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CAPITULO I

1.INTRODUCCION.



I.INTRODUCCION,

La investigacidn policial se ha ido transformando para ha-
cerse cada vez mds cientifica y objetiva.Esto ha originado
la formacidn de laboratorios o gabinetes donde deben ser
practicadas las investigaciones cient{ficas tendientes al
encuentro de la prueba que permita emitir un dictamen.

La sangre es frecuentemente el punto de partida en una ine
vestigacidn de tipo legal.Un ladrén puede lesionarcse durap
‘te el rebe y dejar su sangre en la escena del delito,o un
asesino puede manchar su ropa o algun objeto con la sangre
de su victima,etc.Si entonces es posible relacionar una
identificacidén definitiva de 1la sangre con un sujeto par -
ticular,esto podrd proporcionar una buena evidercia en la
investigacidn.,

Cada delito involucra algun tipo de evidenclia,que es la
clave en el proceso de la investigscidn y muchas veces in~
dica la inocencia o culpa en un caso determinado.

La identificacidén de las manchas de sangre es un problema
de Qufmica Forense para el cual han sido propuestos muchcs
métodcs.Los resultados han sido insatisfactorios por la
carencia,en muchos de los métodos sugeridos,de todos los
requerimientos necesarios en ese tipo de anilisis.

La identificacién de las manchas de sangre es de hecho un
primer paso en una serie de procedimientos analfticos con-
cernientes a la edad de la mancha,la edad(rectén nacido o
adulto),el sexo,el grupo sangufneo del sujeto,la especie,
etc.fn algunos casos el material a ser analizado es abun =

dante,pero en otros las manchas son muy pequefias y se re -
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-quiere de métodbé que hecesitén muy poco material para la
‘1dentificacién sangufnea,el diagnéstico de la especie,el
grupo sangufneo,etc,y permitir la repeticidn como control
de cada prueba y llever a cabo el anflisis sin consumir tg
dc el material,y pe:mitir que otros analistas puedan compa
rar los resultados..

Un método de anflisis que sea muy sensible y especifico re
Gguiere poco material y,si es posible,no alters la muestra
a ser analizada.Bs poco econdmico e inhabituzl emplear mé-
todos sensibles pero no especificos,porque ello requiere
la aplicacién de subsecuentes métodos mds especf{ficos. La
especificidad naturalmente;es 21 mfs importante requeri -
miento,el cual no debe ser nunca desdefiado.

Los métodos empleados en Qufmica Legal para identifieacidn
deben proporcionrar datos ficilmente documentables,los cua-
les pueden ser reportados para permitir que otros expertos
los comparen.

Es evidente que el esquema eldsico de identificacién de
manchas de sangre sigue siendo Gtil y muy usado,pero es
posible intoducirle métodos adicionales que lo lleguen a
ser comnleto.El esquema usado consiste de pruebas orienta-
tivas y métodos preliminares (que nos indican una probabi-
lidad),y finalmente los llamados métodos confirmativos. La
ejecucién de reacciones de orientacién Y preliminares,se

efectua necesariamente en andlisis toxicolégicos,en los

cuales es necesario bzjar progresivamente el nimero de com-

puestos téxicos sospechados e identificarlos por diferentes
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métodos qufmicos y ffsicos.Por otro lado para la identifi=-
cacién de muestras de sangre,sélo un método sensible y es-
pecf{fico deberfa ser empleado y los fesultndos controlarss
por una repeticidén de la misma prueba,y por otra también
sensible y especffica,sin embargo esto no ha sido posible

y nor eso deben emplearse métodos suplementarios que en con-
junto resuelvan el problema de la identificacidén de las man=
shas de sangre,y eso es lo que pretende este trabajo,presen-
tar el estudio de las manchas de sangre,enfocandolo a la de-
terminacién de su origen humano o animal,usando la téecnica
electroforética para ello,con fines legales o de alguna otra
aplicacién,proporc;onando evidencias adicionales,y en los
easos particulares en los que pruebas mds sencillas no sugie-
ran nada y requieran el uso de pruebas adicionales.

Asi pues la téenica de electroforésis sera una prueba de uso
conjunto a otras pruebas adicionales,ya sea las tradiciona=-
les,0 algunas novedosas,segun el caso,y de ellas poder emitir
un juicio con eardcter mds concluyente,ya que como sabemos,no
se conocen 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 eriterio en la interpretacién de los

resultados para que se realice con éxito la identificacidn.



. Como se sabe,aun no es posible individualizar la sangre en
1a misma forma como se puede una huella digital?pero ésto
por falta de conocimiento de técnicas y no por la naturale-
za de la Sangre.BEn el presente es posible solamente traba-
jar en términos de polimorfismos genéticamente controlados
que ocurren en la sangre,y calcular cde datos de poblacidn
la frecuencia en que ocurren las combinaciones‘particulares
de grupos obtenicos.Esto es,la ciencia forense muchas veces
echa mano de la Estadistica y muchas veces se basa en pro-
babilidades,cuando las tZcnicas conocidas no pueden decir
mds.Por ejemplo,usando datos de poblacidn Britdnica,se tie-

nen los siguientes gruposs

Grupo Frecuencia del Gpo.particular(%).
0 47
MN 58
Rir 3
PéM i 58
AK 1 9
Hb-A 9
ADA 1 89
PGD A ] 9%
G6PD B 98
PCEU 96
Ce- , 90
HE2-1 36

La frecuencia combinada de estos grupos se puede obtener pa
ra la poblecidn y a partir de los grupos mds comunes de cada
sistema sé puede sacar la frecuencia de aparicién que se da
como una evidencia en la corte para ayudar a darle valcr al

resultadq obtenido.
Face sélo diez afios,las técnicas confiables eran sélo para-
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-el cistema ABC de las manchas de sangre.Frecuentemente lo
involuerado en un caso ers del mismo grupo (4ABC),asi la e-
videncia cel gruco sangufneo ternfa poco valor.Por ello po-
dewcs valernos de difsrencias en la sangre,como serfa el
cssc de las diferentes hemoglobinas en la sangre,con el fin
de proporcionar evidenciss sdicionales en casos de semejan-
zzs por otros sistemas y métodos.

Otrz dificultzé comin era tener suficiertes manchas de san=-
gre para los macrométcdos,que deben custituirse por micro-
métodces.

Es frecuente preguntarse cual sistems en la sangre es el mas
adecuzdo usarjidealmente tal vez todos los sistemas debfan
hacerse en las manchzs,nz°c por una variedsd de razones ésto
es frecuentemente imposible,ni decir nada econdmico.

Bl tivo de método a~:cr uszdo 2 ser usedo es un problema que
debe ser decidido para cada caso individual y con respecto
al laboratorio que trsbije el cgco; por ejemplo puede ser su-
ficiente la mancha de sangre parz agrupar en dos sistemas,si
los grupos de la victima y el sospechoso se conocen de sus
muestras de szngre,ls preferenciz serfa para esos sistemas
que distingan uno del otro y reduzca el porcentaje de error
por considerar el porcentzje de poblacidn del cual la sangre
pudo haber venido.

Es altamente deseable,y esto no estarfa de mds,que las mues-
tras de sangre deberfan obtenerse de todos los que estén in-
volucrades en el caso particular.Esto puede ser rdpidamente

procesado a través de todos los sistemas de grupo como una
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-rutina,y los resultados usarse en la manera antes indica-
da,para elaborar la seleccidn 4ptima de trabajo a efectuar
sobre las manchas de sangre.

Por la obtencidn de muestras de sangre de un gran nimero de
sosrechosos en un caso donde el criminal ha abandonado su
propla sangre en la escena del crimen,es posible ahorrar
tiemvo a li policfa por eliminar a quienes no pertenecen al
sistema sangufneo averiguaco.Este aspectc del trabajo se es-
ta incrementando,y el askorro de interrogaciones y tiempo de
averipguaciones mua2ds zar mucho.

Es esenclal un de*allado y cuidadoso registro de todo el
trabajo hecho,porque los errores son mucho mdés probatles de
ocurrir por un simple error de oficina,que por el desarrollo
o interpretacidn del trabajo experimental.

Estos registros también constituyen un comocimiento locszl

de las frecuencias de pohlucidn que pueden ser de valor en

ei futuro.
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2.GENERALIDADES .

2.1.Introduccidn.

Los métodos para la identificacién de manchas de sangre
estfn basados en la evidencia de células o en la de com=
puestos que son caracteristicos de la sangre:

a)Células rojas y leucocitos.

b)Hemoglobina y sus derivados.

Este trabajo se ocupa de la evidencia del segundo punto

a traves de la técnica de electroforésis.Por eso se requie
re de.revisar en seguida,los aspectos de la hemcglobina

relacionados al fundamento de la identificaciédn.

2.2.Hemoglobina.

Esti formada por una protefna (la globina),y un compuesto
ferruginoso llamado hem.La globinz consta de cuatro cade-
nas peptidicas,dos cadenas llamadas alfa (14l aminodcidos
cuya secuencia se conoce),y dos cadenas llamadas beta(lh46-
aminodcidos,también de secuencia conocida),a cada una de
las cadenas se halla unido un resto hemo mediante enlace
no covalente.

La molécula posee una estructura esferoidal compacta,cuyas
dimensiones son(6.4X5.5X5.0 nm.).El peso molecular es de
68 000.Cada cadena posee una conformacidn irregularmente
plegada,en la que ciertos tramos de regiones helicoidales
alfa puras,se encuentran separacos por curvaturas.las cadg
nas alfa y beta poseen alrededor de un 70 % de caricter he

licoidal.



10

L;s cadenas alfa y beta son muy semejantes entre si en su
estructura terciaria .1z cual estd constituida por longi-
tudes semejantes de hélice alfa con curvaturas aproximada
mente de los mismos 4dngulos y direcciones.

‘En la hemoglobina hay muy poco contacto entre las dos ca-
denas alfa y entre las dos cadenas beta,pero son numero=-
sos los contactos de grupos R entre_los pares pertenecien=
tes a cadenas diferentes.iesulta de especial interéds la
localizacidn de los cuatro.grupos hemo,uno en cada subﬁni-
dad,que unen las cuatro moléculas de oxfgens. Estos grupos
hemo son moléculas planas en las cuales los Atomos de hie~
rro forman complejos de coordinacidn planares cuadrados y
se hallan muy separados unos de otros y situados a diferen
tes 4dngulos relativos .Cada uno de ellos se halla parcial-
mente envuelto en ﬁna bolsa Torrada por grupos R no pola=-
res.El quinto enlace coordinado de cada dtomo de hierro se
establece con un nitrdgeno imidazdlico de un resto de his=
tidina de la molécula peptfdica.La sexta posicidn queda
disponible para su coordinacidn con una molécula de oxige-
no.Existe una cavidad central dentro de la molécula de hew

moglobina,forrada:con grupos R polares.

Estructura cuaternaria
de la hemoglobina.

~ Grupo

Cadena o \
hemo Cadena at
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Estructura Primaria y Secundaria de las cadenas de polipéptidos
de la Hemoglobina.

Secuencia de amino- Secuencia de amino-
dcidos. dcidos.
|
Helge® ' & o B Y 8 # Lmﬂn= ,‘ # o« B v 8 =
i ‘ d
NA1 1 Vval val Gly Vval 1 I | D1 (50 His | Thr Ser Ser 50 !
NA2 | 2 Leu His His -~ His 7. 5] vz 151 Gly Pro Ala Pro 51 H
NA3 leu Phe Leu 303 Asp Ser Asp 52 !
Al 1 3 Ser 1 The The The 4 || g; ' :‘: :'.' C: :i |
A2 | 4 Pro |Pro Giu Pro. 5 ' el o Rdes el s
A3 | 5 Als |Gl Gl Glu 8 s e :
i | i i Gly y Giy 586
Ad 6 Asp ! Glu Asp Glu T : —
A5 7 Lys flys Lys Lys 8 || E |52 ~ser | Asn_ iAsn  Asn 57
A6 i 8 Thr Ser Ala Thr ] 1 E2 ‘ 53 Ala Pro Pro Pro 58
(A7 ‘9 Asn | Ala Thr Ala 10 | ' E3 -154 Gin | Lys Lys Lys 59
AB 10 Vval |Val HMe val 11 || E4 {55 Val | Val Val Val 60
A9 11 Lys [ The Thr Asn 12 | ES 156 Lys ' Ltys Lys Lys 61
a0 Vi2 Aa |Ag ser Aam 13 Lt €6 57 Gly  Ma Ala Ala 62
A1l 113 Ala uﬂ Leu Leu 14 i g7 58 His | His His His 63 |
A12 - {14 Ty {Ty Ty Ty 15 || €8 59 Gly , Gly Gly ' Gly 64 |
A3 15 Gy |6y Gy Gy 16 || €9 |60 s iy ke Lys 65 !
A4 116 Lys [Lys Lys Lys 17 | E10 {61 Lys | Lys Lys Lys 66 .
A5 (17 Val |val val val 18 | E11 (62 Val | Val - Val val 67 |
A6 18 Gl l. E12 ‘63 Ala | Lew Leu leu 68
T 1 E13 64 Asp| Gy Thr Giy 69
Al R D) [ E13 165 A ] AlS 864 N 70 4|
81 20 His ‘Asn Asn Asn 19 ,, E15 |66 Leu . Phe leu Phe 71
B2 21 Aa ‘val var Vval 20 ! E'6 '67 Thr. Ser Gly Ser 72
83 22- Glv | Asp Glu Asp 21 |} E17 |68 Asn| Asp ‘Asp Asp 73 |
B4 .237 Glu Glu Asp Ala 22 || E18 |69 Ala  Gly Ala Gy 74 !
B5 ,24 Ty |Va Ala va 23 |, €19 |70 Va |Leu le lew 75 |,
B6 (25 Gly | Gy Gly Gly 24 | ] E20 71 Ala | Ala Lys Ala 76 J'
B7 126 A laly Gy G 28 | T e e )
:g :5; Z’: | Z'” ?r"“ 2:; gg | EF2 173 Val  leu leu Lew 78
: P . |
810 29 Leu 5 Leu teu teu 28 ! :ii ;; :"’ [ :s: :p ::: ;g f
B11 '30 Glu ! Gly Gly Gy 29 |' i Msp L‘ L s 2 ol
B12 " 350 A A Arpl Arg.d a0, LUt AEES S/ EEMetBleu i Loyt Leu .
9 IR e | EF6 |77 Pro | lys Lys lys 82
B13 132 Met | lew Llew Lew 31 || o 00 O I‘ ot GG, e
B14 |33 Phe | Leu Lleu Leu 32 | EF8  '79 A | Thr rhY, Thr 84
B15 134  Leu | Val Val Val 33 | (= : i
816 '35 Ser |val val Vval 34 || F1 |89 Leu| Phe Phe Phe 85
T F 1 r o Al Ala er 86 |
&y 136 Phe | Tyr . Tyr  Tyr 35 | i Fg Igz As\lea ’ :har Gin '(siln 87 ;
B2 137 Pro | Pro Pro Pro 36 . 4 83 Lev I low Neu “lag :lga.
CSRE | 38 e Ty Ty is Ty R 3 7 £S5 84  Ser l Ser  Ser 'Ser. B9 |
C& S T SiThe S Tar S EBes 36 F6 ‘85 Asp | Glu Glu Glu 90
; c5 140 Lys Gin Gin Gin 39 I E7 86 e Gl e e 91 5
C6 141 I |Ag Ag Ag 40 F8 87 His | His His Hs 92
c? ‘42 Tyr | Phe  Phe Phe 41 i Fo 88 Ala |Cys Cys Cys 93
o1 143 pne Tphe Pne Phe 42 | (= 199w | mop Aas ey 94 |
CD2  '44 Pro G, Asp, Glu 43 || coo lgg iy | Lysp Lys Lvs 95 |
CD30 R tis I kSer iR Seris Ser SLidd ’ #G3 (91 Lleu | lew Lleu Leu 96 |
CORNE |5 =tediPoe SRR PR 5 FG4 192. Arg | His His Hs “I7 |
CDS 147 Asp Gy Gy Gly 46 FGS |93 Val | Vai val Vval 98
CO8" |48 Leu |Asp Asn Asp 47 || | !
CD7 49 Ser |leu Lleu Leu 48
cos ' Ser  Ser Ser 49




(Continuacidn)

Secuencia de amino dcidos.

. G15 1108 The ‘Val Vval Vval 113 |
! G186 '109 Leu !leu Lleu Leu 114
to617 lno Ala | Ala Ala Ala 115

Helige = £ ] s = 3
! sLUE | | Ala en H 14 (136) en las cadenas
Gt | 94 Ap 'Asp Asp Asp 99 gamma y delta pueden ser varian-
G2 | :5 Pro [ Pro Pro Pro 100 ! tes normaées. . ;
G3 6 Va [Gu Gu G 101 | ) Tos aminodcidos se indican por
o e S e e 12 el cédigo de tres letras.
s 00 tys A LW - Aeg 104 Aminoacidos sin carga:Gly,Als,
G7 100 Leu ' Leu. Leu Lau 105 | Val,Leu,Ileu,Gln,Asn,Met,Cys,
, G8 1101 leu 'Leu Leu Leu 106 Phe,T}:r, Iry,Pro,Ser,Thr.
Sl Rl o B Aminodcidos cargados: Asp(-1)
WS | Asn n SN .
G611 1104 Cys [val va  va 109 { Glu(-l),Arg(+1)Lys(+l)Hls(+1)
7 G12 [105 .lev :Lleu Lleu Lleu 110 |
. G13 106 Leu ; Val Val Val ) £ g (O
G1a 107 val ley e cys 112

111 Ala | His lle Arg. 116
His  His Asn 117

G19 (112 His

! b

L
GH1 1113 Leu ' Phe Phe Phe 118
GH2. (114 Pro |Gly Gy Gly 119
GH3 115 Ala | Lys Lys Lys 120
GH4 1116 Glu Glu Glu Glu 121
GHS 4‘1 17 Phe Phe Phe Phe 122

L e

H1 {118 The 'The The The 123
H2 {119 Pro P Pro Pro 124
H3 1120 Ala i Pro  Glu Gin 125
H& {121 Val Vai Val Met 126
HS . 122 His Gin Gin GIn 127
HE ‘123 Ala  Ala  Ala  Ala 128
H7 1124 Ser ' Ala Ser = Ala 129 |
H8 1125 Leu ! Tyr Try Tyr 130 |
H9 126 Asp i1 GIn Gin Gin 131

HTO 127 Lys s Lys Lys 132
Wil (128 Phe | Val Met Val 133 ,
H12 {129 Leu ' Val val Vval 134
H13 '130 Ala Ala Thr Ala 135
MT& '131 Ser Gly Gi Gly' 136
H15 .132  Vval Val val  Val 137 L
H16 133 Ser Ala  Ala Aa 138 |
H17 1134 Thr Asn Ser Asn 139
Hi8 1135 val ' Ala A Ala 140 |
H19  |136 Leu  Leu Leu Leu 141 |
H20 137 Thr Ala Ser Ala 142 [
H21 : 138 Ser : His Ser His 143

HC1 ‘139 Lys | Lys Arg Lys 144 I
HC2 , 140 - Tyr Tyr Tyr Tyr 145 :
HC3 11417 Arg His His His 146




2. Tipos de Hemoglobina.
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Si el orden de aminodcidos en la cadena peptidica,difiere

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

formar una cadena,o se produce una recombinacidn andmala

se producen hemoglobinas anormales.

La hemoglobina de un adulto normal contiene dos cadenas

alfa y dos beta,su estructura se simboliza a232 sen cir-

cunstancias anormales las moléculas de hemoglobina se rea-

socian formando oligdémeros ay,By,aB3,a3B.

Se han observado tres tipos de hemoglobinas normales y va-

rias anormales.

Las variedades normales de hemoglobina contienen cinco di-

ferentes tipos de subunidades de globina que existen en la

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

con letras griegas de la alfa a la epsilon:

Clase ) Nombre
Hb.embrionaria Gower 1
Gower 2
Hb.fetal Hb.-F
Hb.adulta. Hb-A
Eb~32

Férmula

Ey

azEp
aggo

apBp

d2a2

Edad en que estd
presente(

Predomina en los
primeros 2 meses
después del 39,
desaparece.

Predomina en la vi-
da fetal,declina
rdpido despuds del
nacimiento a menos
del 2%. :

Detectable aun en
gestacidn,predcmi~
na postparto.

Aparece en vida fe-
tal tardfa existe
durante la vida en
cants. menores de
3.7%.
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" Hb-A:La Hb.A,es la mds importante de las hemoglobinas del
adulto normal.Las cadenas de polipéptidos de la parte glo-
" binica de las moléculas son de dos tipos:dos cadenas-alfa
idénticas,cada yna con 14l aminoicidos.Cada cadena estd
ligada a un grupo Hem.La molécula es elipsoidal con los
cuatro érupos Hem en su superficie donde funcionan combi-

nandose reversiblemente con oxfgeno o diéxido de carbono.

Hb.Ap(a,dp): La Hb.Ap constituye del 1.5% al 3.5 7 de le
hemoglobina del acdulto normal.Sus dos cadenas alfa son i-
guales que en la Hb.A y en la Hb-F. _
Bus dos cadenas delta difieren de las cadenas beta en sé-
lo ocho de sus 146 aminodcidos.La determinacién cuantita-
tiva ha adquirido importancia ya que en ciertos tipos de

talasemia la Hb.A, estd alterada por elevacidn.

Hb.A3 ¢ La Hb.A3 comprende 5-15% del total de la Eb del
adulto.En electroforésis de papel a pH alcalino,se trans-
porta ligeramente md&s rdpido que la HbA .Estd caracterizg
da por un complejo extraglutatidn en la cadena beta y es

probablemente resultado de la edad.

Hb-F : (a2g2) Es la hemoglobina principal del feto y del
recién nacido.La afinidad aumentada para el oxigen& de la
sangre fetal con respecto a la sangre adulta no se debe a
la hemoglobina en si,sino probablemente al medio ambiente
de los hematies .

Desde hace mds de 100 afios se sabe que la hemoglobina fe-



-tal es distinta de la adulta.Las dos cadenas alfa son i-
dénticas a las de la HbA,y las dos cadenas gamma con 146
aminodcidos,difieren de las cadenas beta.Durante la vida
fetal predomina la Hb-F,ya que la produccidn de las cade-
nas alfa y de las cadenas gamﬁa es alta.la produccidn 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 4% a ia hora del par=-
to.Después del nacimiento se producen cantidades mds pe-
quefias de Hb-F,a los 4 meses la HbA corresponde al 90 §
95% del total.Sélo indicios de Hb-F(menos del 0.5%)se en-

cuentra en locs adultos.

Hemoglobinas embrionarias:Hb Gower-1(Ey) y Hb Gower-2(a,E,)
Se han encontrado dos hemoglobinas distintas en los fetos
humanos normales con un tiempo de gestacidn de menos de
tres meses,ambas contienen una cadena polipeptidica (E)
distinta de las cadenas a,Byg,d.Una vez que la produccidn
de las cadenas gamma haya llegado al mdximo en la primera

parte de la vida del feto,cesa la produccidn de la cadena

™

Lie



Las Hemoglobinas anormales se distinguen de las normales
por la constitucidn de sus cadenas peptfdicas,basta el so-
lo cambio de un aminodcido para que se formen hemoglotinze
anormales(Hemoglobinopat{as).Estas hemoglobinas se desig-
nan con letras del alfabeto: C,D,E,H,I,M,N,0,F,Q,S.

Un ejemplo de hemoglobina anormal,lo constituye la hemoglo
bina S,que produce la denominada anemia falciforme; difie-
re de 1a hemoglobina normal en solo un resto aminodcido
del de la hemoglobina A,y de ahi que la movilidad eléctro~
foretica de la hemoglobina de las células falciformes di=-

fiera ligeramente de la de la normal.

Existen otro tipo de anormalidades en las hemoglobinas,lla
madas talasemias,en las que las cadenas de globina son de
estructura normal;pero la tasa de produccidén de un tipo de
cadena polipeptfdica es inferior a la normszl.Por eso en la
electroforésis,las distintas hemoglobinas aparecerin o no,
o0 se veréin disminuidas segun la produccidn de la cadena de

polipéptidos de la hemoglobina.
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Hemoglobinas Variantes Resultantes de la Sustitucidn de

un aminodcido.

Nombre

Aida

Ann Arbor

. Atago
Beilinson
Bibba
Broussais
Buda

Chad
Cheasapeake
Chiapas
Columbia
D.St.Louis
D.Washington
Dakar
Denmark Hill
Etobicoke
Fort Worth
Audhali
Azuokoli
Bristol
Chinese
Georgila
Hong Kong
Honolulu
Norfolk
Philadelphia
Singapore
Taichung
Hasharon
Hikoshima
Hopkins-2-1

QR

OO Q

Interlaken
Abidjan
Capetown
Medellin
Oxford
Paris
Paris-2
Rajappen
Sardegna
Tongariki
Toronto
Kagoshima
Knoxville=l1

Rty g ey

Variantes en cadena Alfa.

Posicidn y sustitucidn

64(E 1;) Asp__ Asn
80(F 1 Lou Arg
85(®6) ASD Tyr
igg%%I;)LLFerrar;r
eu o
90(FG2) Lys___ Asn
S3(bey. Gle—Lys
u ys
92(FGl) Arg_, Leu
114(GH2) Pro___ Arg
igual a L Ferrara

igual a G Philadelphia
igual a G Philadelphia

112(G 19) His__ Gln
g Egag gro Aﬁla
er g
27 (B8) Glu_, Gly
23 (B4) Glu__ Val

igual a G Philadelphia
igual a G Philadelphia
30 (B 11) Glu___ Gln
95 (G2) Pro__, Leu
igual a G Chinese
igual a G Chinese

85 (P6) Asp__, Asn

68(EL7) Asn__Lys
igual a G Chinese
igual a Q Thailand
¥+7 (CD5) Asp_ His
igual a Shimonoseki
112(G 19) His__ Asp
16(al4)  Lys . Glu
igual a J Oxfor
51(CD9) Gly___ Asp
92(FG4) Arg___ Gln
22(B3) Gly__, Asp
15(A 19) Gly__ Asp
12(A10 Ala___ Asp
igual a México
90(FG2) Lys_, Thr
50(cD8)  His__ Asp
115(GH3) Ala___ Asp
5(A3) Ala___ Asp
igual a Norfolk

igual a G Philadelphia

oA

Anormalidade
Funcionales

1}

U

S0

ue

Py
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(Continuacidn) Variantes en cadena Alfa
Anormalidades
Kombre Posicidn y sustitucidn # Puncionales #

L Perrara 47(CD5) Asp__, Gly o]
L Persian Gulf 57(26) Gly__, Arg

Lapin 29(B10) Leu__, Val
M Boston 58(E7) His Tyr
M Gothenburg igual a M Bosgon
M Iwate 87(F8) His_ g Tyr
M Kankakee igual a M Iwate

M Osaka igual a M Boston
Mahidol igual a Q (SE Asia)
Mani toba 102(G9) Ser__, Arg
Memphis 23(B4) Glu___ Gln
México 54L(E3) Gln Glu

Nishiki igual a Norfolk

0 Indonesia 116(GH4)Glu___ Lys

0 Padua 30(Bll) Glu____ Lys

Q India 64(EL3) Asp__, His

Q Iran 75(EFh) Asp_ | His

Q Thailand 74(EF3) Asp__, His

Rampa 95(G2) Pro___ Ser ue
Russ 51(CD9) Gly__ Arg

geﬂ.g é %g%)a HasharoTn

e Asp__, Tyr

Shimonoseki S4(E3) Gln__, Arg

St Ltukes 95(G2) Pro__ Arg

Sinai iﬁual a Hasharon

Singapore 141(1C3)Arg__, Pro

Stanleyville-2 78(EF7)Asn___ Lys

Tegawa-1 igual a Broussais

Tagawa=2 igual a L PFerrara ;
Torino 43(CD1) Phe__ Val Uc
Ube-2 68(E17) Asn__, Asp

Umi igual a L Ferrara

Yukuhashi-2 igual a L Ferrara

Zambia 60(E9) Lys__, Asn

Variantes en cadena Beta

Abruzzo 143(H21) His Arg

Agenogi 90(F6) Glu_ . Lys ¢
Bethesda 145(HC2) Tyr___ His E
Boras 83(F4+) Leu_ _ Arg Ue
Brigham 100(G2) Pro___ Leu E
Bristol 67(E11) Val___ Asp Ue
Bryn Mawr 85(F1) Phe_ _ Ser Ue
Bucuresti 42(CD1) Phe___ Leu Ue
c 6(A3) Glu___ Lys A
Casper 106(G8) Leu__ Pro Ue
Christchurch 71(E15) Phe___ Ser U
D Bushman 16(A13) Gly Arg

D Chicago igual a DPunjab

D Cyprus igual a D Punjab

D Ibadan 87(F3) Thr__, Lys

D Iran 22(B%) Glu__, Gln



(Continuacién) Variantes en cadena Beta
Anormalidades
: gomgre o . {osicigsng sustitucidn ¢ Funcionales #
ortuga gual a D ab

D Los Angeles igual a D Punjabd

D Punjad 121 GH4) Glu___, Gln

Deer -Lodge 2(NA2) His Arg

Dhofar $8(E2) Pro__, Atg

E 26238; Glu__, Lys e
E Saskatoon 22(BY4 Glu__ Lys

G Accra "79(EF3) Asp__ Asn

G Cophenhagen 47(CD6) Asp__, Asn

G Coushatta 22(BY4) Glu__, Ala

g ga1Vgston M3ECD§) Glu__, Ala

si-Tsou 79(H3 Asp Gl

G Makassar (A3)  Glu__, ala

G Port Arthur igual a G Galveston

G San José 7(Ak) Glu__, Gly

G Saskatoon igual a G Coushatta

G Szuhu (Erh) Asn Lys

G Taiwan-Ami 25(B7) _ Gly__, Arg

G Texas igual a G Galveston

Genova 28(B10) Leu__, Pro U
Gifu iEpal a G Szuhu

Hammersmith 2(CD1) Phe__ Ser uc
Hijiyama 120(GH3)Lys Glu

Hikari 61(ES Lys__, Asn

Hirose EZ(C3) Try_ Ser E
Hiroshima 1 His__, Asp E
Hiroshima igual a Hijiyama

Hofu 126(E4)  Val_ Glu

Hope 136(H14) Gly_, Asp

Hopkins-1 igual a N Baltimore

1 High Wycombe 9(E3) Lys__, Glu U
1 Toulouse 66(E10) Lys__, Glu U
Istanbul 92(F8) His__, Glu

J Baltimore 16(A13) Gly__, Asp

J Bangkok 56 (D7 Bly__, Asp

J Cambridge 69(E13) Gly__ Asp

J Iran 77(EFl) His__, Asp

J Ireland igual a J Baltimore

J Kaohsiung 59(E3) Lys__, Thr

J Korat igual a J Bangkok

J Meinung o 1 a J Bangkok

J Taichung 129(H7) Ala__, Asp

J Thailand igual a J Bangkok

J Trinidad igual a J Baltimore

Jenkins igual a N Baltimore

K Ibadan (cpD5) Gly__, Glu

K Woolwich 132(H10) Lys Gln Cu
Kansas 102(Gk) Asn__b Thr E
Kempsey 99(Gl)  Asp___ Asn

Kenwood 143(H21) his__’ Asp

Fhartoum 124(H2) Pro__, Arg u
Koln 98 (FGS) Val Met



(Continuacidn)
Nombre

Korle Bu
Liverian-1
Little Rock
Lousville
Aki ta
Chicago
Emory
Hyde Park
Kurume
Milwaukee
Rxadom
Saskatoon
Malmo

N Baltimore
N New Haven
N Seattle
Nagasaki
New York

0 Arab

Oak Ridge
Ocho Rios
Olmsted
Olympia

Osu Christianborg
P

XXX

Perth
Peterborough
Philly

Porto Allegre’
Rainier
Richmond
Riverdale-Bronx
gush

Sabine

Saint Etienne
St Louis

San Diego
Santa Ana
Savannah
Seattle
Shepherds Bush
Siriraj

Sogn
Southhampton
Sydney
Tacoma

Taipef

Ta-Li

Tokuchi

a0

Variantes en cadena Beta

Posicién y sustitucidn #

73(E17)
igual a N
143(H21)
42(CD1)
igual a M
igual a M
igual a M
92(F8)
1gua1 a M
7(E1l)

113(G15)
121 (GHY%)
igual a D
52(D3)
141 (H19)
20(B2)
52(D3)
117(G19)
32(B1k)

2(NA 2)

Asp Asn
BaltinT&?eGl
His n
Phe . Leu
Hyde Park
Saskatoon
SaskatoonT
His s Iyr
Sa$k§toonsl
a , Glu
Sagl{atoonT
5__a iyr
His___ gin
Lys u
BaltiES‘r’eGl
Lys u
Lys__ Glu
Val _, Glu
Glu__, Lys
Punjab i
Asp > a
Leu_ _, Arg
Val__, Met
Asp___, Asn
His__  Arg
Leu___, Pro
Val____ Phe
Iyr__, Phe
Eer__ Cys
Tyr » C¥s
Asn__ Lys
Gly__, Arg
Glu___ Gln
Glu__, Val
Leu__ Pro
His__, Gln
Leu__ Gln
Val__, Met
Leu__ Pro
Gly __, Val
Ala___, Glu
Gl As
_ an— Lyg
Leu Arg
Va a
Arg-—: Ser
Glu__, Gly
Gly__, Cys
His__, Tyr

Anormalidades
Funcionales #

gd aqu»cg (o

doqdmdg
o Q

> gaags



(Continuacidn)
Nombre

Ube-1

- Wien

Yakima
Yoshizuka
Ypsilanti
Yukuhashi
Zurich

F Alexandra
F Dickenson
F Eull

F Jamaica

F Malta

F Texas I

F Texas II

A

55
Babinga
Flatbush
NYU
Indonesia
Sphakia

21

Variantes en cadena Beta
Posicién y sustitucidn # Anormalidades

Funcionales #

Igual a Kdln . .
130(H8) Tyr__, Asp U
9(G1) Asp__, His E
108(G10) As Asp c
99(G1) Asp__, Tyr E.
Igual a Dhofar
3(E7) His_ , Arg Ue
Variantes en cadena Gamma
12(49) Thr Lys
97 (FGl4) Eis__; Arg
121 (GHY) Glu___, Lys
61(ES) Lys__, Glu; (136 Ala)
117(G19) His__, Arg;(136 Gly)
5(A2) Glu__, Lys
6(A3) Glu__, Lys
Variantes en cadena Delta
16(A13) Gly__, Arg
15tmh™? ay_
Y. Sp
22(BY) Ala__ Glu
12(49) Asn Lys
69(E13) Gly__, Arg
2(RA 2) His__, Arg

# El nimero secuencial se da con el ndmero en paréntesis

# Anormalidades
Funcionales :

Agregacidn....coee.n.... eervecesA(severa),a(media).
Inestable....cecsveccccccecscessU(severa),u(media).
Afinidad aumentada

por el oxfgendeeeececceccecec.esE(con eritrocitocis).

e(media).
Afinidad disminuida '
por el oxfgenceeecs-o.... ¢eese..C(con clanosis).
c(media)

Methemoglobinemigeecccoeccceeee oM
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2.4, Hemoglobinas en Animales,

Existen variacicnes en la secuencia de protefnas homdloe
gas segun la especie,La informacidn comprensiya sobre

las secuencias de aminnicidos en protefnas homdlogas de
diferentes especies;ha mostrado gue algunos residuos de
aminodcidos en posiciones esnecfficas de protefnas hombe
logas,son relativamente invariantes en todas las espe =
cies v son idénticos o reemplazados sole infrecuentemens=
te.Las protefnas homdlogas también contienen residuocs
variables,generalmente la mzyorfa de esos residucs en la
cadena,la cual varfa nds ampliamente de una especie a C=
tra y en la cual varios aminofcidos diferentes pueder

ser reemplazados por otros.

Los términos homologia y analogf{a son también aplicacos

a las estructuras moleculares de sus constituyentes celue
lares.lLas moléculas de Hemoglobina de diferentes especies
de vertebrados,contienen similares secueneias de aminodeci-
dos cue pueden llamarse moléculas homblogas. En contraste,
hemoglobina y hemocianina son moléculas anflogas por su
funeidn similar ( Transporte de Oxfgeno ),perc difierenm
considerablenente en su estructura molecular.

Entonces la hemoglobina de animales superiores estf rela=-
cionada pero no es idéntica.En 1hvertebrados,otros piguen=-
tos pueden tomar el lugar y funcidn de hemoglobina.

La hemoglobina se encuentra distribuida en el Phylum del
reino animal,llegzndo a ser mds importante en los mis e
volucionados.En ellos,el pigmento se encuentra cown mio-

hemoglobina en mdsculo,y como hemoglobina en eritrocites.
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En los vertebrados mis primitivos,el misculo del corazén
¢s priacticamente el fdnico misculo que contlene miohemo =
globina.~n ninguno de los varteitrados se sncuentra nor =
malmente la hewoglobina libre en la sangre.

zn invertebrados es raro la preseincia de hemoglobina en
miisculo,hasta ahora sélo ha side reportado en unis cuan=-
tas especles.in Gastrophilus larvae el pligmento se en =
cueatra en eélulas especiales conocidas como células
traqueales las cuales probablemente se originan de cuer=
pos celulures grazoS.axists una variacidn eu el sistema
circulatorio,esa hewoglovina se halla a Vuces en corpls—
culos y a veces en solucibdn f{sica como hemoecianina.

Se Lan observado otros pigmentos como Clorocruorina,
wricrocruorina,en invertebrados que éifiereu de las glo=-
binas de mamiferos.(Ver ssquema en la siguiente pdgina).
Por otro lado, han sido deterulnados los residuos Heter-
winales de hewoglotinas de ua alxero de diferentes espe=-
cies de animales supsriores.consideravles diferencias de
las especies,fueron evideates por 1ls oaturaleza de los
residuos il=terminales,y en el némero de czdenas de poli=-
péptidos presentes.

In el caso de Hemoglobina de czballo gue se ha sstudiaco
mds en detalle,hay residuos valile-N-tzrrinales (sels), y
asl sels caddnas de solipdptidos abiertos.ss interesante
notar que el contenido de cistina,no es wis gue tres re=
siduocs,asi que algunos de las cadenas deben estar unidas

por otro tipo de unidn cruzada.
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Phylem
Protozoarios

Nemdtodos

Anélidos
Artrépodos ¥
Crustaceos
Insectos

Moluscos

Cordados y
Protocordados

Vertebrasdos

. Pigmento

Hemoglobina en

Eritroeruorina
del cuerpo
Miohemoglobina
del cuerpo

Eritroeruorina
Cloroeruorina

Eritrocruorina

Eritroeruorina

Eri troeruorins
Eritroeruorina
Miohemoglobina

Hasta ahora no

ni hemoglobina

Hemoglobina en
Miohemoglobina

el

en

en

en

en

en

en

en

se
ni

citoplasma
la cavidad
la pared

el plasms
el plasma
el plasma
el plasma

corplisculos

ha eneontrado
mioglobina

eorpisculos
(presente en las-
ordenes inferiores como peces,
anfibios y reptiles,la mayorfa
en misculo cardfaco )
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La Hemoglobina de caballo es aproximadamente cuatro veces

la medida de la mioglobina,teniendo ua peso molecular de

66 000,y formada por cuatro cadenag idénticas quimicamente

en pares: dos alfa-y dos beta.Cada cadena tiene un grupo
‘heme y uno sulfhidrile facilmente reactivo en la cadena be-
tappepo mucho menos en la cadena alfa.la molécula tiene

una forma esferoidal aproximadamente,de dimensiones 64X55X50-
f.Las cuatro cadenas densas corresponden obviamente a las
cadenas separables quimicamente.los grupos heme se encuentran
en cavidades en la superficie formada por pliegues en las
‘cadenas de polipéptidos.Las cuatro subunidades estidn arregla-

das casl tetraédricamente.

Hemoglobina ' Peso Molec. Residuo Ném.
Neterminal por molec.
(Caballo,Asno) 66 000 ‘Falina 6
(Buey,Borrego,Chivo) = 66 000 Valina 2
) Metionina 2
Hemoglobina -Adulto- 66 000 Valina 5

-Fetal- 66 000 -Valina 2-3



Patrones en la sfntesis de Hemoglcbina relacionados a
cambios en las 1f{neas celulares eritropoyéticas durante
el desarrollo fetal. :

Especie

Ratén -

Humano

Conejo

Pollo

ILfnea Celular

Enbridnica

Hemoglobina

El (XY)
Ell(aY).
El11(aZ)

Gower 1 (E)
Gower 11 (aE)
Portland 1 (E,g)
E 1 (XB)

Ell (aE)

E

P (242)

Tipe I
Tipo II

Definitiva

Hemoglcbina

A(alfa,Bets)

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

A(a,B)
A(a?)
D(a?)

I
II
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2.5.5eparacién e Identificacidn 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 identificaciédn de las manchas de sangre como un auxiliar
valioso en este problema.Uno de los métodos mds adecuados
en este caso es la Electroforesis.La técnica usa la migra=-
eién de moléculas cargadas en un campo eléctrico.la migra=-
cidn pusde ser al dnodo o al cdtodo segun la medida,forma,
carga neta de la molécula,y la naturaleza del medio usado.
La carga puede ser alterada por cambiar el pH de la solu-
eidn,y esto hace posible seleccionar las condiciones 4pti-
mas para la separacidn electroforética de diferentes hemo-
globinas,
Las moléculas de la hemoglobina en una solucién alcalina
tienen una carga negativa neta y se mueven hacia el dnodo
a una velocidad proporcional 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 aparito y otros detalles metodoldgicos.Las técnicas
basadas en papel filtro como medio de soporte,fueron
las primeras que se usaron para electroforésis,sin embargo
el método presenta resolucidn mis pobre y es incapaz de de-
mostrar la Hb-A,,ademds de la dificultad de cuantificar por
este método.

La electroforésis en gel de almiddén rdpido llegd a ser el-
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-método de eleceidn en laboratorios de investigacidn por

su sensibilidad y su superior éefinicién de zonas.Mucha

de la informacidn adecuada respecto de las propledades
electroforéticas de las variantes de la hemoglobina,se ob-
tiene con el método del gel de almiddn.No obstante también
es laborioso,y el tiempo de migracidn es largo para la ma-
yorfa de los laboratorios de rutina.

Los mds seneillos y comlnes emplean asabranas de acetato de
celulosa,para la cual muchos tipos de equipos son adecuados
comercizlmente,

Segun el método la téeniea podrd hacerse cuantitativa »mor
elucidn de las zonas,y medirse espectrototomifricamente, o

cualquier otro método eszecial.

En el siguiente capftulc ce presentan las técnicas de elec-
troforésis en detalle,de las que se pueden utilizaf en la
tdentificacidn de le sangre,dendose uns especial extensidn
en la técnica de gel de almidén,por considerarse la de me-
Jor rhsolic16n,pero no se puede prever la manera exacte

en que se uen las téenicas ya que ésto dependerd absoluta=-
gente del caso que se trate,ya que puede ser suficiente el
uso de una sols técnica,segun lo requiera la averiguacién,
o en ¥ltima instancia del tiempo con el que se cuente y el
material dinero,etec. '

Aparte de distinguir si la mancha es de sangre'y si fuera el-
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caso,que en la tipificacidn sanguinea entre victima y sos-
. pechoso fueran del mismo grupo,no serfa posible obtener u-
na distincidn entre ambos,a menos cue se obtenga otra in-
formacidn por otros métodos y como serfa,un diferente movi-
miento electroforético de la hemoglobina y otras pruebas
adicionales que pueden hacerse,como elucién de una banda y
su cuantificacidn,y distinguir una hemoglobina de otra co=
mo serfs la Hb-A de la Hb-F que seria de uh recién nacido

o la Hb—A3 que se cree es producto de la edad,etc. O algu-
na patoldgica Hb-S,Hb-C,Hb-D,Hb-E,Hb-G,etc.en este Gltimo
caso porejemplo se puede identificar Hb-S de la anemia fal-
ciforme cn las manchas de uno de los involucrados,suponien=-
do gue se sospechara o no de 8sta anemia (podria sospechar-
ce de ello en una persona de color),entonces la electrofo-
résis lo detectarfa inmediatamente. Asl deben intentarse
semejantes biscuedas o diferentes. Sinembargo el objetivo
de nuestro estudio se encamina a la identificacién del ori-
gen de la mancha de sangre,esto es,identificar si se trata
de sangre humana o de animal siendo esto muy importante en
la averigdacién.Esto es posible porque como hemos viste al
hablar de Hemoglobinas de Humano y Animal,tienen estructu=- .
ras anflogas o similares pero nunca idénticas,y este obvia-
mente produce movilidades diferentes en el corrimiento elec-
troforético basandose en el fundamento del método.

También se ha querido presentar en este capftulo la posibi-
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~l1dad de existencia de hemoglobinas anormales para ewitar
confusiones en el casc de presentarse durante el corrimien-
to,aunque el problema se minimiza ya que se debemn correr
estindsres de hemoglchinas humanes normales o de algun ard-
mal en el caso de sospechar de alguno en especisl,pero

siempre junto con el hemolizado de humano.
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CAPITULO III

3, TECIICA DE ELECTROFORESIS.

3el.Introduccién,

3e2.Bufferse

3¢3eilectroenddsmosis,

3.4.Homogeneidad del Gel.

3.5.Equipo.

306.Tenmperatura.

3.7+Fuente de Poder.

3.8.Coleceidn da muestra y preparacién
del Hemolizado.

3e9.Electroforésis en Gel de slmiddn.

3¢9¢1lePreparecidn de lz placa.

3.9.2.Buffer para el Gel.

3¢9.3.Preparacidn del Gel,

Qoo iplicacidn de muaestras.

3¢9e5eConexidn en el tanque,

3.10.5lectroforésis en papel,

3¢10.1.Reactivo.

3.10:2, Procediniento.

3.10,3eInterpretacidne.

3.10.4e Ecuipo.

3.11.Klectroforfsis en Gel de agar.



. 3.12.Electroforésis en Acetato de
3.12,1,Ffundamento.
3,12.2,Reactivos y Equipo.
3.12.3.Procedimiento.
3.12.4.Interpretac16n.

3.13.Resultados.

Celulosa.



3.TECNICA DE ELECTR0FORESIS.

3.1.Introduceidn.

Muchos aspectos teoricos de la electroforesis se omitirdn
ya que existe ya mucho escrito al respecto,y sélo se con-
siderarin los factores que son realmente modificados en

la parte prédctica.

3s2.Buffers.

Ios buffers deben ser hechos siempre de reactivos analf-
ticos y elaborados cuidadosamente.,Los reactivos de grado
técnico pueden contener impurezas que afectarian ciertas
protefnas,o afectarian desfavorablemente la actividad de
enziras que pudieran desearse detectar.Un ejemplo de ésto
fue el uso de TRIS(tris-hidroximetil-meti;amina)grado téc-
nico que no era indicado para buffers.Esto ocasiond una
mala separacidn en el caso de proteinas del suerojesta fa=-
1la fue inmediatamente rectificada por cambiar el TRIS
producido especialmente para buffers.

Los buffers hechos sin cuidado afectarén-el pH y la movi=-
lidad del'material bajo investigacidén.Habiendo pesado los
componentes necesarios se deben llevar al volimen requeri-
do con agua destilada,y el pH debe checarse siempre.

Si un buffer'va a permanecer a temperatura ambiente mds de
algunas semanas,es recomendable incluir un bacteriostdtico

gomo Timerosal(merthiolate)en 1 parte por 10 000.



Un buffer como el de histidina (para adenilato cinasa),es
particularmente sensible al crecimiento vacteriano que a=-
fecta la calidad de la sevaracidén.El bacteriostético usa=-

do no dzbe alterar el pH o la fuerzz idnica 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,aplicabls a todas
las investigaciones.Hasta hoy no se ah logrado .Los inten-
tos que se han acercado mis a la idea,aun no producen tan
buenos resultados como el uso de sistema buffer indivi-

dual.

Se observa que los buffers se deterioran con el tieupo,y
por eso se conservan a 0-22C.en refrigeracidn.A la ﬁrime-
ra sospecha de mala separacidén el buffer se descarta y se °
prepara un nuevo lote.

Los buffers se preparan normalmente a la temperatura am-
biente (18-202C),sin importar la temperatura a la que se-
rdn usados,y todos los datos de pH dados para buffers son

a esa temperatura.

La fuerza idnica del buffer es la consideracidn restante.
Si la fuerza idnica del buffer del gel es demasiado alta
Se préduce una corriente alta para uh voltaje dado,que

concluye en:(l) sobrecalentamiento del gel y(2) mala se-

paracién de los componentes.El sobrecalentamiento puede



-romper el gel,precipitar protefnas causar pérdida de la

actividad enzimdtica,y realzar la difusidn.

Las cargas de las moléculas bajo exdmen atrae iones de
carga opuesta del electrdlito formando una doble capa que
tiende a oscurecer o emnmascarar la carga en la molécula.
Estz capa puede variar en espesor y esto depende de la
fuerza idnica (mu) del electrclfto o el buffer.

Asi con un electrolito de baja (mu),la capa formada serd
gruesa pero difusa,pero con una alta (mu) la capa es del-
gada perc densa,y la carga de la molécula se enmascara
rapidamente no dando oportunidad para que el campo eléctri
co tenga su efecto sobre la molécula.

Con valores decrecientes de fza.idnica(mu),el espesor de
la doble capa aumenta .4 baja(mu),la cual es frecuentemen-
te usada en electroforesis,una variacién en (mu) puede

producir una diferencia considsrable.

Una definicidn de fza.idnica(mu) se da en la siguiente
ecuacidn:

(mu)= % EMv2

donde: M = Concentracidn Molar
V = valencia de cada ién o
i radical.

sumatoria



La movilidad electroforética,como un resultado de este do~

ble efecto de capa,es inversamente proporcional a la rafz

de (mu)
Movilidad = 1

El orden de fza. idnica que se usa,estd entre 0.1 y 0.01.
Las movilidades relativas de una proteina debidas a cam-

bios en (mu),pueden ser calculados por ejemplo :

cuando: (mu) = 0.1

1 3.162
IUOI

mientras que (mu) = 1 Movilidad = 1

De ésto se deduce cue bajar (mu) del buffer,es lo mejor.
Sinembargo hay otros factores involucrados como sons
a.Precipitacidn de las protefnas que son corridas.Algunas
proteinas requieren una alta £ra. iénica,para mantenerse .
en un estado soluble o mdvil.

b.La inmunoprecipitacidn requiere una fza. idnica alta pa-
ra la agregacidn de los complejos antigeno-anticuerpo,en
un precipitado visible.

¢.Al bajar la fza.idnica el espesor de la doble capa,au-
menta la distancia de repulsidn conduciendo a una mayor

difusién de las bandas.
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Asi es claro que la eleccidn de 1la fza. idnica del buffer
es un requerimiento,lo mejor es proba; una serie de fzas.
idnicas para cada buffer,para ver cual es el que trabaja
mejor para las condiciones de laboratorio.

Porejemplo en el sistema 6-fosfogluconato deshidrogenasa
el buffer se diluye 1:15 para uso en el gel,ya que esta
dilucidén es la que trabaja mejor en el laboratorio Foren-
se,y otro tipo de’laboratorios usan diluciones 1:10 §
1:20.

Se recomienda que si las separaciones realizadas no son
tan buenas como debfan ger,un pecuefio cembio de fza. id-
nica del buffer del gel debe probarse,y adoptar el mis a=-

propiado a las condiciones individuales.



3e.3.Electroendosmosis.

La electroendosrosis es una funcidn particular del subs-
trato o medio que se esté utilizando y variard de lote a
lote del mismo medio.También variard con el pH y la fuer-

za idnica del electrolito que se use .

En un electrolftc dado el medio de soporte,tal como ¢l a-
garyel en si mismo llevard alguna carga en sus moléqulas.
Y cuando se aplica el campo eléctrico,el agar tenderd a
moverse al 4nodo.Esto es pricticamante imposible,y asi o-
curre un movimiento del agua en la direccién contraria.
‘Este flujo del agua es en un pH ligeramente alcalino y su-
cede en la mayorfa de los geles,en direccidn contraria a
1las proteinas,quevtienen gue ir contra la corriente.Esto
detiene su wovilidad aparente y de hecho proporciona a la
gamma globuliha un movimiento hacia el cdtodo 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 4nodo

estd completamente restringido,el gel se contraerd en ese
lado.Y esto no sélo distorsiona mecdnicamente el gel,sino
que 1§crementa la fuerza idnica en esa 4drea,aumentando la

conductividad y todas las consecuencias que esto acarrea.
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Normalmente la electroenddsmosis estd dentro de lfmites tg
lerables y no sélo es posible trabajar,si estf{ presente,
sino que también puede ser usada como indicadorjsi la elec

troenddésmosis es excesiva habri que reajustar todo el sis-

tema,
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3.4, Homogeneidad del Gel.

El campo eléctrico en una electroforésis estd determinado
por el voltaje a través de sus extremos vy la naturaleza
. misma de la placa.Esta placa debe estar construidz en for-

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

En sistemas de buffers discontinuos,habri oor.supuesto una
heterogeneidad en el enlace idn acarreador ién acarreado.
Esto se arrastra a través del gel y mejora la separacidn.
La heterogeneidad a manéener es algo mfnimo que no afecta

a todo el gel sino parte de é1 solamente.

La discontinuidad en la conductividad,parece ser la fuente
de error mis comin.Si una muestra se inserta en &1 con un
papel filtro y los sitios del gel donde esta lz abertura
no encierran la'muestra ccrrectamsnte,los resultzdos se-
rdn erroneos . Fl uso de una muestra 1fouida o en gel,in-
sertada en un volumen grande,puede causar un gran cambio
en la fuerza idnica en ece punta,y causar efectos de cur-
vatura en el corrimiento de la muestra.El corrimiento a-
parece mis arriba o mis abajo que en el centro de l= mues
tra .

81 se sigue el concepto de alteracidn mfnima del gei al
insertar la muestra ,entonces las irregularidades intro-
ducidas,serdn minimas y estarin sujetas a 1fmites tolera

bles.
La heterogeneidad también puede introducirse por un gel
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-mal preparado, por ejemplo un agar incompletamente fundido

" santes de vertirlo,o en un gel de almiddn con grumos.



a3

3.5.Equipo .

" Existe una amplia variedad de equipos costosos en el mer-

cado.El equipo de electroforésis es mds complejo y costo-
I 4

so para las técnicas actualmente usadas en el laboratorio

forense,y descrito en secciores posteriores.

81 se requiere de una cuidadosa cuantificacién de los

componentes de una electroforetograma,entonces se requie-

re de este tipo de equipo.

Tanques.Cuando este trabajo comenzaba en Inzlaterra,los
mds dtiles y adaptables tangues en el comercio,se pensaba

cue er

IS

el tancue "Kohn",un tanque fabricado por "Shandon-
Scientific Company.Este tanque era capaz de,con la ayuda
de accesorios,usar papel,acetato de celulosa,gel de sflica
o altdmina,agar,gel de almidén,inmuncelectroforésis.

Pero surgieron dos problemas,uno es que el uso de los tan-
ques requeria un gran desembolso de capital,y otro fue la
introduccidn de placas de enfriamiento abajo del gel y en-
tonces se requeria de un tangue diseriado especialmente pa-
ra eso.Asi el tanque "Shandon"fue inadecuado.(Esta compa=-
fifa ahora fabrica tanques con placas de enfriamientd ade=-
cuadas que requizren sélo una pequefia modificacidén en la
tapa;).

La solucidn en el Laboratorio de Ciencia Forense,fue desig
nar un ‘tanque que tuviera los requerimientos del laborato-

rio.Tas partes se compran y se cortan a la medida de una
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pieza de O.4b6cm de espesor de material "Perspex".

Se hacen los hoyos necesarios y se ensamblan-las$ partes.
L¥s tanques probaron ser tan buenos como uno conercial.,
Las partes requeridas se enlistan abajo.

Las siguientes piezas de "Perspex" de C.47cm.de espesor ce-
rin requeridas:

a.Base:

1 de 26.67cm por 25.4cm.

4 de 25.4%cm por 6.35cm.

3 de 25.4cm por 2.54cm,2 con hoyos de 0.63cm.para el contag
to con el buffer.

b.Tzpas

1 de 26.67cm por 27.94cm.

4 de 26.67cm por 2.54%cm.

Varios accesoriés del tanque pueden hacerse o comprarse cé
mo las partes laterales del aparato,y los accesorios de In-
muno-electroforesis como platinas para portaobjetos v elv
marcador del origen de la muestra,sovortes del taicue y pla
cas de enfriamiento si son necesarias.(el tanque puede usar
los accesorios del tanque Shandon Kohn.)

Es mejor por experiencia,montar al menos un tanque para ca=-

da tipo de exdmen que se vaya a usar.



3.6 . TEMPERATURA.

El control de la temperatura durante un corrimiento es de
gran importancia en muchos casos.Cuando se hace a baja
temperatura,reduce y da una gran claridad de separacién
que la obtenida én altas temperaturas.En los sistemas en-
zimdticos,el mantener a una temperétura baja constante,
parece ser de vital importancia para un buen trabajo cual}
tativo.

El disipar el calor cuando se forma por la corriente en la
placa,reduce los efectos de las heterogeneidades menciona=
das antes.El mds eficiente control de la temperatura ha si
do por placas metdlicas,de superficie de enfriamiento que
estdn 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 descrito,y también ajustan

a la medida de las placas de gel oue se tomaron como estan

dar. _
Aluminio 21.59cm.por l6.lcm.por 0.63cm.
"Perspex" 21.59cm.por 16.5lcm.por 1l.9cm.

empaque de caucho.



Cublierta
de
aluminio

empague de
goma

"Persoex"

1 —r—
ﬂ 28

Construccién de la placa de enfrismiento.
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3.7. FUENTE DE PODER.

Es difieil definir las fuentes de poder adecuadas,porque
esto depende del nimero del ndmero de placés que se co-
rren a la vez.Lo cue se puede decir es que si el voltaje
y los milizmpers obtenidos,son adecuados para un labora-
torio determinado,entonces sera el apropiado.la seguridad
es una de las consideraciones fundamentales,Las mejores
fuentes de poder usadas,han sido las unidades Shandom-Vo-
kam( O a 300 volts,0 a 80 miliampers).Hay sinembargo,mu-
cres otras de tuena calidad.

La mayorfa de las fuentes son innecesariamente de alto pre
cio y también innecesariamente complejas,para la mayoria
del trabajo que se requiere.Una fuente 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 variard con la fuente de po

der de voltaje requerido,el transformador,y la carga de la

fuernte.
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as
3.84COLECCION DX MUESTRA Y PREPARACION DEL HEMOLIZADO.

3¢8.1.Coleccién de muestra.

En la mayorfa de los erfmenes con violencia,es importante

Y fundamental que se tome una muestra de sangre.En el caso
de la v{ctima,debe,tomarsele una muestra ya sea que este
viva o muerta,y en éste fltimo caso es mejor tomar mueha
muestra ya que si se quiere mds tarde,ya no scri.posible
hacerlo.Se toman no menos ée 10 s 20 Bl.Dependiendo del ca-
g0 sospechido y del tiempo transcurrido despufs de la muer-
te en su caso,serd la muestra,ejemplo en un sceidente auto-
movil{stico se harfa entre otras pruebas,una determinaeidn
de alcohol en sangre.

En un principio puede parecer no necesaria la toma,pero tal
vez mds tarde en la investigacidn sea vital,pero éemasiado
tarde para tomarla.

También deberd tomarse sangre del sospechoso para comparar
con la sangre en cuestién.Para ls msyorfa de los propdsitos
es suficiente 1 6 2 gotas de la punta de un dedo,sélo en ca-
sos de intoxicacidén,se toma sangre del brazo. )

Asl pues la sangre puede hallarse en escenas de violencia
como asaltos,raptos,crimenes,etc.en la victima,en la escena
del erimen,en el sospechoso,en algun arma,etec.y es necesario
considerae la distribucidn y forme de las manchas de sangre
antes de proceder a la toma de la luestra,pués ésto ayuda mu-
cho a interpretar y reconstruif detalles del er¥men o evento
que produjo el sangredo,y la posiciédn en el momento de arro-

Jar la wancha y la porcidén del cuerpo de donde proviene.
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' Las muestras 1iquidas se pueden tomar en un tubo de ensayo
seco y limpio con un gotero o une pipeta.El tubo se colocaz
en un reciniente frio.El residuo de la muestra lfquida se
seca al aire o en una zona de un ventilador,y entonces se
trata la muestra como a las muestras secas.

Las mueétras secas se pueden encontrar en objetos los cuales
deben llevarse al laboratorio,y si se trata de un objeto no
removible se toma una muectra representativa de la zona man
chada y acemés de una zoha no manchada si se trata de un ma
terial poroso,como control.

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

®

sercidnes usadas para la mayorfa de lzs técnicas,se hacen
con tiras de algoddén de & & 10 mm de largo,o con pupel fil=
tro Whatman.Para el algoddn se requiere de tres capas por
ser delgadas.

Generalmente es simple trabajar con ropna manchada de sangre,
se ocupa una hilada o fibras de la ropa manchada .Se requie
re en la mayorfa de las veces pero segun el sistema a estu-
diar,remojar en solucién 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 muestra sobre un recipiente,antes de in
tentar limpiarla con el inserto de algodén,porqué podria ab
sorber liquido del algoddn sin formar solucidn con la man-
cha de sangre en el inserto.

Es dtil sostener el inserto de algoddn con férceps de relo-
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~-Jjero,cuando se recoge una mancha de una superficie o cuan=-
do se inserta en el medio.

La hemoglobina y sus derivados deben ser extraidos de las
manchas de sangre para la aplicacidn de los métodos de su
estudio.

Las manéhas frescas o no muy viejas las euales'contienen -
oxihemoglobina o wethemoglobina(un producto de ovidaeciidn
donde el Fe es 3+),se ponen en un poco de solucidén salina
isotérica,y si es necesario se dejen cecolorsnic e el re-
frigerador de 2 a 12-24% hrs.y la solucidn tome un color
rojizo o café de variable intensidad.Zl aceite o la grasa
en una mancha interfisres considerablemente con la solubili-
dad de la mancha de sangre,y debe cepillarse con un poco de
eter.Para manchas de sangre mis viejas,en las cuzsles estf
presente hematina insoluble en zrsuz deben emplearse solven~
tes particulares.Puede emplearse soluciones de hidrdxido de
votasio de 1 a 5 N,cue son lzs mds apropiadas.unz cuidziosa
neutralizacidn con HCl debe efectuarse antes del anilisis.
Para separar compuestos de hematina v antf{genos del suelo y
polvo,ry para concentrar solucion:s muy diluidsas,se recomien
‘da un método propuesto por Kirk e independientemente por
Schaidt. Una tira de papel Whatman Ho.l de 1 X 25 cm,ce cor
ta en punta en un extremo.El otro extremo se sumerge =n la
‘'solucidn a ser concentrada o en el material remojado con

salina, se deja ascender hasta que el pigmento se concentra

en la punta del papel.Si cuando ha migrado la solucién la -
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-mancha aparece aun ligeramente coloreada,debe afiadirse sa-
1lina y efectuarse un nuevo ascenso.El papel se seca al aire
.¥ por un descenso con salina,toda la muestra acumulada en la

punta se eluye en una forma concentrada.

3.8.2.Preparacién del Eemolizado.

Cualquier método que se use,las distancias de migracidn de
hemoglobinas desconocidas,se comparan con varias hemoglobi-
nas conocidas que se incluyen en el corrimiento.

Los controles pueden obtenerse en forma liofilizada comer-
cialmente,y reconstituirse con buffer Tris-EDTA/Bérico a
ph 9.1,requiriendose ds ceda uno respectivamente: 16.1 g,
1.56 g (sal disédica),0.92 g,y agua destilada 1000 ml.0 bien
preparar la solucidn de hemoglebina como sigue:

1.51 la sangre ha sedimentado,quite el plasma sobrenadante.
2.Tore 0.5 a 1 ml de sangre completa o,si se ha sacado el
plasma,ponga 0.2 a 0.5 ml de células sedimentadas en un tu=-
bo de centrifuga (el voldmen de las células no es importan-
te),suspenda las células en 10 a 15 ml de solucidn salina
1soténica.

3.Centrifuge a 59C por 10 a 15 min a 900 X g.

L,Aspire el sobrenadante salino y deseche.

5.4flada 9 volimenes de agua destilada fria por 1 volimen de
células. _ _

6.4flada 0.2 ml de xilemo o tolueno.Resuspenda las células
con un palilly  mezcle cuidadosamente (si se desea obtener
hemoglobinas inestables como la M que se desnaturaliza en

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

3.Aspire y descarte el sobrenadante y el xileno o toluerno.
.9.E1 hemolizado claro que se halla entre el sobrenadante y
el precipitado,se puede transferir con una pipeta,para su

inmediato use en electroforésis,o conservarse para cortos

intervalos,a 59C,4 'a 09C o menos para estudios subsecuentes.,

Micrométodo.

l.Llene 1 & varios tubos de microhematocrito(capilares) -
heparinizados,hasta las dos terceras partes con sangre,per=-
mitiendo que entre hacia el lado ho marcade.

2.58que por afuera el tubo.

3.Incline el tubo de manera que la sangre fluya hacia el
lado marcadé.

4,Ponga ¥ pulgada de saponina en el tubo y selle el lado
rarcado.

S.Cemtrifuge el o los tubos en una centrifuga para microhe-
matocrito,tape y centrifuge a 10 000 rpm por 3 a § min..
6.Quite la tapa,conservande un dedo humedecido sobre el extre
mo del tubo.

7.Aplique la primera gota-de sangre sobre el papel filtro hu-
medecido o sobre el medioc que sea usado.

Si la gota no se forma répidamente,use un alambre delgado pa-
ra liberar el ‘estroma que se forma en le alto de la porcidn

de la soluciér de hemoglobina.



3.9.PREPARACION DEL GEL DE AIMIDON(CAPA) .
SLECTROFORESIS ZN GEZL DE ALMIDON .

3.9.1.Preparacién de la placa.

La placa de vidrio de 8% pulg.(21.59cm)por 6 pulg.(15.24cm)
se hace en un molde por adherir dos fajas de vidrio de i de
pulg.de ancho(0.63cm.)y 3 mm de espesor, al perfmetro de la
parte alta de la superficie de la plxa,con grasa silicona -

M.S.4.

3.9.2.Buffer para el Gel (pH 8.659)
El buffer para el gel contiene lo siguiente:

TRIS 9.196 g
Acido citrico JN05 ¢
Agua destilada 1 litro

3.9.3.Preparacién del Gel.

Se colocan 180 ml del buffer del gel en un matrdz de un li-
tro y se afiaden 18 g de almidén hidrolizadofEsta mezcla se
calienta en un mechero de bunser,agitando ¥ meneando conti-~
nuaments.llegard a ser espeso y e€s escencial la agitacidn
en ese punto.Posteriormente se hari claro y soluble cuando
1a ebullicidn vaya a comenzar. Después de una ebullicidn
muy breve,unos segundos,se retira de la flama y se continua

la agitacién 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 zs.Entonces se vacia en el molde que se hizo



-como se describid previamente.El molde debe estar pues-
to en una superficie nivelada,antesAde vaciarle el gel de
almidén.

La mez?la se enfrfa a la temperatura ambiente,y se le pone

una cubierta

3.9.%.Aplicacién de muestras.

La cubierta se retira,y se traza una lfnea recta sobre el
gel,paralela a uno de los lados mds cortos de la placa a
unos 6.35 cm del cdtodo.Una hoja de rasurar de 7 a 8 mm de
extensidn,se inserta verticalmente hacia la parte de arri-
ba de la placa.Una pieza de papel filtro Whatman de 3 MM
de 5 por 8 mm aproximadamente,se remoia en la muestra.fs-
te sc coloca donde estd 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
ésta medida de muestra,la distancia entre las muestras,
ser{a de *cm 8 mis.Una vez llenada la placa de ésta manera

puede transferirsele al tanque apropiado.

3¢9.5.Cone.xidn en el.tanque.

El gel se conecta al tanque,el cual ha sido llenado con el
buffer,por medio de esponjas (de'SponteXS,o con 6 tiras de
papel filtro (3 MM)en toda la extensién del gel.Bstas de-
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.Bste es el voltaje a=



~decuado en un corrimiento en un cuarto frio a 4eC .5i el
corrimiento es a temperatura ambiente el voltaje seria de
60 volts.El corrimiento puede ser toda la noche (15 a 17=

horas).

* preparacién del almidén seluble.

Colocar en um matras 300g de almidén de papa,ean otro 600 ml
de reactive de acetcna (grado reactive) al que se afiade la
eantidad neecesaria de HCE 12N(normalmente 6-1C ml ée EC1 12 F
por czda 300 g de almiddn. ).ambos matraces se dejan er incu~-
bacidn a 379C para equilibrar la temperatura.Se mezclan cui-
dadosamente los contenidos de ambos matraces y se deja a 378G
por 15 min.La hidrélisis se para por afladir solucidn acucsa
molar de acetato de scdio en excesc de la cantidad equivalen-
te de Ac. clorhfdricejse agita vigorosamente.El almidén se
filtra em ua Buchner y se lava con agua destilesda.Para el ace-
tato que aun quede,se resuspende el almidén en agua destilada
por una noche,y entonces se suspende en el buffer que se usa
para el gel,dejando asentar,y agitando otra vesz.Despuds de
nuevos lavados con agua destilada en un buchner,el almiddén

se deshidrata en acetona.El almiddn se remueve del buchner

y se suspende en acetona {puede usarse un matraz cdnico de

5 1).5e decauta la acetona después de sedimentar.el almidén,
se repite el proceso dos veces {(la acetopna puede usarse pa-

ra esto mas de una vez).El almidén suspendido en la acetona
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se filtra 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 ambisnte(después de secar a 45-502C,el almidén
puede contener aun granulos pequefios duros.)
Bl 11idén estd listo vara preparar el gel.
La‘proporcién de hidrélisis puede variar por camblar el

tiempo,la temperatura,la cantidad de &cido clorhfdrico.
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Hemoglobinas normales
: Hemoglobina de Adulto o Hb-A

] ¢ Hemoglobina A o Hb-A
CB Hemoglobina F tal o Hg-P
' : Hb-Gower 1 (Embrionaria)
] Hb~Gower 2 (Embrionaria)
Abb

o Hb-G/C
% l Eb-C,Hb-Porto Alegre(polimerc)
i Hb-E
& f Hb~-0,Hb-Ube 1,Hb-K&ln,Hb-St.Mary's
Hb-S Hb—Zurich Stanleyvillo 2

Varliante

5 Hb-D Hb--Loporc

| Eb-L,Hb-P,Stanleyville 1,Beilinson
8. Hb-G,Hb-Fukuoka , Hb-Kokura

§

Hb=-Q,Hb=-Shimonoseki

) Hb-Seattlc,Hb-Porto Alegre (tetrimero)
: Hb~M,Hb=Hope
<} Hb-K)Hb-Hopkins 2
& 8 Eb-J Hb-Hikari
= §  Hb-Norfolk
§ Hb-§
] 5 § Hb-I
r Hb-B
i : Hb-Flatbush
8 Hb-Sphakid
Variantes gde F

! f' Hb-Alexandra

i ' Hb-Aegena

L 'l | Hb-Texas

Origen

Variantes

Eb-F Roma
Hemoglobinas sin cadena-alfa
! S Hb-delta

Eo 3 Hb-gamma cuatro(Bart's)
L Hb-beta cuatro(Hb-HO

Homogloti as sélp con cadena-alfa
r gg-alfa-G
alfa-A

C] Origcn D

Movilidad electroféretica relativa de hemoglobinas humanas-
a pH 8.6 en gel de almidén.



3¢10. ELECTROFORESIS EN PAPEL.

3.10.1.Reactivo:

Buffer stdndar de barbiturato,pH 8.6,fuerza idnica 0.05
Dietilbarbiturato de S0G1 0. se. s nesiaccsseesselOe3E

Lcido dietilbarbitliricoe.cecsccscccseasccses 0.9g

Agua destilada (CebDeDe)ecsecesssacsacaasssssl000ml,

3.10.2.Procedimientos

l.Llene ambos sitios de la cdmara de electroforésis con el
buffer.

2.Marque cada tira de papel con los datos de la muestra,y
marque la mi*ad con un 1l4piz.

3.Coloque 8 tiras(siempre que haya menos de 8 muestras).
4.Moje las tiras del papel con buffer,iguale el nivel en
ambas cdmaras,y deje que las tiras escurran por 15 min en
la cédmara cerrada.

S.Aplique 10-15 microlitros de problema y de control cono-
cido(solucibén de hemoglobina)con el aplicador en la lfinea
trazada. :

6.Deje que la electroforésis corra por“lé hrs. a 190 voltis.
7.Seque las tiras inmediatamente en un horno precalentado
(48.89C~58.89C) .No requiere tefiirse.

8.Fl Analytrol(Spinco Divisibn,Beckman Instruments,Inc,Pa=
lo Alto,Calif.),puede usarse para cuantificacidn.

9.La polaridad del electrddo se debe invertir después de

cadz corrimiento si se va a usar el mismo buffer.
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3.10.3.Interpretacidn.
ta movilidad de varias hemoglobinas a pH 8.6 en papel y su
progreso hacia el anodo(4)es como.sigue:
C<E=A2<S_ =DEGCQA=M = FCKLI(H.
La elecproforésis en papel no es 1o suficientemente sensi=
ble para detectar pequefias cantidades (menos del 15%)de he
moglobina y las siguientes hemoglobinpas no sueden éiferen-
ciarse:Hbh, de Hb E,HVE de HBC,HLF de HbA,y HOS de HbD. Y
deben usarse otros métodos para distinguir las hemoglobi=
nas con el mismo comportamiento electroforético.

3-100‘+0EquiDOo

Puede usarse el equipo Beckman de electroforesis(Spinco -
Divisidn,Beckman Instruments,Inc.Palo Alto,Calif.)o algin

otro método para soporte de la tira.
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Movilidad electroforética
relativa de hemoglobinas
en papel filtro,buffer ve-
ronal,pE 8.6 i

E ®
0+ ®
S ®
D )
L - ®
P ®

G [
Q— ]
F . ®

A ‘®

M- . °

K- -- - ®

J - )
N - o

b R RS IS

H -

Electroforésis de hemoglo-

binas en gel de agar mos-

trando su movimiento del

gnodo al cdtodo en un pH -
2 .
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3.11.ELECTROFORESIS EN GEL.DE AGAR.

Quizd la mejor combinacién de separacién neta y téenica
sencilla,corresponda al gel de agar sademds existe en el
comercio un equipo completo (Hyland Hemoglobin Electropho-
resis Test,Hyland Laboratories,Los Angeles California).lLa
técnica detallada se encontrard en las instrucciones del
fabricante,pero daremos un restdmen.

La unidad de electroforésis wutiliza un sistema amortigua-
dor discontinuojel gel de agar;sobre placas especiales,se
lleva a pH 8.75 con amortiguador tris-EDTA-dcido bdrico.Tos
compartimientos de electrédos,en la base del aparato,contie
nen un amortiguador de veronal,de fuerza idnica 0.025 y de
pH 8.6.Los electrédos de papel de aluminio son desechables.
Los pozos para depositar los hemolizados en el gel de agar
se elaboran con ﬁna serie de ldminas cortantes sobre una pig
ca de aluminié,gue se aprovecha ademis para disipar el calor
producido durante la electroforésis, junto con el equipo en -
friador de plédstico.

Los pozos se secan eon pequefias tiras de papel filtro,y los
hemolizados se depositan con una pipeta capilar fina.Despuds
de someter el material a 1la elecfroforésis,durante 206 a 25
minutos,bajo 175 voltios,se comparan bandas rojas separadas
del problema con testigos estudiados en paralelo'(Hb-A,Hb-A-
con C,HbA con S y Hb-A2 aumentada).Para registro permanente
las bandas pueden tefiirse éon Ponceau S,igual que en la gleg

troforésis de protefnas del suero,después de secar y fijar
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-al aire la capa de agar bajo la forma dé una pelfcula
delgada y resistente .

S1 se necesitan valores cuantitativos,pueden obtenerse por
densitometrfa,o eluyendo las bandas cortadas con NaOH 0.1N
Afladiendo dcido acético al 40% al 1fquido de elucidn,rea-
parece el color rojo del colorante Ponceau S,que puede en-

tonces medirse a 525 milimieras en el espgctrofotémetro.

La experiencia en éste método permite dar algunos consejos
prdcticos.

El contacto inicial de los pozos,y la introducecidn de las
tiras de papel filtro para eliminar la humedad,deben hacer~
se con todo cuidado.El cortador debe hacerse descender ver=
ticalrmente en el agar,y sacarse.verticalmente también.Las
cintas de papel filtro se encuentran unidas por un extre-
mojes preciso utilizar el otro extremo,de corte neto.
También se deben quitap ¢on cierta habilidad las cintas de
papel filtro,so pena de que el pozo ya no sea utilizable.
En el momento de la aplicaci&n,si los capilarés presentan la
inclinacién conveniente,las muestras penetran fdcilmente a
los pozos. _

Después de los 20-30 min. aconsejados para que tenga lugar
la difusién de las muestras en el agar (bajo ninguna circun
stancia debe esperarse mis),el agar se desprende de ambos
extremos del soporte de pldstico con una pequefia espdtula,y
los pozés que contienen los hemolizados se cierran aplican-

do una ligera presidn con los dedos,desde los extremos del
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-sopcrte hacia el pozo.En general,esto se acompafia de rebo=-
samiento de una peqqeﬁa cantidad de muestra,que debe qui-
tarse de inmediato con un trozo de papel filtro limpio.

La electroforésis en si produce bastante -calor(la corriente
final es del orden de 60 miliampers)para evitar imfgenes i-
rreguléres yes necesario un buen contacto entre el soporte
enfriador,el conductor de calor de aluminio,y la superficie
superior del agar.El procedimiento recomendado por el fa-
bricante(emplear una pequeﬁa cantidad de agua como conductor
del calor) es bueno,pero este volidmen debe ser suficiente.
El sistema enfriador debe ponerse en el congelador,sobre una
superficie lisa,de modo que en el uso se establezca un conw=
tacto estrecho con el conductor de calor de aluminio.

La tincidn re-~omendada se puede modificar wtilizando un
tiempo menor y una solucidn colorante cuya concentracidn
sea la mitad de la rmencionada.Se han obtenido buenos resul-
tadosde todas las fracciones separadas,incluyendo protefnas
sin heme.con una tinecién en cinco minutos.De &ésta manera es
més fécil quitar el exceso de colorante del agar,y las imd-
genes son m&s claras.Si la hoja de agar tefiida se quita con
cuidado del soporte de pléstico después del aclaramiento,se
puede extender sobre un cartdn blanco y se deja secar toda
la noche.Las bandas de hemoglobina tefiides se destacan tien
sobre fondo blanco,y pueden fotografiarse.Una vez seca la

tarjeta puede conservarse como registro permanente.
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3.12.ELECTROFORESIS EN AdﬁTATO DE CELULOSA

~ 3.12.1.Fundamento.

‘Diferentes especies moleculares de heﬁoglobina se separan
por electroforésis a pH 8.% en acetato de celulosa.las he-
moglobinas separadas en bandas,se tifien con Ponceau S (co-
lorante),y se compafa con hemoglobiﬁas conocidas estdnda-
res y tefildas en igual manera.

3.12.2.Reactivos y Equipo.

Buffer Tris-EDTA-Bérico,pH 8.% :
Trishidroximetilaminometanoe.cscecesceasessessl0e g

EDTA OO DD 6 oG AR OO L 6D 8.8 0 OGEE SR COG ek {3

Actdo BOTIco i i siosvsseininnicnsindine s e in Bale €
(en 300 ml de E,0)

Agu-a desto .00-00---o.ono;o.no--00.-.-0‘00.010(” ml

Guardar a temperatura smbiente y checar el pH

_ Ponceau S 0.5% en &cido triclorodcético al 0.5% ¢
Bisuelva 5 g de dc. tricloroacético y 0.5 g de Ponceau S (A=
llied Chemical Co.) en 95 ml de agua.Deje a la temperatu-

ra ambiente.Esta solucidn es estable aproximadamente un mes.

Acido acético al 5%
Metzanol absoluto

Acido acético al 20% en metanol absoluto.
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Estindares de Hemoglobina.Un estdndar que contenga iguales
coneentraeiones de Hb-A,Hb-S,y Hb=C en forma de Hemolizado
que puede sdquirirse de fuentes comerciales (Hyland Labora-
tories entre otros),o bien pueden prepararse como se deseri
be en "Coleccidn de muestra y preparacién del hemolizado".
Despuéé de la preparacién del hemolizado,la concentracidn
aproxiﬁada de las diferentes variantes de hemoglobina en
cada hemolizado .Las provorciones adecuadas de los diferen-
tes hemolizados se mezclan para dar iguales concentraciones
de los esténdares de hemoglobina deseados.la mezcla de he-
molizados se pone en alfcuotas en porciones pequefias y se
almacena a %49C o en congelador.la solucidn refrigerada es

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

Tiras de Acetato de Celulosa.Existen gran variedad de equi-
pos y suplementos apropiados a esta técnica.(Se han obteni-
do resultados satisfactorios con "Titan III" placas'de acé-
tato de celuiOSa obtenidas como No0.2560 de "Fotovolt" & co=-
mo No.3023 de Helena Laboratories.

Papel secante."Helena No.503% é 5098 "Beckman"No.319329 o
equivalente. |

Papel para las cdmaras.

Sobres de pldstico.
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Equipo.Han sido satisfactorios los manufacturados por
Photovolt,Gelman,Beckman,Helena, ¥y otros .Este método se
describe como efectuado con "Titan No.1500,"Zip Zone CZma~
re No.1283,Zip Zone 8-muestras No.4080,Zip Zone placa de
muestra No.k08l,y'zip Zone base de alineacidn No.4082 de -

Helena Laboratories.

3012.3.Procedimiento.

1.Ponga 100ml de buffer Tris-EDTA-Ac.Bérico (TEB),en cada
lado de la cdmara.Remoje dos tiras del papel para la cdma-
ra y cuelgue una en cada puente de soporte asegurandose

de que el buffer haga contacto.

2.5umerja la placa de acetato de celulosa en el buffer TEB
muy lentamente y deje remojando al menos 5 min. o lo que
especifique la etiqueté.

3.Usando tubos capilares,llene el hueco en la placa de mues
tras con el hemolizado (ver Coleceidn de Mueétra),incluyen-
do una hémoglobina conocida estdndar conteniendo Hb-A,Hb-S,
¥y Hb-C,0 las requeridas. i

L.Saque la placa de acetato de celulosa del buffer y segue

entre dos piezas de papel secante y quite el execeso de.bu-
ffer,

S.Aplique la muestra a 1 pulgada del cdtodo.

Poriga dos portaobjetos sobre la placa para asegurar un buen

contacfo.

6.Aplique 450 volts por 19 min.a la temperatura ambiente,
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7.Avague la fuente de poder.sague la placa de la cédmara,y
tifia a2l menos por 10 min.con el colorante Poncesu S.
8.Saque lz placa del colorante y lave en tres platos sucesi
vos de dc.acético al 5%,2 min. en cada uno.

9.Fije la placa en metanol absoluto por 3-5 min.

10.Sumerja la placa en ac.acético glacial al 20% en metanol
por 10 min. para aclarar.

11l.8ecue la placa en horno a 659C por 10 min,coloque en el

sobre de plistico,y etiguete.

3.12.4,Interpretacidn.

Las bandas de hemoglobina se identifican por comparagién
con estidndares conocidos en la misma placa.El orden de mi=-
gracién de los tipos mis comines 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 m4s de una variante de hemoglobina;
Porejemplo Hb-D y Hb-S migren en idénticas proporciones,co-

mo el grupo Hb-C,Hb-E,y Hb-4,.

Cuando se somete una sangre normal a este procediviento,se

cbtiene una intensa banda en la zona de Hb-4,con una ligera
banda en lz zona de Hb-A, .Esta Gltima puede ser.tan ligera
que puede perderse,y la presencia de Eb-A5 pruede ser demos-

trable sélo por elucidn de la tira electroforética.
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Electroforésis de hemoglobinas en
acetato de celulosa a pH 8.6, mos-
trando las posiciones relstivas

de varias hemoglobinas.La Hb-F no
se resuelve bien de la A que la
arrastra ligeramente.las hemoglo-
binss D,G,y Lepore,tienen casi la
misma movilidad que la Hb=-S . Las
hemoglobinas 0,E,C,tienen casi la
misma movilidad lenta de 1la Hb-A,5.



3.13.Resultados.

Electroforésis con ﬁemolizados de humano y animales.

Las sangres usadas para obtener los hemolizados sons
Humano,ganso,eobayo,vacasconejo gallo.

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

~3.8.2.("Preparaciér del hemolizado").

Medio Acetzto de Celulosa

Muestra Hemolizadgs de sangre completa.
pH 8.k -

Buffer TRIS-EDTA-AC.BORICO ( TEB )
Tiempo 15-30 min

Voltaje LS50V

"Tineidn Poncean S

Observacidn_ Bandas de hemoglobina bien defiridas y

distinguibles por su di“ercnte movilidad.
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Eleectreferésis con
humano y animales.
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Electroforésis utilizando muestras problema con manchas de
'sangre en tela y papel.

Las manchas de sangre utilizadas son:

% 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 lz seccidén -
-3.8.1“C§1eccién de muestra'.

Medio____ Acetato de Celulosa

' Muestra__ Manchas de sangre

PH 8.y

Buffer ___ ( TEB )

Tiempo____ 15-30 min.

Voltaje___ L50v

Tinecidn__ Ponceau §

Observacidn___ Formacidn de bandas de hemoglobina no ﬁuy defi-
nidas y bien distinguibles entre si.Formacidn
de otras protefnas distinguibles por su movili-

dad mayor.
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£ b oA Lovaty

. Zdads
8.Humano 25 YII 79 5 Aplic.

7.Humane 18 VII 79 3 Apliec.

6.Caballe20 VII 79 6 Aplic.

-

&, Carnero % VII 79 6 Aplic.

3.Vaca 20 VI 78 4 Aplic.
2.Humano 25 I 78 4 Aplic.
l.Humano 30 V 79 6 Aplie.

Electroforésis de manchas
de sangre en tela y papel
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Electroforésis en manchas de sangre,utilizando como tincidn

"los reactivos en la determinacién de Hemoglobina.

Las manchas de sangre utilizadas son:

- 2 manchas de humano,2 manchas de hemolizado diluido y concen-
trado de humanc,l mancha de conejo,l mancha de carnero,2 ma
chas de hemolizado de conejo concentrado y diluido.

Las manchas y los hemolizados se obtienen como se describe
en la seceién 3.8. '

Medio ___ Acetato de Celulosa

Muestra__ Manchas de sangre

PH 8.4 '

Buffer_ ___ ( 7gB )

Tiempo_ __ 3 5=30 min.
Voltaje__ L 507

Tincidn Se uso.una solucidn reactiva formada por mezcla de
los sighientes reactivoss (Merck) '

l.Xexacianoferrato (III)de potasio en solucidnr, (20ml)
2.Clanuro de potasio en solucién (20ml)
ATorando en agua bidestilada a 1 litre

Observacidn___La tincidn de las bandas de hemoglebina es débil
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8 .Humano (mancha)
7e.Carnero (mancha)
6.Conejo (mancha)
oHumano (mancha)
«Conejo (hemolizade dil 1:10)
(2 Aplicaciones)
3.Coneje (hemolizadeo conc.)
2.Humano (hemolizade dil 1:10)
(2 Aplicacicnes)
1.Hursane (hemolizade cence)

‘Electroforésis de manchas
de sangre y hemolizados

)
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8.Humano (mancha)

- 7e.Carnero (mancha)

6.Conejo (mancha)
-Humano (maneha)
.Conejo (hemolisado dil 1:10)
(2 Aplicaciones)
3.Conejo (hemolizado conc.)
2.Humano (hemolizado 41l 1:10)
(2 Aplicaciones)
1.Humano (hemolizado cone.)

Electroforésis de manchas de
sangre y hemolizados,tefildos
eon reactivo para deéemimcién
de hemoglobina.
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-

Electroforésis de manchas de sangre "concentradas".

Las manchas de sangre utilizadas sens
‘3 manchas de humano,l mancha de humam; con anticeagulante
(oxalato de sodio),2 manchas de conejo,l mancha de gallina.
Las manchsas "concaz;tradas"tenian un espesor de 1 mm aprox.

vy un didmetro promeﬁio de 1 cm,se colectaron come muestra
sélida (ver 3.8.l."Coleccién de muestra") y entonces se pre-
pararon hemolizados (3.8.2).
Medlo____ Acetato de Celulosa

Muestra Manchas de sangre "concentradas®.

pE_____ 8.4 . <
Buffer ( TEB )

Tiempo 15-30 min.

Voltaje LS50V

Tincidn Ponceau S

Observaciém _ Formacién de bandas de hemoglebina de diferente
movilidad y definicidn aceptabls.
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"%, CONCLUSIONES.

. 4,1.Medios donde se efectua la electgoforésis.

Papel.

El papel se escoge en base a la distanéia de migracidn,ca=
1ided dé la separacidn,y cualidades de manejo, secado,deco-
loracidn,etc.En general un papel delgado,suave(como el -
Whatman 1 8 el 3 MM)es el mejor psra ls resolucién de protef
nas,pero la electroenddsmosis es més prominente que con un
papel duro.

Este fue uno de los primeros medios,el tiempo que tomaba el
corrimiento era largo y la resolucidn pobre si se comparaba
con otro medio de corrimiento mids rdpido.las ventajas del
papel son su alta resistencia a la tensién,su bajo éosto,y

su ficil manejo.

CiM (Membrana de acetato de celulosa).

La CAM se purece a la de papel en capa fina.Cuando se seca
es muy frdgil y debe ser manejado con cuidado.Seco o moja=
do se marcan muy ficil los dedos, es mejor.manejarlo con
pinzas;la resolucién obtenida por este medio es mejor que
la del papel o el agar,para material protefaico.

Se ha usado este medio para inmunoelectroforésis ¥y varios
otros han descrito su uso para enzimogramas.

Se encontrd que este medio no es tan bueno en la resslu =
e1én como los geles de almidén o acrilamida.La cantidad de

muestra requerida es mds pequefia que con la mayorfa de los



-nétodos con los otros medios. ‘

La CAM una vez seca,se coloca en la superficie de una placa
con buffer,y se remoja,entonces se sumerje en el buffer y
se remoja por unos minutos.S1 se spmerje en el buffer cuan=-
do estd seca,entonces el aire queda atrapado en la CAM y la
tira no puede ser remojada completamente en el buffer .

Al remojarlo se cuita y se seca con un papel filtro liso
para quitar el exceso de buffer y se coloca en el tanque.
En este paso es cuando la tira puede indebidamente secarse,
y debe efectuarse cuidadosamente para que no suceda.
Algunos recomiendan dejar la tira por media a una hora en
el tancue,y de un cuarto a una hecra,con el switch de la co-
rrientc encendido,antes de la aplicacidén de la muestra.Esto
se debe a la dificultad de repatir el paso de secar el exce
so de burffer.

‘ La experiencia,la prdctica y una buena técnica,son los me -
>Jores cuidados pafa evitar repeticionzs del proceso.

Debe tenerse también cuidado en la aplicacidn de la muestra
en la tira de CaM. .

Es adecuado usar 0.1 0.5 microlitros de hemolizado para se-
paracidén de hemoglobina.

Lxdsten muchgs aplicadores pero puede usarse el del tubo

capilar en su aplicador,que permite vaciar la muestra en

1lfnea recta sobre el canal.



'Agar.

El agar es un producto bioldgico y asi muy variable de una
manufactura a otra,y de un lote a otro.Los dos factores
ﬁés importantes en la eleceidn de un agar para la electro-
forééis,son el grado de enddsmosis con el sistema buffer a
usar y ia claridad del gel.

Un nfrero de agares,ahora se producen especialmente para e
lectroforésis,y algunos de esos son de buena calidad.El a=
gar Difco tiene excelentg claridad,y adaptado a las téeni-
cas de inmunodifusién,pero algunos lotes usados han mos-
trado todos una fuerte endésmosis si son usados sin un tra
tamiento previo.

El agar Difco Bacto tiene mucha menor enddsmosmosis, paro
la claridad es muy mala.

Este dltimo punto se aplica & casi todas las producidas pa-
ra trabajo bacterioldgico.Si el agar estd tan opaco como
la mayorfa de ellas,las lfneas débiles de precipitado no
pueden ser observadas adecuadamente.El agar "Behringwerke"
es excelente pero su precio es muy alto para su uso de ru-
tina.

Se encontrd que la mayorfa de los lotes de Oxoid Ionagar-
No.2,daba todos lcs requerimientos de claridad,posefa ba-
ja enddsmosis,y es de precio razonable.Algo de enddsmosis
es necesaria para la técnica de reaccidn de precipitaciédn.
Cuando se hacen los geles de agar es mucho mds fdcil hacer

una buena cantidad de agar en agua destilada a un 2% de =



-agar y entonces hacer cada buffer al doble de lo normal

en fuerza.Entonces es fdcil fundir éﬁntidades iguales de
buffer y agar,para obtener el gel final ripido y facilmente
y cuando se requiere.

El agar para la eiectroforésis reéulta cntonces bueno para
el analisis de hemoglovina,pero también lo es para enzimas
lipoprotefnas,proteinas del suero.

De hecho este medio es similar al de acetato de celulosa en
versatilidad,r en genersl compite con otros medios en apli-

cacidn a las demandas de apliczcidn en laboratorios de ruti

rige
1 agnr impuro o purificado estd compuesto de al menos dos
fraccionesjagaronectina y agarosa.la dltima contiene grupos

sulfato y 4cidos carvoxflicos y explica la considerable en-

(o

dsmocis v el color de fondo que se observa en el agar no
fraccinnsdo.La fraceidn del agar purificadz,llsmada agarosa

cs esencialmente neutral y exhibe poca enddsmosis.Este lle

L9

m

2 cser el medio de eleccidn.
La ventsja de la electroforésis en agar sobre la de papel es

su vaja afinidad por protefnas y su claridad después de se-

cadoe.

La medida de la muestra empleada en la técrica es relativa-

o

nente pequela {1 a 3 microlitros) y el tiempo ce electrofo-
resic es relotivamente corto(30 a 60 min.dependiendo de las
cordicione: experimentales.}.Gcneralmente se usan de 0.5 a

1.0g por 100 ml de agar .



© Almidén.

El almiddn usado en la electroforésis es parcialmente hi-
drolizado,porque el almiddn ratural no hace gel.

Los geles de almidén en las concentraciones usuzles,forman
un tami;,asi que las protefnas y enzimas se separan de a-
cuerdo a su carga y las medidas moleculares.

Zl gel se debe preparar cuidadosamente,ya que es comin ca=~
lentar insuficientemente o también quemar el 2lmidén.aAmbas
circunstancias producirdn corrimientos de mala calidfd.La
preparacién del gel es una operacidn diffcil,y reuiere de
un operador con habilidad. '

El almidén apropisdo puede obtenerce por hidrolizarse por
_un método,pero tal vez seria meros econdmico,que obtenerse
comercialmente,porejemplo de la Merck Company,o de Connaught

Medical Research Lab.(Toronto,Ontario Canad4)

Acrilamida.

Este tipo de gel da separaciones similares a las del 21lmi -

ddn; es uds ficil controlar la medida molecular del poro del
tamiz en éste gel que en el almiddn.Al igual que &ste puece

rrercrcionar unas 20 zonas de separacién.El medio es puy -

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

lo como un método de rutina,como serfa con el elmidén,y por

eso eé mds usado el almidén como rutina que el de acrilami=-

da.
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4¢2.Conclusiones de les Resultados. ‘
_ En La electroforésis con hemellizados de humane y animales se
ve claramente la migracién de bandas de hémoglobina que se
mueven a diferente distancia del punto de erigem,le que
indica que puede esgablecerse una diferencia entre sangre
animal y humana ya ﬁue las diferencias en su estructura
se ponen de manifiesto al aplicarlas en el campo electrefo-
rético y aunque la secuencia de aminodcidos ruede ser ami-
lega,no es idéntica o aun su funcidn similar (transporte de
oxfgeno)pero su estructura molecular y arregle diferente,
determinan la diferencia .
La esperiencia y el uso de estdndares de hemoglobina evitan
la dificultad en la interpretacidm de las bandas fermadas y
de la posibilidad de existencia de hemoglobiras anormales,

Al hacer el estudio en manchas de sangre de diferentes sdades
y tamafios pero sin mayor espesor que el del papel o la tela
donde se encontraban,nos encontramos con le siguiente:

La extraccidén de la mancha se dificulta con la edad de la
misma,y es necesario muchas veces dejar una noche,y emplear
un bafio a temperatura me mayor de 409C,0 el empleo del buffer
con que se trabajen las muestras,todo eso para solubilizerlas.
Sirembargo la mancha es em s{ sangre cempleta,seguramente he-
molizada pero en la cual aun pueden hallarse otras protefnas
¥ elementos ademis de hemoglobina en donde otras protefnas
tomen el_colotante al igual que la hemoglobina,por supueste

su movilidad difiers en un buen grade de la hemoglobina pereo
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su eliminacidn resulta deseable como en los hemolizados me-
‘diante los lavados que se efectuan, .

En realidad el mayor incenveniente que se presenta ec porque
la mancha ne aporta uma cantidad suficiente de.hemoglobire
como para dar luger a la formacidn de bardas en la maners en
que lo hacen los hemolizados,en donde se recomienda gue la
concentrécién de hemoglobina antes de su aplicapién en el me-
¢ie que se usari,se ajuste la concentracién de la hemoglobi=
na & unos 10 g/100 ml de donde se desprende que concentracie-
nes menores irdn desapargciendo proporcionalmente de las po-

sibilidades del método.

El uso de un reactivo usado en la determinacién espectrofoto-
métrica de hemoglobina pretendfa tefiir espec{ficamente a la
hemoglobina y hacerla mfs visible,simembarge la coloracidn
€S proporcional a lz cantidad de hemoglobina presente por le
que volvemos nuevamente 2l problema de la cantidad de hemo-x
globina de la hancha por le que haremos las sigulentes con=
cideraciones basandonos en las observaciones efectuadas.

Se ebserva que si la mancha proporciona menor cantidad de
hemoglobina conforme se halle menos concenfrada ya sea por

su edad o por su tamafio,aparecen las hemoglobinas cada ves
mis cléras en el medio electroforético,y ademds su corrimien-
te es mds rdpido ligeramente con respecto al hemolizﬁdo ob-
tenido en una concentracién adecuada,siendo esto posible por-
que el método no sélo se basa en la migraci&n por las cargas
sino también en el peso molecular.BEntonces la dilueién de la

T
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mancha nos darfa un moviﬁiento inesperado con respecto al
de una mancha concentrada,de ahi que serfa necesario conocer
A_ la concentracién de hemoglobina de la mancha,digamos espec=-
trofotométricamente,y en los césos 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 concentracién del
problema.El hemolizado estindar es de humano y de esta mane-
ra al comparar con el problema,tendremes una mayor certeza
.del origen animal o humano.
A pesar de ello ya se dijo que la electroforésis utiliza he-
molizados ajustades a una concentracién de 10 g/l00 mlde he=-
moglebina .Por elle al usar manchas cencentradas los resul-
tados son mis satisfactorios.Debemos aclarar que hemos lla=-
mado manchas concentradas a las que presentan un cierte es-

peser notable.y que. resulta en una concentracidén adecuada

de hemoglobina.



4,3, Comentarios. _

. La electroforésis es entonces el pracedimiento mds dtil de
laboratorio para la determinacién y deteccién de hemoglobi-

nas tanto normales como anoreslesjsu fntima relacidn en la
ssnstitucidén de la sangre establece una forma fdcil de detec-
tarlas e identificarlas. '

Se calcﬁla que toericamente pueden existir 2 200 hemoglobinas
anormales en la naturaleza,conovrésultado de tsn sélo una sus=
titueidn de un aminofcido.Una tercera parte de las hemoglobi-
nas snormales que ss toqmaran tendrfsn una carga anormal y su
corrimiento electroforético serfa anormal.Una limitacidn exis=
tirfa si 1a carga no se altera,

Como ya se dijo antes este método no pretende ser un estudio
aislado de las manchas de sangre,sino parte de él,por lo que

su splicacidén requiere de mucho criterio y es muy importante

la experiencia y el entendimiento de los antecedentes en & ca-
so particular que se investiga ya que son esenclales si se
quiere obtener mejores resuvltados y presentarlos en el tribunal.
Lo importante es que el presente trabéjo pueda contribuir en al=
guna manera a las intenciones de la qufmica legal y de la inves-
tigacidén policial,ya que‘cuanto progreso se logre en este campo,
serd posible que los delincuentes tengan tipificada su sangre en
su ecdrdex,eomo una huella digital o una fotograffa,y asi en el fy
turo ?riminales coﬁocidos pueden cer 1d§nt1f1cados por la sangre

que abandonen en las escenas de sus actividades.
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