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RESUMEN GENERAL. 1

Se llevd a efecto un estudio de liguido seminal humano procedente
de individuos que residen en la Zona Metropolitana de la Ciudad de -
Mexico con edad pramedio de 36 afos (20-52) el cual consistid en:

La electroforesis de microzona en acetato de celulosa y amorti-
guador de bharbituratos identificando, en base al corrimiento elec-
troforético de las protelnas, una separacidn de las bandss alfa, be-
ta y gamma-globulinas asi como 1la albimina en porcentajes pramedio
de: 33.81 ; 69.53 ; 24.82 y 26.77 respectivaménta

Ia seqgunda basada en la accidn de la FAP gque hidroliza en p-nitro-
fenol y acido fosférico utilizando como sustrawo el p-nitrofenilfos-
fato cuya extincién se lee por métodos espectroscdpices en la re-
gidn del ultravioleta, obteniéndose para los intervalcs de edad:
20-25; 26-30;31-35 ; 36-40 ; 41-52 afios una actividad enzimitica
promedio de 16.15 U/L ; 10.56 U/L ; 10.68 U/L ; 12.0 U/L ; 6.12 U/L
respectivamente,

Por Oltimo se leyd un producto espectroscdpicamente, el color
que desarrolla la misma enzima e hidroliza el monofosfato s&dico
de timolftaleina a 590 nm. obteniéndose para los intervalos de edad
de 20-25 ; 26-30 ; 31-35 ; 36-40 y 41-52 afos la actividad enzi-
mitica promedio es de: 491.47 U/L ; 436.11 U/L ; 278.90 U/L ; 690.50

U/L y 460.30 U/L respectivamente.



CAPITULO I.
I.1l. INTRODUCCION.
"1 estudio de la evidencia, hace que se pueda caracte-
rizar e identificar al victimario del lugar de los hechos.
Antiguamente, la blsqueda de evidencias como prueba en
actos delictuosos que quedaban impunes o no se comproba-
ban datan, desde 1248 en China (42 ). Siempre la inquie-
tud de dicha blisqueda se manifiesta en las diferentes so
ciedades del mundo, llevidndose a cabo un sinntimero de es-
tudios frecuentemente aislados en la victima y que deter-
mina las causas de su muerte, tal como lo describe Ambroi
se Paré, francés, uno de los precursores de la Medicina Fo-
rense basado en los estudios de pulmones de nifios extran-
gulados y en las huellas de crimenes sexuales (29).
En esa época, Ambroise Paré declaraba:
"estas evidencias son importantes ya que descubren e in-
terpretan desde el punto de vista médico, procesos que -
desempeiian un papel en el esclarecimiento de crimenes y
delitos", asi como a un presunto victimario o delincuen-
te, por lo que nacen varios tratados y cédigos con base
en este tipo de perspectivas hacia la investigacién del

erimen que sirvieron de guia para julcios y dictémenes.
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Esta actitud cientifica provocd una serie de estudies mi-
croscopicos y quimicos.

En 1879 L. Alphonse Bertillon crea la antropometria y -
en 1877 William J. Herschel, la Dactiloscopia.

No es sino hasta antes de la 2a. Guerra Mundial en que
la quimica, fisica y microbiclogia colaboraron con la cri
minaligtica, aplicando sus téecnicas para la identificacidn
de evidencias como: fibras y otros materiales biolépices,
pelos, sangre, bacterias ( 2 93 ), y muestras en general co
lectadas del lugar de los hechos.

En actes delictuoscs como la violacidn o asalte sexual,
los fluidos corporales, en este caso el ligquido seminal,
eés dc suma importancia que sc detecte, tante en la victi-
ma come en sus prendas, 10 gue en conjunts con otrzs eviden
Cl&S coadyuvan a complementar el estudio ¥a que Son una -
pruecba del acto delictuoso (42 ).

“Dentro de la Quimica Lezal la identificacidén de liqui
do seminal, c¢s de gran importancia en las investipaciones
de raptos y crimenes que involucran asaltos sexuales®, (7).

La identificacién no s6lo en si del liquido seminal -
come fluido biolégico sino que también de sugs componentes,
ha despertado curiosidad, por sus connotaciones legales y
fisiolégicas, 1o gque ha motivado el desarrolle de técni-

€as que puedan aplicarse en el drea médica y la quimica



forense, as{ cozo pars el tratamisanto méiico &z prodble
was de infertilidad.

En el afio de 1888, Fosner ya identificaba trazas de una
proteina inusual en orina contaminada con liguido seminal.
Por su parte Slontozoff reportd ja presencia de nucleina,

trazas de albdmina y nmucina pero no especificd s5i trabajd

con plasma scminal o con iiguido seminal tot ftari.

Firbringe -

abhlesid que los culdas seminales con-
tienern una secrecion hisalina vy que se confiaba que fuera

globulina, £s

122% con Goldblatt quién deternming

1o constituyentec

plasma seminal humanae que contico-
ne preoteosas pramariss ¥y aecundariass y una cantidad con-
siderable de albkdmina, aucleoproteinas y trazas de plobu-

lina y nucina 142),

La fosfatasa

4 Somponente que na s6lo se en-
egentra en el liquide seminal o tejide prostdtice sinoe -
que su actividad ez ubicua en lo naturaleza (45 ). En -
la vagina es parte de la secrecidén normal y es genfética-
-menite itgual que Ja forfatasa dcida prostatica o lisoso-
mal {5}1). S38le en lus gpgrunbas cuantitutivas, la fosfata-
s5a acida prostatica presenta niveles extraordinariamente
alttos de actividad, lo que justificarian los falsos posi-

tiver en ln ident

¢ ifquido seminal. (7))

3

México las téenicasz identificar liqui-
q
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do seminal humano para fines lepales incluyen de una forma

general la observacidén microscdpica de espermatozofdes ¥
la determinacidn cualitativa de fosfatasa Acida prostiatica
(2 ). Sin embargo existen otros métodos que incluyen la
deteccidn de otros componentes seminales tales como la es-
permina, la colina, las proteosas, aminopeptidasas, fosfo-
glucomutasa y antigenos seminales de 1las que no son comun-—
mente empleadas en el laboratorio de Quimica Porense, ya
que su usa generalmente se ha enfocado hacia el drea mé-
dica (S54).

De las diferentes técnicas, que determina de f{orma cua
Jitativa la actividad de la fosfatasa acida prostética
F A P, que estd presente en grandes cantidades en el 1i-
quido seminal hbumano (Gutman ¥ Gutman 1941), es una prucba
que comunmente sec emplea en el laberatorio quimico foren-
se, tanto en exudados vaginales como en otros objetos per
tenecientes a la victima, en ausencia de espernatozoldes
(7).

Las tée¢nicas utilizadas para determinar la actividad -
de la fosfatasa &cida son: Métodos colorimétricos cualitsa
tivos y cuantitativos en donde los extractos de nmuestras
sospechosas se tratan, con una solucién de fosfato sodi-
e¢6 alfa naftil (sustrato) y Brentamina Azul B last o Ne-
gro K last como reactivo de acoplamiento {Kind 1964); los

métodos enzimdticos basados en la reaccidén con timolfta-
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leina sdédica monofosfatada {(usado como sustrato, entre -
otros mis) que por la accién de la enzima se hidroliza y
su producto se lec cuantitativamente (2 ); las técnicas
electroforéticas de la misma enzima (PAP) la diferencian
de otras isoenzimas presentes y ¢l radioinmunoensayo es
utilizado como prueba mds especifica en la identifica-
cién de liquido seminal{X2).

En la identifiacién de semen generalmente se¢ aplica -
también el estudio microscdpico del mismo en bisqueda de
espermatozoides, componentes indispensables en la gran -
mayoria de los casos, del mismo y aunque morfoldpicamen-
te no hay diferencia entre los de un posible sospechoso
¥y otro, ya que presentan una forma comdn, su presencia
es ya una evidencia del hecho de un intercurso sexual. -
Por esta razén algunos investipadows en bioquimica legal
han creado técnicas para su extraccidn y separacidn por -
ultrasonide a partir de las ropas manchadas (28).

La aplicacidén de la electroforesis para identificar
las proteinas Seminales se inicié con Gray-Huggins en
1942, Posteriormente en 1968 Quinlivan, analizdé las pro-
teinas del plasma seminal humano aplicando inmunoelectro-
foresis (36 ).

La electroforeis e inmunoelectroforesis se han aplica-
de muy poco en la identificacidén de las proteinas semina

les en diferentes soportes electroforéticos y s6lc en es-
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tudios del 4rea médica para resolver problemas de inferti
lidad y tener un mayor conocimiento de sus componentes.
f£n cambio, la aplicacidén de la electroforesis al estudio
de liquido seminal para fines legales, ha sido muy es-
caso © no existe.

Dentro de 128 técnicas implementadas en esta area, y

actualmente en las investigaciones forenses de delitos -
sexuales en los Estados Unidos de Norteamerica, se aplica
la técnica electroforética en gel de acrilamida para la -
identificacién en cantidades trazas de la proteina " P
0.
Siendo ésta un marcador del liquido seminal de una alta
confiabilidad, Debido a que ésta proteina no sufre va-
riacidén cen el tiempo, ni con el medic ambivnte vaginal
¥y adn en personas vasectomizadas ¢ azospérmicas. (Sero~
logical Research Institute Rich. Cal. U.S.A.).

Pero esta técnica ademds de requerir mucho tiempo pa-
ra aislar e identificar la proteina, el material de tra-
bajo ¥y los reactivos deben ser manejados por personas -
especializadas, lo que la hace un poco incosteable para
muchos laberatorios.

Por lo que se siguen estudiando diferentes métodos -
para la aplicacidn de la electreforesis.

En la actualidad se sigue investigando métodos ya no

solo para la identificacidén si es o no liquido seminal,
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sino que se estan adaptando poco a poce las técnicas de

1a Genética molecular para identificar a un presunto vio-
lador con las muestras que él deja scbre la victima, mues
tras como pueden ser el cabello, sangre, semen, saliva o
restos de su piel y vello pabico. Ya que la mayoria son
mnujeres e infantes, quedando a veces los victimarios im-
punes, no S¢lo por el hecho de no ser denunciados por fag
tores de cohercidn y amenaza en algunos casos sino también
por Ia aplicacidn de una técnica de estudio inadecuada a

las condiciones de la evidencia (2&,3ﬁ.



La incidencia de los delitos sexuales en el Distrito
Federal del afio de 1975 a 1990 fue de 16 096 casos. Y en
enero a mayo de 1991 se¢ observaron 828 casos segun fuente:
P.G.J.D.F. DIRECCION GENERAL DE AVERIGUACIONES PREVIAS (3}.

Habiendo casos que no son denunciados, oficialmente lo
que implica que los hechos de violacidn se incrementen de
una manecra considerable. No son denunciados debido a los
factores socioculturales y psicolbgicos por la idiosincra-
cia del pais. {4}.

Lo anterior resalta la importancia por conocer todos -
aquellos aspectos cientificos que de alguna forma nos con
duzcan a la buisqueda e identificacién del presunto sospe-
choso o “victimario” y contribuir al esclarecimiento de -
este tipo de delitos dentro de nuestra sociedad (3 ),

En la actualidad, unc de los principales inconveniente
de mayor discusién en el estudio de estos delitos es el -
que se refiere a la investigacidn cientifica encaminada
a exclarecer y perfeccionar una técnica més especifica de
laboratorio gue auxilie en la identificacidn y caracteri-
zacidn de liquido seminal en los principales casos de -
asaltos sexuales.

En este tipo de estudios es frecuente tomar como paré-

metros 1los valores report agdos en otros paises, sin tener
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en consideracidn la existencia de factores de riesgo comno
los de tipo de conducta sexual. adiceidn a las drogas, ge-
néticos, ambicntales, nutricionales, de raza, etc. que pue
den alterar los valores de referencia de la poblacidn en
estudio, por lo que es necesario determinarlos en la misma
poblacidn que sec somete a estudio.

Por ello, el presente trabajo pretende contribuir en la
investipacién y a la aplicacidn de técnicas de laboratorio
que cualifiquen y cuantifiguen proteinas seminales, deli-
mitando la poblacidn en estudio a individuos que residan
en la Zona Mectropolitana y Cd. de México, con el fin de
estandarizar el estudio electroforético de liquido semi-
nal con esta poblacién y poder asi darle una aplicacién
a las investigaciones judiciales que se llevan a cabo den-

tro de los estudios de laboratorio.



1.3. G ENERALTIDADES . 14

1.3.1. FISIOLOGIA DEL_APARATO REPROCTOR MASCULINO.
£1 aparato reprodutor masculino consta de:

1) dos pgénadas, testiculos que producen espermatozoides
y hormona sexual masculina {andrégeno};

2} un drgano copulador, el pene, mediante el cual los -
espermatorzoirdes son depositados en la vagina de la
mujer;

3} tubos y tGbulos seminiferos que van desde los testi-
culos al pene permitiendo que los espermatozoides -
sean almacenados y transportados hacia el drgano co-
pulador;

4} gplandulas cuya composicidn rica en mfisculc lisc pro-
porcionan medio liquide para los espermatozaoirdag lo-
grando una mezcla de sec¢reciones y células {(esperna)
que serd expulsado con fuerza por el pene observando-
se el fendmeno de la eyaculacién{22,24).

Estos cuatro grupos de estructuras con funciones al-
go diferentes interactuan entre si para finalmente produ
cir liquido seminal o semen, que es el objeto de nuestro
estudio.

En los testiculos se encuentran los tibulos seminiferos
¥ sus paredes estan formadas de varias capas de c¢élulas
epiteliales que en su parte mas intima se tramsforman en
espermatozoides. El epididimo y los conductos deferentes

llevan a cabo la maduracién de los espermatozoides y ecn -
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s
la prdéstata se produce vn liguide de aspecto lechoso o -

vsecrecidn prostitica' que eontiens altas concentracio-~

nes de fosfatasa acida, enzima que se desconcce Su funcida
pero su prescncia cn concentraciecnes elevadas se relacigo
na con tumores wmali:gnos de células secretoras prostaticas.

La espermatogénesis €5 ¢l proceso por el cual 1as célu-
las perminales proliferativas estun diferenciadas en esper
matozoides testiculas, se¢ requicre aproximadamente de 2 -
meses en el hombre. El paso de los espermatozoides tes-
ticulares a través del epididimoe requicre otros 12 a 14
dias. Los eventos metabdlicos durante este periodo son
de gran importancia en la adquisicidén de una capacidad -~
nermal fertilizadora, La madurac¢idn epididimal de los
espermatovnoides provistos ya de movimiento flagelar aun-~
que no exhiben ningdn movimiento progresivo bajo almace-
naje en el caudal epididimal.

En la eyaculacion, el fluido cspermatice epididimal -
mezclado coun las secreciones producidas por la préstata y
las vesiculas seminales constituyen apraximadamente ¢l ~
60% del volumen eyaculado y el 30% ¢s de secrecidn prosta
tica {41).

£1 volumen de la eyaculacidn inmediatamente torna a en
volverse en mallas pelationcsas en ¢l gue son at rapadas -
los espermatozofdes que posteriormente, dentro de los 15

minutos sigutentes observarin ¢ fendmeno de la licuefac-
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cidén, comenzande a noverse progresivamente. El mecanisna
que desencadena la motilidad espermz’itica ain no se conoce

(42 ).
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1.3.2. COMPOSICION Y PR

—— E1 producto bioldgico por examinar en el laboratoric
guimico forensc al que se refiere el presente trabajo, es
el liguido seminal humanc o semen, ¢l cual estéa ccnstitui
do por células altamente diferenciadas llamadas esperma-—
tozoides, suspendidos en un medio liguidoc denominade plas
ma reminal, que contiene sustancias nutritivas gque :41n
son utilizadas por los espermatozoides {37,41,511}.

La dualidad de los componentes del semen, cspermato-
zoides y plasma seminal fué establecida inicialmente por
Louis Nicolds Vauqueline en "Experiences sur le spernc
humain® en 1791, aunque casi cien afios antes, ¢l 9 de ju-
nio de 1693 Antony van Leeuwenhoeck declaraba: "He des-
cubierto las pavdes salinas y la forma de los animalcula
en la simicnte masculina".

Hoy sabemos que el proceso de transformacién hasta lle
gar a espermatozoide denominado espermatopénesis y esper-—
miopgénesis da como resultado que un hombre sano, aprox. -
de 25 anos de edad, produce por dia 15%0.000.000 dc esper-
matorzordes{ 41).

Los espermatozoides fijan a nivel Ge la cabeza durante

su entancia en las ¢células de Sertoli la enzima denomina-
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da Hialuronidasa y la transportan hasta su utilizacidn co-
mo coadyuvante en la disolucidén de la sustancia intercelu=-
lar de la corona radiada del dvuloe (accidn desintegradora
sobre mucopolisaciridos del tipo de dcido hialurdnico en
la sustancia intercelular).

La participacién de los diferentes O6rganos que confor-
man el aparato reproductor masculino, a la produccidn de
liquido seminal es la siguiente:

a} Testiculos: Espermatozoides equivalen & menos del 5 %

(génndac) del volumen del gemen.

Los espermatozoos almacenados en las porciones ampolla
res de los conductos deferentes son bastante inactivos nme
tabdélicamente, debide al medio 8cido y & la disminucidn -
de oxigeno, con vida wmedia de un mes ecn esta localizacidn

(22,41,51).

b) VesfculB8 seminales: Producen sl 607 2el voluzen, liquide

viscoso, amarille <contenido elevado de flavina, responsa
ble de la fluorescencia del semen a la luz ultravioleta .
Son también responsables del alto contenido de fructuosa,
principal elemento nutritivo de los espermatozoldes.
Estes ves{c v las seminales contienen potasioc y geido -
citrico, y en menor cantidad, acido ascdrbico, ergotionef
na, y fosforilcolina ( 41,51).

c) Prostata: 20% del volumen total del semen. Produ~

ce un ligquide lechoso, ligeramente acido y pH alrededor
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de 6.5; ademis contiene un elevado contenido en dcido ci~

trico principal anidn de esta fraccitén del semen. La se-

crecidn prostéitica es rica en enaimas proteoliticas y en

fosfatasa dcida, que al parecer, influyen en la coagula-

cibn y licuefaccidn seminales.

d) Epididimos, conductos deferentes, glAndulas bulboure-
trales{gl.de Cowper y gldndulas uretrales, egquivalente =2}

-15% del volumen total.

10



13
LIQUIDO SEMINAL O SEMEN TOTAL. {22 37, 41,51),.

El semen, tal como es eyaculado, es un ligquido viscose
constituido por zoospermos suspendidos en el plasma semi-
nal, que en contacto con el medio externo, al momentc de
ser ecyaculado, ccagula transformidndose en una masa gelati
nosa, verdadero gel ¥y ¢l cual se desintegra entre 15 y 30
minutos, al producirse la llamada licuefaccidn del semen.
Caracteristicas fisicas:

1) Después de la licuefaccién, se forma un liquido trans-—
itdcido, turbio y viscoso cor pH alrededor de 7.7. Por debejo
= de pH= 7 posece pgran cantidad de secrecién prostatica.

2) Viscosidad: Después de producida la licuefaccidn, el
liquido scminal normal potea en goteco individual, lo que
permite conocer el pgrado de viscosidad seminal.

Un aumento de la viscosidad involucra la pérdida de -
gran parte de la movilidad de 1los espermatozoides y se
asocia con escasa invasidn del moco cervical en estudios
post~coitales.

3) Volumen: 3.1 & 5.2 ml., en promedio g8 de 3,65 ml,

£l volumen del eyaculado seminal no varia significa-
tivamente con la duracidn del periodo de continencia (-
Mac. Leod, 19%1) y un aumento en el volumen se relacio-
na con cscasa cuenta espermatica,

4) Coagulacién y Licuefaceién Seminal. El pioces0d -

ocurre en tres estadios (Mann, 1964]):



1%

a) La coagulacion :3¢ produce por la formacién de un
codgulo de rfibrina {accidén de enzima coagulante
de la prdstata).
b) La licuefaccidn :Se inicia por accidén de enzimas
fibrinoliticas de origen prostatico,
¢) Los fragmentos de fibrina se degradan posterior-
mente y forman aminodcidos libres y amoniaco {ac-
cidn enzimdtica proteolitica). Si el semen no -
coagula se puede deber a una ausencia bilateral
de los conductos deferentes y de las vesiculas -
seminales por ausencia del sustrato de la coagu-
lacidn (37,51). (Proceso de Degradacién}.
£l liquido seminal humano es de color blanco-grisé
ceo o blanco amarillento y de aspecto translicido y -
opalescente; de olor sui peneris y por tanto caracteris-
tico.
normal son de 60 a 150 millones por mililitro con prome-
dio de 100 millones. Por debajo de los 20 millones se -
considera anormal, aun que puede haber impregnacidén del
Svulo con éxito.

En cuanto a su motilidad, los espermatozoides requie-
ren tenecr una gran actividad para penetrar en el moco =
cervical por lo que si menocs del 60% exhiben una motili-

dad propgresiva se considerara como anormal en las muestras
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examinadas dentro de las primeras 3 horas de su recolec-

cidn.

mediante el re-

cuento diferencial de los tipos de espermatozoides mor-

folégicamente normales y anormales en extensiones tefii-
das.

Ademis se observari la presencia de hematiés, leuco-
citos y células epiteiiales en preparaciones tefiidas y -
an fresco.

Por su parte, Walter Goldblatt (1935} resume:
1.~ El plasma seminal humano con respecto al sanguineo

tiene: €1~ y Colesterol= 0.3 a 9.5#/100 ml.; Bicar-
bonatas: 0.7-1.0; Ca, glucosa y urea: 2.0-3.0; Acido
lactico: 5.0-6.0; fdsforo acido-soluble {(inorganiceo
S0%, esperminn 30%, indeterminadoe 20%): 30

2.- Las proteinas del plasma seminal incluyen: mucina
(trazas y proteosas{primarias y secundarias).

3.- La Glicdlisis puede demostrarse en el plasma seminal
si les espermatozoides estdn presentes. Esto esta -
asociado con un pran incremento en Acido lActico pero
més tarde se¢ considera la pérdida de reduccién de ~~
fuerza. La diastasa y tromboguinasa han sido demos-~
tradas también en el plasma seaminal.

En la siguiente tadla se da una comparacioén de la com

posicidn del plasma sanpuineoc y del plasma seminal (16 ).



COMPOSICION DE PLASMA SANGUINEO Y SEMINAL.

pH
NaCl (g)

CO2

Calcio {mg.)
Glucosa {mg.)

Urea (mp.)

P inorganico (mg.)
P dcido-soluble

Espermina P (mg.)

Acido lactico (mg.)

Colesterol (mg.)

PLASMA
SANGUINEO
100 ml.

10

100

30

15-20

150-200

PLASMA
SEMINAL
100 ml.

200-300

72

90-100

80

20
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CONSTITUYENTES DEL PLASMA SEMINAL HUMANO

-
PARAMETROS REACCION INTERVALO
pH colorimétrica De: 7.5 a 7.81
7.26 en emi
sién inmediata.
Bicarabonato Van Slyk93 De: 22mM C02/L .
hcos") 14.6 mM.y -

Cloruro Van Slyke4 Promedio: 0.197
£/100 ml.coms Nacl
Secrecidn prosta
to-vesicular:

Mc. Carthy (1928}
= 0.231 g/100 m1.
Fluido senminal:
0.164 g/100 ml.
-Vasectomizados:
0.164 g/l00 ml.
Fluidoc Prostati-
c0:0.355 g/100ml.

1Esta establecido que en condicones fisioldgicas de alcali-

nidad del fluido seminal es necesario para prevenir inmovili
zacidn de las células espermiticas por la secrecién dcida de

la vagina.

2 : . . . s
Tener gran cuidado para prevenir contaminacidén con residuos
urinarios. Tal pH bajo comparado con ¢} sanguineo va de -

acuerdo con centenidos altos en aminoicides, fosfato y Acido
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CONTINUACION.

PARAMETROS REACCION INTERVALO
INDICADOR

FosfTato Briggss Fésforo total 5C3
do-soluble=95 mg .
/100 ml.

Fésforo inorgéanico.
=70 mg /100 ml.

Calcio Kramer and 24.5 mg /100 m1.6
(Calcio hidrégeno~ Tisdael 20.8 mg /100 ml.
fosfato; bicarbona

to calcio y calcio

= protefnal.

UREA —_—— 72 mg ./100 ml.

Sustancias Reduc- Método Mac. Fluido caliente:

toras. Lean. (o del 291 mg ./100 ml.
Cobre). como glucosa.

Mét. Hapedorn y Fluido sin calentar:

Jensen ( o del- 291 mg /100 ml.

ferricianida). Plasma: 280 mg./100
ml, como glucosa,

.-.lictico.

351 plasma seminal es tratado con un icido mineral liberan-
do diéxido de carbono.

4 -
Usando el método para sangre y expresado como NaCl.
5Briggs estima fésforo indérpanico.

SEI origen de las altas concentraciones de calcio es proba
blemente de proéstata. -
®e, &arth et. all. (1928}s 66 mgs./100 ml. de calcio en -
secrecidn prostdt ica y de 23.3 mps./100 ml. para vasecto
mizados., -



CONTINUACION,

REACCION

INTERVALO

INDICADORES

Acido ldctico

Colesterol

PROTEINAS:

1)

2)

3)

4}

5)

6)

7}

Nucleoproteina

Mucina

Globulina

AlbGmina

Propeptona

Hemialbuminosa

Proteosa

#étodo Friede-
man Cotgnio y
Shaffer’.

Métodos séricos

Acidificar con
4c. acético.

AL 1%,

Centrifugacidn

Dilucién del -
plasma seminal
con agua

Filtrade de la
dil. de la glo
bulina, protei
na coagulable

en el filtrado
a pH = 5.5.

Filtracidn

Removible de la
proteina coagu-
lable por ebu-

1licidn a pH=5.5

mis filtracidn.

Semen recién eya
culado=80 mg/100
ml. Después de -
20 horas de incu
bacidén a 38:C=
140 mg /100 ml.

82 mg ./100 ml.8

Precipitado.

Precipitado.

Precipitado.

Proteina no coagu
lable.

Filtrada de la

Reaccidén de Biureft]

rosa.
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CONTINUACION.

a) Proteosa primaria Saturacién con
sulfato de amonio
y secundaria. mds ultracentrifu
gacibén en membra-
na coloidal bajo
presién de 50 mm.

en solucidn.

8} Tioalbuminosa *}Remover proteina
coapulable por cby
1licidn a pH=%.5
1)}Precipitacidn-
Filtracién.
2) Saturacidn con Precipitado
sulfato de amono.

3)Adicién de aleo
hol ahsoluto.

9) Synalbumosa 1)Saturacidn con - Precipitado.
sulfato de amonio.

..... ) -

Se determina en el Acido tlnsgtico filtrade tratado con

sulfato de cobre e hidréxido de calcio.

8 : N
La extraccién con cleroformo no es selectiva para el co-

lesterol por lo que puedr interferir la extraccidén de otras

sustancias con la pureza del color obtenide con anhidrido ~

acético.



CONTINUACION,

PARAMETROS REACCION INTERVALO.
Diastasag Karassik Actividad entre
(1927) pH=6 y 7
Actividad glicoli- No existe en au-
sencia de esper-
tica. matozoides.

10

Tromboguinasa *)Adicidn alcohol abs.

+}Filtracién. Coagulacidn del

'*)Destilacién a prcsiéglasma'
reducida a 42°.C a 10
ml, de agua.

g(Diastasn)z de 3 a 4 ml. de plasma seminal produce una
cantidad més simple de glucosa,
ejemplo: glicdgeno de la vagina y el cérvix,

loLa presencia de trmboquinasa fue probada por:
T=382 C
t BASA wmmmote e —— e
Paso de protrombasa GaEl -+ Trombasa

1
115"
:

Plasma oxalatado
{coapgulado).

Referencia: {(16).
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En la actualidad, el andlisis quimico del liquido semi
nal revela que contiene las sustancias que se enumeran en
la tabdla siguiente, misma en 1a que se encuentran consig-
nadas las cifras que limitan la zona de normalidad de las

mismas.

LIQUIDO SEMINAL O SEMEN TOTAL

Estudio quimico

Concentracidn de iones hidrégeno pH 7.1-7.7

fructuosa 851.6-4943.3;lp/m1.
(generalmente 1200-3500)

Fosfatasa decida 770-3750 U.K.A /ml.
{generalmente 1000-3500)

Acido citrico 338-2203 mg./100 ml.

Fosfatasa alcalina 30-200 U.K.A./100 ml.

Acido ascérbico 13mg /100 ml.

Colesterol 70-3120 mg /100 mi .,

Espermina y espermidina 90-200 mp /100 ml,

Zine 470}lg/100 ml,

Proteinas 1.58-1.80 g/100 ml.

Sodio 104-138 mEq/L.

Potasio . 14-27 nEq./L.

Cloruros 2B-57 mEq./L.

Calcio 10-14 mEq. /L.

Magnesio 10~-11 wFq. /L.

Referencia: (41).
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1.3.3. CARACTERISTICAE DE 1#S PRCTEINAS SEMINALES.

En peneral, las proteinas son macromcléculas complejas y heterogéneas
corpucstas de aminodcidcs vnides per enlaces peptidices, quienes les -
cenfieren propiedades de carpga electrics er sclucidn deperdiendc del -
pH en que Bc encuentren, p<r lo gque preder ser arfotéricas ¢ tener car-
g2 ya sca pesitiva o repativa, obeservindose a pF zlealinc y ecarga (-}
un buer. cerrimiento electrcforétice. Avrque se han reccrnccide gue
ciertas protefnas corntienern naterinles cifercrtes a jos snincdcides, —
propcreijondndcles proriedzdes especifices y alpunce caracteristicss -
comc Bon: reaccidn cor carbehidratoe, lipidcs ¢ rucledtidos, distinpuién-
dose predcninantemente come crogoprote faas gluccproteinas, lipoprotei-

nas o nuclecproteinas. (24, 48).

Las proteinas que se encuentran en liquido seminal son muchas, se han
encentradc hasta 30, pero no todas se han identificade, a pesar de la
aplicacidn de civesrscs nétodes quimicces, serminaldgicos, fisicos y elec-
troforétices.

Tartién se han identificadec varias proteinas seminales que se locali-
zan comc: albimina, alfa-glotulina, beta-glotulinog y pamra-glotulina,

ademis de alfa-antitripsina, trancsferrina, Ipk, IgG, IgH, orcsorucoide,
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lactoferina alral-seromucoide. alfaz- macregictulina, ceruloplasmina,-—-
espermina, espermidina, prostaglandinas, nuclecproteinas, nucleina, en
zimas tales ccmo fosfatasa Acida, fosforilecline, hialurornidasa. protec—
s5as y propeptonas y que pereralmente se van a encentrar entre los grupes
alfa, beta y pawma ya mencionsdas. { 8 10).

No se sabe tien el lupar de dende previere cada uns de ellas en el
aparato reproductor masculinc, sin ertarpe per la eyaculacién en Splilz
se cree que las glindulas de Cowper y Littré dan un pluide ricc en -
rucoproteines (0.1 a e.2 ml.)

El fluidc prostatice cen ligera acidez de €.5 produce la fosfatassz
dcidz, 13 esperrina, espermidisine {de accidn boctericida) y 1o amina
alifatica.

Las células de Sertoli {testiculos) la tramsferrino, las vesieculas
seminales producen las gliceproteines , las prostaglancdinas de cripen
en discusidn, pcr la préstata y vesiculas scminoles.

La pliceril fosforil cclina per epitelio epidimal (Le_xe‘tﬁlso.sz).
ia albirinz, proteina transudada del plasera (2) siendo las aminctrans-
ferasas, enzimas protecliticas de origen posiblemente prostditice, ern-
zimas que van a hidroizar a las proteinas seminales imcidiendc en un
aminoficidos terminal y gque se inactivan conservando el semen de -10 °C
a-20 °.C sin afectar mucho a las proteinas (18 .35 ). Por otra parte
s¢ encuentra que si afecta a las proteinas la refrigeracidn inespecifi-
ca entre las 4 y 96 horas {18)

Se ha orservads gue en 1as eyaculaciones frecuentes como son las
regrlectadasr & las 24 y 77 hrs, dispinuyen la concentracidn de protei~

nas. Tamtién se ha ochbservade que existen variaciones erntre las cone



centraciones de las proteinas de un individuc a otro e intraindivi-
dual a diferentes eyaculaciones. Siendo la albimina y la lactoferine
estables entre si.

Gereralmente las proteinns seminales gque se¢ han ckservade de bajo
peso mclecular, talez corc las gliccproteinis ¢ la  fosfatasa acida
entre otras (3s).

Los porcentajes prordio de las principales proteiness en semen to-
tal enccentrados por Gray and Hugpins scn:

Albdmina =1419% ; alfa-globulina= 2Li3% ; beta-globulina=39.6% y

gamma-glotulina= 19.1 %.

e [ - 2

alb. = ¥ z v B

Patrdn electroforético de liquido Patrén electroforéticoe de protei
sexminal por Victor Ross y Dan Mo- nat de suero sarpuinec,

re
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Generalmente las scparaciones electroforéticas de las proteines sé
ricas dan S bandas en acetato de celuloca: albdmina, alfalglobl_-lina, -
a]faz-globulina, beta-glotilina y gamra- glotulina. En el plasna se-
minzl sc cbservan 4 scparaciones:aslbiminz, alfa, beta y gamrz glotulinas
observandese alpgunas vecees €l desdotlaminto de las alfa globulinas (alfa
1y alfa 2)

La alGnina es la proteina md= homcgenea ceon un 1€s6 promedio de €SGO
Daltons, sintetizede er ¢l higacdo .

Las fracciores globulinicas son ung mevcla corpleja de 2lgunce compe
nertes como: mucoproteines y glucciroteinas principalmente er las «
fracciones alt‘a1 y alfa 2 otras contienen lipidos ccro las globulinas
beta. La fraccién A de las lipoproteinas beta son ricas en grasa <coh peso
molecular de 1,300 000?) presentes en gran cantidad en seren (Gray & -
Huggins).

Las lipcproteinzs que emigran con las globulinas zlfa contienen me-
nos grasa y mayer proporcién de proteinas con peso molecular alrecedor
de 200, OCO D.

La fraccidn de gammz-globulinas ccntiere los anticuerpos circulantes:
las inmunoglobulinzs con Pego Molecular aproximade de 160, 000 D y sedimen

tacitn de 7 S. ().
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PROTEINAS SEMINALES QU

El plasma sexinzl humano wostrd e este estulio, gr antiee 6 protednos, o
mo : albGmina, transferrinz e inrunoglobulina § y 3 per su Iocalizg
cifn tal comc una prealbimina, alfa 1 globulina y alfs 2 globulina,
descritas ya anteriormente (18, 19).

Por otra psrte, estudios scbre la constancia de transudadcs y proteinas
que se procducen en el plasmz seminal huranc (13) revelardn per nedio de
la cromatografia de filtracidn en gel y el usc de 1la electroforaesis de
alla resolucidn, la prescrcia de treinta proteincs diferertes cnlre las

Gu& £c encuertran:

Lactoferrina Anti~tripsins

Albbminz Coumplejo de Glotalinis { alfa, beta
Transferrinz gammzs, acsi ecne las inawnoplobilinns
Seminogelina IgG, Ig¥ entre ctras).

Eepermina Oroscauccide

entre las ccrnccidas, asi conc las propeptonas y peptlonse, proteacss
(larias. y Zarias), diastasa, trombogquinesa principslmerte detectadss
¥ en especial la PAP.

La PAP es wna proteina muy especial, con sctividad enzimdtica, la
fosfatasa dida prostdtica, que se encuentra en cantidades clevadas er
el Iiquido seminal humano, per 1o gue pearz cuesticres cel presente tra

bajo gue tratarid mis arpliamente.
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ACIDA.

La fosfatasa dcida humana {(AP) scn un prupc de ernzimas y se presenta
er. formas wcleculares miltiples. La fosfatasa acids prestdatice (PP},
una de las iscenzinas de la AP, es sintetizacda pcr las células erdote~
liales de las planculas prostiticas y es secretade principalmente ern €l
fluido seminal extendiéndose un pcco a oripa.(51}.

En las investigpaciores forerses que invclucren ésaltos scxuales, la
deterninzcidn de csta enzima es un procedimiento esencial de laborato-
rio. Es usada como una pruekte inicial cverndo exarinerde e}l exuczdo

vaginzl, se busca la precserncia deé secnep.

Lo feefatea Acida posec ctras dos variededes ¢ isoenzimes precentes
er los eritrocitos y en las plaguretas ademis cde la que ce encuentra
er lo secrccidn prestdtica ( 51).

Ademids, existe la evidercia de que la AF prepia de cemern NG es Uni-
ea3 sinc que tamhién esta presernte er la cavidad vaginal ern secreciones
norwales y ambas son gendéricamente idéntices a la fosfatasa acido liso-

somal encontrada en casi todos los tejidos. (7,8,9 }.
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1.3.4, FISIOLOGIA DEL_APARATO REPRODUCTOR_FEMENINO.

El aparato reproductor feamenino estd formadoe por dos
ovarios, dos oviductos {denominados también trompas uteri
nas o de Falopio), un dtero, una vagina, penitales exter-
nos y dos glindulas mamarias. (22).

1) Ovarios. Son cuerpos ovoides, sélidos, alge aplanados,
de forma y tamafio aproximado a los de almendras sin cds-
cara.

2) Oviductos. Las trompas son los conductos que relnen -
los ovarios con el Utero; cada una estd recubierta de pe-
ritoneo (el ligamento ancho es su mesenterio). A diferen
cia de los espermatozoos, un 6vulo no puede desplazarse
por sus proplos medios; después que alcanzbd el extremo 1i
bre de la trompa tiene que ser transportade hacia la cavi
dad uterina por la accidén de las paredes de la trompa.

3) Utero: El Gtero (matriz) es um érgano nmuscular huece
de paredes gruesas, situado en el centro de la pelvis y
de forma de una pera invertida.

4). Vagina. del latin =vaina es un tubo aplanads. Sirve
de vaina para el Sgano sexual masculino durante el roito
Sus paredes estan formadas principalmente de fibras mus-
cular lisa y de tejido conectivo fibroelastico de pocos
zilimetros de espesor.

La vagina posee ademds defensas antibacterianas que -

aderds representan algunas de sus principales caracteris-—



ticas como:
a) E1 pH: La acidez de la vagina adulta (pH=4 a 4.5}, cau
sada por el crecimiento de lactobacilos, frena el crecimien

to de muchos microorganismos que toman contacto con Su su-

perficie. A diferencia del semen que, el principal factor
de esterilizacidén para ser una poliamina, la espermina, que
¢5 bactericida a una gran variedad de bacterias patdgenas
(9).

b) La FLORA Normal: En la mujer, las regiones uretral y va-
ginal presentan casi una extensa flora microbiana, 1la cual
depende en gran parte del contenido en glicégeno del epi-
telio vaginal, Forman parte de la flora normal: el Ba-
cilo de Ddderlein {Lactobacillus sp.) en grandes cantida-
des, el grupo de los coliserdgnos, estafilococos, estrep-
tococos (aerobios y anaercbios), levaduras, bacteroides,

Vaillonella y M. smepmatis. {10,9,8}.

34



I.3.6. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LIQUIDO SEMINAL.

Exdmen de la Presencia de Semen:-

A menudo se encarga al laboratorio que compruebe la pre
sencia de semen procedente de la vagina © que se encuentre
impregnado sobre 1a ropa, piel o pelo de la victima. Ta-
les casos generalmente tienen que ver con una supuesta vio
lacién o ¢on una sospecha de asalto sexual, seguido de homi
cidio, en algunos casos. En casos medico legales estan -
indicadas Jags precauciones especiales para identificar -
adecuadamente las muestras y para mantener la secuencia de
hechos evidentes.

Las secrecioncs vaginales pueden obtenerse mrdiante as-
piracidén directa o con un lavado salino. Una visualizacién
previa con luz ultravioleta puede ser Gtil en la seleccién
de &dreas especificas para una posterior investigacidn, Se
certard un trozo de 1 cm2 del area del tejido manchado y
que se cree es liquidogeminal y se empapard en 1 6 2 ml.-
de suero fisiolégico durante 1 hora. El liquido resul-
tante de este lavado podrd someterse a otras pruebas para
investigar si hay liquido seminal. Se incluye como con-
trol un trozo de tejido lejanc a la mancha, especialmente
para la determinacidn de fosfatasa Zfcida y para la detec-

cién de sustancias relacionadas con el grupo sanguineo.
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microscopio con el cbjetivo «
*) Determinacidn de fosfatasa &cida.
la fosfatasa &cida se determina en el aspirado veginel ¢ en el
lavado de las rmanchas o de exudados.
Los valores altos de fosfatasa acida proporcionan una posi=-
tiva para la identificacidn de iiguido seminal, incluso si el se-
men  en cuestidn procede de vardn azoospdrmine. El ligquido seminal,

-

posee un promedio de aproxiradamente 2 500 UKA/mi de fosfatasa Scida:

tienes menocs de 5 UFA/ml. la fosfatasa &cida puede determinarse

fidedignamente en el liquido procedente del lavado de manchas semi-

{resguardadas de huwedad, a temperatura arbiente,protegidas las

muestras por medic de una lolsita de plastico y sellada externamentel.
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1.3.7. ANALISIS_ ELECIROFORETICO DE _LIQUIDO SEMINAL.
Antecedentes de electroforesis (Principios).
Introduccién:

Las teorias electroliticas se describieron por Murphy
y Rosseau {(1963), sin embargo ya el comienzo de la electro-
foresis data con Alexander Reuss en 1807, cuando observd -
que al pasar una descarga eléctrica a través de un tubo -
con agua y arcilla, las particulas arcillosas se movian -
al electrodo positivo., En 1B34 en Inglaterra, Michel
Faraday presentd en su articulo intitulado “Sobre la des
composicidn quimica® diferentes teorias clectroliticas in
troduciendo los térwminos electrode, electrolito, electré-
lisis, catién y anidén(20,40,44)}, demostrando gque algunas -
particulas con carga negativa en soclucidn o suspensidén -
se movian hacia el electrodo de carga contraria; ob -
servd también que las particulas se movian a diferentes-
velocidades dependiendo del nimero de cargas que porta-
ban; a mayor ndmero de cargas mayor velocidad de migra-~
ci6 (4o 48 ). Faraday, Humphry Davy y Alejandro Volta es
tablecieron que muchas soluciones acuocsas particular-
mente Acidos, bases y sales, son capaces de conducir -
electricidad ( 20 ). La conduccidn eléctrica de estas
sustancias (electroliticeas) iban acompafiadas de cambios
quimicos y la cantidad del) cambio quimico €& proporcional

a la cantidad de electricidad invclucrada.



Las sustancias se clasificaron en electrolitos y no electrolitos
de acuerdo & su habilidad en soluciones acuosas de conducir una co-
rriente eléctrica (20).

Aplicacién de :a Electroforesis al plaema s.minal:-

la aplicacidn de la electroforesis al semen para determinar su
composicidn proteica es relativamente poco frecuente su identifica-
cidn asume gran importancia siguiende evidencias de infertilidad (38).

los estudios electrofor@ticos generalnente se solicitan p-ra es-

tudios en diversos £1

{ealiva, liguido cefaloragui-

deo,suero, orina, etc.}

menzd con Poos y G. Mill

por Tiselius, donde 2l fotografiar y medir las 25 por los

diferentes picos encontraZos de plasma seminagl (intecro, conbinado,
dializat: y fracciones pp. quimicamsente), y al coopera: .- con las
movilidades del suero sanjuineo observaron gue eran similares a las
de las albtminas, aifa, beta-globulinas encontrindose adamds nucleina.

las prusbas guimicas confirmaron 1a presenciz de las glicoprotei-
nas, albimina y nuclecproteina (186).

Seymour vy Huzgins utilizando un equipe denominado Longsworth (mo-
dificacion del aparato de Tiselius 1842) mostraron icualmente la pre

sencia de las cuatro principales bandas asl como de le misma movili-

[+}

dad electrofcrética e las a2lfa, bera, camma clobulinas (aumentandco—

se estd Gltima) y la albimina, obteniéndo ademis la concentracién

38

de cada ura de ellas en la proteina total de semen, formando las globu-
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linas de 21 a 40% del total de las proteinas.

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS DE LAS CUATRO FRACCIONES

PRGTEINAS ®_ MOVILIDADES
gx 10”7
Albuarina 19.9 6.1
alfa-globulina 21.3 4.3
beta-globulina 38.6 2.7
gamma-globul. 19.1 0.8

La introduccidn en la electiroforesis de un soporte

o matriz y no un liquide en los corrimientos de las pro-
teinas, ha desarrollado varias técnicas electroforéticas
de identificacidn de proteinas scbretodo en semen, don-
de los investigadores han trabajado diferentes técmnicas
tales como la electroforesis de papel, agar, acetato de
celulosa, inmunoelectroforesis, electroforesis de disco
de pel de difusién, éstas dos Gltimas se han desarrolla-
do con antisuero humsno y con doce proteinas séricas in-
dividuales para la identificién especifica del semen (16).
La electroforesis de plasma seminal en acetato de celulo-=
sada 4 bandas correspondientes s albimina, alfa, beta y
gamma plobulinas comparadas con las de suero de sangre.
En algunas muestra la banda de la alfa globulina es irre-
pular sugiriendo una alfa-l1 y alfa-2 glogulinas, El
acetato tiene la ventaja de ser répido su corriemiento

utilizando cantidndes pequecfias ({let. ademds de almace-~



narse como evidencia de 1la presencia de semen en asal-
to sexual{20, 30,33).

La inmunocelectroforesis en agarosa de plasma seminal
produce 15 bandas, las cuales al compararse con las for-
madas por suero identifican en plasma gseminal albdmina,
transferrina e inmunoglobulinas., Siendo en la inmuno-
electroforesis cruzada m&s amplia la informacién aqui y
donde se identifican de las 14 bandas formadas siete, -
previo filtrado sobre sephacryl S-300, obteniéndose pro-
teinas de bajo peso molecular por debajo de los 12 000
D (daltons), las cuales al compararse con las formadas
por suero identifican IgA, IgG, transferrina, albimina,
orosomucoide, alfa-antitripsina, fibronectina y lactofe-
rrina. Se ha detectado un factor XII! de la coagulacién
¥y una proteina de alto peso molecular, la semenogelina,~
siendo las primeras siete proteinas transudadas desde
el plasma sanguineo y las cuatro dltimas sBecretadas por
las vesfculas seminales (33, 35). La electroforesis
en disco produce de 10-18 bandas en plasma seminal que
comparadas con suero dan de 14-20; se identificaron:
albimina, beta-pglobulina y muchas bandas de 5 prealbdc
minas enfrente de 1la albimina de 2-6 en la alfa-1 glo-
bulina y de 4-8 en la 2-globulina ¢ inmunoglobulina(3e ).

Se han tomado patrones de comparacion de proteinas de

varios fluidos corporales, principalmente las de plasma

40
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sanguineo, no todas estas proteinas se encuentran en semen
pero si las principales y todos los autores han identifica
do y coincidido con : Albumina, plobulinas, proteosas, mu
eina, transferrina y nucleoproteinas entre otras (38 ,45),

La sofisticacién de los métodos electroforéticos ha -
permitido asimismo la investigacidn mds amplia y una espe
ficidad en las proteinas en su aplicacidén a liquido semi-
nal en el area Quimico Lepal es reducida lo que la hace -
una investigacién fragmentada.

Dentro de los marcadores potenciales de semen se encuen-—
tran la identificacién de la P 30 y la fosfoglucomutasa -
(PCK), pero ambas presentan caracteristicas especificas en
el trabajo de laboratorio que las hacen poco acequibles a
nivel de rutina pese a su especificidad y como todas las -
técnicas presentan limitantes cuando existe contaminacidn
ya sea con saliva o incluso un segundo violador que es un
punto gque adn no se ha salvado completamente aldn en las -
técnicas mds especificas en la identificacibén de liquido
seminal ( 54).

El corrimiento electroforético sobre gel de poliacrila
mida y dodecylsulfato de sodio de los péptidoes de 1a P 30
da un marcador especifico de semen, ya que esta proteina
es especifica de é1 y ne se¢ observa en otros fluidos cor
porales, tales como el suero, saliva, ete. ésta técnica

separa las cadenas desnaturalizadas polipeptidicas sobre
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las bases de los pesos moleculares de la cadena, Esta tée-
nica posee dos ventajas, una que l1a deteccidn de las protei-
nas no depende de la antigenicidad y el no ser antigenos,

se¢ pueden detecinr y la segunda es que el método evita

la vapuedad asociada con la migracién de glicoproteinas en
el electroforesis convencional.

Esta proteina estid presente aln en individuos vasecto-
mizados y su deteccidn en vagina por ser estable al medio
vaginal, se detecta adn en trazas diluec. 1:2000, parece -
ser muy importante en la determinacién de semen en asaltes
sexuales, s561o0 que es una técnica que requiere de un es-
quemn de purificacidén de varias etapas lleviandose a cabo
a 49 C detectdndose con antisuero P 30 y personal bastan-~
te capacitado. (47 ).

Otro marcador genético conocido de estar presente en
semen humano, es la fosfoglucomutasa primer locus (PGHl)
sistema m&s lejanc para ser usado en el analisis de evi-
dencia de semen sin embargo tamdién es buen discriminan-
te potencial, ya que los niveles de i1a actividad de la
enzima en semen es alta aln en méterial dilufdo tal como
fluido vaginal de personas violadas o de manchas extraf-
das débiles de liquido seminal; algunos laboratorios -
efectian la tipificacidn de PGM1 como evidencia de se-
ren, llevandose a cabo la ipificacidn ¢ interpretacidn
por investipadores exper:iroentades dr acuerdo a estianda-

res extrictos de patrones cliaros.,



Ya sc ha prestado a confusidn la apariencia de la ispo
enzima seminal PGM1 con el patrdén tipico de la célula ro-
ja en el niimero e intensidad de las bandas de la isocenzi-~
ma(54 ). Estos trabajos no solo se llevan a cabo en gel
de poliacrilamida con dodecylsulfato de sodio como soporte,
sino aliin mis sofisticadamente en geles de agarosa y poli-
acrilamida uitradelgadas determinando el foco o regidén ~
isoecléctrico de las proteinas dando bandas en forma de
cufia siendo muy especificas las determinaciones (54 ).

Otrcs métodos menos avanzados en la identificacidn de
}iquido seminal determina la presencia de fosfatasa acida

prostitica, enzima que se ha trabajado m8s comunmente.



ELECTROFURESIS DE ZCNA.

£n esta técnica se colocan las muestras del liguido bioldgico en el
origen v separadas por.electroforesis & orante "n" minutes (lo estanda-
rizado para el tipo e liguido bioldgico ) en un medio amortiguador al-
calinc.

Poateriormente se tifien tiras para la bisqu:da de proteina v se de-

termingn en un densitdmetro, en el cual la tira tedlda se pasa a través

de un naz de luz (slit). La absor concentraciones

proteicas diferentes es detectada por una celda fotoeléctrica y presen-

tada por un registrador en forma
La separacion convierte la confizuracidn de la banda proteica en pi-

cos vy permite la determinacion cuantitative de los principales  picos.

{gue para liquido seminal son: alblmina, alfa, beta vy gamma globulinas).

da
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Fig.1 . Técria de electrcforesis de micrezona ern acetatc de celulosa

Az una pequefin cantidad de liquido seminal es aplicads 2 Lna
tira de acelzto de cclulosz.  B: se ofectin la electreforesis
er ur amertiguader de clectrelites, C: Se visuzlize la scpara-
cién de las bandag preteicas er su pocicidn caracteristica de
las. bendss proteicas en su posicidn carecteristica con previc

preeedimiento de tefiido. D. Electrcforegrama.
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La palabra fosfatasa &s usada para deseribir a la

enziva, cataliza la hidrdlisis de compuestos de
Acido ortofosférice. Dependiendo 3= 1a especificidad

de fosfatasas 1ndividuales para diferentes tipos de enlace
de grupas fosforilados, son ¢las:ficadas como fosformenoes-
téerazan, fosfodiesterasas {(e,g. fibeonucleaza, dioxiribonu~
cleasa v lipido fosfohidrolasal ¢ hidrolasas de anhfdrido
fosférico {ATPasas, pircfosfatasas inorpanicas y pirofosfa-
tasas nucledtidaal . La actividad de ia fosfatasa fué -

primeramesnte observada en 1907 en cascarilla de arroz en

la cual la enzima av

el &cido feosférica.

Entre 1308 y 1912 la misma enzirza fué mostrada al es-
tar presente en tejido animal como huesc,r:ifidn, bazc y -
panereas. Ahors parece que las fosfatasas estdn presen
tes en pricticamente todo el mater:ial viviente, hueso, -
plasma sanguinee, eriirocitos, lewcocitos, higaldo, rifién,
asi coms algunss productos como: leche, arrox, saliva, eca
Té, thé,jugo de naranja, de limdn; y productos bisldgicos

como: las hecrs f=cales, orina, meconio, etc.(lsﬂ Y.

. Las fosfatnsas estdn involucradas en

nucledtidss y en el metabalismo fosfolipidico aszi tewo en
1a forgaciédn del huesa ( 2t ) .
1a mayoria de estos tejidos contienen dos o mds isoenzi-

E.T:1 3% Se ha publicado en la literatura la existencia como
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minimo de seis isoenzimas genéticamente determinadas en -
eritrocitos. El tejido prostatico contiene dos fosfata-
sas adcidas fundamentales que tienen pH Optimos ZJeo actividad
siendoe igualmente los mismos sustratos y los inhibideres
especificos para ambos. En suero sanguineo hay dos fragc
ciones enzimiaticas fundamentales, una de ellas es idéntica
a la prostitica y estd caracterizada por !a inhibieibdn =
que sobre su actividad determina el tartrato (41,51).

Las fosfatasas acidas tienen una curva de relacidén en-
tre actividad y pH bastante plana en la zona situada entre
un pH de 4 y un pH de 7 siendo medidas las reacciones en
Que intervienen a un pH comprendido entred4.8-6.0, siendo
el 6ptimo para la fosfatasa dcida prostatica de aproxima-
damente 5.0.

HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrodlisis enzimdtica da lugar a la ruptura del enla-
ce 0-P. El mecanismo de accion de las fosfomonoesterasas
fué reportado en 18%2, El ronmpimiento de fosfomonoésteres
por fosfomggéterasas en agua { 2T fiz. 2) es acompaiiada
por la incorporacién de O« dentro del ortofosfato liberado.
Por lo tante, la hidrdlisis de ésteres del Acido fosfdrico
por foasfomonoesterasas resulta en el rompimiente del enla
ce O0-P en mayor proporcidn gue el enlace C-0. C€uando la-
fosfatasa alcalina de Escherichia colil es incubada con p-

nitroefenilfosfate {rarcuds con {désfore 32), la enzima va



4%

a atacar covalentemente al grupo fosfato. En una hidrd-
lisis Acida de la enzima, la fosfoserina y los péptidos
de la fosfoserina son aislados, hasta aqui parece que el

aminodcide serina es involucrado en #) sitio active( 24 ).

Q

! 132
ow{Oposto  —> ML) 4 zeoio

i

o Oo.

0
) 32 .2
En-0-P=0 +H,0 —> EsOH + HPO,
0

Fig. 2 Hidrélicies en-imdtica y formacidn del
complejo E-S,

EN= Enzipa.



Diferentes sustratos para la determinacidn de fosfatasa
ta actividad de la fosfatasa acida fué demostrada por
vez primera en 1938 utilizando como sustrato el fenilfos-
fato sobre el cual tiene de 2 a 3 veces mayor veloc:dad
hidrelitica que sobre el beta-glicerolfosfato. La medi-
da con p-nitrofenilfosfato como sustrato para medir la -
actividad de la fosfatasa acida también tuvo éxito, mas
tarde se introdujo el alfa naftil-fosfato como sus-~
trato especifico para fosfatasa §cida prostdtica, forman
do el naftol con la O~-dianisidina tetraazotizada ;didndo-
seun azocolorante, como resultado de la hidrdlisis, se

mide el color del naftol liberado

pectrofluordémetro.

Se han incorporado a los sistemas analiticos iones de
tartrato o cobre para diferenciar a la enzima fosfatasa
dcida de origen prostitico de las eritrcoccitarias, aunque
Abul-Fadl y King encontraron que la enzima prostitica -
era inhibida por ¢l tartrato, el fluoruro y el hierro,

encontrandose que el formaldehido y el idn c¢ohtre por el

contrario inhibian a la enzima eritrocitaria. 3: na encom-
aderés que el sacarato y el oxalato también inhi-

ben a la enzima prostaticalSi ).
La comparacidn de las actividuades relativas de muchos

tipes de isoenzimas ¢

8
]

&rida humana frente a va

rios sustiratos como son: f{=2nilfec=fata, brtaglicerofosfato,

43
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y timolftaleina-fosfato) indican que la timolftaleina fos
fato es el sustrato mas especifico para la enzima prosté-

tica. Especificidad confirmada cuando se midid la actividad
de la (FA) en suerc antes y después de la prostatectomia

siendo los valores equivalentes a los valores inhibidos

por el tartrato cuando se utilizan otros sustratos.

DETERMINACION DE_LA_FOSFATASA ACIDA SEMINAL.

La fecsfatasa dcida (FA) estd presente en grandes cantidades en el
semcn humano {Gutman anda Gutman 1941). La isoenzima fosfatasa dci-
da prostatica es sintetizada por las células-epiteliales de la glan-
dula prostadtica y es secretada principalmente en el fluido seminal -
extendiéndose algunas veces hasta la orina. La determinacién de su
presencia es usada como una prueba inicial para la determinacién
de semen generalmente en investigaciones que involucran asaltos se-
xuales cuando se encuentra en exudados o lavados vaginales asi como
en las prendas de la victima { 2 ).

La fosfatasa &cida es ubicua en la naturaleza (2,3) sin embarce
las FA de origen no prostatico puéden contribuir a que se alteren
los resultados en un acto delictuoso como el asalto sexual donde la
bisqueda de fosfatasa &cida en ausencia de espermatorzoides es una -
prueba para detectar semen. Se ha enccontrais o

P2 (2 ), esto :'In en nijeres inactivas sexuvalmente, asi como
en exudados vaginales de mujeres con patologias vaginales de dife-

rente ctiologia o en fase de Mestruacién, claro que los niveles -

son-en las primeras y dltimas r.n-res de 20 U. Sigma y levemente

elevadas en las de vaginitis ( 7 ) comparadas con los valores de la
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fosfatasa acida prostdtica en exudados vaginales post-coitales o de 1i-
quido seminal {32).

La falta de un sustrato aparentemente especifico o inhibidor de and-
ligsis enzimitaico de la fosfatasa dcida prostitica y el decremento de
la actividad catalitica en intervalo de tiempo ha hecho que se utilicen
varias técnicas para la identificacidn y sensibilidad de la FAP en base
a su presencia por la intensidad del color como el métode mis comunmen-—
te empleado en el laboratorio quimico furense donde se prueba un extrac
to de la muestra sospechosa con una solucidn de fosfato sddice alfa-naf
til (sustrato) y brentamina azul B last o negro K como reactivo de -
acoplamiento (Kind 1964) ( 2 ). Observindose un rango aproximado de
la cantidad de la actividad siendo la prueba cualitativa y no cuanti-
tativa { ? ). Otros métodos mis sensibles han sido el medir el nivel de
la actividad de un exudado vaginal después de un intercurso y sin él con
fosfato p-nitrofenil (Davies 1978) y ha demostrade que los exudados va-
ginales sin intercurso sexual icarentes de semen) presentan un nivel de
actividad menor a las 20 unidades sigma (20 wol. de nitrofenol libera-
dos por hora ( 2 ). Se predice que en los exudados con actividad de
fosfatasa acida menor a las 20 U.S. se incrementa con ¢l tiempo después
de un contacto sexual { 7 ).

Se ha utilizade también para medir la actividad de lafr AP, la timof-
taleina sddica monofosfatada , liberando timoftaleina, siendo tambisén -
una prucha cuantitativa.

Se ha desarrollade un ensayo inmunoldpico para la FAP, midiendo gy

actividad inmunolépica y que las disvtinpue de otras fosfatasas dcidas
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por sus caracteristicas antigénicas ( 7 }. utilizando las propiedades
inmunol dgicas de FAP tales como inmunoprecipitacién, radioinmuncensayo
enzinitico para medir los niveles enzimiticos en fluidos bioldgicos.
Se ha visto que para investigaciones forecnses el ensayo enzimitico con
p-nitrofenilfosfato como sustrato comparado con RIA muestra datos de -
especificidad y sensibilidad comparados y validados anteriormente (32).

La aplicacidn de la electroforesis para determinar fosfatasa dcida
y diferenciarla de otras fosfatasas acidas también ha sido de gran im-—
portancia aportando resultados que coadywwan a su identificidn.

En 1a determinacidn de la fosfaotasa acida por electroforesis sobre
gel de acrilamidg se ha encontrado que las distintas fosfatasas tales
como la de los vegetales, zanahoria, hongos, lechuga y distintos flui=
dos bioldpgicos como ia secrecidn vaginal, bucal, semen de cabra, de
cerdo, secrecién nasal, sangre menstrual, etc. tienen diferente mo~
vilidad electroforética con respecto a ia prostatica (7,4).

También se ha reportado que la estabilidad de la enzima en mues-
tras de scmen de 8 a 12 meses de tiempo (4).

Cuando se aplica la electroforesis determinando el punto isoeléc~
trico de la enzima con gradiente de pH de Sa 7 en presencia de
alfa-naftilfosfato y sal de negro K se ha podiﬂo separar la fosfata-
sa prostatica de mezclas de semen y flujo vaginal, haciendo una di-
ferenciacién entre la fosfatasa Acida prostdtica y la fosfatasa acida
que se encuentra en vagina y materia fecal {4). Por iltimo la uti-
lizacidén de un sistemn electroforético multienzimitico sobre gel de

agarosa, permite la identificacidn simultinea de fosfatasa &cida, -



53
fosfatasa alcalina, Deshidrogenasa ldctica y amilasa, La identifi-
¢acidn indirecta de la DHL permite asecurar la existencia de esper-
matozoldes lisados ya gue es abundante en ellos la amilasa para des-
cartar contaminacidn con saliva y evitar resultados falsos con fos-
foglucomutasa. Se reveld también con NAD y &¢. lactico, la LDH y
la amilasa se identificaron c¢en Gram y lugol, esto con el objeto
de disminuir la posibilidad de dar resultados falsos positivos o

veraderos negativos (44).




1.3.8. OTRAS TECNICAS DE INVESTIGACION DE LIQUIDO SEMINAL.

ncpepildasa ¥y cisteamino-

relativanente la gamsaglutamiltranspeptida

a (37P) reacciopa con la gamma-glutamil
-beta-naftilamida y p-dimetil-amino~cianobenzaldehido que desarrolla
color midiéndone espectrofotométricamente. Se han repertado valores
de 4292.37 UI/L en semen fresco, en fluido vaginal de 10.4 UI/L, en
orina de 32,31 UI/L,leche materna de 1763,04 UL/l y en saliva de 5,35

UI/L entre otras determinaciones.

Para la determinacidn de colina existen varias técnicas ecoma:

~

a) La Prueba de florence que detecta la presencia de colina, en con-

centraciones elevadas en el semen dando como resultado positivo -

la formacién de apgujas de peryoduro de colina.

b) Con el usc de 1a cromatografia en capa fina que determina la co-
lina por el reactivo de Hendrich {ferrocianuro de potasio y clo-

ruro de cobalto) como revelador y HC1l 1IN en la fase mévil, cal-

culando el Rf de aproximadzs

c) Con el uso también de la fluororetria enzimitica al reaccionar
la colinoxidasa sobre la colina y el Pﬂéxido producide junto con

é1 icido homovdlico da un compuests fluorescente, obteniéndose

resultados de 29.5 ;;1/ml en mucstras hasta de 50 dias.

54
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Con la técnica de identificacion de aminooxidasas, se puaden Jetectar mues
tras positivas de semen seco de hasta 23 afies de impregnacidn de la man
cha conservadas a temperatura ambiente. La téecnica se basa en la produc
cidén de peréxido por la accidn de la oxidasa sobre la colina,en donde el

peréxido de hidrégeno reacciona con el N-etil =N (3-metil~fenil)N-acetil

etilendiamina y la 4-arminocantipiridina, produciéndo un color pirpura (4}.

n

Después de identificar como semen una mancha, podri investigarse en
la misma la presencia de sustancias generadoras de los grupos sanguineos
A,B o H, Las personas que generan estos grupos en las mucstras mencio-
nadas se les clasifica como secretoras o no sccretoras, lo que ayuda a

excluir en un determina do porcentaje en los casos de violacidn, (51).

Esta prueba es egpecifica del semen humano teniendo su principal
utilidad en la identificacidn de las manchas de semen. La prueba re-
quiere un antisuero especifico obtenido mediante la inmunizacién de -
animales adecuados con semen humano y absorcidén de los antisueros es-
peciicos con suers humano. Se realiza del mismd modo que una reac-—
cién de precipitinas en un tubo capilar, cubriendo el antisuero con
lavados de la mancha.

También es usado como técnica alternativa la aplicacién de ultrae

sonido para separar expermatozeides de ropa, etc.
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11.2. 0BJET1IVOS.

Cbjetivo General:

Estudio preliminar para demostrar la correlacidén entre la concen-

tracidén de proteinas sseminales, actividad de la fosfatasa &cida

prostdtica contra

tropelica

ividuos gue hatbiten la Jona Me-

Objetivos Especificos:

1)

2)

4}

Estandarizar la téenica enzimitica con p-nitrofenilfosfato pa
ra la determinacidn coleorimétrica de la PAP en liquido seminal
fresco y muestras de manchas secas en soporte sélidox.

Estandarizar la técnica enzimitica mediante el método de EMIT
con monofosfato sédico de timolftaleina para la determinacidn
de la PAP en liquido seminal fresco y rmuestras de manchas se-

g,

GTICL e .

cas en soporte sélido,
Correlacionar los valores obtenidns por las dos técnicas an-—
teriores para medir la actividad enzimatica de 1a PAP.
Determinar electroforéticamente el porciento de proteinas se
minales de liquido seminal fresco y muestras de manchas se-

cas en soporte sdlido.

1Tela. gasa, frotis vaginales {portaobjetos}).
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3 HIPOTESIS UDE TRABAJO.

Se ha observado que en el metabolismo del ser humano se efectuan
cambios conforme avanza la edad, por lo que se han reportado va-
lores promedio o€ nifios, adultos, neonatos, recién nacidoes, an-
cianos especificando el periodo del edad para el cual se indique
o se de referencia.

En el caso especifico de enzimas y proteinas seminales se cree -
que se observarid algd  similar por lo que en el estudio presen
te se medird la actividad enzimitica de una proteina seminal -
(PAP) en muestras a diferente periodo de edad y se analizard

la variabilidad en los resultados con respecto a la edad.
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111.1. FASES DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

A.l Fase I. Electroforética.
A2 Fase II. Colorimétrica.

A.3 Fase I¥1. EMIT.

I11.1.1. TIPG Y FUNDAMENTACION DEL WMUESTREO.

En £l presente trabaje se manejaron dos peoblaciones, una de mues—
tras frescas de liquido seminal de B a 96 horas de eyaculadas y la
otra de muestras secas de una antiguedad que va de } a 6 afios de exu
dados vaginales obtenidas de delitos sexuales conaservadas en el La-
boratorio de Quimica forense de la Procuraduria General de Justicia
del Distrito Federal en condiciones normales para su estudio y pos~

terior confrontacidn. €N CURNLC a commesicidn proteica v actividad

Para todo trabaje experimental es imprescindible y de indiscutible
importancia el papel gue tiene un adecuade y bien delimitado muestireo
de la poblacidon que se pretende estudiar, Por lo que antes de selec—
cionar las fases en las gue se desplosa el trabajo experimental del -
presente trabaje, se ubicari como primer renglén el HMUESTRED.

Se obtuvieron mucstra de 60 pacientes entre los 18 y 60 afos, de
50-110 kg. de pese y de 1.50 a 1.90m . de estatura, que habitan en 1a
Zona Metropolitana, los que se analizaron por colorisetria y electro-
foresis para determinar la nctividad envimitica de AP y % de pro-

g !

i

teinas seminnles. (Individurs go rhiion



Se tuvo acceso a un grupo de 66 muestras de manchas secas sobre
soporte sélido (portaobjetos y tela) procedentes de exudados, frotis
y prendas pertenecienzes victima de un presunto delito sexual, gque fue-
ron conservadas en el laboratorio de Quimica forense de la P.G.J.D.F.
del afio 1985 a 1990, las cuales fueron estudiadas por colorimetria y
electroforesis. para los prop3sitos ya sefinlados.

Un tercer grupo de 65 pacientes fueron muestreadcs y tomados exuda-
dos vaginales propios de Papanicolacu a los que fueron estudiados por

colorimetria.

Notas:

1) La muestra seca se considerd después de pasada una hora de impreg-
nacidén con liquido seminal.a un soporte (*).

2) Las muestras de liquido seminal fueron cbtenidas de los Laboratorios
de: Pruecbas especiales y Hormonas del Hespital 20 de Noviemtre;
Lab. del Hospital de México y Hospital Lépez Mateos de la Cd, de Méx,

3) Papanicolaous muestra de exudado vaginal que no contiene células
espermiticas, ni eritrociticas que pueden interferir con el estudio
enzimitico y colorimétrico. {(Posibilidad de un falso positivo).
Abstinencia de 4 dias como minimo.

{*) las rmuestras se cbtuvieron impregnands una fraccidn de tela con se-

men fresco. Estas telas se guardaron en condiciones anhidras (libres de

cn con una dilucidn 1:

Las muestras secas scbre scporte 83130 se £

100.



I11.1.2. FASE ELECTROFORETICA.
Las muestras obtenidas en la etapa anterior se estudiaron por la
téenica de Eleciroforesis en acetato de celulosa para obtener el -

porciento de proteinas seminales en las dos poblaciones en estudio.

TII.1.3. FASE COLORIMETRICA.

Las wuestras obtenidas en la etapa anterior se estudiaron tam-
bién por la técnica de p-nitrofenilfosfato para medir la actividad

enzimatica de la FAP total en las dos poblaciones en estudio.

T1%.3.4. EASE EMIT. (1:aqniomNzIMNTICA).
Las mucstras obtenidas en el Muestreo se estudiaron a su vez por
la técnica de monofosfato sdédico de timolftaleina para medir la ac-

tividad enzimitica de la FA total en las dos poblaciones en estudio,

utilizando la técnica Inmunocenzimdtica (EMIT).
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II1.2.0, MATERIALES, EZQUIP(S Y RE:

111.2.1, MATERIALES.

Yasos de precipitados: 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml.
Matraces Erlenmeyer: 100G ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml.
Enbudes de vidrio: talle corto y larpgo de diversos tamafios
Espdtulas.

Algoddn

Gradillas de 40 tubos y 20 tubos.

Matraces volumétrices : 1000 =1, 500 ml, 200 ml, 100 ml, y S0 ml.
Matraces volumétricos : de 25 y 10 ml,

Papel aluminio.

Papel filtro.

Papel paraflilm.

Perilla de seguridad de hule

Pipetas graduadas de: 10 %1,5 =1, 2 a1,, 0,2 ®1., 0.1 =ni,
Probetas de 500, 100, 50 y 25 ml.

Probetas de 1000 ml.

Tijeras.

83



Placas de vidrio de 20 x 10 cm. para soporte de membrana de
acetato de celulosa.

Tubos de ensaye de 13x 100 y 15x27 mm.

Pipetas Pasteur

Bulbos de plastico

Pipetas semiautomiticas de 20 y SO Ai_

Puntillas para pipeta semiautomitica,

Pinzas.

Hisopos de algoddn

Aplicadores de madera

Termémetro de ~10 a 20C ¢ C

Papel Helena Laboratories para uso en densitdretro (graficador de

proteinas).
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I11.2.2. EQUIPOS.

Camara de Electroforesis Gelman Sciences de Luxe Eiectropharesis
Ohomler.

Fuente de Poder para la camara de electroforesis P S 500 {Regulated
Power Supply.

Microscopio Comparativo Arerican Optical Corporation (A0} Spencer
Bifocal,

Espectrometro S-111 SYVA con Vacum Receiver 10 AMP.

SYVA LAB PROCESSOR COMP. 650C {ccmputadcral.

Baio Maria con parrilla B.G. B.M. 40T, 230 w. 127 V.

DU-7 Espectrophotometer Beckman made in USA con graficador.
Refrigerador Fisher Scientific Isotermpt'- Laboratory Refrigerator
Mod, 3486.

Estufa Fisher Scientific Isoterma oven Mode. 6556.

Centrifuga Reckman made in USA Model. T.J.-G .

Potenciémetro. i

Crondmetro 2 Luxe,

Balanza Analitica Mettler H.BC

Densitémetro Helena Laboratories.



{Sapranech
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111.2.3. REACTIVOS . [
Kit para determinocidn cuantitativa de fosfatasa &cida prostidtica de
Eagle Diagnostics.

Super Sepraphore [Myler Suproried Cellulosic Electrophoresis meqia)

Galman Gciences. No. 51040 de 5.7x 14.4 cm,

Sepra :ieartnll. Cellujose Acetate clenring sclutian. Neo. 51283, Gelman

Sciences.

Apua destilada y bidestilada., Laboraterios Sigma.

Acido clorhidrice 0.1 M. 3ol volumétrica Art. 9060 Lab. Sigpa.
Hidréxido de Sadio 0,1 N. Sol. velumétrica art. 814). Lab. Signa.
Etanol absoluta. Merck

Acido acético. Merck

Acido acético. Baker.

Solucifn de Rojo de Ponceau. Sigma laboratories

Buffer de alta resolucidn de tris-bartbital-barbital sédico oH=E.3
Gelman Sciences pH=B.8 Prod. No. 51104.

istaliczdo, Merek, Sol disddica feco=15 grs.

Amortipuador dcideo de dcido citrico pH=4.8



Anaranjado de metilo. Sigma,
p-nitrofenal. Sigra.

Tiras papel pH rango de O al l4.
alfa-naftil fosfato sdédico . Sigma
Solucidn NaCl 0.85%. Travenol.

Azul de Metileno. Sigma.

Merck.

13}
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SOLUCTONES . - {PREPAPACION ¥ FECOMENDACIONETS) .

1}.- Substrate:Fosfato de p-nitrofenilo.
Se disuelven 100 mps. en 25 ml. de agua destilada.
*) Para una mejor conservacidén se combina con amortiguador. pH=4.9
Congiste en mezclar volumenes iguales de arortiguador acido
¥ solucidén de sustratoe y pasar volumenes de 2.0 ml y conser~-
varlos en congelacidn. (zara su Sonservasidn v usol.
*¥)Es absolutamente necesaria la pureza de fosfato de p-nitro-

fenil fosfato.

2).~ Patrédén concentrado de p-nitrofYennl 10 milimoles por litra.
Disolver 1.3911 g. de p-nitrofemol, grado analitico,

{NO,C_H OH)en agus recién destilada y se afora a un litre.

276 4
Se conserva un afio en el refripgerador. (Esta disclucidn permanece
estable bajo condicionss de refrigeracidn (2-8 ).

3}.~ Selucién patrén diluida. (de p-nitrofenal).
1.0 ml de patrén concentrado se afora a 700 ml. con Nalh 0.02 N
Se¢ mezcla cuidadosamente y la parte no utilizada se deshecha.

Debe prepararse nuevo para construir la curva de calibracidn.
4}.~ Hidrdxido de sodio 0.02 N.

Conservar en envase de nlistico.
5).~ Amortiguador acido de pH 4.8. (D¢ zitrato).

Disolver 18.907 g de acide citriec de grado analitico



H305H507' 1 H20 en 180 ml. de NaoH O.1 N, Afadir 100 ml, de HC1
" 0.1 N. Mezclar y verificar el pH con un potencidmetro; debe ser
4.8. Anadir algunas gotas de cloroformo come censervader y colo

carle en cnvase de pliastico en el refrigerador.

6).- Hidréxido de Sodio 0.1 N.
Diiuir 10C ml. de NaOH 1N, cuidadeosamente titulada, hasta un

litrs cocn agua destilada. Conservar en frasco de pldstice.
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III.3. TECNICAS EMPLEADAS.-

I11.3.1. ELECTRCGIORESIS.

bajc la influencia

papel & acetatc de

por carmletc schre

resis de Zona {12).

PROCEDIMIENTO. *

l.- Poner la solucién amcrtiguadsra en la Cimara de Electroforesis.

2.- Rumover la mesk acetato de celulosa

pinzas y sumegiria lentamente en el

humedezca conpletarente. £1 amortiguador




iz

3.- Delarisaproximadamente 10 minutes sumerpida en el

iz cual es

o.:.‘-c'e_

PRECAUCION SECADO CRITICC.

No debe dejarse la m-Xxbrana secar demasiadc
Se debera deshechar la marbrana cuando aparezcan zonas blancas en
8u superficie y cactiarla por otra nhucva.

5.~ La sembrana ya seca, s2 coloca en el puente de electroforesis y se
aplica la muestra ccr el aplicador especial {Sepratek-4 Applicator).

6.- Se coloca la tapa de la cdmara en su lugar y se ccrnecta el reloj de
tiegpo: 20 Yanutos. Se aplica el voltaje para el casc: 240 V.

?.- Sacar la serbrans del tangue y colocirla er un recipiente cch go-
lorante Rojo de Ponccau S per 10 minutos declizande la rmectrans
¢on mucho ¢vidadc, férmande un feguelio anpule ccn la superficie
de la solucidn cclorante, de mcdo gue la zona entre los agujeros
entre en cohlacto al mismc tieffpe cen el cecleorante,

8.~ Colocar la r=rtranz en tafo de scl. Ac. Acéticc al 5% pcr 5 minu~
tos. Lavarla primerg ccn agitacién leve y descartar el liquide
sobrante. Pasteriorpente sustituir el volumer de scl. acida y
cermpletar los & minputos agiténdc suavenmente.

9.- Posteriorments se coloca la merkrana en un befio de etancl absc-
Jute por 5 minutos,

10.- Antes de pasar la membrana al bafic de aclaramiento debe tratarse
de que escurra la mayor cantidad poesible de la solucién cel la-
vado anterior.

11.- La menbrane se coloca en un baiio de aclarariento usandec sclucidn

aclaradera (Celman sciences 512A3) por S minutos apitindo suave-
2 1
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mente.

12.~ Transcurride el tiempo se ssca 13 membrana y es colocada sobre

‘ una placa de vidrio pasando un gendarme de goma sobre el aceta
to himedo presionando de manera que quite el exceso de solucida.
aclarante, sin modificar las imigenes obtenidas, en uno ¢ dos
movimientos.

13.- Cclocar ia placa en 1la estufa a T= 80¢ C por 15 minutos.

14.- Dejar enfriar la placa de vidrio e introducir la mesbrana en
una envoltura de plastico para la lectura fotométrica.

15.- lLeer la membrana en ¢l densitdmetro.

16.- Obtener el % de Proteinas del grificc cktenide en el densits-

wetre { 37).
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I11.3.2. COLORIMETRIA.

PROCEDIMIENTO: -

Se coloca 1.0 ml. de substrato y 1.0 =ml. de amortiguar dcido en un
bafioc de agua a 37 ? C por 5 minutos., Se adiciona 0.2 ml. de liquido
seminal con incubacidén posterior durante 30 minutos exactamente a -

37 ¢ C. Afadir 4.0 ml. de NaOH 0.1 N y wmezclar por inversidn.

Se prepara un blanco de suero mezclando 5.0 mi. de NaOH O.1 N y 0.2 ml,
de liquido seminal.

Se prepara un blance de igual forma que para el problema con G.2 pl. -
de agua destilada.

Leecr las absorbancias a 410 nm. estableciendc cero cen agua destilada,
CALT LG,

o
Al
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I11.3.3. EM I T.® (DMONOENZIMATICD) .

FUNDAX

monofosfato sddico de timclftaleinma libarands timelfaleina.
La adicidén de alcali termina la reaccidn enritmitica y sirmulténes-

mente revela un coler azui. La intensidad del cclor azul zedida

a 80 nm. es propercional a la actividad encirédtica de la PAP.

TECHICA.

1.— Colocar 0.5 ml. de Reactivo concentrado de fosfatasa acida como
sigue: Blanco, Calibrador, Control y Problema.

2.- Colocar 0.5 ml. de Diluente &cido de P. é&cida para cada tubo y
wezelar bien, (Fosfatasa acidal.

3.~ Incubar a 37 ? C por 5 minutos.

4.- Adicional 0.1 ml. de muestra al problema y wezclar. Usar agua
desionizada para el blanco.*

5.- Incubar exacta mente 30 minutos a 37?2 C.

6.- Adicicnar 1.0 ml. de Revelador de Color y mezclar.

7.~ Leer las abscrbancias a S90 nr. ajustandc a cero con el blanco,
del calibrador, control y muestras problesma.

CALCULOS:

absorbancia del problema

wL = absorbancia del calibrador

x Concentracién del (U/L)}.
Ca librador

Nota Kit de Eaple Diagnostics.



CAPITULO 1V. "RESULTADOS" .
IV.l TABULACION ¥ GRATICACION DE RESULTADOS OBTENIDCS.
IV.2 “ELECTROFORESIS".
1a tabla 1 y las grdficas de la No. 1 a la No. 10 ilustran los re-
sultados obtenidos wvara las cuatro fracciones proteicas en promedic pa-
ra:
*} Fraccidn albdmina.
*)} Fraccidn alfa-globulina.
*} Fraccidén beta-globulina.
*) Fraccidn garma-globulina.
en el liguido seminal fresco de individucs gue habitan la zona metropo-
litana de la Cd. de Méwico con la cuantificacién electroforética de es
tas proteinas seminales, resultados agrupados con respecto a 5 diferen-
tes intervalos de edad.
1a tabla 2 y la grafica No. 11 ilustran los resultados en liquido se-
minal en mancha seca sobre soporte sdlido.
la tabla 3 y la gri3fica 12 ilustran la frecuencia en cuanto al origen
de las muestras de liquido seminal, en dos qrupos por origen de proceden-
cia de los individuvos, si del Distrito Federal o del interior de la Repd-
blica.
V.3 "COLORIMETRIA™.
En la tabla No. 4 y la grafica No. 13 se observa el promedio de acti-
vidad enzimitica de FAP en diferentes tipos de muestra a tres rangos &i
ferentos de temperatira.

Cengelada= -4°9C Refrigerada= 2?0 vy Mexdio Anbiente® 229C.
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la fosfatasa acida

el esgrudio y para medir la actividad de FAP se

med1ds con p-nitrofent

dad dado que el scporte sdlido es una ¢asa impregnada de liguido seminal

en tanto gue para el aho

de exudados vaginales gue contuviercn liguide seminal e=n concentracicones

En la rabla 7 y la grafica No, 16 se muestran los 2 distintos tipos de

mIestras gue Se ut 2ra medir la actividad de FAP ptilizando co-

mo sustrato prnitrofenilfosfato vy muestras frescas:~ Son de liguide semi

nal de donadores.
Secos:- Liguido seminal impregnado en un scporie sdlide como (gasa, por-
tachietos v tela entre otros).,

Testigos negativos:- Exudados vaginales gue ne Sursaron oon relacidn se-

xual (Abstinenc de minimo 4§ dias) v sin presencia




de actividad enzimitica de la TiAP en lcs 5 intervalos
En la tabla 9 y 10 y grificas Mo, 18 v 1%, se cbse
rdsdas las

de FAP con relacidn al tiempo gue duraron gua

secas y que se determind con Timclftaleina sddica y al

muestra en estudic (fresca, seca O control nagative).

musstras
tioo de -



.2 “ELECTROFORESIS
fabla Mo, 1. CRMINACION ELECTROFCRETICS DEL PURCIENTO ZE PROTEINAS
EN LIQUIDD SEMINSL DE HARITANTES EN LA ZONS METROPOLITA-
A
EDAD $ OE PRUTEINAS
1ancs ) Aiklmina clobulinas
alfa bera Jamra
20-25 14.15 18.25 $8.05 1.7

26-30
31-35 25.02

36-40 18.83

33.81

23.43

26.8%

33.08

10.57

5.33
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Tablz - Ne. 2 "DETERMIWACION ELECTROPCUPETICA DEL PORCIENTS DE

PROTEINAS SEMINALES EN MANCHAS SDERE SOPORTES

SOLIDDS DE LIQUIDD SEMINAL DE 1983 & 1930".
ARG % DE PROTEINAS

ATRUMINS GLOSUTLLINAS

3ifa beta camra

1983 29 5 2 35
1995} 15 26 37 18
19907 16.6 .11 66.6 5.63
19907 £.33 16.66 3.0 32.0

Kota: De los anos 1985, 1986, 1987 y 1989 no hubo aparicidn de

bandas en acetato de celulosa, por 1o gue no existen re-

sultados.
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RELACION DE LA FRACCION ALBUMINS

VS EDAD EN MUSSTRAS FRESCAS

[l

w

Grifica No,

1. Porciento dz la Fraccida Albrina ce las Proteinas Se~

minales,




VLT CNOLL Nt O~ OQA>W 2

RELACION DE LA ALFA GLGBULINA VS EDAD
EN MUESTRAS DE LIQ. SEMINAL

3581 53.08
L

18.25

20-25 26-30 31-35 36-40 41-52
ANOS

de 1= rraccifn alfa 2latulina a diferentas
a~d , 3T1 aromalioc de oala imtorvals Se in
=

intarv-los 4

Sréfica 2. Cuantificacidn
2
diery sobre i b

el intervalo de Jo-30 afws se observa un incremento del § promedis )I-G’:L.

1)
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RELACION DE LA BETA GLOBULINA VS EDAD
EN MUESTRAS DE LIQ. SEMINAL

69.53 67.16

60 - 48.05

— T —— 5 ~r
20-25 26-30 31-35 36-40 41-52

ANOS
Gréifice 3, Cuantificacidn de 12 fraceidn hets zlobuline a difentes
intervelos de edad. Los promsdios de la frieczidn pama -
cada intervslo se encuentran sobre la barra resnective,
(DAl intervelo de 26-30 ailos se observa un incremento del
% promedio pera teta globulina,)

£8
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RELACION DE LA GAMMA GLOBULINA VS EDAD
EN MUESTRAS DE LIQ. SEMINAL

24,82
24...
18,72
18
12,89
10.57
12 4
5,33
6._
o A : : 4 i . HRRRRS
20-325 26-30 31-35 36—40 41-52
ANOS

Gré&fica 4., Cuantificacién de la fresccién gemma globulina a diferentes
intervalos de edad., =1 promedio pera cada rango se encusn-
t¢ra arriba de la barra respectiva a cnda intervalo.

En asta aréfica =e apracin un ausento significativo pira -~
el 3er, intervalo conprendido entre los 31-35 afos,

[ 2:]



% DE PROTEINAS SEMINALES EN
INDIVIDUOS DE 20 A 25 ANQOS
MUESTRA FRESCA

= O Ot R

48.06

48 1
40 4
32 A

24 4

14.14

16 4

19.2%

18.72

BEITA

s
GAMMA

Grafica No. 5. Promedio del porcientc de proteinas seminales en indi-

S8
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% DE PROTEINAS SEMINALES EN
INDIVIDUQS DE 28 A 30 ANGS
MUESTRA FRESCA

69.53

70 +

60 -

50 -

40 -

30 A

20 -

10 +

A

ALB ALFA GAMMA
Gréfica 5., Promadio del porciento iz protefius zeminslas en 12u171duoi
de intervalo comprendido entre los 26 n 30 afloB. Tn 1la gri
fian =~ anpocis un ineremente an la fraceidn bete--lobuling
de 63,575,

98
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64
56
48 1
40 -
321
24 1
16+

% DE PROTEINAS SEMINALES EN
INDIVIDUQS DE 31 A 35 ANOS
MUESTRA FRESCA

57.16

%.02 2345

WBS semunales en individuos
re los 21-33 afos de odad,
mncretents en la fraceidn -

L8



B OO WY ZO~N0koe AN

% DE PROTEINAS SEMINALTS EN
INDIVIDUOS DE 38 A 40 aNos
MUESTRA FRESCA

46.5

26.84

. Promedao ded

las muestras

1 en las
<urprendido

98
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% DE PROTEINAS SEMINALES EN
INDIVIDUOS DE 41 A 58 ANos
MUESTRA FRESCA

45.33

21 16.25

S i ! o
v T
ALFA BETA GAMMA
Srifiea 3, Pronaliro del ® de prote{nes seminmles en 15! fra~co an

individuss de 41 » 52 aflos de ederd. La fruceidn bete -
28 1a de mayor trmafio (45,11 ), -

68



90

7% DE PROTEINAS SEMINALES VS

INTERVALOS DE EDAD EN LIQUIDO

SEMINAL FRESCO

70 +
63

b

PAMMMBONY ZOoMOOQ® Ty

20-25 [
26-30
31-35
36-40 =
41-52 (i1

A A A A

0800t 090 00t s et L

Grafica No. 10.

:1:: e T k:i: :
ALB ALFA [ BETA l GAMMA

TIPO DE PRUTEINA
Porciento de las cuatro fracciones proteicas separadas
por electroforesis del Liguido Seminal fresco, en los
5 intervalos de edad en los que se aplicd el estudio.
Observar la concedtrzoiln schresaliente de la fraccidn

beta propia del LSH.
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7% DE PROTEINAS SEMINALES EN MANCHA

63..
% 56
) 49 -
A
< 42 -
I
]
2 35 -
; 28
o]
T
E
1
o]
A

SECA VS ANOS

1988
1990 —
1990
1930

AN

=

B\

\

Gréifice 11.

ALB i ALFA l BETA I GAMMA
TIPQ DE PROTEINA

Porciznto de las cuatro fracciones separadas
eleciroforéticexente en el 1{guido seminal pre-
sente en menche rece sobre soporte sdlido.

Se oxserva que se detesct @ mevor centided de pro-
te{ne 8 zmeror itiezpo trenscurrido e lz imprezna-

cidn del Lizuido rexirsl en el sovorte,
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Tabla No. 3. Precuencia del origen de los individuos
que se muestirearon en el D.P, y en Pro-
vincia par: la cuantifizacidn electrofo

rética de proteinss sexinalse,

EDAD FRECUENTIA ORIGEN
{aftos)
20-25 7 Distrito Federal
26=30 19 Distrito Pederal
4 Provincis.
31-35 12 Distrito Pederal
1 Provincisa
36=40 5 Distrito Pederal
4 Provincia
41=52 1 Distrito Pederal
4 Provincia.

Guerrers (Textls, ¥Yaps, Acapulco, Xochiarz, Chilpan =
cingo).

Toluca y zdo, de Wéx,

Veracrur , Chiarss, Gusnajuste, Coslimz Oaxaca, Michoa-

¥4
cal

o
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FRECUENCIA DEL QRIGEN DE LOS INDIVIDINS B EL WURSTREO OF LA

ZONA METROPOLITANA VS INTERVALO DE EDOD.

= 1] Ay
[
15
AN PROV ¥
1e i
|
5 1
20-05
Crifics Wo, LZ. vensia del origen de los individ:

P

meestrearon an el D.F. y en Provin
icacidn electroforetica de prc.ex'\as se
minales en rwestras {reszas.

%6
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Iv. 3. "COLORIMETRIA".
Tabla No. § RELACION DEL DATO EN PROMEDIC PARA 1A ACTIVIDRD

ENZIMATICA CONTRA MUESTRA FRESCA MEDIDA POR LA
LA TECHICA DE p-nitrcienilfosfato en UI/L.

TIPO DE MUESTRA ACTIVIDAD ENZIMATICA
PROMEDIO
CONGELADA 5.6
REFRIGERADA 6.6
MEDIO AMEIETE 37.7

Nota: El estudio se llevd a cabo, a terperatura atbiente, condicidn
necesaria para evitar la degradacidn de la enzima FAP v obte—
ner resultados "falsos negativos”.

La escala empleada fue en Ul/L.
La tabla indica los datos de FAP pramedic qgue presentd la mues-

tra de semen, ge se obtuvo por tipo de ruestra .
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Tabla No. 5. Muestra la actividad enzimdrtica de la FAP relacionando

la edad en liguido seninal fresco.

INTERVALO EX ARCS ACTIVIDAD ENZIMATICA EN UI/L.
20-25 16,15 Promadio
26-30 10.58 "
31-35 10.68 »
36-40 1z2.0 "
41-52 6.12 "

Nota: El pramedio de actividad fue estirado usando como sustrato p-ni-

trofenilfosfato.

Tabla No, 6. Muestra la actividad enzimatica premedio de la FTAP con el
sustrato de p-nitrofenilfosfato para muestras de semen -

seco y gue fueron almacenadas durante los afios 1988,1989 v

1990.
ARO DE ALMACERAMIEWTO PROMEDIO DE ACTIVIDAD
{ANTIGUEDAD) . ENZIMATICA EM UI/L.
1988 30
19389 7.5
1990 13,2

Nota: El aSo denota el teimpo gue tiene la muestra scbre el soporte s5lido

una vez gue se concluyd el estudic de rutina que se efectia sobre las

mlestras, se guardaron fasta gue se les aplicd el estwiio.
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abla Mo. 7 . Actividad de la Fosfatass acida prostatice relacionada
cor el tipo de muestra utilizada en el estudio enzima-

tico gue fue medida fon el sustrato pnitrofenilfesfa-

to.
TIPO DE MUESTRA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN UI/L.
Fresca 11.3
Saca 16.73
Negativa 1.3%
Iv. 4. "EMIT"

Tabla No.B. BActividad enzimdtica da la FAP relacinado con intervalos

de edad en Liguido seminal fresco (sustrato=Timolftaleina

s&dica) .
EDAD EN AN ACTIVIDAED ENZIMATICA =N UL/L.
20-25 431.47
26-30 436.11
31-35 278,92
36-4 696.50




ACTIVIDAD ENZIMATICA vs TIPO DE MUESTRA

P-NITROFENL. POEFATO (SUBSTRATO)

| SECO .
TIEG DE MUESTRA

Gréfica 16, Actividad de la Posfatass 4cida prostdtica contra sl tipo
de nuestra utilizeda en sl estudic medida con sl sustrato
p-nitrofenilfosfato,

003y




ACTIVIDAD ENZIMATICA ¥S INTERVALOS
DE EDAD EN LIQUIDO SEMINAL FRESCO
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Gréfica 17. Activided enzimitica de la fosfutasa 4clda prostdtica
en ruestras de 1fquido seminpl fresco a diferentes in
tervalos de edgd,
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Tabla No.9. Actividad enzimatica de la FaP medida con sustrato de

Timolftaleina sAdica en ruestras de mancha sece de se-

men. (Almacenamiento).

ACTIVIDAD ENZIIMATICA UI/L.

ARQlen que se almacend)
1988 232
1989 27,15
134

PROMEDIC SECAS

Nota: Después del estudio preliminar rutinaric a la ruestra se proce-

de a guardarla en una bolsita de plastico cerrada v puesta en un

bre con su debida identificacidn. Estas fueron rmuestreadas al

azar v practicadas las pruebas necesarias para su identificacidn

de proteinas seminales.

Tabla No.10. Prowedio de la actividad enzimatica de la muestra en UL/L

con Timolftaleina sddica como sustrato.

TIPC DE MUESTRA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN UI/L.

Fresco 470
Seco 140
Negativa 20

Nota: Fresco= Ligquido seminal.
Seco= Liguido seminal en soporte sdlido.

lades vaginales sin liquido seminal.

zal

Negsativos Controles de ¢



ACTIVIDAD ENZIMATICA VS TIPO DE
MUESTRA SECA EN ANOS

ACTIVIDAD

ENZIMATICA

PROMEDIO

ui/L

TOTAL DE SECAS

Grafica No.18. Pramedio de actividad enzimitica para, fosfatasa &cida
prostitica en mancna seca en soporte sdlido. Se cuan-
tificd soportes sdlides de axvdades vaginales, usando
caono sustrato la Timolftaleina sdlica expresado en UI/L.
Se observa el tiempo que tienen las muestras,

TIMOLFTALEINA SODICA

€07



ACTIVIDAD ENZIMATICA VS
TIPO DE MUESTRA

SECO NEGAT

TMOLFTALZINA GODICA {SUBSTRATO)

Mu=~tra el promedio de Retivided enzimdtica en
UI/1 econ Timolftaleina sddica como sustrato

1 tipo nesRtivo, es fouel gue no presenin if-
quido saminal(Promedio= 20 UI/L),

tor
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CAPITULO ¥

"ANALISIS ¥ DISCUSION DE RESULTADOS"

Del estudio electroforécico realizado se observd gue las fracciones
proteicas identificadas son: albumina, alfa, beta v garma globulinas,

de acusrdo a la movilidad gue prescnte

i

n la eiectroforesis lo que -

separar otro tipo de

8
el
0
Py
£
(17
n
Q
D
—

ko I 4

rética para la identi-
2 alta resolucidn,
es una técniza muy Gtil para el estudio de las principales proteinas del

liquido seminal constituyéndose en wna térnica importants adicicnal en

la identificaciin uide broldgico (6,11,18,15,191.

Ahora bien, de los resultados cbienides, indepondientesonte de la
edad, el tipo de muestra u crigen de la misma, se cbserva una constante
(ver patrdn electroforétace): la fraccién albiminz es la gue se encuen-
tra en la transudacidn de protelnas convirtiéndsse asi en un marcador
seguro, detectado en acetato de celuleosa a diferencia ée la lactoferrina
que es el otro marcagor, pore gue no s puede evidenciar con acetato
de celulosa sino con electroforesis de alta resolucidn (11,36).

De acuerdo con las graficas analizadas (de 1 a 11) el orden decreciente

de las fracciones proteicas presentes, es 1 Beta (69.53) :

alfa (33.81); garma (33.08); y albimins (26.77) en pramedio lo cual se

debe al grado de actividad tisular del drcano gue secreta tales proteinas.



Sin embvarso, pzre fines forenses no =z- tan imrortante =21
rorcierto de proteins~s, sino su mowvilidad electrofordties

y& gus 2 este Ulti

I3l
@

del 1fquido serinzl v

fiu

les, como por zjemplo: susro, =aliva, 2to, Z1 pztrdén elec
troforético arxtenido en zcetats de nelul- sz fuz const nte en
todes los muectrs anslizades ¥ corresvonde & 1fruiia semi-
nzl de acusrdo con Grey ( 11, 18, 13 y 20), realizedo
tleacion=s anglossejon:s, ¢oincidiendo con el misco petrén.
La importancie 3= 2oste investicocidn clec-roforftice redica
tambhién en que fus realizeda en vohlscidn de la C4. de "4~
xico, 1o cutl no ge trbfe efectusdo antes y demuestre un
patrdn sim:l=r,

De las freccion~c protef~rs separedes por electraforisis
en acetato de celulosa, 1la correcpondisnte & las betz glotu-
linas y mayor cantid=zd prerente, es impor te pare noso-

troe ye gue de acuardo & 1a literstugs

D

, en 2llas =¢ loeczli-

26 2z la Posfatssa dcide, lo qu= implica que como econstitu-

iU
yente del remen norwcl, siaxpre 17 identificereros con la
presencis de estg ban&a y de l=g damfe an conjunto con los
esultados curiitztivos ware lu iindificseidn de liguido
gexinal, yes qus 1z fosfatasa Hcice prostfticé es uns enzima
espec{fica del 1{suido serminal aue se encusniys en als:

concentracionss en el 14juido prostdtico (7,%,15,15,19,41,

51), siendo una ie las enzimac utilisadcs en trels’os forenses

paru finee de identificeeibn de 1fauido seminal (28, 32,
35,
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Los resultados que se observaron sobre les muestracs
secea 8l aplicnrle le electroforesis fusron nules, esto
significa que no hubo separacidn alguns 3e las bandas -
protefces del semen, esto principelmente indica que 1&
electroforesis tiene une cantidad 1l{imite para su esctudio.

Por o0tro ledo sus propiedades como son fisicoquimicas,
actividsd glicolftics, pueaen heberse alterzdo por el tiem
po que dursron guardedas, todo ecto coinciée con teorias
acerca de la pérdids de actividsd que dicen gque las pro-
tefnas pierden o cambisn oan su conformzcidn en condicio-
nes anormales a su nmedio pers las cusles fueron sinteti-
zadas,

¥ds sin embargo es importanie tomur en cuenta, que la
fosfatasa 4cida que no es detectzde por medios electrofo-
réticos, es identificada por métodos <colorimétricos, ya
que este color 2sta en funcidn de la cantidad de fosfatasa
deida en la muestrz, rmétodos que 22 analizen mds adelante,

El estudio electroforético de este tipo de manch:s no
es recomendzdo a menos gque la cantidad present: sea la -
adecuada para eplicarle el andlisis a las muestras en la
bisqueda de la fosfatasa 4cida porgue es una evidencia -
utilizada en los Juzgados como un= prueba confimmetoria
de la presencia de l{quido seminal relacionado con 1la

violacidn.
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Hl estudio de las manchas frescas nos muestra resulta-~
dos muy claros en relecidn 2 las fracciones protefcas
presantes en liguido geminal, de scuerdo a la discusidn
previa. Al enslizser los resulirdos obtenidos de % de frac
¢ién proteice contrs intervalo de edad (Ver gréficas de 6
a 12 11 y 1a tabla No. 1 ), en donde se observan las cusg
tro frescciones antes mencionadas,

En la Gréfica No. 10, se observan las custro fracciones
antes mencionedas & 5 diferentas intervslos de edad que van
de los 20 a los 52 afios respeciiveamente,

Se observa gue parsz la fraceidn eibdmine existe un velor
mAximo promadio de 26.77% de 256-30 nfios 42 alad , pasen
do a 25.,02% & los 31 7 35 afios, Lo anterior se explica por
que en el rango de los 26 a 35 afios de edad existe una ma-
yor transudacidén de prote{nns séricas ys que lu albiming es
un marcador seguro de dicha transudacién y en este rango se
aprecia su mis alto ¥ de transudacidn por lo que se deduce
que se ds en este rango una etapa de madurez m&xima para el
sistema de soporte vascular del tracto genital en general
{ 37, 32,34, 35). Por otra parte, del rango comprendido de
los 36 afios en adelante e observa una cafda en el porcianto
transudacidn de albimina lo que indica el comienzo de algin
signo de disfuncidn en alglin sitio del tracto genital mas-—
culino { 37). Por lo antes mencionaic se toma en cuenta el
hecho de gue una de las dintintas proyecciones del semen en
la eyaculacién seminal, la primera, constituf{da por secre-
ciones de la préstets y del deferente, especialmente de su
porcién ampular que arrastran la mayor parte de los esper-

matozoos que habran de ser expulssdos, pueda afectsrse fi-

de



109

siolégicamente a nivel de su contenido por lo que pudieran
efecterze ya sea ls concentrscidn de la FAP que se tenga que
cuzntificar en une muestra como la presencia de algunos mi-
llones menos de espermatozofdes, de ah{ gque la literatura rg
porte sus valores normales tomando como referencia indi-
cetiva nare adad promedio de 25 anos, { 37). Bn el sen—
tido del campo forense, se debe tener en cuenta por ser un &ato
que si 1s fracecidn aldbimina ee encuentra disminu{da es muy po
8ibles que £l individuo rebasa los 36 alios de edad en prome—
dio y que comienza 2 llevzrse & cebs algunz disfuncidn de
vasos deferentes, fémpulz prostftica ssf cozo de una dismi-
micidn de célulss esperméticas observzbles al microecopio,

ya que an glgunos casos de exudados waginslee gblo se de=
tecta usA sola cflula espermétiss en ls tincidn en fresco.

La efectroforésis de zona es un zétodo sxirnordinaria-
mente valioso pars el disgndatico y evaluacidn de le fun~
cidn secretor:z de las gléndulas y Srganos del apsrato po-
nital mesculino, Con la obtencidn de un electroforegrame
mostrdndo 3la composicidn de las protefnas sezinsles pre-
sentes en 1la muestrs ademés de identificar al propio 1i-
quido seminal,suxilis enadiaénéstico&glgunb patologia exis=-
tente. ( 51), Otro péranetro complementario que nos po-
d,fa auxiliar en cuznto & las muestras ezoospérrices seria
los valores muy bmjos de los niveles de fructuosa y un porcentaje
més bajo de la fraccidn beta, regidn en donde =ze encusntra
presante la Lactorrerina y 1a predominancia de componentes
prostatices secretores varificados por una alta concentracidn
de Zinc { mediante absorcidn atdmica se cuantifica el Zn).
37,
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Fllicon ha demostrado que el conterido de transeminnza,
fosfatasa &cida, fructuosa, colesterol y 4dcido neurcanini-
co no es constante en mu~stres de l{quido seminal obteni-
das durante un periodo "x" de tiempo, lo cual exrlice lg -
varisbilidad encontrsda del £ psre freccidn albéminz y o
globulina, en los resultedos obtenidos,

Por lo gue resyectz s la freccidn albtiminm, que es una
protefna "marcade™ (utilizsda como un marceror natursl) se
puede observar gue su alta concentracidn en los rancos de
26 s 35 aflos de =ded implice el intervelo de tiemro provio
para la reproduccidn y mejor funcionamiento del tracto ge-
nitel masculino, ~or 1o Jque & partir de los 36 afioe en al-
gunoe individuos se inicie uns rosible disfuncidbn o stro-
fiemiento de slguno {s) 4rgenoe, o el cese de pruduccidn
de mlguns proteina u hormona y que su efecto se ve refieja
do més mercadamente, segin loe resultados obtenidos a per-
tir de los 41 afios de edsd en sdelente en donde inclugo pro
liferan en meyor nimero loz casos de céncer de pristeta u
obstrucciones en loe comductor seminiferos {51).

A los 52 afiogs =e obtuve un promedio de 16,25 ¢ en prome—
dio para la fraccidn albidmine lo cuel relecions snormelida-
des de higedo seocierdae e rifiones, sistexa digestivo pro-
pios de esta edad, ( 37, 41, 43, 51},

Pare la fracciédn elfs se obesorvan dos picos ¢ m&ximos en

perfodos de 26 e 10 efios ¥y 41 a 52 afios respectivemente.

En este fraccién y colindente & la beta se localizaen la frec-

cién protefnices de alfal—antitrlpsins, hermopexine ¥y oromu-
coide, 1l primer pice £2 sdjudici:{e » le¢ etepa de mxdura-

cién nropie para le remnraduccidn de l=¢ zléndulas sccesorias
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¥y el 2o0. mfximo dado eér ol dltimo perfodo de edad compren-
dido entre los 41 a 52 afdos, involucra nosibles procesos in
flematorioss o feses en proceso nsoplésicos, tdemés la X, -
entitri-sina es unz protefnn jue presents 1z mér alta varia-
bilidaéd de las fracciones principales vistss electroforétice.
mente (37) en amgarosa de 1{quido seminsl y filtracién sobre
Sephacryl S-300, Sexin Lizans 7 Liljam 1987, la =zlbdmina
mus:ira un grado de varieeidn del 1T7¥ ecomnerado con 2l de
alfal—antitripsina que es de =proX, el 120% (Datos obteni-
dog de un individuo de 38 afos durenta un perfodo de 12 =g
man:z{37). De ahi ce derive el hecho d¢ gus lz elbimine -
ge tome como un marcédor de la trensuiacién de las protef-
nas serinales y serfcas para su valoracidn, identificacién

¥y estudio,

Para la fraecidn beta se ohservaz un elevsdo # de protef-
nzs en el perfodo de los 26 & 30 afios. %s la fraccién de ma
yor % protefco, caracterfistica del 1fguido seminal humano
(LSH. Se obtuvo un promedio de 69.53% manteniéniose practi-
mente en el siguiente periodo comprendido entre los 31-15
afios siendo de 67.16% promedio, Io siguviente relacionz tan
to 12 czntided como le particiraciédn de lgs proteinas que -
estén involucrades en el mecanismo complejo de la eyascula-—
cidn, teles como la Posfeatasa 4cide prostética, esperzina,
transferrina, IgA secretors, albimina,fibronectina, lacto-
ferrins, seminogelins, que perticipen en los fendmenns de

Gelificecidn y licu=faccidn seminsles. (33,34, 35).
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Para la freccidn ganrs se tiene un prozedio de 12.2%4 pa-

ra el intervalo de los 26-30 afios y de 24.82 pure el de 31-
a 35 afios en promedio de L. Se otserva en el 40, ¥ S50, ine
tervelo de eded es decir de los 36 efics en adelente, la apa
ricién de padecimientos de tipo nefrdtico £l observarse psu
letinamente 1la baja en estz freccidn, representeda en 178 -
resultrdos obtenidos de % de fracecidn rame = 5.55 en prome-
dio.

ILa utilidaed de las protefnse del liguide sexinsl humeano
como marcadores de ls funcidn seerstore de lse glédndules zo-
cesorias genitales se encuentra en constente estudio (33, 34,
35, 41). Algunae rszones para este sparsnte desinterds y
constente estudio radica en gue no se conoce con detalle is
composicidn de les proteinss del 1LSH; as{ como la gran difi-
cultad que existe en su cuantificacidén y alpunos parédmeiros
bioguimicos y fisicoguimicos gue varfisn inclusg de muestra e
mestra.

Ko obstante que lz podblecidn estudiads fue muy heterogénea
pars la realizacidn del presente trebsjo ¥ no fue lo suficien
temente grande pars obtener valores de referencia, si nos das
una aproximacién sotre la concentracidn de las proteinss semi-
nales por lo gque s& puede decir que en genersl, de los resule
tados y gréficas annlizedszs, resalts un fendmeno interesante
que eg el referente & gue hey une pequefia correlacién entre
la eded y el % de ¢ada fraccidn protefca obtenidss en donde
a los 25~30 aflos de edad se tiene que, de acuerdo a la madu-
rez de 1los drgence geniteles, se obtuvieron porcentejes de
proteinas seminales mayores con respecto de loe obtenidos con

Srgsnos geniteles "viejoes” { 33, 34, 235, £1).
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Lo anterior, de ser cierto, vendries a =2r una evidencia

importantiisime en los casos de deliteos sexusles, ya que ce
tendr{e un pardmetro pare discernir o diferen-iar el origen
en relzeidn 8 1z eded, de una puecstre de l1{quido seminal ¥
pvoder sumentar ls probabilided agrsvante pars el presunto

acusado.
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ACPIVILAD EHZIMATICA DT Li POSPATASA ACIDA 3In MUGISIR:3
235745 ¥ SETAS

.

Colorimetrfa: p-nitrsfexnilfssfats {susir:ie).

La gréfica No, 13 nos muestre 1z activ izd snziméticsz de
la fosfatass 4cida medida 2spectrofatonétricamente en acti-~
wvidad expresada en promediio en UI/L. Zn eilz se observa que
la actividad de la PAP es estalie a temparsiurs a:biente(sieg
do de 2 horag la tome de muestrz hzste su 2studin;. For odira
narte se observa que el ronso conzelado fue por § mesces 8 -

A*C 3 refrizerado jue fi1e de 2 a 8°C , no nos zantisne es-
table 1la sctividad de la PAP donde =e ogbserva gue la muastra
rafrigersda plerde 6 vec2s le actividaj con respecis = la del
medio ambiente. Ia ecctubilidad de la enzimsz se estima samin
Davies (2,7,51) a temperaturs astisnts y dentro d4el intervalo
de tiemso arriba indicado, lo que indizez gue &i nn se nueden
trabajar las muestrss deniro de ies 2 hordés sisuientes 2 12 Ob=
tencién de 1a muestras se indice ya sex una congelrcidn a8 «20 C
(51) o en refrigeracidédn con un ajuste en el pH slrededor del
pH éptimo para la enszima (pH=6.5) o con el uso de un conserva-
dor que inhiba la accidn de las proteosas presentes en la mues
tra de lfquido seminel fre=co, {fcido azético dilufdo {51).

Bn esta gréfica se tratd de ilustrsr el efecto de la temperz
ture sobdbre 1la actividad de la encime PAP,

Por consiguiente la grdfica No. 14 mnestra la actividad en-
zimétice en funcidn de los 5 intervelos de edad gue presenteron
los donzlores ¥ €e encontrd que en el primer intsrvalo la zcti-
vidad se ve incrementeda. Ias muestres frascos fuerun relri-
geypdze de 4 A 96 horas & o-8°7 y se coneelaron por 6 meses

& =10°C antes de inicisr el astudio, (35).
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%n el =egundo &l cuarto intarvales, los rangos de activi-
dad promedio ce mentienen cagi constantes y en el gquinto in-
tervale hay un decremento de PAP, indicendo el inicio de un
proceso de etrofia o disfuncidn prostdtics ya caracterfsti~
¢o en individuos de esta eldad y agudizéndose de lor 50 efios
en asdelante; de ahf que ls secrecidn prostftica modifique su
compoeicidn quimica y sus propiedmdes fisicoquimicas (35) re
flejdndose con uns menor concentracidn de FAP, de scuerdo &
Allard (1373), Lizana {1387) (Z,35).

Bn la gréfica Mo, 15 se absarvan un incremerto en 1ls acti-
vidad enzimdtice de FAP, Las muestres se encuentren en sopor
tes de tela y gasa guardados, de los afios 1988 y son en so-
nortes de portaobjetos, las muestras de 1339,

54 se plantea que los resultados estén en funcidn del tiem-
PO ¥ aunsdo & esto la cantidad presente, & moyor tiempo transg
currido de almacensje,menor es la actividrd enzimdtica.

Se obsearve una sctividad enzimdtice 4 veces mds psra las
muestras de 1988, comparadas con las de 1989 y de dos y medio
veces pare las de 1930,

Por lo gue si las nuestres de 1988 presentsn mayor activie
dad enzimfdtica, esto se debe a que en el soporte de tela y gasoa,
contenfan una concentracidn mayor de 1{quido seminzl que el de
los portaobjetos,

La cantidad de liouide seminal que traen los exudados que
e les toma a lag'Victimas” es relativo; las victimas no acuden
inmedisrtamente & poner la demanda correspondiente, nor lo gque
existe un intervalo de tiempo entre los hechos y 1la tomt de la
muestra, lo que nf2cta la concentracidn de FaT y &cte se sfeg

tr trmhidn el enecontrarse en coniicignes adversze como guced

W
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en ls vagina con su pii y flora bacteriana, principalmente,

Por otro lado, el semen,cusnd. =3 ayaculaldo, durs 501ifi-
eado de 15 a 30 minutos sn el interior de 15 v.gina y poste-
riomente presenta el fendmeno de lisuefaccidn, por lo jue

si la victima deembula y rezliza actividades nonmnalas y al
llezor a 1la Agencif p-ra guejurse, ruade h=her escurrimien-
to de la mayor parte del esyeculais,

% necesario toner un lf{mite bien delimitado de donde po-
der obtener un oriterio gue ubigue el ranso negativo y el po-
sitive en la deteruvirzcidn de 13 PAT en funcidn de la artivi-
dad enzimfdtice pressnte en eada mu2rtre, sSobre todo en los
cagor arriba mencionados, en donie se tengsn cusntificaciones
bajas que aparecen en un resultado negativo. *n la gréfica
No. 16 se observa gua el promedio de 1.39 UI/L., se did para
el rengo=negativo y no es sino exudados vaginzles que se uti-
lizrron como control negativo (muestrss pare estudio de Papa=-
nieslao )., de ahi que de 1.33 UI/L en adelsnte es nositivo
pars la prueba con v-nitrofenilfosfeto y por debajo de este
proz==iic es negativo, 1o gue indica gque ls tdenice registrd
la PA propila de la cavidad vaesinzsl 0 jue en algunos C£&S0S
esta ligeramente incrementala ( vero no por encinme Je 1.33
UI/L), debido a la presencin de micrvorganismos patézenos
como bacterizs, pardeitoe, honr~oa, ete, (detectszdos an el
estudio),

La grifica 16 arroja resultadss da actividad ensindtics
relacionada con el tino de mu=3tre, Setas sufrieron uns {or-

ma divsrsa de almacenaje, hasts su estudio,

]

Se orwervard que la ~ctividzd en lzs musgtrss senas, es

mayor compzraxda ¢on las frescas, esto se deke a que e con-
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serva mejor en las secas; las frescas se guzrdaron s tempe-
rature de refrigeracidn que no son les adecuedas, siendo de
28 8 Cy la congelacidn fué a -4 C, por 1o gue 1la enzime -
sufre cazbios en su actividad, lo wu2 s2 nmanifiesta en un -
descenso de 12 misma.

Las muectras fresece fuernn refrigerzies en un nrincivio,
desoués fueron congelzdes a -4 C durante 6 meses, 1o que
-repercute en 12 baja de actividad.

Otro andlisis gue se desglesa de la misna gréfica ( G-16)
es que 1A actividad de las muestras en seco &8 mayor gue 1la
que se detectd prrz las cwuestras en fresco,

Lo anterior derivd de que las muestras en seco se extraje-
yon de diversos soportes sélidos entre 1os que Se encuentran
diferentes y variades texturss de tejidos de prendzs {ntimesa
¥ externas como es el caso de los forros de log g2c08 ¥y Vesw
tidos. Wos enfocatos més esvecificamente a los colorentes
que tiffen las ropzs Intimas de 1lms v{gtimes y obeervamos que
pudieron interfexrir con la absorbancia de los valores de 1z
PAT por lo gue se c¢ree que la interferencia y el incren.nto
en 1a actividad enzimética se debid & los colorantes presen-
tes en las prendas, probablemente del tipo del {mdigo y azof-
cos, ya que era muy rera la prenie de constitucidn textil de
lana o seda, en genersl eran de poliester o nylén (sesin -
fioz M., 1970).

ENZIMATIZA: Timolftalefna sddica {(sustreto).

En la gréfica Ho., 17 aparecen los resultsdos pars TSK,
cono sustrato de diferentes intervalos de edad y se aprecia

un sumento en 1A actividad en el int=rvalo de los 36-40 aflos

de edrd. Lo enterior concuerde con lo reportedo por {2,3,35)



118

Lizana, Allard y Davies, que efectuaron un estudio en un
individuo de 38 aflos de edad y donde aparsce una concen—
tracién de PAP que se ve incrementnda en ests edad, para-
lelamente a la transudacién de la Lactoferrina usada tam-
bién como marcaje de la transudacién proteinica del semen,

Ko se observa una relacién directa con la edad, pero si
se puede relacionar las actividades con le edad. Debido a
que hay actividad que se marca con la edsd.

Las musstras se refrigeraron entre 2 y 24 horas & 8 C
antes de iniciar su estudio, lo que afectd de uns forma
poco marcada en la actividad enzimética,

La grdfica 18, d4 una relacién de la actividad enzimitica
de 1a PAP con la edad de las muestras que fueron guardadas
desde 1988, 1589 hasta 1991, fecha de su estudio con el sus-
trato de Timolftaleina sédica monofosfatada.

Existe una mayor actividad enzimética en las muestrss se-
cas que provienen de 1988, hay un . descenso en la actividad
en las muestras que son de 1989, éatas provienen de exudedos
que les fueron tomados a mujeres violadas ; éstas se presen—
tan varias horss o d{as incluso, despuée de la violacidén, a
la Agencia a levantar la demanda correspondiente, restando
as{ las posibilidades de detectar la adecumzda actividad de
la FAP,

La actividad de la PAY?, decrece con respecto del tiempo
a una temperatura ambiente, as{ cuando no se adiciona ningin
conservador a 1a muestre 0 no se le dan las condiciones de
estabilidad A la enzime, desapareciendo toda actividad a los

dos meses (Davies),
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Se ha visto que, enzimss més sensibles que 1a FAP, han
mostrado actividad en muestrss secas con una antiguedad de
S5, 10 y 23 sflos sjiendo conservadas & temperature ambiente
tal como es la Colinz ( 4 ),

Las muestras se guardaron en refrigerzcidn a un tiempo
méximo de 48 horas heste su estudio, la 1réfica marca el
patrdn correcto acerca de que las muestras frescas deben
presentar mayor actividad enzizédtice con respecto de las
secas compardndolas & su vez con los testigos negativos,

Se ha de insistir en que la implementacidn de una téc-
niea que evalue 1a actividad enzimétice de FAP, requiere
sienpre de un control de calidad extremo por tratarse de
uns protefna termoldbil gue var{a de acuerdo al tipo de
individuo, sl analists, a la técnice utilizada, etc,

Ambss técnicas, p-NPP y TSM, son de estudio reciente
en lo concerniente al tipo de muestra analizada. Exiszten
téenices con estos sustratos, validades y estandarizadas
¥ sus actividades reportedzs en el Sistema Internacional
de Unidades (S.I.U.= UI/L) usando muestras biolégicas como
el suero sanguinec o la orina, sin embargo no se ha traba=-
jado con lf{quido seminal, lo cual es de reciente utilided
y su aplicacién es ampliamente diseminsda en los laborato-

rios de quimica forense y criminalistica,
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vI.1 CONCLUSICNES.

l.= La separacidn de las protef{nas seminales: zlhimina,
daﬁ‘j” -globulinas por electroforesis en acetato de
celulose mediante la técnica estandsrizada n este tre-~
bajo es confiable para identificacidn confirmativa para
el l{quido seminal,

2,~ BEn los métodos colorimétricos utilizslos en el presente
trabajo se identifica actividad de la fosfatasa &cida -
haste un lfmite de dilucién de 1 2 100, en cantidades
no identificables en electroforesis por acetato de celu-
losa.

3,- Les muestres secas almscenadac por mfs de 1 mes ya no
se detecta la presencia de protef{nas seminsles por elec-
troforesis en acotato de celulosa,

En muestres secatc almacenadss en condiciones de medio
ambiente haste por 2 aflos, ce detectd actividad enzimd-
tiea ¢e la fosfateasa ZLcida por los métodos colorimétricos
usendo como sustreto la timolftsleins y p-nitrofenilfosfa-
to.

4,~ Las muestres fresces almecenadas en refrigerascién y onge-
lacién por més de 24 horszs disminuye is setivided enziméd-
tica de la fosfztmse Acida.

5.— E1 estudio obtenido del porcentsje de proteinss seminales
y actividad enzimédtice de PAP, sugieren que existe una po-
sible correlacidn con la adad de los donsdoras involucre-

dos en este pmyecto.
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vi. 2, RECOMENDACIONZES.

1).~ Se recomienda tener un estricto control de Calidad
en 1o que se refisre al lavado del material que va
a destinarse para realizar las determinasciones en-
zimdticas de PAP,

La més minima traza de detergente puede restar una
centidad considerable del nivel real de 1la PAP en

la muestra problemz, resultendo en unz errénea -

cuentificacidn de la enzimz y en ocasiones, en su

pérdide totzl, dando un felso negetivo.

2).- Para el presente estudio se tuvd gue n=65 musstras
en promedio pars cada variante, fresca, seca y ne-
gativo,

Se cree de utilided convertir a n= 200 a 300 zues-
tras para cade vasriante con el fin de aumsntar el
grado de confiasbilidad y snslizar la presenciz de
corralaciones entre el % de Protefnsas seminales y

el origen de nacimients de los indviduos que partji
cipen en el estudio, tanto del D, F, como de las -
diferentes entidzdes de la Repiblica ¥, (Provinmeie).

3).- Toda técnica enzizftice reguiere de un estulios con-
cienzudo y dedicado que llevé como products final a
cubrir las necesidades, en el caso particular pre-
sente, del Laboratorio de Quimica forense,

Por ello, pera el csso de las 2 té&cnicas inclufdas
en este estudio, se sugiere amplier las investiga-
ciones en los parfmetroc de Control de Calidad, -
Pruetas de estabilidad, esf como de amplier el tg

mafio de n= a musstras de Papanicolaou, para amplia
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6l 1{mite de cuantificacién de la enzima PAP, dato pre
eiso que auxilia en la discriminacidn adecuada de las
muaestras problema,

Ios estudios deben ser repetidos y variados, ya que
8e tiene en cuenta que no existen las suficientes in-
vestigaciones de técnicas de cusntificacidn de activi-
ded enzim&tica en liquido seminal, por lo que en México
¥ en la actualidad, es un campo adn en vias de obtener mis

informacidn.
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