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RESUMEN

Las sustancias de grupo no sdlo se encuentran sobre los eritrocitos, sino también en
forma soluble en varios fluidos corporales, de los cuales la saliva los contiene en cantidades
importantes. Los individuos que secretan estas sustancias, s¢ conocen como secretores y
constituyen el 80 % de la poblacién. Desde un punto de vista criminalistico esto resulta
importante, cuando no se cuenta con otros fluidos, siendo el estudio de la saliva atil como
criterio de exclusion.

La saliva es un fluido de composicién y concentracion variable. La amilasa es uno de
los componentes que la caracterizan debido a que se encuentra en altas concentraciones en
este fluido.

Se determind en 56 muestras de saliva la cual fue recolectada de 56 individuos de
grupo sanguineo conocido, de estas, 9 son muestras de saliva fluida y 47 son muestras de
saliva preparada en manchas secas; la actividad amilasica y el titulo de anticuerpos (Anti-A,
Anti-B y Anti-H), con el objeto de obtener las diluciones apropiadas que de una manera
confiable nos permitieran identificar sustancias de grupo sanguineo del sistema ABO.

La metodologia utilizada para la identificacion de saliva fluida y en manchas secas
mediante la determinaciéon de sustancias de grupo sanguineo del sistema ABO (en saliva
fluida y en manchas secas), se llevo a cabo conforme al método cientifico al formularse y
comprobarse la hipotesis de investigacion, mediante la experimentacién que en este caso se
logrd a través de las siguientes técnicas:

A. Técnica para la determinacidn de la actividad amilasica (Método de Street y Close)

B. Técnica de hemaglutinacion directa para el estudio del titulo de anticuerpos para la
tipificacidn de sustancias de grupo sanguineo en saliva fluida.

C. Técnica de absorcién-inhibicion para la determinacion de sustancias de grupo sanguineo
en muestras de saliva fluida y en manchas secas.
El esquema general que se siguio para la realizacion de la presente investigacion se llevd
a cabo en tres etapas:

1. Recoleccion y preparacion de muestras de saliva fluida y en manchas secas.
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2. Determinacién de actividad amilasica en saliva fluida y en manchas secas; tipificacion de
sustancias de grupo sanguineo en saliva fluida y en manchas secas.
3. Procesamiento e interpretacion de resultados.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, utilizando 9 muestras de saliva fluida a
diluciones dobles seriadas de individuos de grupo sanguineo conocido, indican que es
factible identificar actividad amilasica hasta en una dilucién de 1:4096, e identificar a las
sustancias de grupo hasta diluciones de 1:256 con la obtencion del titulo de anticuerpos anti-
A, anti-B y anti-H.

El estudio en 47 muestras de manchas de saliva seca, preparadas sobre papel filtro con
saliva de 47 individuos voluntarios de grupo sanguineo conocido, revelan cantidades
apreciables de actividad amilasica en valores que fluctian entre 42 y 11, 437 pl cuyo dato
sirvi6 de indicador para determinar de forma confiable a las sustancias de grupo.

Se llegd a la conclusion de la importancia de efectuar en este tipo de muestras, estudios

de manera simultanea para establecer con certeza la presencia de saliva y de las sustancias de

grupo.

Palabras claves: saliva, grupos sanguineos
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The group substances are not only on the erythrocytes, but also in soluble form in

several corporal fluids, of which the saliva contains them in important quantities. The
individuals that secrete these substances, are known as secretors and they constitute 80% of
the population. From a point of view criminally it is important, when we do not have other
fluids, being the study of the useful saliva as exclusion approach.

The saliva is a composition fluid and variable concentration. Amilasa is one of the
components that characterize it because it has in high concentrations in this fluid.

It determines in 56 samples of saliva which was recolected from 56 people with
known blood group, from this 9 were flowing saliva samples and 47 were saliva samples of
prepared dry stains, the amilasic activity and the title of antibodies (Anti-to, Anti-B and
Anti-H), in order to obtain the appropriate dilutions that allowed us to identify substances of
sanguine group of the system ABO in a reliable way.

The methodology used for the identification of fluid flowing salivary-saliva and in
dry stains - and the determination of substances of blood group of the system ABO (in
flowing saliva and in dry stains), you carries out according to the scientific method when
being formulated and to be proven the investigation hypothesis, by means of the
experimentation that was achieved through the following ones in this case technical:

A. Technique for the determination of the amilasic activity (Method of Street and Close)
B. Technique of direct hemaglutination for the study of the title of antibodies for the
typification of substances of blood group in saliva fluid.
C. Technical of absorption-inhibition for the determination of substances of blood group in
samples of flowing saliva and in dry stains.

The general outline that was continued for the realization of the present investigation it
carries out in three stages:
1. gathering and preparation of samples of flowing saliva and in dry stains.
2. determination of amilasic activity in flowing saliva and in dry stains; typification of

substances of sanguine group in flowing saliva and in dry stains.
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3. prosecution and interpretation of results.

The results obtained study presently, using 9 samples dilutions double serials of
individuals' of well-known sanguine group in flowing saliva, they indicate that it is feasible to
identify activity amilasic them until in a dilution of 1:4096, and to identify to the group
substances until dilutions of 1:256 with the obtaining of title of antibodies anti-A, ant-B and
anti-H.

The study in 47 stains of dry saliva, prepared on paper filter with volunteers' of well-
known sanguine group saliva, they reveal appreciable quantities of activity amilasic in values
that they fluctuate between 42 and 11, 437 pl whose fact served as indicator to determine
from a reliable way to the group substances.

You reaches the conclusion of the importance of making in this type of samples,

studies in a simultaneous way to settle down with certainty the presence of saliva and of the

group substances.

Key words: saliva, blood groups
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La criminalistica es la disciplina que aplica los conocimientos de las ciencias

naturales, en el estudio de la evidencia fisica relacionada con un acto delictuoso, a fin de
reconstruir los hechos e identificar a sus autores (Moreno, G.R,, 1987).

Aproximadamente un 20% de las personas mueren en circunstancias que ameritan
una investigacion oficial; de ellas un 10% se identifican oficialmente como muertes violentas
(Snyder, L., 1988) y en éstas, es posible establecer relacion de causa-efecto entre el origen y
la causa de muerte (Fernandez, P.R., 1992).

Une de los principios que hacen valido el método que aplica la criminalistica es el de
intercambio. Este menciona que al cometerse un delito, se realiza un intercambio de material
sensible entre su autor y el lugar de los hechos (Moreno, G.R., 1986). Es decir, cuando el
victimario entra en contacto con la victima y con objetos que se encuentran en ¢l lugar, deja
tras de si huellas de st mismo, y lleva consigo huellas de las cosas que tocé (Moreno, GR,,
1987).

Los fluidos corporales son transferibles con mayor frecuencia entre la victima y el
victimario en actos violentos, por lo que su identificacion y caracterizacion son de gran valor
evidencial para el esclarecimiento de los hechos que se investigan.

El estudio criminalistico de la sangre y la saliva comprende los siguientes aspectos:
reconstructivo e identificativo (Moreno, G.R., 1986).

El reconstructivo se encarga de reestructurar el escenario donde se cometié el ilicito,
asi como también la localizacién y ubicacién de fluidos corporales tales como sangre y
saliva.

El identificativo se encarga del estudio fisico de las sustancias de grupo sanguineo y
su procedencia.

Uno de los propdsitos del presente estudio es dilucidar la naturaleza de fluidos como
la sangre o la saliva, que generalmente se encuentran en el lugar de los hechos como

manchas secas de tamafio pequefio, con horas, semanas o meses de exposicion al medio
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ambiente y frecuentemente mezcladas o contaminadas con material exégeno como suciedad

y polvo.

Las manchas de sangre y/o saliva, en el lugar de los hechos, sobre objetos o sobre un

sospechoso, constituyen muy importantes indicios (Moreno, G.R., 1986).

ANTECEDENTES

En 1900, Landsteiner realizd la primera observacién de la aglutinaciéon de los
eritrocitos humanos por el suero del mismo, lo que condujo al descubrimiento de los grupos
sanguineos A, B y O (Moreno, G.R., 1986).

Los aglutinbgenos A, B y O son polisacaridos que pueden estar presentes en las
cadenas laterales de las glucoproteinas salivales y se encuentran aproximadamente en las
células del 80 % de las personas secretoras (Jenkins, G.N., 1983).

La actividad en la saliva de los secretores es varios cientos de veces superior a la de
los eritrocitos, hecho que es importante para la criminalistica, siendo factible determinar las
sustancias de grupo sanguineo a partir, por ejemplo, de un vaso recién utilizado o de una
colilla de cigarro (Jenkins, G.N., 1983).

En serologia forense la determinacion del estado secretor de una persona
generalmente se lleva a cabo en saliva, y en esas circunstancias un sospechoso puede ser
excluido con certeza Gnicamente sobre las bases de su tipificacion del grupo ABO y no por
el estado secretor de su saliva.

El estado secretor se encuentra en aproximadamente el 80% de los individuos (Lie
M.A., 1994; -Tills, D, Kopek A, Tills, R., 1983)

A principios del siglo XX, !a criminalistica podia con toda certeza cientifica
establecer si una mancha de sangre era humana; sin embargo todavia no era posible
determinar de qué individuo procedia la misma.

En nuestro pais, el Ministerio Pablico es la figura jurisdiccional persecutoria del

delito, encargada de integrar la averiguacion previa, para lo cual con fundamento en los
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delito, encargada de integrar la averiguacion previa, para lo cual con fundamento en los
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articulos 21 de la Constitucién Politica de los Estados Unidos Mexicanos, 1996 del Codigo
de Procedimientos Penales para el Distrito Federal, 3ra. fraccién II, 2da. fraccion Il y 22 de
la Ley Organica de la Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal, solicita ¢l apoyo
de los servicios periciales, quienes designan a los peritos para que acudan al lugar de los
hechos y utilizando todos los métodos especiales de sus areas, tratardn de esclarecer el caso,
reconstruyéndoio con apego a la verdad historica de los hechos, utilizando para ello el
método cientifico.

Estamos a finales del siglo XX, y la criminalistica puede determinar con toda certeza
de quién proceden las manchas de sangre, constituyendo esta cuestion un gran avance para

todos los que cultivamos la disciplina encargada de investigar cientifica y técnicamente los

delitos.
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CAPITULO 1.
LA CRIMINALISTICA Y SU RELACION CON LAS SUSTANCIAS

DE GRUPO SANGUINEO

Antes del siglo XVII, el delincuente cuyas ropas se habian manchado de sangre de la
victima a consecuencia de la comisién de un ilicito, casi siempre escapaba a la accién de la
justicia, en virtud de que en esa época, no se contaba con técnicas que pudieran identificar
sangre.

A la resolucién de los problemas antes planteados, mucho ayudd el descubrimiento
de los globulos rojos por Leeuwenhoek en 1673, y su més precisa descripeion en 1773, por
W. Hewson, descubridor a su vez del linfocito, uno de los elementos figurados de la sangre
(Moreno, R., 1986).

Posteriormente fueron precisadas la forma y el tamafio de los glébulos rojos
humanos, permitiendo a los investigadores determinar que la mancha ademés de ser de
sangre, pertenecia a la especie humana (Moreno, R., 1986).

Los primeros estudios para la determinacion de la sangre surgen en el afio 1853,
cuando el anatomista Ludwig Teichmann de Cracovia, (Franco de Ambriz, M., 1991)
observa que la sangre tratada con acido acético formaba cristales caracteristicos (cristales
de Teichmann), los que no se forman en presencia de metales oxidados o con sangre
expuesta a mas de 140°C (Franco de Ambriz, M,1991; Moreno, R., 1986). La
comprobacién trajo como consecuencia que los criminalistas de aquella época aplicaran
dicha técnica, para descubrir si una mancha era o no de sangre.

En 1900, Karl Landsteiner, como producto de sus observaciones (Franco de Ambriz,
M.,1691) determind que cuando la sangre de un individuo se mezclaba con la de otro, podia
causar la formacién de granulos de forma irregular de células rojas y/o hemolisis, y
descubrid la existencia de los grupos sanguineos del sistema ABO, que son hasta la fecha,
(Franco de Ambriz, M.,1991; Moreno, R., 1986) los grupos antigenos de sangre humana
maés importantes. Actualmente son casi 400 los tipos de grupos antigenos, mismos que han
sido agrupados en numerosos sistemas (Franco de Ambriz, M.,1991).

En la actualidad los antigenos de grupo sanguineo presentes en la saliva han

permitido relacionarlos con la frecuencia de cierto tipo de patogenos periodontales y
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microorganismos comensales de la cavidad oral (Ligtenberg, AJM. et al 1990 ; Tills, D,
Kopek, A, Tills, R., 1983).

Landsteiner, en colaboracion con Miller en 1925, aportaron el método clasico de
absorciéon (Franco de Ambriz, M,,1991) para la determinacién del grupo sanguineo del
sistema ABO en manchas de sangre seca. El método fue descrito por Winer con el nombre
de técnica de absorcién-inhibicion, y utilizado tanto para el sistema ABO, como para los
antigenos eritrocitarios. El sistema M,N fue descubierto en 1927 también por Landsteiner.
En 1939, Wiener, (Franco de Ambriz, M.,1991) descubre el sistema Rhesus (Rh). Ducos y
Reffia en 1954 demuestran la presencia de este sistema en sangre seca.

Ejemplos de estos descubrimientos con utilidad en criminalistica son:

* Un inculpado presenta en sus vestidos manchas de sangre del grupo B; si este
individuo pertenece al grupo B, no puede afirmarse que las manchas no proviqnen
de él, pero si éste pertenece al grupo A, es evidente que las manchas provienen de
otro individuo.

* Si en la victima encontramos sangre del grupo O, y en el arma del inculpado se
halla sangre del grupo O, la inculpacién no es contradictoria. Pero si se encuentra
en el arma sangre del grupo B, ésta, con toda seguridad no procede de la victima.

Uhlenhuth, (Fernandez P.R.,1992) descubrié que inyectando sueros de diferentes
animales, obtenia un suero que precipitaba, pero solamente con sangre del animal cuyo suerc
se habia inyectado. De esta manera, si se inyectaba sangre humana a un animal "X", al cabo
de cuatro semanas se obtenia un suero que precipitaba solamente con sangre humana
(Ganong, WE., 1988).

El procedimiento de Uhlenhuth para identificar la especie animal de la cual procede
la sangre, se le denomind Prueba de las precipitinas, (Franco de Ambriz, M., 1991;
Moreno, R., 1986) constituyendo para la criminalistica, el mas grande y portentoso
descubrimiento de comienzos del siglo XX (Franco de Ambriz, M.,1991; Moreno, R,
1986).

En 1960, Kind introduce el método de absorcién-elucién como complemento del
de absorcidn-inhibicidén, para la determinacion de los grupos sanguineos ABO (Franco de

Ambriz, M.,1991) Nichols y Pereira en 1962, reportaron su uso tanto para el sistema ABO
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como para el sistema M,N, y en 1968, Lincoln y Dodo efectian pruebas con técnicas de
elucion de los antigenos del sistema Rh (Franco de Ambriz, M.,1991).

Actualmente existen otras formas de identificacion médico-legales que utilizan las
pruebas de ELISA en combinacién con anélisis fotométrico (Morita K, Itoh Y, Kimura H.,
1995) & pruebas de actividad de peroxidasa que pueden ser incluso més sensibles 200-500
veces mas, para determinar la presencia de secretores tipo B y AB en saliva, comparado con
el método de inhibicién hemaglutinacién, que es de los métodos méas comunmente utilizados

en la practica forense (Yukawa, N. et al 1995).

CAPiTULO 2. |
GRUPOS SANGUINEOS.

La sangre es un liquido rojizo que circula por todos los vasos, excepto, por los
linfaticos. Tiene una temperatura aproximada de 38° C y un pH entre 7.35 y 7.45 Tortora,
G., 1988).

La sangre constituye un 8% del peso corporal total. Su volumen en el varén
promedia entre 5-6 litros, y en la mujer entre 4-5 litros (Ganong, WEF., 1988).

La sangre consiste en elementos figurados, que son células y plasma, que es el
liguido que contiene sustancias en disolucién. Los elementos figurados abarcan el 45% del
volumen de la sangre, mientras que al plasma le corresponde el 55% restante (Ganong, WF.,
1988).

Los elementos figurados son:

La concentracion promedio de elementos figurados en la sangre es:

Neutrofilos 60 a 70 %

Eosindfilos 2 24 %

Basofilos 0.5a 1 %

Linfocitos 20 a 25 %

Monocitos 3 2 8 %

Plaquetas 250 000 a 400 000/mm’ de sangre.

Los eritrocitos, tienen aspecto de discos biconcavos que miden 8 pum de didmetro,

carecen de nicleo, y no pueden reproducirse ni llevar a cabo actividades metabdlicas
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considerables. Su membrana plasmética es semipermeable y estd compuesta por estromatina,
lecitina y colesterol, y envuelve al citoplasma un pigmento rojizo la hemoglobina, que
corresponde al 33% de peso del eritrocito y que es la causa del color rojo de la sangre
(Ham, AW, 1984).

Los valores normales de hemoglobina son de 14 a 20 g por 100 ml de sangre en
lactante; 12 a 15g por 100 ml en mujeres adultas y 14 a 16.5 g. por 100 ml en varones
adultos (Tortora, G., 1981).

Los leucocitos son células nucleadas que se clasifican en dos grupos: granulocitos,
que surgen de 1a médula 6sea, tienen granulos en el citoplasma y poseen nucleos lobulados
(neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos) y agranulocitos que derivan de los tejidos linfoides y
mieloides y no presentan granulos citoplasmicos (linfocitos y monocitos) (Ganong, WF,,
1988).

Las plaquetas son fragmentos de células megacariociticas, rodeadas por una
membrana celular. Participan directamente en los procesos de coagulacion (Ham, AW,
1984).

El plasma es un liquido color ambar palido, que queda después de separar los
elementos figurados de la sangre. A las proteinas contenidas en el plasma se les llama
proteinas plasmaticas. Las globulinas comprenden el 38% de las proteinas plasmaticas y son
los anticuerpos que liberan las células plasmaticas. El fibrinégeno constituye el 70% de las
proteinas plasmaticas y participa en la coagulacion de la sangre junto con los trombocitos
(Ham, AW, 1984).

El plasma o fraccidn liquida de la sangre, ocupa el 55% del volumen total.

El plasma contiene numerosas proteinas que, desde el punto de vista de la
criminalistica son importantes, ya que entre ellas se encuentran las precipitinas, fibrindgeno,
albimina y globulinas, elementos que permiten efectuar la determinacion del grupo
sanguineo eritrocitario al que pertenecen (Ham, AW., 1984).

Los eritrocitos humanos estian revestidos por una membrana que presenta una
estructura quimica compleja, (Rifkind, A., 1986) que contiene diversos antigenos de grupos

sanguineos llamados aglutinégenos (Ganong, WF., 1988).
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E! término antigeno, etimoldgicamente significa ANTI= contra, GENNAN=
engendrar (Ham, AW., 1984). Un antigeno es una sustancia (macromolécula, virus, bacteria,
etc.) contra la cual se produce un anticuerpo especifico, cuando dicha sustancia entra en los
tejidos y se pone en contacto con liquidos y células corporales (Ham, AW., 1984).

Los anticuerpos son aquellas sustancias especificas de la sangre y liquidos de los
animales inmunes, producida como reaccidn a la introduccién de un antigeno y que ejerce
una accién antagdnica especifica sobre la sustancia por cuya influencia se ha formado
(Marcaro y Poscar, I., 1983).

La molécula estructural de los anticuerpos es simétrica y en forma de Y, formada por
cuatro cadenas de polipéptidos. Dos de ellos son cadenas pesadas idénticas y los otros dos,
son cadenas ligeras idénticas. Cada cadena estd compuesta por aminoacidos (Ham, AW,
1984). Fig. 1

Entre las inmuloglobulinas IgG, IgM, e IgA existen anticuerpos activos contra
antigenos eritrocitarios. Los sitios de captacion del antigeno se encuentran en el extremo de

la molécula aminoterminal y de la region variable (Rifkind A., 1986).

TIPIFICACION DEL SISTEMA ABO, H Y LEWIS
Los grupos sanguineos humanos son cominmente determinados por el método de

hemaglutinacién de eritrocitos con anticuerpos especificos de grupo sanguineo, e incluso
pueden también determinarse en secreciones y fluidos corporales (jugo gastrico, sudor,
liquido espermatico y saliva), (Ligtenberg, AIM., et al 1990) usando los mismos anticuerpos
(Yazawa, S., Ohkawara, H., 1992). Asi mismo se ha podido determinar la presencia de
grupos sanguineos a partir de la pulpa dental (Lessing, R., Edelmann, J., 1995).

Los individuos de tipo A, tienen un gen que codifica una transferasa, que cataliza la
colocacion de una N-acetilgalactosamina sobre el antigeno H. Los individuos del tipo B,
presentan un gen que codifica la formacién de una transferasa, que a su vez coloca una
galactosa terminal. Los del tipo AB poseen las dos transferasas. Los del tipo O no tienen

ninguna, por lo cual persiste el antigeno H.
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Landsteiner descubrié la existencia del sistema ABO, al observar que la sangre
humana tenia caracteristicas individuales que se manifestaban por reacciones de aglutinacién,
pues encontrd que los eritrocitos de una persona eran aglutinados o agrupados por el suero
sanguineo de solamente algunos otros individuos (Franco de Ambriz, M., 1991).

Desde el punto de vista clinico, el sistema ABO es el mas importante de los grupos
sanguineos (Ganong, WF., 1988; Rifking, A., Banic A., 1986). La presencia o ausencia en
los eritrocitos de los antigenos de grupo sanguineo A y B, determinan los cuatro grupos del
sistema, por lo tanto podemos encontrar a individuos pertenecientes a los siguientes grupos
A, B, AB, v O, clasificacién en la que el O denota la ausencia de Ay de B.

Los antigenos A y B son oligosacaridos complejos, que se diferencian por su azicar

terminal. En los eritrocitos son en su mayoria glucoesfingolipidos, mientras que en otros
tejidos son glucoproteinas (Ganong, WF., 1988):
Un gen H, codifica la formacién de una transferasa, que ubica a este Ultimo azicar en el
extremo de estos glucolipidos o glucoproteinas, con lo cual se forma el antigeno H, que
suele estar presente en [os sujetos de todos los tipos sanguineos (Ganong, WF., 1988). Fig.
2.

Un hecho sobresaliente de este sistema es la presencia regular de anticuerpos anti-A
y anti-B, en el suero de individuos cuyos eritrocitos no tienen el correspondiente
aglutinogeno (Franco de Ambriz, M., 1991) Estos aglutinégenos se encuentran en muchos
tejidos (glandulas salivales, pancreas, rifion, higado, pulmén) (Lisker, R., Armendares, S.,
1984) y fluidos corporales (saliva, semen y liquido amniético), (Ganong, WF., 1988)
incluyendo la sangre.

Se han descrito subgrupos en el tipo A, siendo los de mayor importancia el Al y A2
(secretores y no secretores).

Los anticuerpos contra los aglutindgenos de los eritrocitos se llaman aglutininas.
Los individuos del grupo A desarrollan anticuerpos anti-B, los del tipo B, anticuerpos anti-

A, los del tipo O desarrollan ambos tipos y los def tipo AB, ninguno. (Cuadro 1)
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Las personas con sangre de tipo AB, son receptoras universales porque no tienen
aglutininas circulantes y se les puede dar sangre de cualquier tipo sin que presenten reaccion
alguna debido a incompatibilidad ABO.

Los individuos de tipo O son donadores universales porque no tienen antigenos A y
B; la sangre tipo O puede administrarse a cualquier sujeto sin producir una reaccién de
transfusion, debido a la compatibilidad ABO (Ganong, WF., 1988).

La actividad del grupo sanguineo Lewis (lea y leb) tiene relacién estructural con el
sistema ABO, pero difiere por ser un material antagonico plasmatico soluble, que se une a la
membrana eritrocitica pero no es un producto de ésta.

La actividad de Lewis es producto de un gen estructural, secretado en forma
independiente de los loci ABO y H, por una transferasa que coloca L-fructuosa por enlace
glucosidico en posicién 1-4 con la N-acetilglucosamina en un polisacarido precursor.

Lewis es un caracter dominante, por lo que el genotipo homocigoto recesivo lee no
genera esta actividad (Rifkind, A., Banic, A., 1986).

El producto antigénico de la actividad de la transferasa de Lewis se llama lea y puede
reconocerse por antisueros especificos anti-lea. La insercion de la fucosa determinada por
le, y de la fucosa determinada por H genera actividad antigénica leb, soluble, que al igual
que lea se una a la membrana de los eritrocitos circulantes.

Otro locus genético independiente secretor, con dos alelos es Se y se, que determina
si las actividades antigénicas A, B y H genera en mucopolisacéridos solubles, como los que
existen en la saliva, jugo gastrico o liquido amniotico.

La frecuencia de los genes Se y se es de 64% y 36% respectivamente. La prevalencia
de las diferentes expresiones fenotipicas es de 40.83% para Se-Se, del 41.15% para Se-se y
del 13.10% para se-se (Emeribe, AO., Igweagu, Ca., Osim, EE, 1992).  El genotipo
homocigoto recesivo se-se, no se puede introducir en A, B o H en estos liquidos, pero no

obstaculiza su expresion sobre las superficies celulares.
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CUADRO 1. RESUMEN DEL SISTEMA SANGUINEO
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HERENCIA DE LOS ANTIGENOS A, B
Los genes pueden definirse como las unidades de transmisién hereditaria, (Grolier,

1980) y toda caracteristica genéticamente determinada depende de la accién de cuando
menos un par de genes homélogos, que se denominan alelos.

Cuando ambos alelos son iguales entre si, se dice que el individuo es homocigoto
para ese par de genes, y cuando son diferentes se le llama heterocigoto (Lisker, R.,
Armendares, S., 1984). Fig. 3.

En el estado homocigoto, al ser ambos genes iguales entre si, tienen la misma
informacion genética. En el heterocigoto los alelos son desiguales, lo que quiere decir que
tienen informaci6n distinta para la misma caracteristica, de lo cual derivan dos situaciones:

1) Que sblo se exprese la accidn de uno de los alelos, y en este caso se dice que es
dominante sobre el otro, el que por definicién se conoce como recesivo (los genes recesivos
solo se pueden expresar en estado de homocigocidad).

2) Que ambos genes se expresen y entonces se dice que son codominantes (Lisker,
R., Armendares, S., 1984),

Los antigenos A y B se heredan como caracteres mendelianos dominantes y los
individuos se dividen principalmente en cuatro tipos sanguineos sobre estas bases (Ganong,
WEF., 1988; Grolier, 1980).

Los antigenos eritrociticos estan determinados por fenémenos genéticos, pero el
mecanismo de expresion difiere segiin la naturaleza de cada uno de los sistemas antigénicos.

En el caso de los antigenos determinados por palisacaridos, como el sistema ABO,
los productos genéticos efectivos son glucosiltransferasas capaces de formar los enlaces
glucosidicos especificos que caracterizan a cada uno de los antigenos polisacaridos (Rifkind,
A, Banic, A.,1986)

Los antigenos A y B son transmitidos como alelomorfos mendelianos, siendo
dominantes A y B. Por ejemplo, un individuo con sangre de tipo B puede haber heredado
antigeno B de cada progenitor o un antigeno B de un progenitor y uno O de otro; asi, un
individuo cuyo fenotipo es B puede tener el genotipo BB (homocigoto), o el genotipo BO

{(heterocigoto).
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Hay seis genotipos que corresponden a los cuatro grupos sanguineos. (cuadro 2)
CUADRO 2. GRUPOS SANGUENEOS

Landsteiner y Levine, demostraron que los subgrupos de los grupos AB son
hereditarios. Thomsen, Friedenreich y Worsaae modificaron la teoria de Berstein, explicando

la inclusion de los subgrupos, para lo cual incluyeron cuatro genes alélicos a saber: Al, A2,

ByO.

CAPiTULO 3. )
SECRECION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO EN

GLANDULAS SALIVALES

ESTADO SECRETOR DEL INDIVIDUO
Los aglutindgenos ABO, son polisacaridos que pueden estar presentes en las cadenas

laterales de las glucoproteinas salivales y se encuentran en més del 80% de las personas
secretoras y en menos del 15% de las no secretoras (Schneider, H., 1996).

Un individuo con la capacidad de producir sustancias reactivas de grupo sanguineo
en las glandulas exdcrinas y de secretar dicha sustancia dentro de los fluidos corporales,
tales como la saliva, se le denomina secretor (Green, C., 1989).

Los antigenos de grupo sanguineo Al han sido detectados en secrecion salival y
esperma mezclados con sangre, a partir del método de inmunoelectroforesis (Nikolenko,
OV., Dianova, TN., 1987).

Se ha considerado una significativa correlacion entre la frecuencia del estado
secretor y el fenotipo de grupos sanguineos ABQO, aunque no sea evidencial una reaccién
con la edad o el sexo (Emeribe, AO., Igweagu, CA., Osim, EE., 1992).

En las personas secretoras, las sustancias de los grupos sanguineos estan presentes
en concentraciones mas elevadas en [a saliva submandibular, y estan totalmente ausentes de

la saliva parotidea (Jenkins, GN., 1983).
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Experimentos con anti-A marcado con fluoresceina han demostrado
histologicamente que la sustancia A sélo esta presente en las células mucosas. Los factores
M, N y Rh no estan presentes en ninguna de las secreciones salivales.

El contenido de sustancias de los grupos sanguineos en cada tipo de saliva puede
relacionarse al nimero de células mucosas en las glandulas. La pardtida casi siempre sélo
contiene células serosas, pero algunas glandulas tienen unos cuantos acinos mucosos, lo que
puede explicar la presencia ocasional de estas sustancias en la saliva parotidea. La saliva
submandibular de los secretores contiene mas carbohidratos ligados (en especial fiicosa),
que ia de los no secretores (Jenkins, GN., 1983).

En los no secretores (sujetos cuyos globulos rojos contienen aglutinbégenos, pero
saliva inactiva) pueden aislarse sustancias similares, pero no poseen actividad de aglutinacion
(Jenkins, GN., 1983).

Los secretores A o B se reconocen porque sus salivas inhiben la aglutinacién de
eritrocitos A o B, con los respectivos anti-sueros (Green, C., 1989).

La saliva de los secretores de cualquiera de los grupos ABO, contiene la sustancias
H, y por ello, es capaz de inhibir la aglutinacion de eritrocitos tipo O por anti-H de Ulex
Europaeus (de acuerdo con Ottensooser y Sitberschmidt) (Green, C., 1989),

Las hemoaglutininas vegetales denominadas lectinas, fiueron introducidas en la
practica serologica en 1948, por Renkonen. Se clasifican en inespecificas cuando aglutinan
eritrocitos de cualquier tipo, y especificas cuando aglutinan a determinados antigenos.

Entre las lectinas inespecificas tenemos a las lectinas extraidas de poroto comun,
Phaseus vulgaris, de la Arveja, Pisum sativum, del Ricino communis y otras.

Entre las lectinas especificas, se mencionan especialmente las de Dolichus biflorus
(anti-A), de Ulex Europaeus (anti-H) y de Vicia gramnea (anti-N).

La secrecion o falta de secrecion de las sustancias de grupo esté relacionada con un
gen dominante (Se en los secretores) o con un gen recesivo (se en los no secretores).

Aunque no se conocen todavia los mecanismos moleculares de la aparicion de estos
genes, se sabe que en los sujetos secretores, el gen Se dominante es la forma activa en los
epitelios glandulares, donde estimula la produccidén de antigeno H por el tejido, lo que no

puede hacer si estuviera presente el gen se recesivo (Rifkind, A., Banic, A., 1986).
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Se cree que el gen se, dirige la produccion de una fucosil transferasa especifica de la
cadena de tipo 1. Fig. 4. Mientras que otro gen H proporciona la enzima especifica de la
cadena de tipo 2. Fig. 5. El 90% de [as sustancias de los grupos sanguineos A y B en saliva,
se relacionan con la cadena tipo 1 (Clausen, H., et al 1988; Wang, B., et al 1996).

La presencia de los grupos Lewis esta influida por el estado secretor o no secretor de
los individuos de la siguiente manera: 1.El grupo lea presente en el 25-30% de la poblacion,
estd asociado al estado de no secretor. 2.El grupo leb presente en el 70-75% de la

poblacion, estd asociado al estado secretor.

SUSTANCIAS DE GRUPO EN SALIVA
En la cavidad oral, los antigenos de grupos sanguineos se localizan ampliamente

sobre las mucinas, pero también se encuentran sobre las células epiteliales (Gibbons, RJ.,
Qureshi, JV., 1978; Green, C., 1989; Lie, MA., et al 1994; Ligtenberg, AIM., et al 1990,
Mackenzie, IC., Dabelsteen, E., Mandel, U., 1989),

Los aglutinégenos A, B y O, son polisacaridos que pueden estar presentes en las
cadenas laterales de las glucoproteinas salivales. Se encuentran en fluidos bioldgicos de
aproximadamente el 75-80% de los individuos, los cuales por esta razdén se denominan
secretores, y en saliva se encuentran en concentraciones de 3 mg/100 mi, (Jenkins, GN.,
1983) valor superior al determinado en globulos rojos, sudor, lagrimas y orina, en donde se
encuentran en cantidades muy bajas. Las sustancias secretadas en saliva difieren de las
sanguineas, en que son mucoides en lugar de glucolipidas y son muy solubles en agua.

Debido al hecho de que en saliva, estas sustancias se encuentran en mayor
concentracién que en la sangre, se utiliza la técnica de absorcion-inhibicion para la
tipificacion en saliva de secretores (Franco de Ambriz, M., 1991).

A pesar de la concentracion elevada de las sustancias especificas de grupo en saliva y
semen de individuos secretores, existen serios problemas para la determinacién de grupo, ya
que un porcentaje pequefio de individuos de grupo A y O exhiben actividad B en fluidos
corporales, algunos individuos B y O exhiben actividad B, y algunos individuos B y O
exhiben actividad A.
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Aunque esta altima situacion es mas comun, dicha actividad anormal es muy baja
respecto a la producida por las verdaderas sustancias de grupo, la cual puede ser

determinada de manera adecuada usando las técnicas de absorcidn-inhibicién y absorcion-

elucion.

CAPITULO 4.
ESTUDIO DE LA SALIVA

La saliva humana es una secrecion mixta producida por tres pares de glandulas
mayores: la pardtida, la submandibular y la sublingual, (Dobrosielsky-Vergona, K.,1993;
Jenkins, GN., 1983; Schottelius BA., 1975; Topek, M., 1975; Vick, R., 1986} y otras
glandulas més pequeiias de la mucosa oral: labial, lingual, bucal y palatina, (Jenkins, GN.,
1983) contribuyendo éstas con el 10% de la saliva total (Dobrosielsky-Vergona, K.,1993;
Jenkins, GN., 1983).

Se secretan alrededor de 1000-1500 ml de saliva al dia, (Ganong, WF., 1988; Jensen,
D., 1979; Lehnartz, E., 1949; McClintic, JR., 1983; Mertz, E., 1978; Schottelius BA., 1975)
y generalmente se acepta que el volumen total formado por la saliva en un dia proviene en

un 60-70% de la glandula submandibular, el 25-35% de la glandula parétida, y menos del
5% de la glandula sublingual. (Cuadro 3)

: CUADRO 3
CARACTERISTICAS DE LAS GLANDULAS SALIVALES MAYORES EN EL HUMANO

Las células serosas secretan ptialinas; las mucosas, mucina. El 5% restante del
volumen salival lo forman glandulas linguales y otras pequefias en la cavidad bucal,

Las células serosas secretan amilasa y las células mucosas secretan mucina. El 5%
restante del volumen salival lo forman las glandulas linguales y otras glandulas pequefias de

la cavidad oral.
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A diferencia de otras glandulas del cuerpo humano, el control de la secrecion salival
es exclusivamente neural. La inervacion de las glandulas est4 dada principalmente por fibras
parasimpaticas de los nervios craneales facial y glosofaringeo (VII y IX, respectivamente)
(McClintic, JR., 1983).

Los nervios simpaticos relacionados, son menos importantes y se derivan del ganglio
cervical superior. Las fibras parasimpaticas son las principales controladoras de la secrecion
(McClintic, JR., 1983). El control se ejerce fundamentalmente mediante un mecanismo
reflejo que utiliza las papilas gustativas como receptores.

Cuando la saliva disuelve los alimentos, parte del material entra a las papilas
gustativas de la lengua, y genera impulsos nerviosos. Estos impulsos viajan por los dos
nervios craneales a los centros salivales del tallo cerebral y los impulsos de regreso, viajan
por los mismos nervios craneales a las glandulas salivales. Estas ultimas, actlan como
efectores produciendo saliva (McClintic, JR., 1983).

La saliva contiene aproximadamente 33% de proteinas, 19% de carbohidratos y 3%

de acido sialiaco (Jenkins, GN., 1983).

COMPOSICION DE LA SALIVA

La composicion de la saliva producida en cualquier glandula varia con el ritmo de
flujo y modificaciones de presidén osmética, que a su vez cambia segun el tipo, intensidad y
duracién del estimulo utilizado para obtener la muestra (Bard, P., 1975; Lehnartz, E., 1949)

En consecuencia, la composicion de la saliva puede variar con los cambios en el
estimulo, (Vick, R., 1986) obteniendo resultados mucho mas reproducibles en el analisis de
la secrecion de las glandulas separadas, que en el de la saliva mezclada. Aun en este caso, se
observan variaciones, relacionadas con la hora del dia o con el consumo de alimentos
(Jenkins, GN., 1983; Lehnartz, E., 1949).

Los componentes de la saliva mas importantes son de naturaleza organica,
especificamente la mucina, un albuminoide caracteristico de naturaleza mucosa, que recubre
a las particulas alimenticias y las lubrica, (Lehnartz, E., 1949) confiriéndole a la saliva una
consistencia viscosa (Bard, P., 1975; Mertz, E., 1978).

La saliva por lo general es neutra o débilmente acida, con un pH de 6 a 7 (Mazur, A.,

Harrow, B., 1987).
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La saliva humana contiene aproximadamente 99.5% de agua y 0.5% de solidos. En el
Cuadro 4 se presentan las caracteristicas y los componentes de la misma.

La presencia de material suspendido (bacterias, células epiteliales, mucina),
(Ocaranza, R., 1979) la pérdida espontinea de CO, (Rein, H., 1980) después de la
recoleccion de saliva, causan cambios en la composicién en reposo, por lo que la exactitud
de ciertos analisis depende del tiempo que transcurre entre la recoleccion y el andlisis

(Jenkins, GN., 1983).

CONSTITUYENTES ORGANICOS DE LA SALIVA
PROTEINAS DE LA SALIVA
El contenido total de protefnas en la saliva humana es en promedio de 300 mg/100

ml, pero puede variar considerablemente. Tanto en la saliva parotidea como en la
submandibular estén presentes varias proteinas (Jenkins, GN., 1983). Estas proteinas son:
a) Diversas enzimas, entre las que destacan la amilasa (mas elevada en la saliva
parotidea) y la lisozima (més alta en la saliva submandibular).
b) Las glucoproteinas

¢) Las inmunoglobulinas de los tipos IgA, IgM, e IgG.
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CUADRO 4
ALGUNOS CONSTITUYENTES Y CARACTERISTICAS DE LA SALIVA DEL ADULTO
HUMANO

ENZIMAS
Las enzimas se definen como sustancias de origen biologico que catalizan una

reaccion, (Farias, G., 1991) y son moléculas proteicas gigantescas que facilitan y organizan
las reacciones quimicas del cuerpo (Warner, R., 1972).

La amilasa es la enzima mas importante de la saliva y se le conoce también como
ptialina (Jenkins, GN., 1983; McClintic, JR., 1983) o diastasa salival (Ocaraza, F., 1979)

La amilasa es una enzima hidrolitica, (McClintic, Jr., 1983) secretada en altas
concentraciones por la glandula parotida, (Jenkins, GN., 1983; Moreno, R., 1987) y es la
Unica enzima salival que participa en forma importante en la digestion. Ha sido aislada de la
saliva humana en forma de proteina cristalina (Bard, P., 1975).

Las amilasas son de dos tipos: alfa-amilasas y beta-amilasas.
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Las alfa-amilasas atacan al azar los enlaces 1:4 entre las moléculas de glucosa en la
amilasa y la amilopectina. Los productos finales son maltosa, algo de glucosa de la
amilopectina y algunas dextrinas (Bard, P., 1975; Jenkins, GN., 1983; Rein, H., 1980).

Las beta-amilasas se encuentran en las plantas y se encuentran en la boca gracias a
las bacterias. Atacan el almidon, descomponiendo las unidades de maltosa una por una, lo
que gradualmente reduce el tamafio de la molécula.

El pH Optimo para la actividad de la enzima fluctia entre 6 y 8, (Jenkins, GN., 1983;
Mazur, A., Harrow, B., 1987; Topek, M., 1975; Vick, R., 1986) y es estable entre 4 y 11
(McClintic, JR., 1983; Schottelius, BA., 1975).

La amilasa hidroliza los almidones conocidos en dos fases:

1) digestion hasta dextrinas (unidades que contienen de unas cuantas a varios

cientos de moléculas de azlcar simple); ( McClintic, JR., 1983).

2) digestion hasta disacaridos (unidades que contienen dos moléculas de azucar

simple).

La saliva parotidea tiene una concentracion de amilasa de cuando menos el cuadruple
de la que hay en la saliva submandibular y los extractos de glandulas sublinguales humanas
(material post-mortem).

Es evidente que el alimento permanece en la boca durante un tiempo demasiado
corto para permitir que se produzca alguna digestion del almidén, ( McClintic, JR., 1983)
por lo que la accién principal de la amilasa salival, es digerir el almidon de los residuos
alimenticios que permanecen en la boca después de las comidas, mis que a contribuir al
proceso completo de la digestion.

En 1922, Fleming descubri6 en las ligrimas, la secrecion nasal, la saliva y en la
mayoria de los tejidos y fluidos corporales una sustancia que mata y disuelve al Micrococcus
iysodeikticus. Esta sustancia se llama lisozima o muramidasa, cuya concentracion es mayor
en la glandula submandibular y, es antibacteriana por naturaleza.

La lisozima rompe los enlaces 1:4 entre el 4acido N-acetilmurdmico y la N-
acetilglucosamina. Estos enlaces estdn presentes en las paredes de ciertas bacterias,

(Ganong, WF., 1988) y su ruptura causa su muerte y desintegracién (Jenkins, GN., 1983).

29



[FiG&

@<

OX®

@<

Fig. 6. Representacién diagramdtica de la estructura de una glucoprotefna (no
necesariamente idéntica a la de la saliva humana). La linea ondulada representa la hélice
del polipéptido y las cadenas laterales de carbohidrato estén formadas por los siguientes
constituyentes: @ écido sidlico, X-D-galactosa, O-N-a-cetiglucosamina,[ ] -manosa,

A -fucosa. En algunas proteinas salivales también se encuentra presente sulfato.
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La efectividad de la lisozima en la saliva se reduce por la presencia de mucina, que
inhibe su accion.
La lisozima es detectable en el feto humano aproximadamente entre la 9a. y 12a.

semana de vida intrauterina. La lisozima inhibe mediante lisis el desarrollo de numerosas

bacterias patOgenas (Macaro y Poscar, J., 1983).

La saliva parotidea, contiene concentraciones variables de 1) fosfatasa 4cida,
(Jenkins, GN., 1983) enzima que libera 4cido fosforico de los compuestos fosfato orgénicos,
(Cantaron, A, Schepartz, B., 1988) 2) esterasas y 3) colinesterasas (Jenkins, GN., 1983)
enzimas que actian de manera principal en los glicéridos de acidos grasos de cadena corta y
otros ésteres de acidos grasos, (Cantaron, A., Schepartz, B., 1988) 4) aldolasas (Jenkins,
GN., 1983) enzimas que condensan el aldol entre la fosfodihidroxiacetona y aldehidos para
producir 4cido cetofosforico, (Mascaro y Poscar, J., 1983) y lisozima, (Jenkins, GN., 1983)
ya mencionada anteriormente.

En la saliva de los conductos salivales también se han encontrado 5) lipasas.

Se han detectado otras enzimas en cantidades adicionales que proceden de la flora de
los tejidos orales, tales como 6) fosfatasa alcalina, 7) catalasa, 8) hialuronidasa, 9)
proteinasas, 10) ureasa y 11) desaminasas y, algunas otras encargadas de convertir los

carbohidratos en 4cido lactico (Jenkins, GN., 1983).

GLUCOPROTEINAS
La saliva contiene una mezcla de glucoproteinas, las cuales se conocieron

anteriormente como mucina o mucoides, que son glucoproteinas de alto peso molecular que
contienen 70-90% de carbohidratos y su unién glucopéptida estd compuesta de N-
acetilgalactosamina, con serina o treonina (Ligtenberg, AJM., 1990).

Las glucoproteinas son resistentes a las enzimas proteoliticas (de ahi su efecto
protector sobre la pared del tracto digestivo), debido a que las cadenas laterales del

carbohidrato evitan que las enzimas alcancen el niicleo de la proteina. Fig. 6.

El 75-85% de la molécula corresponde a las cadenas laterales de carbohidrato con un
promedio de ocho residuos por cadena y que contiene galactosa, glucosamina y

galactosamina en una relacton de 4:3:1
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Otros grupos en algunas de las moléculas son fucosas (una metil pentosa), sulfato y
Acido sidlico (acido N-acetil neuroaminico ~NANA-), que pueden considerarse como un
producto de condensacién del 4cido pirivico y una amina de azicar, casi siempre
. manosamina. Algunos de estos constituyentes estin distribuidos en el mismo orden que las
sustancias en los grupos sanguineos y su presencia confiere actividad de grupo sanguineo a
las glucoproteinas.

En la saliva completa se han detectado dieciocho aminoécidos, de éstos, nueve se
han encontrado en forma constante y los otros nueve, en determinadas ocasiones,

La concentracién total de aminoacidos es de aproximadamente 4 mg% y, excepto la
glicina cuya concentracién oscila alrededor de 0.8 mg%, la concentracién de la mayoria de.
los aminoécidos individuales es inferior a 0.3 mg% (Jenkins, GN., 1983) .

También se encuentran presentes algunos péptidos, y hay evidencia de que actian
como cofactores en el metabolismo de las bacterias salivales.

La treonina y la serina constituyen aproximadamente el 45-50% de los
aminoacidos. El otro 30% esta compuesto por prolina y alanina (Jenkins, GN., 1983).

A partir de sus bajos pesos moleculares, muchas de las protefnas de la saliva
(aproximadamente un tercio de las que se encuentran en la glandula submandibular y un
décimo de las proteinas de la glandula parotida) son dialisables.

INMUNOGLOBULINAS DE LOS TIPOS IgA, IgM e 1gG
La JgA forma la mayor parte de los anticuerpos que se encuentran en la saliva

parotidea, (Turk, JL:, 1972) a concentraciones aproximadas de 1-3% con respecto a las del
plasma.

La cantidad de IgM e IgG es sumamente baja (menos de 0.2 mg/100 mi-1). La IgA
entra a la glandula salival a partir del plasma, o puede ser sintetizada por las células del
plasma en la glandula, y en la glandula se sintetiza una proteina adicional (secretora o pieza
de transporte), que se fija a dos moléculas de IgA y se secreta en esta forma.

La pieza secretora que es en si misma antigénica y emigra como una globulina, puede
estar presente en la saliva en forma libre, si hay ausencia de globulinas. La concentracion de

la IgA disminuye al incrementarse el flujo salival (Jenkins, GN., 1983).
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Las inmunoglubulinas del fluido gingival, estan presentes en proporciones similates a
las del plasma y su IgA no contiene pieza secretora. (Jenkins GN., 1983) El peso molecular
aproximado para la IgA y la IgG es de 150,000 daltons. La IgM es una macromolécula de
900,000 daltons (Turk, JL., 1972).

La saliva de las glandulas parétida, submandibular y sublingual contienen cantidades
muy similares de proteinas séricas (p. ¢j. albimina), mientras que hay mayor presencia de
sustancias de grupo sanguineo ABO y Lewis en la saliva submaxilar y sublingual, que en la

glandula parétida (Yazawa, s., Ohkawara, H.,, 1992). .
OTROS CONSTITUYENTES ORGANICOS
Se ha encontrado citrato en la saliva, en concentraciones que varian de 0.2-2.0 mg

100/ml-1. Si la saliva se mantiene en reposo durante una hora aproximadamente, desaparece
practicamente la totalidad del citrato, debido a la accion bacteriana (Jenkins, GN., 1983).

El lactato esta presente en cantidades muy variables, ya que es uno de los principales
productos de la degradacién bacteriana a partir de los carbohidratos, En la saliva del
conducto parotideo estdn presentes rastros de lactato (18-40 mg/ml-1) y piruvato (2-4
mg/ml-1) (Jenkins, GN., 1983). También se encuentran presentes en la saliva, la calicreina,
que actila enzimaticamente sobre una proteina del plasma, produciéndose un polipéptido
conocido como bradicinina. La vasodilatacién en la glandula salival durante la secrecion
podria deberse a la liberacion de calicreina y a las sustancias solubles especificas de grupos
sanguineos, las cuales presentan las mismas caracteristicas de los aglutinégenos del eritrocito
(Schottelius BA., 1975).

La saliva contiene ademas otros albuminoides, como las albiiminas y las globulinas
(Lehnartz, A., 1949; Ocaraza, F., 1979; Rein, H., 1980).

La saliva también contiene urea, (Sufier, S., 1966) asi como dcido ftirico y
amoniaco. La concentracién de urea estd muy relacionada con los niveles plasméticos,
aunque varia con la cantidad de flujo (Cantaron, A, Schepartz, B., 1988).

Virtualmente todo el amoniaco esta formado por las bacterias a partir de la urea y los
aminoacidos. La saliva contiene AMPc, producido a partir de ATP, (Conn, E., 1967) por

una enzima que es la fosforilasa que se activa en presencia de adrenalina (Goldstein, L.,

1978).
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CONSTITUYENTES INORGANICOS DE LA SALIVA

La saliva puede contener sulfocianuro potasico (tiocianato). La presencia de esta
sustancia se reconoce agregando a la saliva algunas gotas de 4cido clorhidrico y una
solucion diluida de percloruro de hierro (Bodansky, M., Fay, M., 1948).

En el caso de que exista el sulfocianuro potésico se produce un color rojo sangre,
(Bodansky, M., Fay, M., 1948) se afiade éter al liquido y se agita la mezcla; el éter al
sobrenadar, queda tefiido del color mencionado (Miiller-Seifert, 1968).

La demostracion de la existencia de la amilasa, o del tioctanato constituyen un medio
para averiguar si un liquido vomitado o expectorado contiene saliva (Muller-Seifert, 1968).

La concentracion promedio de tiocianato es aproximadamente de 13 mg/100 ml™ con
una amplia variacion (3 a 27 mg/100 mI™) y la concentracién parece ser menor a velocidades
de flujo elevadas.

El calcio de la saliva en reposo es en valor promedio de 5.8 mg/100 ml™ y de 16.8
mg/100 mlI”, para el fosfato (Jenkins, GN., 1983). El fosfato de la saliva mixta est4 presente
en varias formas, que incluyen aproximadamente 10% como compuestos orgénicos (en su
mayoria carbohidratos, fosfolipidos, nucledtidos y nucleoproteina). Aproximadamente el
10% esté4 presente como pirofosfato (Jenkins, GN., 1983).

Otros constituyentes son principalmente cloruro, carbonato, sodio, potasio,
magnesio y cantidades comparativamente pequefias de sulfate (Bard, P., 1975). Se
encuentran presentes cantidades muy pequeiias de fluoruroe, yoduro, bromuro, nitrito,
hierro y estaiio. En ciertas muestras de saliva mixta se han encontrado otros elementos
residuales como zinc, plomo, cobre y cromo (Jenkins, GN., 1983).

El contenido del fluoruro en saliva es de 0.01.0.05 ppm en su mayoria en forma

ionizada, con enlaces muy débiles.

FISIOLOGIA DE LA SALIVA
La saliva tiene funciones muy importantes, debido a que contribuye en forma variada

al funcionamiento digestivo y antibacteriano, ademas de ser un fluido esencial para la salud

de los dientes y las superficies mucosas de la cavidad oral.
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FUNCIONES DIGESTIVAS DE LA SALIVA
La tnica enzima verdaderamente importante de las que podemos encontrar en la

saliva es la amilasa, debido a su accion desdobladora de almidon (Jenkins, GN., 1983).
El nivel optimo de temperatura para la ptialina se encuentra entre 50-55°C, y su
actividad desaparece si se calienta rapidamente la saliva hasta 75°C. Del mismo modo su

actividad cesa por completo a 0°C (Sufier, Ps., 1986, Tietz, N., 1987).

FUNCION ANTIBACTERIANA DE LA SALIVA
Existen dos propiedades de la saliva que estén relacionadas con su poder

antibacteriano:
1) La saliva aumenta la permeabilidad capilar.

2) La saliva mixta posee el poder de atraer leucocitos polimorfonucleares.

EFECTO AMORTIGUADOR DE LA SALIVA
Los reguladores de la saliva contienen bicarbonatos, nitritos, fosfato y proteinas. Los

reguladores trabajan convirtiendo un 4cido o un Alcali altamente ionizado, que tiende a
alterar el pH de la solucién, en otra sustancia menos ionizada, es decir, que libera menos
iones H+ u OH-, y por lo tanto, altera ligeramente el pH. Los bicarbonatos liberan el acido
carbonico débil cuando se adiciona un acido, y puesto que este acido se descompone
rapidamente en agua y CO,, éste sale de la solucion, y el resultado no es la acumulacion de

un 4cido mas débil (como con la mayoria de los reguladores), sino la eliminacién completa

del acido (Jenkins, GN., 1983),

LA SALIVA COMO LUBRICANTE
Las glucoproteinas, que son las proteinas principales de la saliva, tienen la

importante propiedad de dar a fa saliva su caricter viscoso. La humectacion de los alimentos

es importante para la formacién del bolo alimenticio, y su lubricacién facilita la deglucion.

CAPITULO 5.
IDENTIFICACION DE LA SALIVA

METODOS PARA LA DETERMINACION DE AMILASA

Existen diversos métodos para determinar la actividad amilésica tales como:
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un 4cido mas débil (como con la mayoria de los reguladores), sino la eliminacién completa

del acido (Jenkins, GN., 1983).

LA SALIVA COMO LUBRICANTE
Las glucoproteinas, que son las proteinas principales de la saliva, tienen la

importante propiedad de dar a la saliva su cardcter viscoso. La humectacion de los alimentos

es importante para la formacién del bolo alimenticio, y su lubricacion facilita la deglucion.

CAPITULO 5.
IDENTIFICACION DE LA SALIVA

METODOS PARA LA DETERMINACION DE AMILASA

Existen diversos métodos para determinar la actividad amilasica tales como:
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Método Colorimétrico (almidén - yoda),

Método de Folin-Wu o de Somogyi-Nelson (Tietz, N., 1987).
Meétodo de Vanloon y Wohlgemuth (Tietz, N, 1987).
Método de Peralta y Reinhold.

METODO DE STREET-CLOSE Y DE SMITH-ROE MODIFICADO.
Estos métodos son "amiloclasticos" y pueden evaluar la actividad enzimatica

siguiendo fa disminucién en la concentracidn del substrato {(almidon} en vez de medir la
cantidad de producto formado (Tietz, N., 1987).

La alfa-amilasa, degrada el almidén formando dextrinas reductoras y azicares
(Lenhinger A 1985; McClintic JR 1983;Tietz N 1987). En este método, la amilasa degrada
un fragmento de almidon para determinar la actividad amilasica (PLM, 1991),

Después de un tiempo determinado, la reaccién con la alfa-amilasa se compara con el
blanco, la coloracidon azul del problema (formada por la reaccion del almidon con el yodo,
es medido espectrofotométricamente antes y después de la incubacion con la muestra
conteniendo la enzima) (PLM, 1991; Tietz, N., 1987).

El decremento en color resultante de Ia hidrolisis de almidon durante la incubacion,
es una medida de concentracién enzimitica, es decir, la disminucion de la absorcion es
proporcional a la cantidad de sustrato degradado y de esta manera se calcula la actividad
amilasica (Caraway, T., Wendell, T., 1960; PLM; 1991).

En la mayoria de los métodos de analisis se mantiene el pH entre 6.9 y 7.2, mediante
el uso de amortiguador fosfato 0.02 M. En algunos métodos se agrega ion CI, pero en otros
se asume que el CI” presente en suero o en orina es suficiente para procurar activacién
maxima (Tietz, N., 1987).

Las unidades y valores normales para la determinacién de amilasa, mediante el
método de STREET-CLOSE, es la cantidad gue convierte en dextrina 20 mg de almidén en
15 min (Tietz, N., 1987).
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CAPITULO 6.
DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO

CON FINES FORENSES

La determinacién del grupo sanguineo en la practica forense aporta a los tribunales,
elementos de prueba importantes tanto para sefialar si una mancha de sangre en el lugar de
los hechos puede provenir de la victima o bien del victimario, o con mayor certeza indicar
que no puede haber analogia entre la sangre encontrada y la de la victima o la de su presunto
agresor (Fernandez, R., 1992; Smith, S., 1953).

El reconocimiento de las manchas de sangre constituye uno de los problemas mas
importantes de la medicina legal. Los dos procedimientos de gran sensibilidad son la
formacion de los cristales de hemina; (Balthazar, V., 1953; Harrow, B., 1942; Rojas, N,,
1966; Vibert, CH., 1989) y examen espectroscopico, (Balthazar, V., 1940) que permiten
caracterizar la hemoglobina y sus derivados, y en el caso de arrojar resultados positivos, el
perito puede afirmar la presencia de sangre en las manchas.

Asimismo, pueden encontrarse sustancias de grupo sanguineo en saliva depositada en
comestibles u objetos inanimados (chicles, plastilina, etc.) inflingidos por mordeduras,
produciendo marcas o incisiones en los cuales queda depositado el fluido salival (Thomas,

CJ., 1995).
En el tejido pulpar de un diente se encuentran sustancias de grupo sanguineo ABO,

que pueden ser identificadas.

También nuevas tecnologias a nivel molecular, tales como el uso de los métodos de
ingenieria genética, se llevan a cabo por el método del ADN, resultando en una mayor
precision para el segmento de un delito (Thomas, CJ., 1994).

Cuando se estudian muestras de sangre fresca, el problema es sencillo, ya que se
reduce a poner en evidencia la presencia de los antigenos de superficie presentes en los
eritrocitos, mediante reacciones de aglutinacion con antisueros especificos.

En manchas de sangre seca, los eritrocitos se han roto y por lo tanto las pruebas de
aglutinacién directa no son factibles; sin embargo, los antigenos del sistema ABO no se
desnaturalizan tan rapidamente y sobreviven durante algiin tiempo conservando la capacidad

de combinarse con anticuerpos especificos.
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La formacién de complejos antigeno-anticuerpo es la base de todos los métodos
empleados en la deteccion de los antigenos de la superficie de los eritrocitos en manchas de
sangre seca.

Las principales glucoproteinas ABO solubles pueden ser detectadas
inmunoldgicamente, ya sea en solucién o después de la absorcién a una fase sélida (una fase
sdlida es generalmente un sustrato manchado que puede absorber glucoproteinas de manera
natural en diferentes grados de acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas.)

Cuando las muestras de sangre seca se retienen sobre un buen soporte, como lo son
las fibras textiles, las particulas alli adheridas conservan eficientemente el material antigénico
(Fernandez, R., 1992).

Las sustancias ABO que estin presentes en manchas secas, pueden extraerse
humedeciéndolas en soluciones preparadas con agua destilada, solucién salina, (Fernandez,
R., 1992) y solucién amortiguadora de fosfato o de amoniaco, a partir de las cuales se
recuperan parcialmente debido a la naturaleza del sustrato.

Posteriormente se llevan a cabo los métodos para detectar las sustancias de grupo
ABO en manchas de fluidos corporales, que incluyen las técnicas: inhibicion de la
hemaglutinacién y absorcion-inhibicion.

Algunos de los factores que pueden influir en los resultados de los métodos antes
mencionadas son los siguientes:
a) Modo de recoleccidn de la muestra de los fluidos corporales.
b) Edad de las manchas y condiciones de conservacion de las muestras.
¢) Estado patoldgico del individuo (Jiménez, C., 1952).
d) Contaminacion bacteriana.

e) Contaminacion con otros fluidos corporales.

METODO DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

Se basa en la presencia o ausencia de varios aglutindgenos en los eritrocitos. Frente a
éstos dos aglutindgenos o receptores A y B se encuentran en el suero dos aglutininas de alfa

(anti-A) y beta (anti-B) (Horsters, H., 1957; Yazawa, S., Ohkawara, H., 1992),
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Este método detecta la presencia de proteinas séricas y sustancias de grupo
sanguineo en saliva y determina el estado secretor del individuo (Masseyeff, R., 1957). Con
esta técnica se utilizan lectinas anti-H (extractos parcialmente purificados de Ulex
Europaeus).

Friedenreich y Worsaae determinaron que el grupo A se subdivide en dos: Al y A2
(siendo su diferencia de orden cualitativo), los cuales funcionan como alelomorfos con los
factores O y B con caracter dominantes cuando se asocia con A2 y recesivo cuando se une
con el Al (Jiménez, C., 1952). Se utilizan suspensiones de eritrocitos que varian en
concentraciones del 5% y se recomiendan células A2 en lugar de células Al

El método de todo o nada o de una etapa es el més simple, y se basa en la
incubacién de un volumen de antigeno (de fluido corporal, extracto de mancha, etc.) con el
mismo volumen de una dilucién apropiada del antisuero, antes de afiadir eritrocitos
apropiados.

Se puede llevar a cabo una dilucién seriada por duplicado de la mezcla antigeno-
anticuerpo, para determinar la pérdida del titulo del antisuero; éste método puede usarse
para tipificar manchas sin previa extraccion, sumergiendo el sustrato manchado en el

antisuero (Masseyeff, R., 1957).

TECNICA DE ABSORCION-INHIBICION PARA MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA

Las sustancias del grupo ABO solubles en agua, estan presentes en el liquido seminal
y en saliva de los individuos secretores, los cuales secretan la sustancia H en adicion a
cualquiera de las sustancias A y/o B que ellos puedan secretar (Wiener, A., 1973).

La muestra que contiene el antigeno salival se mezcla con un antisuero adecuado de
especifidad conocida. Si el material cuestionado contiene el antigeno correspondiente se
Hleva a cabo la absorcion especifica del anticuerpo por el antigéno. El anticuerpo en el
sobrenadante, se observa con eritrocitos de propiedades antigénicas conocidas, (Fernandez,
R., 1992) este es el principio de la absorcidn especifica que puede medirse mediante la
titulacién del anticuerpo antes y después de haberlos- mezclado con el material sometido a

estudio (Schiff, F., Boyd, CW., 1952).
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Si el titulo del anticuerpo estd reducido notablemente, significa que su actividad
hemaglutinante est4 inhibida (de ahi el nombre de inhibicién) y se concluye que el antigeno
correspondiente estd presente en el material de prueba.

Aunque tiene ciertas desventajas la técnica de absorcion-inhibicién, es
particularmente util para la identificacion de antigenos solubles. Las desventajas se refieren a
su relativa insensibilidad, asi como el considerar dentro de los limites de la variacién
experimental, la reduccion del titulo de una o hasta dos diluciones entre el valor original y el
valor posterior a la incubacion con la muestra ensayada.

Lo anterior significa que la muestra debe absorber en forma especifica al menos tres
cuartas partes del contenido en anticuerpos del antisuero original, antes de concluir con
certeza que el antigeno correspondiente se encuentra presente en la muestra analizada.

La sensibilidad de la prueba de inhibicién depende primordialmente de la potencia del
antisuero empleado.

Los valores de titulacién 6ptima se encuentra generalmente entre 1:16 y 1:64. Cifras
mas altas pueden originar inhibicién, mientras que valores muy bajos favorecen la inhibicién
inespecifica por material que no posee el antigeno correspondiente.

Otro problema que presenta estd técnica, se relaciona con el descubrimiento del
anticuerpo anti-H, el cual aglutina fuertemente células O y A2, ligeramente células Al y
también reacciona con las sustancias H, presentes en las secreciones de los individuos
secretores de todos los grupos.

Si la mancha problema es probada con suero anti-H, asi como con suero anti-A y
anti-B, entonces, la saliva con antigenos O absorberd el anti-H. Por [o tanto manchas de
secretores pueden identificarse positivamente de esta manera.

Para el procedimiento normal de absorcion-inhibicién para muestras de sangre, se
requiere el uso de eritrocitos A2, pero la alta concentracion de sustancias ABH en la saliva,
hace necesario el uso de células Al.

Cuando se analiza la saliva fluida por la técnica de absorcion-inhibicién, es comun

encontrar fuerte inhibicién con saliva diluida 1:1000, mientras que se obtienen resultados

falsos positivos para reacciones A y B a diluciones de 1:10.
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Las sustancias A y B de secretores se pueden demostrar hasta diluciones de 1:4000 o

Con saliva total de secretores es comiin obtener reacciones negativas o débiles para
el antigeno apropiado A o B, pero utilizando diluciones sucesivas la potencia de aglutinacion
se incrementa gradualmente hasta un méximo que se mantiene constante,
independientemente de las diluciones posteriores que se realicen. Este fendmeno se conoce
como EFECTO DE PROZONA, que es causado por la presencia de un exceso de
antigenos hidrosolubles, que solubilizan en la muestra y absorben un alto porcentaje del

contenido de anticuerpos, dejando un remanente insuficiente para combinarse con los

antigenos absorbidos (Masseyeff, R., 1957).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar y proponer mediante un estudio analitico y estadistico, la estandarizacién
y establecimiento de los métodos y técnicas adecuadas que permitan la identificacién de

muestras de saliva y de sustancias de grupo sanguineo en saliva fluida y en manchas secas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar los métodos y téenicas adecuadas para la determinacion de la actividad
de amilasa, como indicador de presencia de saliva y de sustancias de grupo sanguineo en

muestras de saliva fluida y en manchas secas.

Determinar la concentracién minima de saliva para identificar de manera confiable 2

las sustancias de grupo sanguineo del sistema ABO.

Determinar las cantidades minimas de saliva requeridas para identificar

confiablemente al grupo sanguineo al que pertenecen.
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HIPOTESIS

Utilizando diluciones seriadas de saliva de individuos de grupo sanguineo conocido
SI es factible identificar actividad amilasica hasta una dilucién de 1:4096, asi como SI es

posible identificar a las sustancias de grupo sanguineo hasta diluciones de 1:256.

Utilizando diluciones seriadas de saliva de individuos de grupo sanguineo conocido
NO es factible identificar actividad amilasica hasta una dilucién de 1:4096, ni identificar a las

sustancias de grupo sanguineo a diluciones de 1:256.
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METODOS Y MATERIALES

Se determino en 56 muestras de saliva recolectada de 56 individuos de grupo
sanguineo conocido, de estas 9 son muestras de saliva fluida y 47 son muestas de saliva
preparada en manchas secas.

Se utilizaron las siguientes técnicas:

a) Técnica de Street y Close para la determinacion de la actividad amilésica en 9

muestras de saliva fluida; recolectadas de 9 individuos voluntarios adultos de
grupo sanguineo conoctdo.
Bajo las siguientes condiciones:

L Las diluciones de cada una de las 9 muestras se efectuaron a partir del
sobrenadante utilizando agua destilada.

1L Las diluciones de trabajo fueron: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,1:64,
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096; con cada una de las
muestras.

III.  Con los valores promedio de actividad amilasica a cada una de las
muestras se les calculd su logaritmo de base 10; y se elabor6 una
grifica semilogaritmica de actividad amilasica contra dilucion de
saliva.

Asi mismo se determind la actividad amilasica en otras 47 muestras conteniendo
manchas secas de saliva; recolectada de 47 individuos voluntarios adultos de grupo
sanguinec conocido.

Bajo las siguientes condiciones:

L 24 muestras se diluyeron a 1:20 con agua destilada

1I. 23 muestras se trabajaron sin diluir

III.  Las 24 muestras que corresponden a las muestras diluidas 1:20; su
tiempo de secado fluctud de 1 a 90 dias (3 meses); a temperatura

ambiente, sin exposicion al sol.
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IV.

Las muestras que corresponden a las 23 muestras sin diluir; su tiempo
de secado fluctud de 1 a 7 dias; cuyo soporte o contenedor fue papel
filtro, con excepcion de las muestras numeros 45,46 y 47,

Las muestras No. 45,46 y 47 corresponden a colillas de cigarro de 3
individuos fumadores voluntarios de grupo sanguineo conocido cuyo

tiempo de secado fluctio entre 1y 90 dias.

b) Técnica de hemaglutinacién directa para el estudio del titulo de anticuerpos

para la tipificacion de sustancias de grupo sanguineo en saliva fluida diluida en 9

individuos.

Bajo las siguientes condiciones:

Para muestras de saliva fluida y de manchas secas:

I

I1.

IIL

Las diluciones hechas con las muestras de saliva de los 56
voluntarios, y que se trabajaron para determinar actividad amilésica,
se utilizaron también para identificar las sustancias de grupo
sanguineo presentes en cada una de las muestras.

Se realizé una serie de diluciones que van de 1:2 a 1:256 de las 9
muestras obtenidas de individuos de grupo sanguineo conocido.

Se les asigno un nimero conforme a una escala de aglutinacion
propuesta; con la finalidad de obtener el titulo maximo de antisueros
para establecer las sustancia de grupo propuesta; y mediante la
potencia de los hemoagrupadores se selecciond el titulo de antisueros

para trabajar.

¢) Técnica de absorcion-inhibicion para la determinacion de sustancias de grupo

sanguineo en muestra de saliva fluida y en manchas secas:

En saliva fluida:

1

IL.

Se trabajo simultdneamente con las 9 muestras de saliva fluida que se
recolectaron de 9 individuos voluntarios adultos de grupo sanguineo

conocido.
Para la identificacion de grupo sanguineo se trabajo Unicamente hasta

la dilucién 1:256 (antisueros A y B)
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III.  Para la identificacion de grupo sanguineo se trabajo tinicamente hasta
la diluci6n 1:420 (Antisuero H)
En manchas secas:
I Se debe seguir el mismo procedimiento sblo que previamente se
determina la actividad amilésica.
IL Con la finalidad de estimar la dilucidn a la que podria encontrarse
dicha muestra de saliva y asi deducir mas facilmente el titulo de

anticuerpos a utilizar.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVO

a) MATERIAL
¢ Tubos de ensayo 13 X10.

¢ Gradillas metélicas.

¢ Pipetas automaticas de 10 mi y 1000 ml.

¢ Dispensador de 10 ml.

¢ Termémetro de 0-100°C.

¢ Vasos de precipitado.

¢ Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

¢ Puntas de plastico desechables de 0.50 ml y de 1000 ml.

b) EQUIPO
+ Bafio seroldgico de 0-140°C.

¢ Espectrofotdmetro de luz visible marca Bauch & Lomb.
+ Cronometro,

¢+ Refrigerador.
c) REACTIVOS

4 Agua destilada.

¢ Kit para determinacion de alfa amilasa merckotest.
incluye el sustrato (0.2 gr. de amilosa por litro de solucidén de NaCl 15mM/1),
amortiguador de fosfatos 20nM/1 pH 7.1, reactivo de coloracion (solucién de yodo

0.008N) y HC!
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¢ Sustrato amortiguador: consiste en una mezcla de amilosa (0.2 g/I) con amortiguador de
fosfato (20mM/L) en una proporcion de 1:1.

+ Reactivo de coloracién: Sustrato de yodo 0.008N. Dilucién 1:10..

Nota. Los reactivos fueron preparados de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

MUESTREQ Y PREPARACION DE MUESTRAS

Previo aseo bucal, se tomaron 9 muestras de saliva de personas voluntarias adultas
de ambos sexos (tres de cada grupo sanguineo A, By O).

Las muestras fueron colectadas en tubos de ensayo limpios, libres de trazas de
detergente, rotulados con nombre, edad, sexo, grupo sanguineo y fecha. Las muestras
fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 5 minutos, separando el sobrenadante sin
remover ¢l sedimento, y se efectuaron las siguientes diluciones seriadas del sobrenadante;
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048 y 1:4096 se analizaron
para identificar los grupos sanguineos utilizando la técnica de absorcién inhibicion
(Gnicamente hasta la dilucion 1:256), y se determin6 la actividad de la amilasa. El
sobrenadante que no se trabajé inmediatamente se almacend a —20°C.

Se prepararon manchas de saliva, sobre cigarros con saliva fluida de voluntarios de
grupo sanguineo conocido, y se secaron a temperatura ambiente durante aproximadamente
tres meses. Posteriormente se constituyeron con 100 ml de agua destilada, de donde se
tomaron alicuotas para determinar su actividad amilésica y las sustancias de grupo sanguineo
ABO. En esto se excluyeron de este estudio las muestras de saliva contaminadas con otras
sustancias como lapiz labial, alimentos y bebidas alcoholicas, y pérdida de propiedades

enziméticas (inactividad amiléasica de la saliva).

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE AMILASA EN SALIVA FLUIDA
Para cada muestra analizada se utilizaron un par de tubos de ensayo, marcados con

las etiquetas "T” y “C" (Testigo y Control), respectivamente.

Después de introducir en cada uno 4.5 ml del sustrato amortiguador a 85-90°C, se trabajo
una serie de tubos marcados respectivamente con diluciones: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096, y se incubaron en un bafio de agua a 37°C,

durante 5 minutos, para alcanzar equilibrio de temperatura.
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Posteriormente, con pipeta se introdujo por duplicado a cada uno de los tubos (T y C) 0.01
m} de las muestras de su respectiva saliva diluida (es 0.10 ml. de saliva diluida 1:2 al tubo
marcado con dilucién 1:2, 1.4 al tubo marcado con dilucién 1:4 y asi sucesivamente).

Mezclamos cada uno de los tubos, anotando el tiempo e incubacion en agua durante
15 minutos. Al final del periodo de reaccién se agregaron 10 ml de H,O destilada a cada
tubo, se adiciond entonces 0.50 mi del reactivo de coloracion (mezclando bien la solucion
sustrato-amortiguador). El tubo testigo contiene 20 mg de almidon (4.0mg/ml),
amortiguados en concentraciones 0.04M aproximadamente.

Se agitaron manualmente los tubos y se leyo la absorbancia a 620 nm frente a agua
destilada, para la cual se fij6 absorbancia 0, simultdneamente se procesé por duplicado un

control de reactivos

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE AMILASA EN MANCHAS

SECAS DE SALIVA.
Para el estudio en mancha seca, se corta un fragmento de papel filtro de 0.5 cm?

conteniendo la mancha, y se reconstituye con 100 pl de agua destilada; se agita
vigorosamente en forma manual durante 30 segundos. Se toma una alicuota de 10 ml y se

determina la actividad amilasica de acuerdo con el procedimiento descrito para saliva fluida.

CALCULOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD AMILASICA.
Si "At" y "Ac" son las lecturas de absorbancia de "T y C", el nivel de amilasa en

unidades por 100 ml es:

Ac - At x 400 mg/100ml
AcC

Street-Close definid su unidad de amilasa como la cantidad de enzima que hidroliza
20 mg de almiddén en 15 min bajo condiciones del andlisis. El valor de Ac representa los 20
mg inictales de almidén y Ac-At = AA los mg de almidén hidrolizados por la enzima en 0.50
mi del reactivo de coloracion (Tietz, N., 1987)
Asi;

(A)A X 20 X 1 X 100 = 400 X (A)A Unidades/100ml.

Ac 10 0.5 Ac
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El factor 400 sers valido solo si AC representa 20 mg de almidon por la preparacion

de las soluciones al realizar las mezclas de los reactivos a trabajar (sustrato amortiguador y

solucion de yodo).

DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO DEL SISTEMA ABO.
MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS
a) MATERIALES

+

L 4

+

¢

¢

Tubos de ensayo de 10 X 75 y de 13 X 100.

Gradillas de plastico.

Pipetas automaticas de 0 a 20ml, de 5 a 50 ml, de 40 a 200 ml, y de 200 a 1000 ml.
Puntas de plastico para pipetas automaéticas.

Tubos para microcentrifuga de 1.5 ml.

Pipetas Pasteur.

Bulbos de goma.

Vasos y matraces de diferente volumen.

b) EQUIPO

L4

L 4

L ]

L

*

*

Microcentrifuga de 0 a 12,000 rpm (marca Dupont, Mod. SN 9300078).

Centrifuga de 0 a 5,000 rpm con control de tiempo y temperatura (marca Baxter
Scientific Mod. 2752).

Agitador mecanico de tubos (marca Vortex)

Cronometro.

Refrigerador y congelador.

Bafio ultrasénico con control de temperatura (marca Astrason Mod.13HT).

c} REACTIVOS

+

L

¢

Antisueros humanos policlonales anti-A {marca Organon Tecknika B.V, lote 20422253).
Antisueros humanos policlonales anti-B (marca Organon Tecknika B.V, lote B 190).
Lectina anti-H.

Cloruro de sodio.

Na;HPO,.

Sangre humana tipo A1, By O.
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d) PREPARACION DE REACTIVOS

1. Solucién salina: mezclar 0.9 g. de NaCl en 1 litro de agua destilada.
2. Amortiguador de fosfatos:
Solucién 1.- Se disuelven 9.47 g de Na,HPO, en un litro de agua destilada.
Solucion 2.- Se disuelven 9.08 g de KH;PO, en un litro de agua destilada.
Solucion 3.- Se disuelven 8.5 g de NaCl en un litro de agua destilada, se mezclan 72 ml
de la solucion 1 con 28 mi de 1a solucién 2. Aforar a 1 litro con la solucién 3. Guardar

en frasco ambar a 4°C.

4, Suspension al 2% en solucidn salina, de eritrocitos tipos: Al, By O.

MUESTREO Y PREPARACION DE MUESTRAS.
Las muestras se prepararon conforme a lo mencionado anteriormente.

TECNICA PARA LA DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO

ABH.
a) Técnica de hemaglutinacién directa para el estudio del titulo de

anticuerpos para la tipificacién de sustancias de grupo sanguineo en saliva

fluida.
Se agregan 300 ml de solucién amortiguadora de fosfato, a una serie de tubos

previamente rotulados con las diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512,
1:1024, 1:2048, 1:4096. Agregar 300 ml de suero anti-A al primer tubo; agitar y reposar por
1 min tomar una alicuota de 300 ml y dispensarla al segundo tubo. Proceder de igual manera
hasta finalizar la serie. Una vez concluido, se despositaran alicuotas de 30 ml de cada uno de
los tubos a otra serie de tubos marcados idénticamente, agregar 30 ml de suspensién de
eritrocitos al 2% de grupo sanguineo A, agitar por 30 segundos y reposar por 3 minutos,
centrifugar a 2400 rpm durante 2 min. Leer la aglutinaciéon de acuerdo con la escala que se
propone (Cuadro 5). Realizar el mismo procedimiento para el suero anti-B (Franco de

Ambriz, M., 1991).
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CUADRO 5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Pesar 1 mg de lectina anti-H y disolverla en 1000 m! de solucién amortiguadora de
fosfatos. Mantener en congelacion a —20°C hasta su uso, sobrebasando 5 dias de haberse
preparado. Realizar una serie de diluciones de 1:2 hasta 1:256. Preparar 6 ml de 1:300,
1:320, 1:340, 1:380, 1:400 y 1:420. Rotular estas mismas diluciones en una serie de tres
tubos con las letras A, B y H. Agregar 30 ml de estas soluciones a los tubos. Agregar 30 ml
de suspension de eritrocitos de grupo correspondiente, al carril marcado con las letras A, B
y H; agitar, reposar por 1 minuto y centrifugar. Leer la aglutinacic')‘n de acuerdo a la escala

propuesta.
Realizar el analisis de potencia de los hemoagrupadores y seleccionar el titulo de

antisueros para trabajar.
En el caso de manchas secas, se debe seguir el mismo procedimiento, sélo que
previamente se determina la actividad amildsica, para estimar la dilucidn a la que se podria

encontrar dicha muestra de saliva, y deducir mas facilmente el titulo de anticuerpos a

utilizar.

b) Técnica de Absorcién-Inhibicién para la determinacién de sustancias de
grupo en muestras de saliva fluida y en manchas secas.
El método consiste basicamente en la absorcion del antisuero por los
correspondientes antigenos presentes en la muestra,
Al agregar posteriormente eritrocitos de tipo sanguineo conocido, estos aglutinaron

o no dependiendo-del tipo de anticuerpos presentes. Es decir, los eritrocitos no aglutinaron
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en ausencia de sus correspondientes anticuerpos ya que estos son absorbidos por los

antigenos de la muestra (Horsters, H., 1947),

PROCEDIMIENTO
Preparacién de la muestra y de las soluciones de anticuerpos.

Dispersar 800 ml de solucién salina en una serie de tubos previamente rotulados
como: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, y 1:256. Agregar 800 m! de saliva al primer
tubo, agitar mecanicamente y dejar reposar por 2 min, Tomar una alicuota de igual volumen
y dispensarlo al segundo tubo, completar la serie en la misma forma.

Los sueros anti-A, anti-B y anti-H se prepararon conforme a las diluciones de trabajo
elegidas por su potencia de hemaglutinacién. En este estudio se eligieron para los antisueros
Ay B, las preparaciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y para la lectina anti-H,
las de 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:280, 1:300, 1:320, 1:340, 1:350, 1:400 y 1:420,

Se colocd en gradillas un total de 192 tubos a procesar y se rotularon debidamente
(con el propésito de facilitar el manejo se asigné un c6digo numérico) como se muestra en el
Cuadro 6.

Se tomaron alicuotas de 30 ml de cada una de las diluciones de saliva, (o del extracto
reconstituido de la mancha seca) y se colocaron en los 24 tubos correspondientes a su
dilucién. A continuacién se adicionaron 30 mi de antisueros A, B y H a su correspondiente
carril y dilucién. Las muestras se agitaron gentilmente por 1 minuto y se dejaron reposar por
espacio de 15 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo sefialado, se
agregaron 40 ml de suspension de eritrocitos del grupo sanguineo correspondiente a cada
carnil.

Se agitaron manualmente y dejaron reposar por 15 minutos. Se centrifugaron a 2400 rpm

durante 1 minuto a temperatura de 4°C. Se leyé la aglutinacion de acuerdo a la siguiente

escala.
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RESULTADOS

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILASICA EN SALIVA FLUIDA
DILUIDA.

La actividad amil4sica se determind en muestras de saliva que fueron colectadas de 9
voluntarios de grupo sanguineo conocido A (M1, M2, M3), B (M4, M5, M6) y O (M7, M8,
M9), en tubos de ensayo limpios y centrifugados a 12,000 rpm, durante 5 minutos. Las
diluciones se efectuaron a partir del sobrenadante utilizando agua destilada.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 1,2 y 3.(Ver APENDICE.

Graficas 1,2 y 3).
Los resultados promedio se presentan en la tabla 4 .(Ver APENDICE. Grifica 4).

TABLA 1. ACTIVIDAD AMILASICA EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA DILUIDA
DE VOLUNTARIOS DE GRUPO SANGUINEO A

Se observé un decremento desde 93673 i (dilucién 1:2) hasta 33 pl (diluclén 1: 4096) de la actividad de la enzima
amilasa conforme aumenta la dilucién de Ia saliva,

65



Maestro Enrique Manuel Sanchez S4nchez
Tests Doctoral

TABLA 2. ACTIVIDAD AMILASICA EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA DILUIDA
DE VOLUNTARIOS DE GRUPO SANGUINEO B

A dileclones més altas de 1:4096 ya no se ohservé actividad amilésica, al igual gue ¢n la tabla anterior; e igualmente
hubo un decremento de la actividad amil4sica al aumentar 1a dilucién de la saliva,
{-) El dato correspondiente no serd considerado para ¢l promedio genersal, y ia causa pudo deberse a la contaminacién de la
muestra o por saliva Insuficlente.

TABLA 3. ACTIVIDAD AMILASICA EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA DILUIDA
DE VOLUNTARIOS DE GRUPO SANGUINEO O

IESHE

El comportamiento de la actividad amilisiea disminuye ¢n refacién proporcional at aumento de Ia dilucién en todas Ias
nuestras de saliva anallzadas. La siguiente tabla nos presenta Jos resultades conjuntos de la actividad amilfisica, obtenldos para las
muestras de saliva estudiadas en el presente érabajo.
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TABLA 4. ACTIVIDAD AMILASICA PROMEDIO EN SALIVA FLUIDA DILUIDA DE
VOLUNTARIOS DE GRUPOS A, BYO

Con valores promedio de actividad amildsica a cada uno Jde las muesiras se les caleuld su logaritmo de base 10.

Se construyd una grafica semilogaritmica como se muestra en la Grifica 4. (Ver

APENDICE).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILASICA EN MANCHAS SECAS
DE SALIVA,

TABLA 5. ACTIVIDAD AMILASICA EN MANCHAS SECAS DE SALIVA
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Contintta Tahla 5

De cads una de las muestras conteniendc la mancha seca de saliva, se recorté aproximadamente 0.5 cm y se
recanstituye con 100 pL de agua destilada,

** Muestras diluidas 1:20 con agua destilada. El resto de las muestras se trabajaron sin diluir.

— Muestras en las cuales no fue posible determinar el grupo sanguineo empleando Ia técnica de absorcién-
inhibicién, debide a una cantidad insuficiente de antigenos, o a la ausencia de saliva.
Muestras 1-24. Tiempo de secado fluctud de 1 a 9¢ dias a temperatura ambiente, sin exposicién al sol,
Muestras 25-44, Las manchas de saliva sobre soporte de papel filtro fueron secadas por 1-7 dias.
Muestras 45, 46 y 47 Corresponden a muestras provenientes de colillas de cigarros de 3 fumadores
voluntarios de grupo sanguineo conocide. Su tiempo de secado fluctiio de 1 a 90 dias a temperatura ambiente,

sin exposicién al sol.

La actividad de la amilasa se determin6 en manchas secas de saliva sobre papel y
preparadas con saliva fluida de voluntarios de grupo sanguineo conocido impregnada sobre

papel filtro y secadas a temperatura ambiente.

Se trabajaron controles negativos que consistieron en fragmentos de papel filtro

limpios (areas sin manchas de saliva), e igualmente se utilizaron blancos de reactivos.

DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO EN
MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA DE VOLUNTARIOS DE GRUPO

SANGUINEO A,B y O.
Utilizando la técnica de absorcion-inhibicion se determino el titulo de anticuerpos

anti-A, anti-B y anti-H, en muestras de salivas fluidas en dilucion doble seriada desde 1:2

hasta 1:256. Los resultados se presentan en las Tablas 6, 7, 8,y 9.
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DISCUSION

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILASICA.
El método empleado en el presente estudio fue el de Street y Close, (Método

amilocléstico) (Tietz, N,, 1987). Este método, disefiado originalmente para estudios de tipo
clinico en muestras de suero y orina, se adapté para el andlisis de amilasa (enzima mas
importante de la saliva) en saliva fluida y de manchas de saliva seca, indicios ttiles en
investigaciones de tipo forense. En comparacion con otros métodos como el de Folin-Wu o
el de Somogy-Nelson disefiados para fines forenses, los cuales son procedimientos
cronométricos y su método se basa en el analisis sacarogénico. La técnica sacarogénica lleva
su procedimiento al cabo de 60 minutos aproximadamente,

Existen otros métodos como el de Peralta y Reinhold los cuales se utilizan para
determinar amilasa en suero con el mismo inconveniente anterior.

El método de Street y Close resulto rapido (el tiempo maximo de anélisis para una
serie de 10 muestras fue de aproximadamente 30 minutos), cuantitativo y de sensibilidad
adecuada, ya que alcanzé a detectar actividad de amilasa en muestras de saliva diluida hasta
1:4096 veces, lo que nos indica cantidades traza de amilasa. Ademas s6lo requiere de 10 pi
de la muestra (que pueden ser saliva entera o diluida, o extractos de manchas de saliva seca),
aspecto importante debido a que la investigacién criminalistica generalmente se cuenta con
cantidades limitadas de muestra. Para el caso de manchas de saliva seca, la importancia es
aln mayor ya que sOlo se necesita de un fragmento del soporte conteniendo la mancha de
saliva, de aproximadamente 5 mm?® muestra suficiente si consideramos al tamafio de una
colilla de cigarro, de una estampilla postal, del engomado de un sobre o de una goma de
mascar.

La identificacién de la saliva es posible ilevarla a cabo a través del estudio de sus
componentes de acuerdo con lo establecido en la literatura. De los componentes salivales, la
enzima amilasa es caracteristica de este fluido se encuentra en concentraciones altas en saliva
parotidea de 60 a 120 mg/100m!. La determinacion de la amilasa al igual que la de otras

enzimas, se realiza a través de su actividad sobre un sustrato especifico que para este caso es
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la amilosa. Es decir, no se mide directamente la concentracién de la enzima, sino que

establece su presencia indirectamente a través de su actividad enzimatica.

DETERMINACION DE AMILASA EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA.

Los resultados de la etapa del estudio correspondiente a medir la actividad
enzimatica de diluciones seriadas de saliva fluida de 9 individuos voluntarios de los grupos
sanguineos A, B y O (3 personas por cada grupo sanguineo), para establecer la dilucion
méaxima a la cual todavia es posible detectar actividad amilasica, y por consiguiente
identificar saliva, se reportan en las tablas 1, 2 y 3.

Los resultados de la tabla 1, indican que la actividad amilasica es maxima a la
dilucién 1:2 en las 3 muestras obteniéndose valores maximos de actividad enzimatica
mayores a 47,383 y menores a 105,661, pi. Es decir, la actividad enzimatica de una dilucién
seriada al doble mayor a 1:4096, seria de 0 W, lo que indicaria ausencia o cantidades
insuficientes de amilasa para ser detectadas por este método. Los valores para saliva
concentrada serian el doble de lo reportado en la tabla. Por otra parte los resultados
obtenidos para los voluntarios de grupo sanguineo "O" (Tabla 3) comparados con el de los
grupos sanguineos "A" y "B" (Tablas 1 y 2 respectivamente), en promedio son menores,
sin poder definir si esta diferencia es significativa o debida al azar. Para tal efecto se
constriuyo una grafica semilogaritmica del Log. de la Actividad Enzimatica vs Dilucion de
Saliva (Ver Apendice. Grifica 4), utilizando, los datos de la Tabla 4, y a partir de esta
recta, interpolamos el valor de la actividad enzimatica obtenida en promedio de las muestras
de saliva fluida diluida y estimamos el intervalo de dilucion en que probablemente se
encuentre la saliva en dichas muestras. Aunque se han realizado estudios en este aspecto, se
han enfocado exclusivamente a la cuantificacion de sustancias de grupo sanguineo salival.
Un trabajo importante que se aproxima al problema, es el realizado por Milne y Dawes en
1973, en donde establecen la contribucion relativa de las diferentes glandulas salivales a la
actividad de grupo sanguineo en la saliva entera.

Para poder esclarecer la relacion entre la secrecion de ambas sustancias, se tendria
que disefiar una investigacion enfocada a considerar la influencia de los factores que

determinan sobre la concentracién de amilasa en saliva, ritmo de flujo, hora de recoleccién y
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tiempo transcurrido hasta su analisis, uno de los cuales podrian ser la relacién entre
secrecion o presencia de las sustancias de grupo sanguineo.

Los resultados de la actividad amilsica en saliva, confirman que este fluido presenta
actividad de amilasa mas alta que la reportada para suero (54-308 (i) y orina (143-2325 pi),
(Tietz, N., 1987) de acuerdo con los valores citados en ¢l manual de Merck, utilizando el
mismo método que en el presente trabajo. La diferencia entre estos valores en promedio, con
los de la saliva (41-78,385 i) reportados en el presente trabajo, es bastante grande.

Este dato es discutible, ya que desde un punto de vista forense, para la identificacion
o la diferenciacién de varias manchas con actividad amilasica, ya que siendo la técnica
modificada que se usd en ese estudio, manchas de orinas o suero, darian resultados bajos
cercanos a 0 LI para valores de actividad amilésica a las diluciones de trabajo propuestas, ya
que de acuerdo con Whilott y Griffiths, (Tietz, N, 1987) la técnica Yodo-almidén puede
conducir a resultados falsos positivos para manchas de orina y suero. Sin embargo, en la
técnica empleada en este ensayo, no se obtuvo ningiin falso negativo a ninguna ditucién, lo
que resulta importante ya que es indicativo de la utilidad de la técnica para determinar la
presencia de amilasa salival.

Por otra parte, la variabilidad encontrada en la actividad amilasica de las salivas
estudiadas (a diluciones menores de 1:2) confirman lo reportado por Jacobsen en 1970, en
cuyo trabajo afirma que la actividad amilésica es bajo antes del desayuno, aumenta durante la
mafiana y disminuye gradualmente durante el resto del dia sin llegar a O pl acaso
manteniéndose en cierto rango, aiin no reportado. Esto es discutible ya que se presentan
factores externos como la ingesta de alimentos a diferentes horas modificando la velocidad
de flujo salival; aumentando la concentracién amilasica.

Otros factores que afectan la concentracion de amilasa, y que refuerzan los
resultados para las diferentes actividades amildsicas reportadas, es la velocidad de flujo,
puesto que se sugiere que a mayor velocidad de flujo aumenta la concentracion de la enzima.
Esto se explica por un incremento en la relacién de saliva parotidea mas activa, en la
composicién de la mezcla salival al aumentar el estimulo. De acuerdo con Mason y
Chisholom.

Amilasa de saliva parotidea = 60 mg./100ml en reposo
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Amilasa de saliva submandibular = 25mg./100ml en reposo.

Se sabe también que la sacarosa y el cloruro de sodio producen mayor actividad de la
amilasa en la glandula parétida. Lo anterior, implica que aunque se controld parcialmente la
recoleccion de la saliva, solicitando aseo bucal previo y periodo de abstinencia en el
consumo de alimentos de al menos 1 hora, no se considerd la hora de la recoleccion. Otro
factor que no se controlé adecuadamente y que tal vez influyd en la variacion de la actividad
amilésica, se refiere al tiempo transcurrido entre la toma de muestras de saliva y el analisis ya
que para las muestras iniciales fue de menos de 7 dias y en las muestras finales transcurrié un
periodo mayor a 7 dias, lo que indica y es indiscutible que la actividad amilésica tiende a
disminuir una vez que la saliva ha sido secretada, a pesar de almacenarse a 4°C. Es
importante lo anterior, puesto que la presencia de bacterias vivas en la saliva y la pérdida
espontanea de CO,, después de la recoleccién, causan cambios en la composicion en reposo,

por lo que la exactitud de los andlisis depende del tiempo transcurrido entre la recoleccion y

el analisis (Jenkins, GN., 1983).

DETERMINACION DE AMILASA EN MANCHAS DE SALIVA SECA.

La identificaciéon de amilasa en manchas es importante desde el punto de vista

criminalistico.

Para el estudio de la actividad amilasica en manchas de saliva seca, se modificéd la
técnica de Street y Close (disefiada para estudios clinicos de amilasa en suero y orina). Las
muestras problema consistieron en un soporte de papel filtro, se cortaron en fragmentos de
aprox. Smm?®, que se humectaron con 100 pi de agua destilada a modo de volver a suspender
la amilasa y las sustancias de grupo sanguineo hidrosolubles, se centrifugaron y del
sobrenadante se tomé una alicuota de 10 Il para el andlisis de fa actividad amilasica. La tabla
5, nos muestra los resultados obtenidos en las 47 muestras analizadas. Estos resultados nos
muestran la utilidad de este método para determinar actividad amilasica en manchas de saliva
seca, ya sea preparada sobre papel filtro o impregnada sobre colillas de cigarro, identificando
indirectamente la presencia de saliva sobre todas las muestras estudiadas, ya que en todos

los casos se obtuvieron resultados positivos.
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La variacién observada en los valores de actividad amildsica para manchas de saliva
seca, se pueden explicar de acuerdo a las siguientes consideraciones:

1. Las manchas de saliva fueron preparadas sobre papel filtro de diferente grosor.
Las muestras 1-24 son manchas de saliva sobre el papel filtro grueso, de poro grande, que
posee una gran capacidad de absorcién, mientras que las muestras 25-44 son manchas de
saliva impregnadas sobre papel filtro Whatman No. 1 de poro pequefio, las manchas 43, 46 y
47 provienen de papel de una colilla de cigarro, cuyo poro y grosor es diferente a los

anteriores.

Lo anterior, es indiscutible porque la cantidad de saliva impregnada es mayor sobre
el papel filtro de poro grande que el papel de poro pequefio. Esto se confirma con los
valores mayores de actividad amilasica obtenidos por las muestras 1-24 (que fluctuaron
entre 42 y 8,775 LI, con un valor promedio de 33,767.20 {l que en las muestras 25-44 (con
valores de 43 a 5,991 L, con promedio de 1,008.05 pi; asi como las muestras 45-47 (con
valores de 1346 a 11437 ul; con promedio de 4,771.66 pl) adicionalmente el tiempo de
secado, que fue evaluado de manera formal esta influyendo los resultados obtenidos, puesto
que las muestras 1-24 fueron impregnadas aproximadamente 3 meses antes del analisis,
mientras que las muestras 25-44 fueron secadas de 1-7 dias.

2. El fragmento de papel recortado para un andlisis también influye en la actividad
amilasica. Un fragmento mayor a Smm’ de papel filtro con manchas de saliva, dara
resultados de actividad amilasica mayores, esto se explica debido a que la cantidad de saliva
por extraer seri mayor que la que se extrae de un fragmento de Smm”.

3. El volumen utilizado para extraer la mancha de saliva del soporte, es importante
porque si se utilizan cantidades mayores a 100 ul de agua destilada, la actividad amilasica se
vera disminuida con clara tendencia a valores de 0 ul, cuanto mas grande sea la cantidad de
agua destilada para la extraccién, por el contrario st se emplean cantidades menores de agua
destilada para la extraccién, los valores de actividad amilasica aumentarin con clara
tendencia hacia los valores reportados para la saliva fluida.

4. Al igual que en la toma de muestras de saliva fluida, en la toma de salivas secas

sobre soporte de papel filtro, se considerd la hora de la recoleccion.
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ESTIMACION DE LA DILUCION DE SALIVA EN MANCHAS SECAS.
Es sabido que los estudios forenses para identificar saliva y manchas de saliva seca se basan
fundamentalmente, en la presencia de altas concentraciones de alfa-amilasa, (Tenovuo, OJ,,
1989) y para tal efecto se han disefiado varias técnicas para la deteccion directa de amilasa
por métodos isoeléctricos o su deteccion indirecta midiendo su actividad enzimética sobre
un sustrato de almidén (Caraway, T., Wendell, T., 1960; Tietz, N., 1987).

Sin embargo, la saliva y muchos otros fluidos son frecuentemente dificiles de
identificar en forma contundente debido a las cantidades limitadas de muestras Unicas de que
se disponen para su analisis (Jenkins, GN., 1983)

Segiun Culliford, B.J. (The examinatién and Typing of bloodstains in the crime
laboratory) cuando se analiza saliva por la técnica de absorcién-inhibicion, -es frecuente
encontrar fuerte inhibicién con salivas diluidas 1:1000, mientras que las reacciones falsas
positivas A y B se detectan raramente a diluciones de 1:10.

Es discutible pues la inhibicién al presentarse a diluciones altas como 1:1000; se
deducird que el titulo de anticuerpos en dicha muestra esta reducido notablemente
significando que su actividad hemaglutinante esta inhibida. Mientras que a diluciones de 1:10
favorecen a la inhibicion inespecifica, en virtud de presentarse el efecto prozona (debido a
exceso de anticuerpo eluido)

También, es comin detectar u obtener resultados negativos si saber si son causados
por la ausencia del antigeno y no por la insuficiencia de muestras.

Asimismo, tipificar una mancha seca de saliva es mas dificil que en saliva fluida,
puesto que involucra a esta mancha con el proceso de adsorcién sobre un soporte y el grado
en que pueden recuperarse las sustancias de la muestra variard con la calidad de la
extraccion.

Por lo antes expuesto, el presente estudio se propuso también estimar la dilucién
aproximada de saliva, presente en una mancha para tener un punto de partida que facilite la
titulacion de anticuerpos, y saber con certeza si existia o no.

La dilucién estimada de las 47 manchas de saliva a partir de su actividad amilasica y
titulo de anticuerpos se distribuyd principalmente en el rango comprendido 1:16-1:32, en el

que se ubicaron 9 muestras que corresponden al 19.14% y solo 2 muestras se ubicaron en el
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rango de dilucidn 1:2048-1:4096, que corresponden a una frecuencia del 4.25%, ¢l resto de
las muestras se distribuyeron en los otros intervalos de diluciones Tabla 10. Lo anterior
indica, que a pesar del pequefio fragmento de papel usado en la prueba (Smm’) y de la
dilucién adicional realizada (100 pI de agua destilada usada para su extraccion), la técnica es
lo suficientemente sensible para detectar la actividad amildsica a las diluciones ensayadas.
Ademas, es importante recalcar que no se obtuvo ningln resultado falso negativo, lo que

indica que esta técnica es adecuada para realizar estudios forenses sobre este tipo de

indicios.

DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO DEL SISTEMA ABO

EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA
Las diluciones hechas con las muestras de saliva de los 9 voluntarios, de 1:2 hasta

1:4096 y que se trabajaron para determinar actividad amilasica, se utilizaron también para
identificar las sustancias de grupo sanguineo presentes en cada una de las muestras hasta la-
dilucién 1:256. Los resultados se presentan en las Tablas 6, 7y 8.

De acuerdo con los resultados de [as tablas citadas, se obtuvo el titulo de-anticuerpos
de las 9 muestras en sus diferentes diluciones, haciéndolas reaccionar con diluciones seriadas
al doble de antisuero, y evaluando la dilucién méxima, a la cual ain se aprecia aglutinacidn
de las células correspondientes. (El titulo de anticuerpo, es el limite al cual ain, puede ser
diluido el antisuero sin perder su actividad inmunolégica, reaccionando todavia con el

antigeno correspondiente).

Para la obtencion del titulo de anticuerpos para la determinacién de sustancias de
grupo sanguineo del sistema ABO en muestras de saliva de individuos de tipo "A", Tabla 6,
el valor de hemaglutinacion adecuada para cada anticuerpo en todas las diluciones de
Antigenos y Anticuerpos, deberfa ser de 0, 4, 4 para anti A anti B y anti H, respectivamente,
ya que de acuerdo con el fundamento de la técnica de Absorcion-Inhibicidn, las sustancias
de grupo sanguineo presentes en la muestra de saliva corresponden a la del antisuero en
donde no ocurre aglutinaciéon (inhibicion de la aglutinacidn, valores de 0 en la escala de

hemaglutinacion). Sin embargo, los valores de aglutinacion:
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También son congruentes para la presencia de sustancia "A" en la saliva de

individuos de grupo sanguineo "A". Es decir, en todas las diluciones de trabajo de saliva y
de antisuero, se debié haber obtenido un valor de aglutinacion de 0 (cero) que corresponde a
la inhibicién de la aglutinacién por la presencia del antigeno de grupo A, que se asocia al
antisuero A, no gquedando anticuerpos libres que se asociaran a los antigenos de los
eritrocitos indicadores.

Sin embargo, esta condicidn no se cumplié en todas las muestras, tal y como se
aprecia en la Tabla 6, ya que la muestra No. 3 exhibié aglutinacién casi a todas las
diluciones de trabajo en presencia de Anti-A, lo que indica probablemente una baja
concentracion de sustancia “A” en su forma hidrosoluble. Es decir, la saliva de esta muestra
contiene escasa cantidad de sustancia de grupo A, la cual fija o absorbe igualmente una
cantidad minima de anticuerpos anti-A, a diluciones bajas, por lo que el exceso de
anticuerpos aglutinan a las células "A" afiadidas posteriormente. Sin embargo, al ir
aumentando las diluciones de anticuerpos anti A, se llega a la dilucién en que la cantidad de
anticuerpos anti-A, son absorbidos en su totalidad por antigeno A soluble de la saliva,
inhibiendo la aglutinacion de las células A indicadoras.

Los resultados obtenidos para la muestra No. 3, son caracteristicos de las personas
que presentan una secrecidn baja de sustancias de grupo, sin llegar a considerarlas no
secretores de estas sustancias.

En la Tabla 6, se aprecian valores de aglutinacion de O (cero) a diluciones altas de
antisueros, lo que indica que se presenta el efecto de prozona. Es decir, tedricamente, no se
debe inhibir la aglutinacion de saliva "A" al reaccionar con antisueros anti-B y anti-H, pero
como a titulos altos de antisueros existen pocos anticuerpos, €stos; aunque no son
absorbidos por los antigenos de la saliva, no son suficientes para producir la aglutinacion de
las respectivas células B y O, no manifestandose hemaglutinacion.

Estos datos coinciden con lo reportado en la bibliografia, en el sentido de que esta

técnica requiere de cantidad suficiente de antigenos solubles para que se absorba
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completamente a su anticuerpo correspondiente, para determinar en forma confiable el
grupo sanguineo en saliva,

Para la obtencion del titulo éptimo de anticuerpos para la determinacién de
sustancias de grupo en saliva de voluntarios de tipo "B" (Tabla 7), los valores de
aglutinacion correcta para todas las diluciones de saliva y antisueros deberfa ser de 4, 0, 4,

para antt A, anti B y anti H respectivamente. Sin embargo, se consideran igualmente

aceptables los siguientes valores de aglutinacién.

Es decir, siempre deber manifestarse ausencia de aglutinacién al reaccionar la saliva
B (a cualquier dilucion) con anti B a cualquier titulo.

De acuerdo, con los resultados de la Tabla 7, la condicidén antes mencionada no se
cumple cuando se trabajan diluciones altas de saliva B con diluciones bajas de anticuerpos
anti B. Esto se puede explicar de la siguiente manera: En diluciones altas de saliva existe
escasa cantidad de sustancias solubles B que absorben una minima cantidad de anticuerpos
anti B existen en titulos bajos, por lo que deja libre (soluble) suficiente anti B que aglutina a
las células B observandose hemaglutinacion,

En la Tabla 7, también se observan valores de aglutinacion iguales a 0 (cero) al
reaccionar saliva B con antisueros anti A o anti H, lo cual no debe interpretarse como
presencia del antigeno correspondiente, sino como un efecto de prozona, debido a la escasa
cantidad de anticuerpo (este efecto se manifiesta principalmente con titulos altos de los
antisueros).

Respecto al analisis de la Tabla 8, donde se presentan los resultados obtenidos para
el titulo méximo de antisueros anti A, anti B y anti H, para determinar las sustancias de
grupo sanguineo en salivas diluidas de tipo O, la interpretacion de resultados es similar que
la efectuada para las salivas A y B, con la salvedad, de que se consideran resultados
congruentes los siguientes valores de aglutinacién. Las hemaglutinaciones marcadas con “1”
no se representaron en las tablas de “valores de aglutinacién”, en virtud de haberse

considerado como una aglutinacidn escasa.

BTH TENS W) o
. SAR DE LA witiOTECH




Maestro Enrigue Manuel Sanchez Sanchez
Tesis Doctoral

Adiclonalmente, se determiné el estado secretor de las muestras analizadas mediante 1a inkibicién de la hemaglutinaeién
haclendo las siguiente consideraciones.

1. La muestra de saliva (a cualquier dilucion) de un "no secretor" aglutinard con los
antisueros anti A, anti B y anti H (a cualquier titulo).

2, La muestra de saliva (a cualquier dilucién) de un "secretor”, no aglutinara con al
menos un tipo de eritrocitos A, B u O, al reaccionar con los antisueros A, By H.

De acuerdo, con los resultados de las Tablas 6, 7 y 8, de los 9 voluntarios, 8 fueron

secretores de sustancias de grupo sanguineo, mientras que la muestra 3 se considerd un débil

secretor de estas sustancias, o que representa el 11.11% de 1a poblacién estudiada.

OBTENCION DEL TIiTULO DE ANTISUEROS PARA LA DETERMINACION DE
SUSTANCIAS DE GRUPO EN MUESTRAS DE SALIVA FLUIDA.
Los resultados de la Tabla 9, muestran el titulo méas alto de los antisueros a los

cuales se obtuvieron resultados confiables para la determinacién de las sustancias de grupo.

En general, se observa un leve aumento en el titulo de anticuerpos al aumentar la
dilucion de la saliva, lo cual es congruente puesto que disminuye la cantidad de antigeno
soluble en saliva al aumentar la dilucién de la misma, entonces, el titulo del antisuero tiene
que aumentar para que se manifieste la inhibicion de la aglutinacién, o de lo contrario, si se
mantiene bajo el titulo del antisuero (muy concentrado) el exceso de anticuerpo aglutinard a
los eritrocitos.

Es de notarse, que los titulos maximos obtenidos (que hacen un total de 72) en las 9
muestras trabajadas en todas sus diluciones, sélo se obtuvieron titulos bajos de dilucidn
salival 1:4 en una muestra, lo que representa el {1.3%), v titulos altos de dilucion salival
1:256 en cinco muestras que representan el (6.9%) del global de 72 muestras diluidas.

En promedio los titulos mas altos en orden decreciente se observaron en las

diluciones de salivaa 1:1256 y 1:16
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DETERMINACION DE SUSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO EN MANCHAS DE

SALIVA SECA.
Las Tablas 10 y 11 presentan los resultados obtenidos para la tipificacion de

sustancias de grupo sanguineo en las 47 manchas de saliva seca analizadas. Estos resultados
indican que, independientemente de fa dilucion de saliva estimada en cada mancha, se les
tipificé con certeza el grupo sanguineo a cada una de ellas, a excepcion de las muestras 2,
10, 11 y 21 en las cuales se obtuvieron resultados negativos para la presencia de dichas
sustancias.

Un aspecto importante en este trabajo fue el de haber tipificado sustancias de grupo
en muestras de saliva seca provenientes de colillas de cigarro. Lo anterior, es importante por
lo siguiente; se determind actividad amilésica en dicha muestras, lo que indica presencia de
saliva, por lo que la presencia de sustancias de grupo en las muestras de colillas de cigarro se
debe a la saliva presente a las diluciones estimadas.

Los resultados negativos obtenidos en las muestras citadas con anterioridad indican
claramente que se trata de salivas provenientes de individuos que no secretan sustancias de
grupo sanguineo en saliva. La ausencia de sustancias de grupo en las muestras 2, 10, 11 y 21
no pudo deberse a la falta de saliva ya que la actividad amilasica encontrada para cada una
de ellas fue de 3.103, 85, 486 y 8026 pl respectivamente, lo que indica diluciones estimadas
de saliva dentro de los siguientes rangos 1:32-1:2048, 1:1024-1:2048, 1:256-1:512, 1:16-
1:32 respectivamente. (Tabla 11).

Estas diluciones de saliva, aunque altas, ain se pueden tipificar sin problema. En
cambio, si se hubieran obtenido diluciones mayores de 1:4096. la obtencién de un resultado
negativo para la presencia de sustancias de grupo sanguineo en saliva, se explicaria porque
no hay saliva realmente y no por tratarse de un individuo no-secretor.

Esta misma Tabla 11, nos muestra también las diluciones estimadas para cada una de
las 47 manchas de saliva a partir de su actividad amilasica. Estas diluciones sirvieron como
referencia para determinar el titulo méximo de anticuerpos hasta el cual todavia se pueden
tipificar con certeza las sustancias de grupo en saliva. Lo anterior, no implica que la dilucién

estimada de saliva para cada mancha, sea la que marque de manera contundente el titulo de
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anticuerpos 6ptimo a usar para la determinacién del grupo en la saliva, La dilucién estimada
de saliva nos sirvié de referencia por dos razones:

1. Confirmar la presencia de saliva sobre el papel filtro o colillas de cigarro para
determinar posteriormente la presencia de las sustancias de grupo sanguineo con la
confianza de que los resultados obtenidos provienen realmente de una mancha de saliva.

Como un dato de referencia, para ubicarnos sobre la cantidad de saliva presente en la
muestra y poder elegir los titulos de anticuerpos a trabajar, para determinar
satisfactoriamente el grupo sanguineo de la muestra.

Como se muestra en los resultados de la Tabla 10, los titulos de antisueros que se
trabajaron inicialmente, fueron de 1:32 para Anti A y Anti B, y 1:256 para Anti H. Estos
titulos fueron seleccionados debido a que se consideraron como los titulos més altos para
determinar las sustancias de grupos en muestras de saliva fluida (Tabla 9), y no rebasan en
ningin caso el limite de dilucion en cada mancha.

Finalmente, es importante mencionar que, de acuerdo con los datos de la Tabla 11,
no se establece ninguna relacion entre la secrecion de amilasa con la secrecién de sustancias
de grupo sanguineo, pero si es 0til para definir con claridad la presencia de saliva y una
cantidad aproximada de la misma, datos que sirven para establecer de manera confiable,

junto con la determinacion de sustancias de grupo en saliva, el estado secretor de un

individuo.
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CONCLUSIONES

¢ Por la utilidad en cuanto a resultados obtenidos (ningun falso-negativo, ni falso-
positivo a ninguna dilucion); para identificar saliva en manchas secas y saliva fluida mediante
la actividad enzimatica de la amilasa, se establece que:

a) La adaptacién del método de Street-Close, para el estudio cualitativo, cuantitativo
de la actividad amilasica en saliva (fluida y en manchas secas), es adecuado en el estudio
criminalistico de indicios. Esto se debe a su facil y rapida aplicacién, aunado a que solo
requiere de cantidades escasas de saliva, ya sea fluida o como mancha seca. Adicionalmente,
esta técnica es econdmica, lo que la hace accesible a cualquier laboratorio de quimica
forense.

b) En diluciones de saliva mayores de 1:4096, no fue posible detectar actividad
amilasica con el método seleccionado, esto no debe considerarse como desventaja del
método, sino mas bien como una caracteristica de sensibilidad adecuada, en virtud de que
ha dichas diluciones la presencia de saliva se consideran como trazas.

c) El valor promedio mediante resultados conjuntos de actividad amildsica para
saliva fluida diluida 1:2, de voluntarios de grupo sanguineo A, By O es de 78,385 pl.

d) Se determiné e identificé la presencia de manchas de saliva sobre papel filtro de
diferente espesor (poro pequefio y grande), las cuales fueron expuestas-secadas durante
varios dias (1 a 90) a condiciones ambientales sin exposicidn a los rayos solares, asi como
también se identificaron por igual trazas de fluido salival en colillas de cigarrillo.

+ Por la utilizacion del método de hemaglutinacién directa y absorcion-
inhibicion se determind y estableci6 satisfactoriamente la presencia de sustancias de grupo en
muestras de saliva fluida y en mancha seca.

a) El titulo maximo de antisuero para la determinacién de sustancias de grupo en las
muestras de saliva fluida analizadas a diferentes diluciones de los grupos sanguineos “ABO”,
se ubico en el rango de dilucion de 1:256 y 1:16.

b) En las diluciones altas de saliva con titulos bajos de antisueros y viceversa, se

dificulto la lectura de la hemaglutinacién debido a que se presenta el efecto de prozona.
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c} Se determind la presencia de sustancias de grupo sanguineo en manchas de saliva
seca sobre papel filtro, asi como en colillas de cigarro, en fragmentos de papel de 5mm? con
actividad amilasica equivalente a la de saliva diluida hasta 1:256.

Para fines forenses, se recomienda diluir 5x5mm? del soporte con la mancha de saliva
en 100 pul de solucion salina y trabajar con titulos de antisueros 1:16, 1:32 y 1:64 (diluir un
fragmento de soporte para cada antisuero).

d) Se trabajaron las sustancias de grupos sanguineos presentes en las muestras de
saliva mediante el analisis potencial de aglutinacién, mediante una escala que se propuso de
hemaglutinacién, para seleccionar el titulo éptimo de antisueros.

e) La presencia de material suspendido como son bacterias, células epiteliales y la
pérdida espontanea de CQO,, después de su recoleccion causan cambios en la composicién en
reposo, de aqui que la exactitud de analisis depende del tiempo que transcurre entre la
recoleccion y su fase analitica.

+ La estimacion de la dilucidn aproximada de saliva en mancha seca a partir de
su actividad amilésica, se utiliz6 Unicamente como un dato de referencia para establecer el
rango de trabajo del titulo de anticuerpo, para determinar adecuadamente a las sustancias de
grupo sanguineo.

a) Se determind que la actividad amilasica calculada en las manchas de saliva seca
analizadas cuyo soporte fue papel filtro de diferente grosor fue menor a los 10,000 pl
(muestras comprendidas entre la No. 1 y 44).

b) Se estimo la dilucion equivalente de cada una de las manchas de saliva seca que se
trabajaron en la presente investigaciéon y el mayor porcentaje de ellas se situé entre las
diluciones 1:16 y 1:32; correspondientes a las muestras 5, 9 y 21.

c) En las muestras de colillas de cigarrillo se determing la actividad amildsica, y por
consiguiente se identificd la presencia de saliva, asimismo, se identificaron las sustancias de
grupos sanguineos del sistema ABO en estas muestras; sin embargo, como la muestra no es
representativa, se recomienda en lo general continuar con este estudio (muestras

comprendidas entre la 45, 46 y 47.
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PERSPECTIVA PARA INVESTIGACIONES FUTURAS

Se propone disefiar proyectos de investigacion que aborden las interrogantes

surgidas de la presente tesis doctoral y/o profundizar ampliando lo ya escrito en la misma.

o Realizar la determinacion del grupo sanguineo en manchas secas de saliva por medio del

“DNA” realizando analisis -y estadisticas comparativas con respecto a las técnicas

empleadas en la presente investigacion.
o Crear un proyecto para la determinacién de la actividad amilasica y del titulo de

anticuerpos (anti-A, anti-B y anti-H), por medio de saliva diluida y en manchas secas de

las substancias de grupo sanguineo “AB”.
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GRAFICA 4. RECTA SEMILOGARITMICA DE LA ACTIVIDAD

AMILASICA CONTRA DILUCIONES DE SALIVA

LOG.

O>» 0 —<~——=0Op
>PO—Ppr -3 >

1:2 1:4 1:8 1:16  1:32 1:64  1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

DILUCIONES DE SALIVA

VALORES AJUSTADQS POR MINIMOS CUADRADOS

DILUCION | ACT. AMILASICA| LOGARITMO
PROM. (u/L)
1:2 78385 4.89
1:4 40547 4.60
1:8 23213 4.36
1:16 8428 3.92
1:32 5770 3.76
1:64 2576 3.41
1:128 1193 3.07
1:256 453 2.65
1:512 303 2.48
1:1024 166 2.22
1:2048 77 1.38
1:4096 41 1.61
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