre como un auxiliar

valioso en este problema. Uno de los métodos mJs adecuados

en este caso es la Electroforesis. La tecnica usa la migra- 

ci6n de moléculas cargadas en un cQrapo electrico. la raigra- 

ci6n puede ser al anodo o al catodo segun la medida, forma, 

carga neta de la -aolt'cula, y la naturaleza del medio usado. 

La carga puede ser alterada por cambiar el pH de la solu- 

ciOn, y esto hace posible seleccionar las condiciones 6ptí- 

mas para la separací& electrolforItica. de diferentes hemo- 

globinas. 

Las moléculas de la hemoglobina en una soluci6n alcalína

tienen una carga negativa neta y se mueven hacia el anodo

a una velocidad proporcionw1 a la fuerza de su carga. 

Una gran variedad de métodos son apropiados, ellos difieren

uno del otro en la naturaleza del medio de soporte, el bu- 

ffer, el aparato y otros detitlles metodolOgicos. Las técnicas

basadas en papel filtro com.o medio de soporte,- Iueron

l.iiz prireras que se usaron rara electrofor1sís, sin embargo

el método presenta resoluci n mis pobre y es incapaz de de- 

mostrar la Rb- A2, además de la dificultad de cuantificar por
este método. 

La electroforisis en gel de alnid0n rápido lleg6 a ser el- 
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ja¿ todo de eleccion er- laboratorios de investigaci6n por

su sensibilidad y su superior defínici6n de zonas. Mucha

de la informacion adecuada respecto de las P? OPiedades

electrofór4ticas de las variantes de la hemogj-obína, se ob- 

tiene con el =¿todo del gel de almídor..No obstante también

es laborioso, y el tiempo de migraci6n es largo para la ma- 

yorra de los laboratorios de rutina. 

Los mas sencillos y comiines emplean lt,-2branas de acetato de

celulosa, para la cual muchos tipos de equipos son adecuados

coicereli,l,-ltnte. 

Segur. el mAto¿ o la técnica Dodra hacerse cuantitativa nor

elucion de las zonas, y medirse espectrofotom¿trícamente, o

cualquier otro : Zto.4o t-sneci;íl. 

n el siguiente capíta! G -- e rresentan las técnicas de elec- 

trofor4sis en detalle, de las qué se pueden utilizar en la

id.o- ntificací6n de la sangre, dindose wii ! Fpecial extensí6ri

en la tecnica de gel de almid6n, por considerarse la de me- 

jor resolu: i6n, pero no se puede prever la manera exz nte

en que se uen las tecnicas ya que esto dependerá absoluta- 

mente del caso que se trate, ya que puede ser suficiente el

uso de una sola técnica, segun lo requiera la averiguaci6n, 

o en veíltima instancia del tiempo con el que se cuente y el

material dinero, etc. 

Aparte de distinguir si la mancha es de sangre y si fuera el- 
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caso, que en la tipific9ci6n sanguinea entre V-?Lctima Y sos- 

pechoso fueran del mismo gru.P0, n0 ser a posible obtener u- 

na distincion entre ambos, a menos que se obtenga otra in- 

formaci6n por otros métodos Y como ser a, un diferente movi- 

miento electroforético de la hemoglobina y otras pruebas

adicionales que pueden hacerse, como elucion de una banda y

su cuantificacion, y distinguir una hemoglobina de otra co 

n, o seria. la Hb - A de la Hb -F que ser a de un recien nacido

o la Hb - A3 que se cree es producto de la edad, etc. 0 algu- 

na patolOgica Hb- S, Hb- C, Hb- D, Hb- E, Iáb- G, etc. en este últi áo

caso porejemplo se puede identificar Hb - S de la anemia fal- 

ci2:orPie cri las manchas de uno de los involucrados, suponien- 

do que se sospechara o no de esta anemia ( podria sospechar- 

se de ello en una. persona de color), entonces la electrofo- 

resis lo detectaria ínmediatarnente. As¡ deben intentarse

semejantes búsquedas o diferentes. Sinembargo el objetivo

de nuestro estudio se encamina a la Identíficacién del ori - 

en de la mancha de sangre, esto es, identifícar si se trata

de sangre humana o. de animal siendo esto muy importante en

la averiguacion. Esto es posible porque como hemos viste al

hablar de Iffemoglobinas de Humano y Animal, tienen estructu- 

ras anglogas o similares pero nunca Idénticas, y este obvia- 

mente producC movilidades diferentes en el. corrimiento elec- 

trofor¿tico basandose en el fundamento del método. 

También se ha querido presentar en este capftulo la posibí- 
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lidad de existencia de hemoglobinas anormales ppra cvIta-r

confusiones en el caso de presentarse durante el corriníen— 

to,&unque el probler-a se minimiza ya que se deben rov:rex

estIndires de he-coglcbinis hur-an&s normales o de

mal en el caso de sospechar de algur.o en eipeci&l, pero

siempre junto con el hemolízado de hrrano. 
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CAPITLULO III

3, T1,",",: 1Ck DZ ELECTROFORMIS. 

3- 1- Introducciln- 

3. 2. Buffera, 

3- 3. LlectroendOsmosis. 

3- 4. homoconeidad del Gel. 
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3. TÉCNICA DE ELECTRO-FORESIS. 

3. 1. Introducci6n. 

Muchos aspectos teoricos de la electroforesis se omitirán

ya que existe ya muc1no escrito al respecto, y solo se con- 

sideraran los factores que son realmente modificados en

la parte practica. 

3. 2. Bufi7ers. 

Ios buffers deben ser hechos siempre de reactivos anal- 

ticos y elaborados cuidadosamente. Los reactivos de grado

técnico nueden contener impurezas que afectarían ciertas

proteinas, o afectarlan desfavorablemente la actividad de

enzi.nas que pudieran desearse detectar. Un ejemD10 de ésto
1

fue el uso de TRIS( tris- hidroxiret-J-'-- r-,et4--lamixlp-) grado téc- 

nico que no era indicado para buffers. Esto ocasiono una

mala separaci0n en el caso de oroteinas del suero; esta fa- 

lla fue inmediatamente rectificada por cambiar el TRIS

producido especialmente para buffers. 

Los buffers hechos sin cuidado afectarán el pH y la movi- 

lidad del material bajo investigaci0n. Habiendo pesado los

componentes necesarios se deben llevar al volúmen requeri- 

do con agua destilada, y el pH debe checarse siempre. 

Si un buffer' va a Dermanecer a temperatura ambiente mas de

algunas semanas, es recomendable incluir un bacteriostático

gomo Timerosal( merthiolate) en 1 parte por 10 000. 
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Un bufíer como el de histidina ( para adenilato cinasa), es

particularmente sensible al crecimiento bacteriano que a- 

fecta la calidad de la senaraci6n. El bacterlostático usa- 

do no debe alterar el pH o la fuerza i0nica del buffer. 

Se ha visto que se usan innumerables sistemas de buffers

diferentes para varias investigaciones, y se ha' intentado

obtener un sistema de buffer universal, aplicabl=- a todas

las investigaciones. Hasta hoy no se ah logrado Los inten- 

tos que se han acercado más a la idea, aun no producen tan

buenos resultados co%o el uso de sistema buffer ir.divi~ 

dual. 

Se observa que los buffers se deterioran con el tie,i po, y

por eso se conservan a 0- 2ºC. en refrigeraci6n.A la prime- ra

sospecha de mala separaci6n el buffer se descarta y se prepara

un nuevo lote. Los

buffers se preparan normalmentea la temperatura am- biente (

18- 209C), sin importar la temperaturaa la que se - ran

usados,y todos los datos de pH dados para buffers son a

esa temperatura. La

fuerza i0nica ¿el buffer es la consideraci0n restante. Si

la fuerza ionica del buffer del gel es demasiado alta Se

produce una corriente alta para un voltaje dado,que concluye

en:(1) sobrecalentaMiento del gel y(2) mala se- paraci0n

de los componentes. El sobrecalentamiento puede
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romper el gel, precipitar proteínas causar pérdida de la

actividad enzimatica, y realzar la difusi,')n. 

Las cargas de las moleculas bajo examen atrae iones de

carga opuesta del electrOlito for,nando una doble capa que

tiende a oscurecer o enmascarar la carga en la molecula. 

Esta cana puede variar en espesor y esto depende de la

fuerza i0nica ( mu) del electrelIto o el buffer. 

As¡ con un electrolito de baja ( mu), la capa formada sera

agruesa Dero difusa, pero con una alta ( mu) la capa es del- 

gada pero densa, y la carga de la molecula se enmascara

rapidamente no dando oportunidad para que el campo electri

co tenga su efecto sobre la molécula. 

11Jon valores decrecientes de fza. ionica( mu), el espesor de

la doble capa aumenta A baja( mu), la cual es frecuentemen- 

te usada en electroforesis, una variaci6n en ( mu) puede

producir una diferencia considarable. 

Una definicion de fza. ionica( mu) se da en la siguiente

ecuaci6n: 

mu)= + 
IMV2

donde: M = Concentraci6n Molar

V = valencia de cada i6n o
radical. 

y- = sumatoria
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La movilidad electroforética, como ur. resultado de e. -te do- 

ble efecto de capa, es inversamente proporciona.l a la raIz

de ( mu) 

Movilidad = 1

El orden de fza. i0nica que se usa, esta entre 0. 1 y 0. 01. 

Las movilidades relativas de una proteina debidas a car, 

bios en ( mu), pueden ser calculados por ejemplo

cuando: ( mu) = 0. 1

3. 162

mientras que ( mu) = 1 Movilidad = 1

De esto se deduce cue bajar ( mu) del buffer, es lo rnejor. 

Sini--mba!, go hay otros factor'es involucrados como son¡ 

a. Precipitación de las oroteinas que son corridas. Algunas
proteinas requieren una alta fza. ionica, para mantenerse

en un estado soluble o m¿ vil. 

b. La inmunoprecipitacíón requiere una fza. i6nica alta pa- 

ra la agregaci0n de los complejos antigeno- anticuerpo, en
Un precipitado visible. 

e - Al bajar la fza. i6nica el espesor de la doble capa, au- 

menta la distancia de repulsi0n conduciendo a una mayor
difusi0n de las bandas. 



As¡ es claro que la elecci0n de la fza. i6nica del buffer

es un requerimientollo mejor es probar una serie de fzas. 

i6nicas para cada buffer, para ver cual es el que trabaja

mejor para las condiciones de laboratorio. 

Porejemplo en el sistema 6- fosfogluconato desI-Adrogenasa

el buffer se diluye 1: 15 para uso en el gel, ya que esta

diluci0n es la que trabaja mejor en el laboratorio Foren- 

Se2Y otro tipo de - laboratorios usan diluciones 1: 10 o
1: 20. 

Se recomienda que Si las Separaciones realizadas no son

tan buenas como debían serjun perueflo cambio de - Pza. J- 6- 

nica del buffer del gel debe probarse, y adoptar el más a- 
propiado a las condiciones individuales. 
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3. 3. Electroendosmosis. 

La electroendosmosis es una funci0n particular ,,el subs- 

trato o medio que se este utilizando y variara de lote a

lote del mismo medio. Tambien variara con el pA y la fuer- 

za ionica de! electrolito que se use . 

En un electrolito dado el medio de sopert—,tal como el a- 

gar, el en si mismo llevara alguna carga en sus moleculas. 

Y cuando se aplica el campo electrico, el agar tenderá a

moverse al anodo. Esto es practicam nte imposible, y as¡ o- 

curre un movimiento del agua en la direcci0n contraria. 

Este flujo del agua es en un pH ligerainente alcalino y su- 

cede en la mayorra de los geles, en direcci0n contraria a

las proteinas, que tienen que ir contra la corriente. Esto

detiene su movilidad aparente y de hecho proporciona a la

gamma globulina un movi!aiento hacia el cátodo en lugar de

su verdadero movimiento ligeramente hacia el anodo. .- 

Ello tiene sinembargo ciertos riesgos si la fuente de a- 

bastecimiento de agua en el gel en el extremo del Anodo

está completamente restringido, el gel se contraera en ese

lado. Y esto no s lo distorsiona mecanicamente el gel, sino

que incrementa la fuerza i6nica en esa 4rea, aumentando la

conductividad y todas las consecuencias que esto acarrea. 



39

Normalmente la electroendosmosis está dentro de llmites tq

lerables y no sólo es posible trabaj àr, si está presente, 

sino que también puede ser usada como indicador; si la elec

troendosmosis es excesiva habrá que reajustar todo el sis- 

tema. 
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3- 4- Homogeneidad del Gel. 

El campo electríco en una electroforésis esta deteriLinado

por el voltaje a través de sus extreiaos y la naturaleza

misma de la placa. Esta placa debe estar construida en for- 

ma que el campo sea homogeneo a través de la placa. 

En sistemas de buffers discontinuos, habrá ;.-.,or supuesto una

heterogeneidad en el enlace i6n acarreador i6n acarreado. 

Esto se arrastra a traves del gel y mejora la sepF-raci¿n. 

La heterogeneidad a mantener es algo mínimo que no afecta

a todo el gel sino parte de el solamente. 

La discontinuidad en la conductividad, parece ser la fuente

de error mas comán. SI una muestra se inserta en el con un

papel filtro y los sitios del gel donde esta la abertura

no encierran la rruel-tra ce- i-ec ta.-,,,izrite los resultados se- ' 

ran erroneos . F-1 uso de una muestra lfquída o en gel, in- 

sertada en un volumen grande, puede causar un gran cambio

en la fuerza i¿nica en esse Punt:o_,y causar efectos de cur- 

vatura en el corrimiento de la muestra. El corrimiento a- 

parece más arriba o mas abajo que en el centro de la mues

tra . 

Si se sigue el concepto de alteraci6n mínima del ge 1 al

insertar la muestra entonces las irregularidades intro- 

ducidasyserán mínimas y estarán sujetas a límites tolera- 
bles. 

La heterogeneidad tambien nuede introducirse por un gel
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mal preparado, por ejemplo un agar incompletamente fundido

L. 0antes de vert" rlo, o en un gel de almid5n con grumys. 
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3. 5. Equipo

Existe una amplia variedad de equipos costosos en el mer- 

cado. El equipo de electroforesis es más complejo y costo- 

so para la,s tecnicas actualmente usadas en el laboratorio

forer.se, y descrito en secciones posteriores. 

Si se requiere de una cuidadosa cuantifícaci6n de los

componentes de una electroforetogran.a, entonces se requie- 

re de este tipo de equipo. 

Tanques. Cuando este trabajo comenzaba en In,;laterra, los

más Utilles y adaptables tanques -en el comercio, se pensaba

que era el tanc.ue ITohn11, un tanque fabricado por Uhandon- 

Scíentific Company. Este tanque era capaz de, con la ayuda

de accesorios, usar papel, acetato de celulosa, gel de sIlica

o alilrnina, agar, gel de almidon, inmunoelectroforésis. 

Pero surgieron dos problemas, uno es que el uso de los tan- 

ques requería un gran desembolso de capital, y otro fue la

introducci0n de placas de enfriamiento abajo del gel y en- 

tonces se requeria de un tanque dise?íado especialmente pa- 

ra eso. Asi el tanque I' ShandonIlfue inadecuado.( Esta compa- 

fila ahora fabrica tanques con placas de enfriamieato ade- 

cuadas que reauigren s6lo una pequeña modificaci0n en la

tapa. ). 

La soluci0n en el Laboratorio de Ciencia Forense, fue desig

nar un Unque que tuviera los requerimientos del laborato- 

rio. T.as partes se compran y se cortan a la medida de una
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pieza de 0. 146cm, de espesor de material " Perspex". 

Se hacen los hoyos necesarios y se ensatablan las partes. 

L8s tanques probaron ser tan buenos como uno coijiercial. 

Las partes requeridas se enlistan abajo. 

Las siguientes Diezas de " Pers-pex" de 0. 47cm. de espesor se - 

ran requeridas: 

a. Base: 

1 de 26. 67cm por 25. 4cm. 

1+ de 25. 1+ cm por 6. 35em- . 

3 de 25. 1+ cm por 2, 1,' li-cm, 2 con hoyos de 0. 63cm- para el conta2

to con- el buf-Per. 

b. Tapa: 

1 de 26. 67em por 27. 94cm. 

4 de 26. 67cm por 2. 51+cm. 

Varios accesorios del tanque pueden hacerse o comprarse c2

mo las partes laterales del aparato, y los accesorios de in- 

muno- electroforesis como platinas para portaobjetos y el

marcador del origen de la muestra, so-oortes del " tLai-ic.ue y Pla

cas de enfriamiento si son necesarias.( el tanque puede usar

los accesorios del tanque Shandon Kohn.) 

ES mejor por experiencía, montar al menos ur, tanque para ca- 

da tipo de exainen que Se vaya a usar. 
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3. 6. TEKPERATURA. 

El control de la temperatura durante un corrimiento es de

gran importancia en muchos casos. Cuando se hace a baja

temperatura, reduel y da una, gran claridael de separacion

que la obtenida en altas temperaturas. En los sistemas en- 

zimáticos, el mantener a una temperatura baja constante, 

parece ser de vital importancia para un buen trabajo cual¡ 

tatívo. 

El disipar el calor cuando se forma por la corriente en la

placa, reduce los efectos de las heterogeneidades menciona- 

das antes. Z1 mas eficiente control de la temperatura ha si

do por placas metalicas, de superficie de enfriamiento que

estan en la forma de cajas planas por medio de las cuales

el agua se bombea cuando cambia la temperatura. 

Es dificil comprar una placa de enfriamiento satisfactoria

a la medida correcta, aqui se describe una. Las medidas sir- 

ven para el tanque previamente descritoly tambien ajustan

a la medida de las placas de gel que se tomaror. como estan

da. r

Aluminio 21. 1, 9cm. por 16. 1cm. por 0. 63cm. 

PersDex" 21. 59em. por 16. 51cm. por 1. 9cm. 

empanue de caucho. 
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laque de

Pers- ex." 
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3. 7. FUENTE DE PODER. 

Es dificil definir las fuentes de poder adecuadas, porque

esto depende del numero del número de placas que se co- 

rren a la vez. Lo que se Duede decir es que si el voltaje

y los miliampers obteaidos, son adecuados para un labora- 

torio determinado, entonces será el apropiado. La seLuridad

es una de las consideraciones fundamentales, Las mejores

fuentes de ooder usadas, han sido las unidades Shandom- Vo- 

kam( 0 a 300 volts, 0 a 80 miliampers). Hay sinembarGo, mu- 

chas otras de buena calidad. 

La mayorla de las fuentes son innecesariamente de alto pre

cio y tambien innecesariamente comPlejas, para la mayorla

del trabajo que se requiere. Una fluente de poder simple de

voltaje fijo, puede facilmente construirse de piezas de re- 

puesto de radio o T. V. 

El valor y tipo de componentes variará con la fuente de pq

der de voltaje requerido, el transformador, y la carga de la
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3- 8- COLECCIOU DI MUZSTRA Y PREPARACION DEL HEMOLIZADO. 

3- 8- 1- Colecci6n de muestra. - 

En la mayorfa de los erímenes con violencia, es importante

y fundamental que se tomo una muestra de sangre. En el caso

de la vfctima, debe tomarsele una muestra ya sea que este

viva 0 muertavY en 4ste d1tiga0 caso es mejor tomar mucha

muestra ya que sí se quiere mís tarde, ya no " r4 posible

hacerlo. Se toman no menos de 10 a 20 al. Dependienilo ¡ el ca- 

to sospechado y ¿ el tiempo transcurrido 1," spu9s de la Puer- 

te en su caso, sera la muestra, ejemplo en un accidente auto- 

I" Cvilfstico se harfa. entre otras pruebas, una determínaci6n

de alcohol en sangre. 

En un princinio puede no P.ecesari& la toma, pero tkI

vez r4s tarde en la investigacíón sea vital, pero dem, siado
tarde para t,3T-narla 

MZambién debera tomarse snrC.re del so pechoro para complrz,,, 

enn la skngre en cuestíon. pzjl,,, li, Y.zycr a de los prop6sitos

es suricíente 1 6 2 gotas de la punta de un dedo, s6lo en ca. 

sos ; le intoxicaci6n, se toma sangre del brazo. 

As¡ pues la sangre puede hallarse en escenas de violencia

como asaltos, raptos, crfwenes, etc. en la vIctima, en la escena

del crimen, en el sospechoso, en algun & rL%., etc. y es necesario

considerar lit. distribuci n y £'orr,,.9 Ce las manchas de sangre

antes de proceder a la tOIna de la muestra, pues ¿ sto ayuda mu- 

cho a interpretar y reconstrult detalles del crImen o evento

que produjo el sanrr&¿o9y la posici6n en el momento de arro- 

jar la mancha y la porci6n del cuerpo de donde proviene. 
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Las muestras liquidas se pueden tomar en un tubo de ensayo

seco Y lifflDiO con un gotero o una pipeta. El tubo se col-Dea

en un reciniente frIo. E1 residuo de la muestra llquida se

seca al aire o en una zona de un ventilador, y entonces se

trata la muestra -como a las muestras secas. 

Las muestras secas se pueden encontrar en objetos los cuales

deben llevarse al laboraatorio, y si se trata de un objeto no

rernovible se toma una nueEtra representativa de la zona man

eba-, a y adeuias de una zona no manchada sí se trata de un ina

terial poroso, como control. 

Cuando se trabaja con muestras de sangre o lisados, las in- 

serci-Inas usadas para la mayorla de lsks técnicas, se hacen

con tíras de algodón de 8 a 10 win de larGo, o con 1,, npel fil- 

tro 'Whatman. Para el algodón se requiere de tres capas nor

ser delgadas. 

Generalmente es simple trabaar con rona mnnchada de sanEre, 

se ocupa una hilada o fibras de la roDa manchada Se requie

re en la mayorla de las veces pero segun el sistema a estu- 

diar, remojar en solución salina o bien en el buffer del gel

o sistema a usar. 

En algunos materiales manchados que sean muy porosos, puede

ser mejor raspar la fnuestra sobre un recipiente, antes de in

tentar límpiarla con el inserto de algod6n, porqué podria ab

sorber liquido del algodon sin formar solucí6n con la nan- 

cha de sangre en el inserto. 

Es átil sostener el inserto de algodón con f6reeps de relo- 
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Jero, cuando se recoge una mancha de una superficie o cuan- 

do se inserta en el medio. 

La hemoglobina y sus derivados deben ser extraidos d D las

manchas de sangre para. la aplicaci6n de los métodos de su

estudio. 

Las manchas frescas o no muy viejas las cuales contienen - 

oxihemoglobina o methe,noglobina( un producto de oy-id,,.cil-'!, 

donde el Fe es 3 + ), se ponen en uín poco de soluci6n salina

iso'I. rica, y si es necesarío se (.¡(. - - 1lal- _ i,e— 

frigerador de 2 a 12- 24 hrs. y la soluci0n tome un color

rojizo o cafe de variable intensidad. S1 aceite o la grasa

en una mancha íntorfigrD considerablemente con la solubili- 

dad de la mancha de sangre, y debe ceDillarse con un poco ae

eter. Para manchas de sar-gre más víejas, en las cuajes esz-- 

presente her.,,tíi¿I in.¿oluble en a.., ua- deben emplearse solven- 

tes particulares. Puede emplearse soluciones de de

PotAsio cíe 1 a. 5 N, cue son l9s M' 5E , ipropiad¿s. i.; na

neutralizacion con HG1 debe efectuarse antes del analisis. 

Para separar compuestos de bematina y antIgenos del suelo y
Dolvo, 17 para concentrar solucion—s muy diluidas se recomien

da un metodo propuesto por Kirk e independientemente Por
Schaidt. Una tira de papel ',,,hatman No. 1 de 1 X 25 cm, Ee cor

ta en punta en un extremo. El otro extremo se Ewerge en la

solucíón a ser concentrada o en el material remojado con

salina, se deja aseender hasta que el pigmento se concentra

en la punta del papel. Si cuando ha migrado la solucíón la - 
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mancha aparece aun ligeramente coloreada, debe afiadirse sa- 

lina y efectuarse un nuevo ascenso. El papel se seca al aire

y por un descenso con salina, toda la muestra acumulada en la

punta se eluye en una forma concentrada. 

3- 8- 2. Preparaci6n del Femolizado. 

Cualquier metodo que se usejas 0,istencias de migración de

hern.oglobinas desconocidas, se cornaran con varias her.r-,rrlobi- 

nas conocidas que se incluy-cn en el corrimiento. 

Los controles pueden obtenerse en forma liofilizada comer- 

cialmente, y reconstituirse con buffer Tris- EDTA/ B6rico a

ph 9. 1, rea.uirie-ii3se 3 rI¿.¿

a uno respectivamente: 16. 1 g, 

1. 56 g ( sal disódica), O. 92 g, y agua destilada 1000 ml. 0 bien

preparar la soluci0n de hemoglobina como sigue: 

1. Si la sangre ha sedimentado, quite el plasma sobrenadante. 

Tc)we 0. 5 a 1 ril de sangre com.nleta o, si se ha sacado el

plasma, ponga 0. 2 a 0. 5 m.i de c¿ lulas sedimentadas en un tu- 

bo de centrifuga ( el volimen de las célu- as no es importan- 

te), susrenda las células en 10 a 15 mi de soluci0n salina

isot6nica. 

3.' 3entrifuge a 5ºC por 10 a 15 min a 900 X g. 4.

Aspire el sobrenadante salino y deseche. 5.

Afiada 9 vol r-enes de agua destilada fria por 1 volUMen de c¿

lulas. 6.

Arlada 0.2 m1 de xileno o tolueno. Resuspenda las células con

un palill3 -, mezcle cuidadosamente (si se desea obtener k,

emoglobil! L3 inestables como la N que se desnaturaliza en este

paso, entonces se omite este). 
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7. Centrifuge a 1600 X g al menos 15 min a 5 9—C. 

8. Aspire y descarte el sobrenadante y el xileno o tolueno. 

9. El hemolizado claro que se talla entre el sobrenadante y

el precipitado, se puede transferir con una pipeta, para su

mediato use en electrofforésis, e conservarse para cortos

intervalos, a 5ºC, 6 a OºC o menos para estudios subsecuentes. Micrometodo. 1.

Llene

1 6 varios tubos de mierohematocrito( capilares) - heparinizados, hasta

las dos terceras partes con sangre, per- mitiendo que

entre hacia el Lado no marcado. P.S*

Tab p3. r afuera el tubo. 3. Incline

el tubo de T_rantra quela sangre fluya hacia el lado marcado. 

4.Ponga + 

pulgada de saponina en el tubo y selle el lado 5. Centrifuge

elr) los tubos en una centrifuga para microhe- matocrito, tape

ycentrifuge a 10 000 rpm Por 3 a 5 min. 6. Quite

la tapa, conservando un dedo humedecido sobre el extre mo del

tubo. 7.Aplioue

la primera gota de sangre sobre el papel filtro hu- medecido o

sobre el medio que sea usado. Si la

gota no se forma rápidamente, use un alambre delgado pa- ra liberar

el estroma que se forma en lo alto de la porcion de la

soluci¿ n de Yemoglobína. 
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3. 9. PREPARACION DEL GEL DE ALMIDONUJAPA)_ 
ELECTRO11ORESIS SI; GEL Ds ALmIDOTZ. 

3. 9. 1. Preparaci6n de la placa. 

La placa de vidrio de 8+ pu1g.( 21. 59cm) por 6 puig.( 15. 24cm) 

se hace en un molde por adherir dos fajas de vidrio de J de

pulg. de ancho( 0. 63cm.) Y 3 mm de espesor, al perímetro de la

parte alta de la superficie de la pi= a, con grasa silicona - 

m. s. 4. 

3. 9. 2. Buffer para el Gel.( pH 8. 65) 

El buffer para el gel contiene lo siguiente: 

TRIS 9. 196 g

Acido citrico 1. 05 a

Agua deSti-Lada 1 litro

3. 9. 3. Preparacion del Gel. 

Se colocan U80 r.l del buffer del gel en un matraz de un lí- 

tro y se afiaden 18 g de almidon hidrolizado?Esta mezcla se
calienta en un mechero de bunsen, agitando y meneando conti- 

nuamer-te. Lle,-ar-1 a ser espeso y es escencíal la agitaciona

en ese punto. Posteriormente se hara claro y soluble cuando

la ebullici6n vaya a comenzar. Después de una ebullicion

muy breve, unos segundos, se retira de la flama y se continua

la agítaci6n y el meneo. 

Para quitar burbujas se conecta el matraz a la bomba de agua

hasta que la mezcla hierve y llega a ser bastante clara y

libre de burbu. as. Entonces se vacía en el molde que se Pizo
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como se describio previamente. El molde debe estar pues- 

to en una superficie nivelada, antes' de vaciarle el gel de

almid6n. 

La mezcla se enfría a la temperatura ambiente, y se le pone

u a cubierta

3- 9- 4. Aplicaci0n de muestras. 

La cubierta se retira, y se traza una línea recta sobre el

gel, paralela a uno de los lados mas cortos de la placa a

unos 6. 35 cm del catodo. Una hoja de rasurar de 7 a 8 mm de

extensi&n, se inserta verticalmente hacia la parte de arri- 

ba de la placa. Una pieza de papel filtro 7áhatman de 3 IZI

de 5 por 8 mm aproxi--adamente,. Qé> reiuc) j;z P.,n la muestra. As- 

te se coloca donde está la navaja y esto cubre el gel. Se

retira la navaja y se efectua la siguiente ranura a una

distancia corta, y se inserta la siguiente muestra. Usando

sta medida de muestra, la distancia entre las muestras, 

sería de cm o mas. Una vez lleqada la placa de esta manera

puede transferirsele al tanque apropiado. 

3. 9. 5. Coneí,zi6n en el tanque. 

El gel se conecta al tanque, el cual ha sido llenado con el

buffer, por medio de esponjas ( de Spontex), o con 6 tiras de

de - papel filtro ( 3 MM) en toda la extensi0n del . 

ben tocar el gel aproximadamente lcm. Se coloca la cubier- 

ta. La fuente de poder se ' conecta al tanque, se enciende y

se ajusta a un voltaje de 100 volts. 2ste es el voltaje a- 
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decuado en un corrimiento en un cuarto frío a 4ºC - Si el corrimiento

es a temperatura ambiente el voltaje seria de 60

volts. El corrimiento nuede ser toda la noche ( 15 a 17 - horas). 

PreparaciO'

ndel al-midonsoluble. Colocar

en u& matraz 30Og de almidon de papa, en otro 600 m1 de

reactivo de acetena ( grado reactívo) al que se afiade la eantidad

necesaria tie ECI 12',,T(no- rr-,almente6-10 m1 Ce EC1 12 ff por

cada 300 g de almidoi.). ámbos matraceS se dejan en Incu- baci1n

a 37QC para equilibrar le tt--.riperatura.Se- mezclan cui- dadosamente

los contenidos de ambos matraces Y s* d* Ja a 3? QC por

15 min. La hidrolisis se para por afiadir solucion acuosa melar

de acetato de scdio en exceso de la cantídad equivalen - El

almidón se ede Ac. clorhIdrico; se agita vigorosamente, filtra

esi ux Buchner y se lava con agua destílada. Para el ace- tato

Wue aun quede, se resuspende el almídon en agua destilada por

una nochely entonces se suspende en el buffer que se usa para

el gel, dejando asertar y agitando otra vez. Despu6s de nuevos

lavados con agua destilada en un buchner, el almidon se

deshidrata en acetona. El almid- 1- -se remueve del bucILner y

se suspende en acetona ( puede usarse un ratraz ceríco ce 5

l).Se decaita la acetona despues de sedimentar el almidón, se

repite el proceso dos veces ( la acetona puede usarse pa- ra

esto mas de una vez).El almíd1n susper- didoeL la acetona
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se fíltra en un buchner después de lo cual se extiende en

una tira de papel filtro larga, y se seca en la noche a la

temperatura ambitnta( despues de secar a 45- 50ºC, el almidon puede

contener aun granulos pequedos duros.) F.

leste. listo para preparar el gel. 1 , - 

Laproporcior de puede var¡;3r por cambiar el tieripo,

la temperatura, la cantidad de acido clorhIdrico. 
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Hemoglobina& normales

Hemoglobina de Adulto o Eb- A
FemoClobir-a A > Eb- L? 
Hemoglobina Yitil o ' H - Y
Hb - Gower 1 ( Ihbrio.naria) 
fib -Gower 2 ( Embríonaria) 

Variantez de Hbl. A
Hb- G/ C

Hb- C, Hb- Porto Alegre( polimiroil
Hb -E

Hb- O, Hb- Ube 1, Hb- K5ln, Fb- St. Mary' s
Hb- S, Hb- Zurich, Stanley-ville 2
Hb- D, Hb Lepore

Hb- L, Hb- P, Stknleyville 1, Be'¿.Iinson
HIb- G, Hb- Yukuoka, Hb- Kokura

Hb- Q, Hb- Shinoriostki
Hb- SeQttle, Hb- Porto Alegre ( tetrimero) 
Hb- M, Hb- Hope

t,o - 14 - 9 Hb- K, Hb- Hopkinz 2

S, 1 0 1 
o ' 1 Fb- J, Hb- Hikari

Hb -Norfolk

Hb - N
Variantet e Eb- A Hb - I

1 ', 1
Hb - B

Hb- IPfitbush1 # i 1 Hb- Sphakia
de, lefb-: 

Hb- llex2ndra
Hb- AeCena
Eb-. IT Roma
Hb - Texas

Remoglobi
i

nao : 

sil
cadena -alfa

Hb -delta
Hb- Cxmma cuatro( Bartl*) 
Hb - beta cuatro( Eb- HO

Hemoglokfxis.a sOlo con cadena -alfa
Hb -alfa -G
Hb -alfa -A

0 Origen ( D

Movilidad electrof6r@tíca relativa de hemoglobina* humaniz- 

a pH 8. 6 en gel de & litid6n. 
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3- 10- ELECTROFORESIS EN PAPEL. 

3. 10. 1. Reactivo: 

Buffer stándar de barbiturato, pH 8. 6, fuerza i0nica 0. 05

Dietilbarbiturato. de sodio .................. 10. 39

Leido dietílbarbitUrico ..................... 0. 9g

Agua destilada ( c. b. p.) ..................... 1000. ml. 

3. 10. 2. Procedimientoi

I. I,Ie-rie ambos sitios de la camara de electroforesis con el

buffer. 

2. Marque cada tira de papel con los datos de la muestra, y

marque la mi, ad con un lápiz. 

3. Corloque 8 tiras( siempre que haya menos de 8 muestras). 

l+. Moje las tiras del papel con buffer, iguale el nivel en

ambas cámaras, y deje que las tiras escurrar, por 15 min en

la caMara cerrada. 

5. Aplique 10- 15 microlitros de problema y de control cono- 

cido( soluci6n de hemo-vIobina) con el aplicador en la línea

trazada. 

6. Deje que la electroforesis corra por 16 hrs. a 190 volta. 

T, Seque las tiran inmediatamente en un horno precalentado

No requiere teñirse. 48. 8ºC- 5&.8QW 8.

Fl Analytrol( Spinco Division, Beckman Instruments, Inc,Pa- lo

Alto, Calif.),puede usarse para cuantificacio,'i. 9 -

La polaridad del electrodo se debe invertir despues de cada

corrimiento si se va a usar el mismo buffer. 



3- 10. 3. Interpretacion. 

La movilidad de varias hemoglobinas a pH 8. 6 en -papel y su

progreso hacia el ánodo(+) es como sigue: 

U.E= Aq< S = D< G< Q< A= M = F< K-, I,( H. 

La electrofor4sis en papel no es lo suficientemente- sensi- 

ble para detectar pequefías cantidades ( menos del 15) de he

esmoglobína y las siguient

ciarse; HbA, de Hb E, HbE_ de HbG, HbF de Hbá, y HíbS de - nbD. 

deben usarse otros metod.os para distinguir las hemoglobi- 

nas con el mismo comportamiento electroforetico. 

3- 10- 4. EqUiDO. 

Puede usarse el equiuo Beckman de electrofo-,-es-Ls( S'P-*Lr'ic<D - 

DivisíOn, Beckman Instruments, Inc. Palo Alto, Calif.) o algur- 

otro metodo para soporte de la tira. 
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Movilidad electrofor¿tica

relativa de hemoglobinas
en papel filtro, buffer ve- 
ror-al, ipl 8. 6

c

G

rigen-, : E

D

1

A,, 

c S A F

S- 

D

L - 

P - 

c

E 10— 0

S- 

D

L - 

P - iG

0- 10

F - 

A - 

M - 

K - 

j O'

sN
I

IH

Electroforésis de hemoglo- 

binas en gel de agar mos- 
trando su movimiento del
0anodo al cítodo en un pH - 
6. 2 . 
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3- 11- ELECTROFORESIS EN GEL. DE AGAR. 

Quiza la mejor combinacion de separaci n neta Y técnica
sencilla, corresponda al gel de agar ; ademaS existe en el

comercio un equipo completo ( Hyland Hemoglobin Electropho- 

resis Test, Hyland Laboratories7Los Angeles California). La

técnica detallada se encontrará en las instrucciones del

fabricante, pero daremos un resumen. 

La unidad de electroforesis utiliza un siste,-r,;; nmnrtip-iin. 

dor discontinuo; el gel do agar, sobre placas especiales, se

lleva a pH 8. 75 con amortiguador tris -EM -acido boríco. T. Os

comnartimientos de electr6dos, en ., a base del aparato, contie

nen un amortiguador de veronal, de fuerza ionica 0. 025 y de

pH 8. 6. Los electródos de papel de aluminio son desechables. 

Los pozos para depositar los hemolizados en el gel de agar

se elaboran con una serie de laminas cortantes sobre una 1:) Ia

ea de aluminió, que se aprovecha ademas para disipar el calor

producido durante la electroforesis, junto con el equipo en - 
friador de plastico. 

Los pozos se secan, con pequeflas tiras de papel filtro,y los
hemolizados se depositan con una pípeta capilar fina. Despues

de someter el material a la electroforesis, durante 20 a 25
mínutos, bajo 175 voltios, se comparan bandas rojas separadas

del problema con testigos estudiados en paralelo . 

con C, HbA, con S y Hb - A2 aumentada). Para registro permanente

las bandas pueden teflirse con Ponceau S, igual que en la elee
troforesis de proteinas del suero, después de secar y fijar
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al aire la capa de agar bajo la forma de una pelleula

delgada y resistente

Si se necesitan valores cuantitativos, pueden obtenerse por

densitometría, o eluyendo las bandas cortadas con NaOH 0. 1N

Añadiendo acido acetico al 40% a1, 11quido de elucion, rea- 

parece el color rojo del colorante Ponceau S, que puede en- 

tonces medirse a 525 milimieras en el espectrofotOMetro. 

La experiencia en éste metodo permite dar algunos consejos

practicos. 

El contacto inicial de los pozos, y la introduccion de las

tiras de papel filtro para eliminar la humedad, deben hacer- 

se con todo cuidado. El cortador debe hacerse descender ver- 

ticalmente en el agar, y sacarse verticalmente tambien. Las

cintas de papel filtro. se encuentran unidas por un extre- 

mo; es preciso utilizar el otro extremo, de corte neto. 

Tambien se deben quitaj dón cierta habilidad las cintas de

papel filtro, so pena de que el pozo ya no sea utilizable. 

En el momento de la aplieaei&u, si los capilTós presentan la

inclinacion conveniente, las muestras penetran f&cilmente a

los pozos. 

Despues de los 20- 30 min. aconsejados para que tenga lugar

la difusion de las muestras en el agar ( bajo ninguna circun

stancia debe esperarse m1s), el agar se desprende de ambos

extremo . s del soporte de plastico con una pequeña espatula, y

los pozos que contienen los hemolizados se cierran aplican- 

do una ligera presi6n con los dedos, desde los extremos del
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soporte hacia el pozo. En general, esto se acompaña de rebo- 

samíento de una pequeña cantidad de muestra, que debe quí- 

tarse de inmediato con un trozo de papel filtro limpio. 

La electroforesis en si Droduce, bastante calor( la corriente

final es del orden de 60 miliampers) para evitar imUenes ¡- 

rregulares es necesario un buen contacto entre el soporte

enfríador, el conductor de calor de aluminio, y la superficie

superior del agar. El procedimiento recomendado por el fa- 

bricante( emplear una pequeña cantidad de agua como conductor

del calor) es bueno, pero este volilmen debe ser suficiente. 

El sistema enfriador debe ponerse en el congeladorysobre una

superficie lisa, de modo que en el uso se establezca un con- 

tacto estrecho con el conductor de calor de al= inío. 

La tincion re- emendada se Duede modificar 1, tílizancio ur. 

tiempo menor . 7 Ur -a sOlucion colorante cuya concentracion

sea la mitad de la nencionada. Se han obtenido buenos resul- 

tadosde todas las fracciones separadas, incluyendo proteInas

sin heme, con una tinci6n en cinco minutos. De ésta manera es

mas fIcil au -,tar el exceso de colorante del agar, y las ima- 

genes son m& s claras. Si la hoja de agar teñida se quita con

cuidado del soporte de PlIstico después del aclaramiento, se

puede extender sobre un cart0n blanco y se deja secar toda

la noche. Las bandas de hemoglobina teiUdas se destacan *cien

sobre fendo blanco, y pueden fotografiarse. Una vez seca la

tarJeta puede conservarse como registro permanente. 
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3. 121. 3LECTROPORESIS EN AéETATO DE CELULOSA

3. 12. 1. P mdamento. 

Diferentes especies noleculares de hemoglobina se separan

por electroforésis a pE 8. 1+ en acetato de celulosa. Las he- 

moglobinas separadas en bandas, se tifien con Ponceau E ( co- 

lorante), y se compara con hemoglobinas conocidas estánda- 

res y tefMas en Igual manera. 

3- 12. 2. qeactivos y Equipo. 

Buffer Tris- EDTA- B6rico, pN 8. 1+ : 

Trishidroximetilaminometano ................. 10. 2 g

EDTA..................................... 0. 6 g

Acido LROrico . .................. ........ ... 6. 4 s
en 300 '"- 1 '" r'20) 

Agua dest . ................................. 1000 m1

Guardar a temperatura ambiente y checar el pE' 

lo

Ponceau 5 0. 5% en acido trieloroacético al 0. 5% : 

tisuelva 5 g de ác. tricloroacetico y 0. 5 g de Ponceau S ( A - 

Med Chemical -, o.) en 95 m1 de agua. Deje a la temperatu- 

ra ambiente. Esta solucián es estable aproximadamente un mes. 

Acido acético al 5% 

Metanol absoluto

Acido acético al 20% en metanol absoluto. 
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Estindares de Hemoglobina. Un estíndar que contenga iguales

coneentrationes de Rb- A, Hb- S, y Hb - C en forma de Hemolízido

que puede adquírirse de fuentes comerciales ( Fyland Labora- 

torias entre otros), o bien pueden prepararse como se descrí

be en " Coleccion de muestra y preparaci n del hemolízado". 

Despues de la preparaci3n del hemolízado, l& concentraci6n

aproximada de las diferentes variantes de hemoglobina en

cada hemolizado Las proporciones adecuadas de los díferen- 

tes hemolízados se mezclan para dar iguales concentraciones

de los estIndares de hemoglobína deseados. La mezcle de he-, 

molizados se pone en al1cuotas en porciones pequeñas y se

almacena a )+ ºC o en congelador. La solucion refrigerada es

estable al menos 2 semanas y la congelada al menos 1 mes. 

Tiras de Acetato de Celulos t. Zristen gran variedad de equi- 

pos y suplementos apropiados a esta t4cnica.( Se han obtení- 

do resultados satisfactorios con " Titan III" placas de ace- 

tato de celulosa obtenidas como No. 2560 de " FotovoltI' o. co- 

mo No. 3023 de Helena Laboratories. 

Papel secante. " Helena No. 5031+ 6 5098 " Beckman% o- 319329 o

equivalente. 

Papel para las cámar&s. 

Sobres de plfástico. 
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Equipo. Han sido satisfactorios los manufacturados por . 

Photovolt, Gelman, BecRinan, Helena, y otros Este método se

describe como efectuado con " Titan No. 1500," Zíp Zone Cáma- 

ira No. 1283, ZiP Zone 8 -muestras No. 4080, Zip Zone placa de

muestra No. 4081, y' Zip Zone base de' alineaci0n No. 4082 de - 

Helena Laboratories. 

3- 12- 3- Proceditr,iento. 

1. Ponga 1OOm1 de buffer Tris- EDTA- Ac. Borico ( TEB), en cada

lado de la camara. Remoje dos tiras del papel para la cálma- 

ra y cuelgue una en cada puente de soporte asegurandose

de que el buffer haga contacto. 

2. Sumerja la placa de acetato de celulosa en el buffer TEB

muy lentamente y deje remojando al menos 5 min. o lo que

especifique la etiqueta. 

3. Usando tubos capilares, llene el hueco en la placa de mues

tras con el hemolizado ( ver Coleccion de Muestra), incluyen- 

do una hemoglobina conocida estan ar conteniendo Hb- A, Hb- S, 

y Hb - C90 las requeridas. 

4 -Saque la placa de acetato de celulosa del buffer y seQue

entre dos piezas de papel secante y quite el exceso de bu- 

ffer. 

5. Aplique la muestra a 1 pulgada del catodo. 

Poriga dos portaobjetos sobre la placa para asegurar un buen

contacto. 

6. Aplique 450 volts por 15 min. a la temperatura ambiente. 
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7. Apague la fuente de poder. saque la placa de la carara, y

tifía al menos por 10 min. con el colorante Ponceau S. 

8. Saque la placa de! colorante y ! ave en tres platos sucesi

vos de ac. acetico al min. en cada uno. 

9. Fíje la placa en metanol absoluto Por 3- 5 aía- 

10. Sumerja la placa en ac. acetico glacial al 20

ol
en inetanol

por 10 mín. Para aclarar. 

11. Seque la placa en horno a 65Qj por 10 minjeoloque en el

sobre de plastico, y etiquete. 

3. 12. 4. Interpretacion. 

Las bandas de hemoglobina se ¡ dentifican por comparaci6n

con estandares conocidos en la misma placa. El orden de rái- 

graci0n de los tipos mas cománes es en el orden: 

Hb -H Hb -A Hb -F. Hb -S Hb - C. 

Es posible para una banda dada en electroforésis, que resul- 

te de la presencia de mas de una variante de hemoglobina. 

Porejemplo Hb - D y Wb  S migren en identícas proporciones, co- 

mo el grupo Hb- C, Hb- E, y Hb - A2' 

Cuando se so-nete una san.gre normal a' este procediu.iento, se

obtiene una intensa banda en la zona de Hb- A, con una ligera
banda en la zona de Hb -A

2 - Esta última puede ser. tan liFera

que puede perderse, y la presencia de Lb -A2 P'u"' 1 ser demos- 

trable sOlo por elucíón de la tira electroforética. 
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Electroforesis de hemoglobinas en
acetato de celulosa a pH 8. 6, mos- 

trando Us posiciones relativas
de varias teinoglobinas. La Hb - F no
se resuelve bien de la A que la
arrastra ligeramente. Las hem.oglo- 
binas D, G, y, Lepore, tierer. caEi la
misma movilidad que la Hb - S . Las

hemoglobinas O, E, C, tienen casi la

misma movilidad lenta de la Hb - A2, 
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3- 13. Resultados. 

Slectroforesis con Hemolizados de humano y animales. 

Las sangres usadas pí¡ ra obtener los hemolizados sons

Humano, gan, o, cobayo, vaca, conejo gallo. 

La forma de obtener el hemolizado, se describe en la secei6n

3. 9. 2.(" Prepararic'r del hemolízad<-,") 

Medío_ Acc-.tzito de Celulosa

Muestra _ Hemolizados. de sangre completa. 

PP - 8- 4

Buffer TRIS- EDTA- AC. BORIC3 ( TEB

Tiempo— 15- 30 min

Voltaj 1- 450V

Tincí6n Ponceau S

Observaci6ri,_ Bandas de hemoglobina bieza defirldas y

distinguibles por su d' L^ Dr, rte movilidad. 



8.--- 
7. Galle
6. Cone

5. Vaca
4. Cobaye
3. Ganse
2.--- 

l. Humano

Eleetroferésta con Hemolizados de

humano y animales. 

n Y

5 V. 

4 GA' 

3(f - 

2

C/ 

8.--- 
7. Galle
6. Cone

5. Vaca
4. Cobaye
3. Ganse
2.--- 

l. Humano

Eleetroferésta con Hemolizados de

humano y animales. 
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Electrofor4sis utílIzando muestras problema con manchas de

sangre en tela y papel. 

Las de sangre utilízadas son: 

1+ manchas. de Humano, 1 mancha de caballo, 1 mancha de car- 

nero, 1 mancha de vaca. 

La forma de obtener la muestra, se describe en la secci(',n - 

3 2. 111colercic,r- de muestra". 

Medio— Acetato de Celulosa

Muestra anchas de sangre

PH

Buffer_ TEB

Tiempo_ 15- 30 min. 

Voltaje— 1+ 50V

Tincí6n— Ponceau S

Observaci0n Forriacil6n de bandas de hernroglobina no muy defi- 

nidas y bien distinguibles entre si. Formación

de otras proteInas dIJIstinguibles por su movili- 

dad mayor. 



Edad.- 

8. Humano 25 711 79 5 Aplic. 
7. Humano 18 VI, 79 3 Aplic. 
6. Caballo2O VII 79 6 Aplic. 

z: Jar- n_ iro 4 VII 79 6 Aplic. 
3. vaca 20 VI 79 4 Aplic. 
2. Humano 25 1 78 )+ Aplic. 

1. Humano 30 Y 79 6 Aplic. 

Electroforesis de manchas
de sangre en tela y papel

4, 

Z:.7-Z 7,; 

z
4

2/ y IT I , I

Edad.- 

8. Humano 25 711 79 5 Aplic. 
7. Humano 18 VI, 79 3 Aplic. 
6. Caballo2O VII 79 6 Aplic. 

z: Jar- n_ iro 4 VII 79 6 Aplic. 
3. vaca 20 VI 79 4 Aplic. 
2. Humano 25 1 78 )+ Aplic. 

1. Humano 30 Y 79 6 Aplic. 

Electroforesis de manchas
de sangre en tela y papel



Electroforesis en ranchas de sangre, utilizando como tincíón

los reactivos en la determinacion de Hemoglobina. 

Las manchas de sangre utilizadas sont

2 manchas de humano, 2 manchas de hemolízado <¡¡ luido y concen- 

trado de humano, l mancha de conejo, l mancha de carnero, 2 may

chas de hemolízado de conejo concentrado y díluído. 

Las manchas y los hemolizados se obtienen como se describe

en la secci6n 3 - 8 - 

Medio_ Acetato de Celulosa

Ytestra_ Manchas de sangre

py-- 8. i+ 

Buffer_ ( TEB

Tiempo_ 15_30 r1in. 

Voltaje_ 45()V

Tinci n_ Se uso. una solucí n reactiva formada por mezcla de
los sigtIentes reactivost (

Verck) 

1. Y.exacíar.oferrato ( III)de potasio en solucí&n.( 20ml) 

2 - Cianuro de potasio en solución ( 20ml) 

Aforando en agua bidestilada a 1 litro

CbE4 rvi c-.;jn La tincíén de las bandas de hemoglobina es debil



8. Humano ( mancha) 

7. Carnaro ( mancha) 

6 Conejo ( mancha) 

Z: Hi= ano ( mancha) 

e> Conejo ( hemolizado dil 1: 10) 
2 Aplicaciones) 

3- ConeJO ( hernolizado conc.) 
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7, 

8. Humano mancha) 

7 - Carnero ( mancha) 

6 Conejo mancha) 

Z: Humano m& ncha) 

Conejo hemolizado dil lsl0) 
2 Aplicaciones) 

3 Conejo hemolizado cone.) 
2: Humano hemolizado dil D10) 

2 Aplicaciones) 
1. Humano hemolizado cone.) 

Electroforésis de mancha* de
sangre y hemolizados, teñidos
con reactívo para determinaci6n
de hemoglobina. 
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Electrofor6sis de manchas de sangre " concentradas". 

Las manchas de sangre utilizadas son$ 

3 manchas de humano, 1 mancha de humano con antíceagulante

oxalato de sodio), 2 manchas de conejo, l mancha de gallina. 

Las manchas " concentradas" tenian un espesor de 1 mm aprox. 

y un diámetro promedio del cm, se colectaron como muestra

s6lida ( ver 3- 8- 1-" Colecci6n de muestra") y entonces se pre- 

pararon hemolizados ( 3- 3. 2). 

Mediq_ ácetato de Celulosa

Muestra __ 4anchas de sangre " concentradas". 

Buffer—( TEB

Tiempq_ 15- 30 mix. 

Voltaje - 450V

TinciSn— Ponceau 3

Observacita — Pormaci6n de bandas de hemoglobina de diferente

movilidad y definici6n aceptable. 



8. Gallina ( hemolizado de la mancha) 
7. Humano
6. Humano

Conej o to

Consio
3. Carnero
2. Eunano
l.Humano of n
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4. l.Medios donde es efectua la Electroforésís. 

4. 2. Conclusiones de los Resultados. 

4- 3- comentaries. 



80

l+. CONCLUSIO11ES. 

l+. 1. Medios donde se efectua la electroforesis. 

Papel. 

El papel se escoge en base a la distancia de migraciori, ca- 

lídad de la separacion, y cualidades de manejo, secado, deco- 

loraciOn, etc. En general un papel delgado, suave( como el - 

Jha-bnan 1 ' el 3 2,1) es el mejor para la resolucí1n de protel

nas, pero la electroendosmosis es mas prominente que con un

papel duro. 

Este fue uno de los - rimeros medios el tíem-co que tomaba el

corrimiento era largo y la resoluci0n pobre si se comparaba

con otro medio de corrimiento mas rapido. Las ventajas del

papel son su alta resistencia a la tensiOn, su bajo costo, y

su facil Dianejo.' 

CAK ( Membrana de acetato de celulosa). 

La CAM se parece a la de papel en capa fina. Cuando se seca

es muy fragil y debe ser manejado con cuidado. Seco o moja- 

do se marcan muy facil los dedos, es mejor manejarlo con

pinzas; 1a resoluci6n obtenida por este medio es mejor que

la del papel o el agar, para material Protef-Uco. 

Se ha usado este medio Dara inmunoelectroforésis y varios

otros han descrito su uso para enzímogramas. 

Se encontr6 que este medio no es tan bueno en la resólu - 

Ci6n como los geles de almid6n o acrilamida. La cantidad de

muestra requerida es más pequeña que con la mayoría de los
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metodos con los otros medios. 

La -" Al'i una vez seca, se coloca en la superficie de una olaca

con buffer, y se remoja, entonces se sumerje en el buffer y

se remoja por unos minutos. Si se sumerje en el buffer cuan- 

do est4 seca, entonces el aire queda atrapado en la CA1,1 y la

tira no puede ser remojada completain-ente en el buffer . 

Al rern-ojarlo se nuilla y se seca con un papel filtro liso

para quitar el exceso de buffer y se coloca en el tana-ue. 

En este paso es cuando la tira puede indebidamente secarse, 

y debe efectuarse cuidadosamente para que no suceda. 

Ugunos recomiendan dejar la tira por media a una hora en

el ta-nc-ue, y de un cuarto a una hora, con el smitch de la co- 

rrientc encendido, antes de la aplicaci0n de la muestra. Esto

se debe a la dificultad de repetir el paso de secar el exce

so de buffer. 

La experiencia, la practica y una buena técnica, son los me - 

jores cuidados Dara evitar repeticioua3 del proceso. 

Debe tenerse también cuidado en la aplicacion de la muestra

en la tira de CM. 

Es adecuado usar 0. 1 0. 5 mierolítros de hemolizado para se- 

par-ari r- de herioElobina. 

Lxisten muchos aplicaiores pero puede usarse el del tubo

CC-Dilar en su aplicador, que permite vaciar la muestra en

línea recta sobre el canal. 
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Agar. 

El agar es un producto biolr')gico y así muy variable de una

manufactura a otra, y de un lote a otro. Los clos factores

ma.s importantes en la elecci0n de un agar para la electro

foregis, son el grado de endosmosis con el sistema buffer a

usar y la claridad del gel. 

Un número de agares, ahora se producen especialmente para e

lectroforésis, y algunos de esos son de buena calidad. El a- 

gar Difeo tiene excelente claridad, y adaptado a las tecni- 

cas de inmunodifusion, pero algunos lotes usados han mos- 

trado todos una fuerte end6smosis si son usados sin un tra

tamiento previo. 

El agar Difco Bacto tiene mucha menor endo sir os --.r,-) si s, pero

la claridad es muy mala. 

Este ultimo puntb se aplica z casi todas las producidas pja. 

ra trabajo bacteriolOgico. Si el agar está tan opaco como

la mayoría de ellas, las 11neas débiles de precipitado no

pueder. ser observadas adecuadamente. E1 agar " Behringwe.rke" 

es excelente pero su precio es muy alto para su uso de ru- 

tina. 

Se encontro que la mayoría de los lotes de Oxoid Ionagar- 

No. 2, daba todos Ics requerimientos de claridad, poseía ba- 

ja end6smosis, y es de precio razonable. Algo de ehd6smosis

es necesaria para la técnica de reacci0n de precipítaci6n. 

Cuando se hacen los geles de agar es mucho más facil hacer

una buena cantidad de agar en agua destilada a un 2% de - 
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a& 3,r y entonces hacer cada buffer al doble de lo normal
en fuerza. Entonces es fácil fundir cantidades iguales de

buffer y agar, para obtener el gel final rapido y facilmente

y cuando se requiere. 

El agar para la Aectroforesis resulta entoncas bueno para

el analisis de hemoglobina, pero también lo es para enzimas

lipoproteinas, proteínas del suero. 

De hecho este medio es similar al de acetato de celulosa en

vcrsati2.4-.cla,-,, en general compite con otros medios en apli- 

c-icil")n a las demandas de anlíc- ci0n en laboratoríos de rU','L

11 alnr impuro o purificado esta compues-to de al iienos dos

fraccinnes; agaroqectina y agarosa. La áltirna contiene grupos

sulfato y acidos carboxílicos y explica la considerable en- 

d6silozis y el color de fondo qw se observa en el agar no

fracci n del agar purifienda, llamada agarosa

eseíncialmente neutral y exhibe ooca endosmosis. Este lle

Zii a ser el medio de eleccion. 

La ventaj2 de la electroforesis en agar sobre la de papel es

su baja afinidad por prote nas y su elpridad después de se - 

endo. 

La me('íida de la ¡nuestra ei.ipleada en la tCcr-ic-- es relativa - 

1. - ros) y el tieffipo de electrofo- ie-nt e peque~sa U a 3

res s es rel,,tivamente corto( 30 a 60 min. dependiendo de las

exDerirren tales. Zcneralmente se usan de 0. 5 a

1. Og por 100 m1 de agar
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Almidón. 

El almidon usado en la electroforésis es parcialtuente hi- 

drolizado, porque el alirid0n natural no -hace gel. 

Los geles de almidon en las concentraciones usuales, forman

un tami z, asi que las proteínas y enzimas se separan de a- 

cuerdo a su carga y las medidas moleculares. 

El Zel se debe preparar cuids.dosamente, ya que es comun ca- 

lentar insuficientemente o tambien quemar el almidon. Ambas

circunstancias producirap corririentos de riala

preparací6n del gel es una operacion dif£cíl, y reuiere de

un operador con habilidad. 

El almidon apropiado Duede obtenerse por hidrolizarse por

vn n! Ctodo, pero tal vez Seria r0enos económico, que obtenerse

comercíalmente, porejemplo de la Merck Company, o de Connauwht

Medical Research Lab.( Toronto, Ontario Ganada) 

Acrilamida. 

Este tipo de gel da separaciones similares a las del almi - 

d6n; es mís fácil controlar la medida molecular del poro del

tamiz en este gel que en el almid6n. Al ¡& ual que éste pue¿e

Prororcionar unas 20 zonas de separaci6n. El medio es muy 15- 

til,pero la experiencia muestra que no es tan facil montar- 

lo como un método de rutina, como sería con el alaid6n, y por
eso es más usado el almidón como rutina que el de acrilami~ 

da. 
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ti, 2. Conclusiones de los Resultados. 

En La electroforésis con hemelizados de humano y animales se

va claramente la migraci6n de bandas de hemoglobina que se

mueven a diferente distancia del punto de origen, lo que

indica que puede esj:ablecerse una diferencia entre sangre

animal y humana ya que las diferencias en su estructura

se ponen de manifiesto al aplicarlas en el campo electrofo- 

rétIco y aunque la secuencia de aminoacidos puede ser ana- 

loga, no es idéntica o aun su funci1n similar ( transporte de

oxígeno) pero su estructura molecular y arreglo diferente, 

determinan la diferencia . 

La experiencia y el uso de estándares de hemoglobina evitan

la dificultad en la Interpretací6n de las bandas formadas y

de la posibilidad de existencia de hemoglobinas anorr.ales 

Al hacer el estudio en manchas de sangre de diferentes edades

y tamaños pero sin mayor espesor que el del papel o la tela

donde se encontraban, nos encontramos con lo siguiente: 

La extraceíSil de la mancha se dificulta cen la edad de la

misma, y es necesario muchas veces dejar una noche, y emplear

un baño a temperatura na mayor de 40QC, o el empleo del buffer

con que se trabajen las muestras, todo eso para solubilizarlas. 

Sir -embargo la mancha es en sl sangre completa, seguramente he- 

molizada pero en la cual aun pueden hallarse otras proteInas

y e.11. ementos ademas de hemoglobina en donde otras protefnas

tomen el. colorante al Igual que la hemoglobina, por supuesto

su movilidad difiera en un buen grado de la hemo.alobina pero
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SU eliminaci6n resulta deseable como en los hemolizados me- 

diante los lavados que se efectuan. 

En realidad el mayor inconveniente que se presenta es porque

la mancha no aporta una cantidad suficiente de. hemogiobir-a

como para dar lugar a la formacion de bar -das en la manera en

que lo hacen los hemolizados, en donde se recomienda qUe la

concentración de Lamoglobina antes de su aplícación en el me- 

dio que se usara, se ajuste la concentraci6n de la hemoglobí- 

na a ullos 10 91100 irJ de donde se desprende que concentracio- 

nes menores iran desapare , ciendo Proporcionalmente de las po- 

sibilídades del método. 

El uso de un reactivo usado en la deterrinaci1n e5pectrofoto- 

metríca de hemoglobina pretendía teñir específicamente a la

hemoglobina y hacerla mas vísíble, sb---enbargo la coloracion

es proporcional a la cantidad de hemoglobina presente por lo

que volvemos nuevamente al problema de la cantidad de hemo-' 

globína de la mancha por lo que haremos las siguientes con- 

Cideraciones basandonos en las observaciones efectuadaio. 

Se observa que si la mancha Proporciona menor cantidad de

hemoglobina conforme se halle menos concentrada ya sea por

su edad o por su tamaño, aparecen las hemoglob nas cada vez

mas claras en el medio electrofor4tico, y además su corrimien- 

te es más rápido ligeramente con respecto al hemolizado ob- 

tenido en una concentracion a4ecuada, siendo esto posible por- 

que el método no s6lo se basa en la migrací6n por las cargas

sino también en el Peso molecular. Entonces la dilucién de la
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mancha nos daría un movimiento Inesperado con respecto al

de una mancha concentrada, de ahi, que sería necesario conocer

la concentraci6n de hemoglobina de la mancha, digamos espec- 

trofotometricamente, y en los casos en que la cantidad de mues- 

tra lo permita, para efectuar el corrimiento de la mancha jun- 

to al de un hemolizado diluido a la misma concentraci6n del

problema. El hemolizado estándar es de humano y de esta mane- 

ra al comparar con el problema, tendremos una mayor certeza

del origen animal o humano. 

A pesar de ello ya se dijo que la electroforisis utiliza ha- 

molizados ajustados a una concentraci6n de 10 S/ 100 mlde he- 

moglobina Por ello al usar manchas concentradas los resul- 

tados son mas satísfactorios. Debemos aclarar que hemos lla- 

mado manchas concentradas a las que presentan un cierto es- 

pesor notable* y que'. resulta en una concentraci6n adecuada

de hemoglobina. 



88

l+- 3- Comentarios. 

la electroforesis es entonces el procedimiento mas étil de

laboratorio para la determinaci6n y detecci6n de hemoglobi- 

nas tanto normales coro anorr2les; su fntima relz.ci0n en la

n3institución de la sangre establece una forma facil de detec- 

tarlas e identificarlas. 

Se 0.qlcula que toericamente pueden existir 2 200 hemoglobinas

es en la naturaleralcomo rezultQdo de t&n sélo una sus- anorna 

títuci0n úe tT, aminoacído. Una tercera parte de las heroglobi- 

nz.s unorrales que se formaran tendr pn una carga anormal y &,a

corrimiento electroforetico serfa anormal. Una limiltací6n exis- 

tirfa si la carga no se altera. 

Como ya se dijo antes este retodo no pretende ser un estudio

aislado de las manchas de sangre, sino parte de el, por lo que

su aplicacion requiere de mucho critorio y es muy importante

la experiencia yr el entendimiento Oe los antecedentes en elca- 

so particular que se investiga yQ. que son esenciales si se

quiere obtener rejores resultados y presentirlos en el tribunal. 

Lo importante es que el presente trabajo pueda contribuir en al- 

guna manera a las Intenciones de la quImica legal y de la inves- 

tigaci6n policial, ya que cuanto progreso se logre en este campo¡ 

sera posible que los delincuentes tengan tipificada su sangre en

su elrdex, eoxo una huelIQ digítal o una fotogra,' a, y así en el fi 

turo crirIn2les corecidos pue¿ en ser identificados por la sangre

que abandonen en las escenas de su& actividades. 
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