MEXICO D.F.

AL AUTONORA 3
'a‘?ﬁ.;

Nap,

.. afravés gg
= ¢© h,

2
0

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

DIFERENCIACION DIRECTA DE SANGRE
HUMANA, POR CITOMETRIA DE FLUJO

Tesina

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRENSENTA

NANCY MARGARITA CANALES GARCIA

ASESOR
LEONOR AGUILAR SANTELISES

FEBRERO 2007




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Dedico este trabajo a mi abuelita Angelita por ser el principal
motor para la culminacion de mi carrera profesional, y a pesar de
que ella no llego a ver terminado este trabajo, sabe que lo he

logrado

Agradezco a mis padres Francisco y Maria de la Paz, que
siempre me han apoyado y han estado a mi lado en cada paso de

mi vida

Gracias amor porque hiciste que mi carrera fuera mas amena

y ahora que ya eres parte de mi vida agradezco tu comprension

Te agradezco mi nifia preciosa por ser la luz de mi vida, y con
tu sonrisa has logrado que cada dia sea mas agradable para mi y

sobre todo para salir adelante

Agradezco a mis hermanos Emma, Martin, Lulu, Ale, Marcos y
Fabian porque siempre hemos compartido buenos y malos

momentos

Doy gracias también a Monis, Adolfo, Claudio y Conchis,
porque siempre me han dado su mano y consejos para salir

adelante

Mil gracias a la profesora Leonor por su valiosa ayuda para

lograr concluir este trabajo



INDICE

INTRODUCCION
Recoleccién y embalaje de las muestras de sangre
Investigacion criminalistica de las manchas de sangre

Citometria de flujo (CF)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVO PRINCIPAL

Objetivos particulares

MATERIALES Y METODOS
Diagrama de flujo

Frotis sanguineo (Tincion de Wright)
Tincion celular

Analisis por citometria de flujo

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA CITOMETRIA DE

FLUJO PARA SU USO EN CRIMINALISTICA

CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA

pagina

8-14

15-20

21

21

21

22
23
23

24-25

26

27

28-29



INTRODUCCION

Entre los indicios que frecuentemente se producen durante la comision
de diversos delitos las manchas de sangre ocupan un lugar preponderante; de
ahi la importancia de efectuar sobre esta evidencia fisica un estudio eficiente,
que sea de verdadera utilidad para el esclarecimiento de los hechos que se
investigan.

Ademas, no debemos conformarnos con decir que es una mancha de
sangre, sino que debemos de ahondar nuestros conocimientos y decir si esa
mancha es de sangre humana o de sangre de animal; esto constituye uno de
los problemas mas importantes de la Medicina Legal.

Para ello, contando con pocos elementos, podemos sacar provecho
recordando los elementos figurados de la sangre fresca, para después hacer
comparaciones con los elementos figurados de otras sangres, (animales). Una
primera diferenciacion, que aunque elemental puede servirnos, es la de tener
en cuenta los diametros de los elementos figurados de estas sangres. El
diametro de los globulos rojos del hombre es de 7.5 milésimas de diametro, es
decir que en comparacion con los diametros de los glébulos rojos de la sangre
de animales, son los mas grandes de todos, pues los de perro son de 7.2, los
de conejo 6.9, los de gato 6.5, los de cerdo 6.0, los de caballo, toro y vaca de
4.6 milésimas de diametro; los de aves y batracios son elipticos. En virtud con
la comparacién de los diametros y sus formas estamos en aptitud de decir si es
o no humana la sangre que se trate (4,9).

Contando con mayores elementos, podemos emplear los métodos

biolégicos para saber si una mancha de sangre es humana, o a que animal



pertenece, siendo posible hasta identificar al individuo de quien procede la
sangre mediante la investigacion del grupo sanguineo de la mancha y del

sospechoso.

Recoleccién y embalaje de las muestras de sangre

De primer instancia en el lugar de los hechos, se debe realizar una
proteccién y preservacion de los mismos y posteriormente la busqueda, que
puede realizarse utilizando diferentes métodos, ya sea aislados o combinados
dependiendo de cada caso en particular y tomando en cuenta el area si es
abierta, cerrada o mixta. Cualquiera que sea el método utilizado debera estar
encaminado para localizar la maxima cantidad de indicios en el menor tiempo
posible.

Después de que la sangre se ha fijado adecuadamente mediante una
descripcion escrita, la planimetria y la fotografia, se realizan los siguientes
pasos:

1. Tomar precauciones de seguridad cuando se esté manipulando
sangre, es decir utilizar ropa protectora como bata, guantes, mascaras o lentes
protectores segun la situacion.

2. En el caso de encontrar sangre liquida en el lugar de los hechos,
debera tomarse con ayuda de una pipeta Pasteur o de un gotero y depositarla
en un tubo de ensayo limpio y seco (preferiblemente estéril), al que debera
afnadirse 1 mL de solucién salina estéril por cada 5 mL de sangre y un tubo
mas con EDTA como anticoagulante. Las muestras deben ser refrigeradas (no

congeladas y enviarlas al laboratorio lo mas pronto posible.



3. Si no se encuentra sangre fresca, pero si coagulos, se tomaran estos
con el extremo de un aplicador de madera y se colocaran en el interior de un
tubo de ensayo, procediendo después como en el caso anterior

4. Si unicamente se localizan manchas de sangre seca en los objetos
sélidos, se levantaran con pequefios fragmentos de 2X2 cm. de tela blanca y
limpia sin apresto, humedecidas con solucién salina (0.85%). Tela que se
colocara también en un tubo de ensayo, para su envio al laboratorio. Con otro
fragmento de tela preparado de la misma forma, se tomara una muestra de
control de una zona del soporte no manchada con sangre (4).

5. Un filtro de FTA puede ser usado para absorber sangre liquida o
sangre coagulada (evitando areas que contengan suero unicamente) (Figura
1).

6. Si la muestra problema se encuentra impregnada en cabellos, estos
se tomaran con pinzas y se trasladaran al laboratorio dentro de pequenas
bolsas de plastico.

7. Finalmente, manchas presentes sobre el cuerpo de la victima, y de las
que se sospeche no pudieran ser originadas por su propia sangre, seran
tomadas como se describe en el punto cuatro o cinco. Ademas se tomara
sangre del cadaver, con el fin de compararla con la de las manchas.

8. La ropa con manchas de sangre humeda se deben colocar sobre una
superficie limpia y permitir que se sequen al aire libre. Una vez que la ropa y las
manchas se han secado, empaquetarlo en un contenedor de cartén o de papel
apropiadamente etiquetado.

Todas las muestras tomadas deberan llevar etiquetas firmemente

adheridas, en las que se anotaran los datos concretos del caso:



N

. Numero de averiguacion o expediente.

Fecha y hora en la que se levanto la evidencia.
Sitio de donde se colecto.

Naturaleza presunta del indicio.

. Nombre del investigador que realizé el levantamiento y embalaje.

Figura 1. Embalaje con papel FTA para muestra de sangre liquida o

sangre coagulada.



Investigacion criminalistica de las manchas de sangre

La metodologia criminalistica utilizada en la identificacién de la sangre,
es acorde al método cientifico, esto es la comprobacion de la hipdtesis del
trabajo, mediante la experimentacién que en este caso se logra a través de las
siguientes técnicas:

1. Técnicas de orientacion

a) Reaccion de la bencidina o de Adler:

El grupo hem de la hemoglobina posee actividad enzimatica, que puede
catalizar la ruptura del peréxido de hidrégeno. Mientras no estén presentes
otras sustancias organicas oxidantes, esta actividad de la hemoglobina,
descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno que al reaccionar con

la bencidina la oxidaran formando un compuesto intensamente azul

NH NH NH NH

2
o)
o ) +Hb +H20
Bencidina reducida Bencidina azul oxidada

Es una prueba presuntiva para la identificacion de sangre



b) Reaccion de la fenolftaleina reducida:

Se rige el mismo principio que se sefiald para la reaccion de Adler

Fenolftaleina oxidada (rosa) » Fenolftaleina reducida (incolora)

La diferencia estriba en que la fenolftaleina debe ser reducida previamente a
fenolftaleina incolora y este reactivo, por su labilidad, debe ser guardado en
refrigeracion en frascos ambar. Se trabaja en medio alcalino en vez de medio
acido. Se efectuara un calentamiento previo a 100°C durante un minuto.

c) Reaccién de leuco malaquita verde:

Se basa, al igual que las anteriores en una reaccién de oxidacién
reduccion. El prefijo “leuco” se refiere a la forma reducida incolora; la forma
leuco puede ser preparada por reduccién de la malaquita verde. Como en el
caso de la fenolftaleina, la forma leuco puede ser oxidada por la accién de las
peroxidasas para dar la forma oxidada verde

d) Técnicas espectroscopicas:

Estas técnicas permiten poner de manifiesto, mediante espectros de
absorcion, la presencia de hemoglobina y/o de alguno de sus derivados, en
manchas de sangre. Se requiere someter la muestra a una marcha espectral.

e) Técnica del Luminol, para detectar manchas lavadas y/o

decoloradas:

A un mililitro de la solucién. A (luminol mas carbonato de sodio), se
afnade una gota de agua oxigenada e inmediatamente después, dos gotas de la

solucién B (hidracina hidratada al 95%), se espera un minuto y la mezcla se



asperje sobre la zona sospechosa. En caso positivo las manchas de sangre

producen luminiscencia

2. Técnicas de confirmacion

a) Cristales de hemina:

La hemoglobina cuando es tratada con acido acético, se separa
inmediatamente de las proteinas y del grupo prostético. Durante la hidrdlisis la
globulina se desnaturaliza.

La oxidaciéon de fierro del grupo hem se efectia mas rapidamente en
medio acido que en medio alcalino. Si esta presente un halégeno inorganico
como el cloro, se formaran cristales insolubles de cloruro de ferriprotoporfirina o
hemina

b) Cristales de homocromégeno o pueba de Takamaya:

Tanto la ferroprotoporfirina como la ferriprotoporfirina tienen la propiedad
de combinarse con otros compuestos nitrogenados por medio de la globulina.
Tales compuestos incluyen otras proteinas, hidréxido de amonio, cianuro,
nicotina y piridina y los productos resultantes se llaman hemocromégenos. Los
cristales pueden formarse tanto en medio acido como alcalino; sin embargo el

reactivo de Takamaya es de naturaleza alcalina.

3. Técnicas para determinar el origen de la sangre

a) reaccion de las precipitinas en capilar:
Las moléculas del anticuerpo (inmunoglobulina) reaccionan con el

antigeno (proteina soluble) para formar un precipitado facilmente visible bajo



condiciones de luz apropiadas y a las concentraciones equivalentes de
antigeno y de anticuerpo.

La reaccion misma tiene lugar en varias etapas. Inicialmente se forma un
complejo antigeno anticuerpo soluble, conforme la reaccion prosigue, ese
complejo empieza a unirse y forma una tupida red compuesta de moléculas de
anticuerpo bivalente y moléculas de antigeno polivalente. Esta formacion crece
rapidamente formando particulas del tamano suficiente como para ser
insolubles y formar un precipitado visible.

La reaccion puede efectuarse observando la interfase entre los dos
liquidos en un tubo de ensayo o en un capilar; también puede hacerse sobre el
gel por medio del fendmeno de difusidn entre las partes reaccionantes, o bien
por el método de electroforesis. A continuacion en el cuadro 1 se presentan las
ventajas y desventajas de las técnicas de precipitinas en tubo, gel y

electroforésis

Cuadro 1. Ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de precipitinas

TECNICA VENTAJAS DESVENTAJAS

_ _ _ Debe efectuarse una
En tubo o en capilar. Es rapida y sencilla. . o
cuidadosa estratificacion.

Se puede utilizar una .
Se emplea varias horas
En gel. mancha de sangre o
. para la difusion.
aunque este turbia.

. Acelera la difusion Requiere de un equipo mas
Electroforesis.
sobre el gel. costoso.



b) Inmunoelectroforesis cruzada:

Esta técnica se basa en las reacciones que se efectuan entre un
antigeno que emigra anddicamente y un anticuerpo que emigra hacia el catodo
durante una electroforesis. Sobre una placa de agarosa, se hacen
horadaciones en paredes; el antigeno (seroalbuminas, alfa y beta globulinas)
se coloca en una de ellas y el anticuerpo (gamma globulinas) en la otra; una
vez terminada la electroforesis aparecen bandas visibles de precipitacion entre

las perforaciones pares de los materiales proteinicos especificos.

4. Determinacion del grupo sanguineo

La determinacion del grupo sanguineo en la practica forense aporta a los
tribunales, en no pocas ocasiones, elementos de prueba muy importantes tanto
para sefalar si una mancha de sangre recogida del 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. Se puede realizar la determinacién en los siguientes tipos de
muestras:

a) En sangre fresca

b) En manchas de sangre

5. Determinacion de enzimas y proteinas

Algunas enzimas sanguineas son de gran interés forense, por su gran
polimorfismo, cuando son separadas en los componentes proteinicos llamados
isoenzimas , de las cuales son particularmente importantes: fosfoglucomutasa

PGM; la adenilatocinasa AK; fosfatasa acida eritrocitica EAP; la etearasa D



EsD y entre las proteinas cobra particular interés la haptoglobina Hp,
especialmente porque sobrevive por un tiempo razonable en manchas de
sangre seca.

La PGM y la HP, son las mas frecuentemente usadas para fines de
individualizacién y ambas pueden separarse eficientemente por procedimientos
electroforéticos. La importancia de su separacion reside en el hecho de que no
todas las personas tienen exactamente las mismas variantes: las tres
variedades mas comunes son la PGM 1-1; la PGM 2-1 y la PGM 2-2. Las de la
haptoglobina corresponden también ala Hp 1-1; Hp 2-1 y Hp 2-2.

Ahora bien, uniendo los resultados inmunolégicos a la combinacién de
estas proteinas , llamadas también marcadores genéticos, se obtienen tablas
de distribucion en la poblacibn que dan la pauta para aumentar las

probabilidades de exclusion.

6. Técnicas de biologia molecular aplicadas a la identificacidon forense

ADN

Debido al principio de la individualidad genética, que esta definida por un
conjunto de marcadores genéticos que el individuo hereda de sus padres,
podemos obtener lo que justificadamente se ha llamado “huella digital del
ADN”. Los marcadores genéticos que pueden ser Utiles, deben ser muy
polimorficos; tener una frecuencia alélica y genotipica muy baja y un gran poder
de discriminacidn o capacidad de distinguir a los individuos.

Los sistemas mas comunmente usados en genética forense, hasta la
fecha son: el HLA DQ alfa, el Polymarker, que tiene 5 marcadores, y el

minisatélite D1S80, en total / marcadores, que dan un porcentaje de exclusion



de 99.972%. Para esto se realiza una excelente extraccion de ADN (celular o
mitocondrial segun sea el caso), para realizar la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y posteriormente determinar los productos del PCR en un

gel de agarosa.

Como puede observarse aun no existe una técnica para poder
determinar el origen de la sangre, en el caso de origen animal o humano, en la
cual se haya utilizado alguna metodologia por medio de la citometria de flujo,
con fines de criminalistica. Aqui se propondra una metodologia utilizando la
tecnologia antes mencionada, sin embargo es de vital importancia conocer el

fundamento de la citometria de flujo.



Citometria de flujo (CF)

La CF se vale de la inmunofluorescencia (método inmunoldgico para la
identificacion de antigenos de superficie celular con el uso de anticuerpos
marcados con un fluorocromo), permite la caracterizacibn morfolégica de
células en suspensién y con el uso de distintos anticuerpos monoclonales
acoplados a diferentes fluorocromos (ver Cuadro 2) se pueden identificar
poblaciones celulares segun sus moléculas de membrana CD (cuando dos o
mas anticuerpos monoclonales tienen reactividad para una misma molécula, se
les considera que conforman un “conjunto de diferenciacion” o CD, del inglés
Cluster of differentiation) (12). En la actualidad se conocen alrededor de 300
marcadores CD. Los fluorocromos absorben la energia de una longitud de onda
determinada y emiten luz de menor energia a una mayor longitud de onda, a
este fendmeno se le llama fluorescencia (2, 5, 6).

La CF de rayo laser se basa en el paso de un flujo fluido de células
individuales en suspension por la celda de deteccion (a una velocidad de entre
500 y 4000 células por segundo), en donde la luz de un rayo laser es
dispersada ligeramente tanto hacia adelante, dependiendo del tamafio de las
células que estan pasando, como hacia los lados, segun la granularidad de las
mismas. Adicionalmente se emite fluorescencia cuando se ha incluido un
anticuerpo conjugado a un fluorocromo en el sistema y éste se encuentra
combinado en esa misma célula (Figura 2). De esta manera, la propiedad de
una célula de dispersar la luz puede proveer informacién concerniente al
tamarno relativo de la célula, su granularidad y complejidad interna e intensidad

de flluorescencia relativa (FL1, FL2, 6 FL3, ver cuadro 1). Las distintas sefales



luminicas son enviadas a diferentes detectores del citometro, en donde son
transformadas primero a pulsos eléctricos y después a sefales digitales que
son manejadas graficamente en una computadora para su adquisicion vy

andlisis (2).

Cuadro 2. Fluorocromos comunmente usados en CF y las longitudes onda en

las cuales se detectan en el citometro de flujo (2).

Longitud de onda | Filtro de paso de
Fluorocromo para la excitacion banda
(nm) (nm)

Canal de
fluorescencia

Isotiocianato de

fluoresceina

488 530-30 FL-1
(FITC)
R-Ficoeritrina
(PE) 488 575-26 FL-2
Peridinin clorofil-

488 680-18 FL-3

proteina (PerCP)



Dispersion hacia
los lados

Luz
laser

Dispersion
hacia
adelante

Figura 2. La luz incidente sobre la célula proporciona informacion acerca

de su tamano y granularidad (2).

Dependiendo de la naturaleza de la “tincién” para CF puede ser:

a) Tincion directa, donde el anticuerpo especifico tiene unido
directamente al fluorocromo y éste se afiade directamente a la preparacion
antigénica y después de los lavados solo hay fluorescencia en donde hubo
reaccion antigeno-anticuerpo. Con este tipo de tinciones es posible hacer un
analisis simultaneo de distintos marcadores celulares ya que con los
anticuerpos adecuados se pueden ver hasta tres antigenos de superficie o
incluso intracelulares en los citdbmetros mas comunes que tienen detectores
para tres distintas fluorescencias (por ejemplo CD3-PerCP/ IFN-y—FITC y

finalmente IL-4-PE de forma intracelular)(2,6).



b) Tincion indirecta, en donde la preparacién antigénica se hace
reaccionar con anticuerpos policlonales 0 monoclonales y la reaccidn se hace
evidente al usar un segundo anticuerpo acoplado a un fluorocromo, que
reconoce al primer anticuerpo. En este tipo de tinciones se pueden utilizar
sistemas con biotina o avidina que amplifican mas la sefal.

Algunas aplicaciones importantes de la CF son en la inmunotipificacion
de leucocitos, separacion de poblaciones celulares, analisis del ciclo celular,
enumeracion de reticulocitos, determinacidon de citocinas intracelulares,
tinciones para bacterias, (2).

De esta manera, la CF (Figura 3) se ha convertido en una herramienta
fundamental en la investigacion basica por su capacidad de analisis simultaneo
multivariado de distintas poblaciones celulares, o que ha permitido estudiar
diversos procesos bioldgicos desde la activacién hasta la diferenciacion celular.
Desde un punto de vista mas practico, esta tecnologia constituye hoy dia un
importante auxiliar en el diagndstico y seguimiento clinico de diferentes

enfermedades (5,6).



Citémetro de Fluje INM 056/8

Figura.3 Citémetro de flujo FACSort (Becton Dickinson) usando como software
el programa Cell Quest (version 3.3) (Becton Dickinson). Fotografia
tomada del Instituto Nacional de Referencias Epidemiolégicas
(INDRE).

En la figura 4 se muestra un diagrama de puntos (dot plot) de una
muestra de sangre de paciente alérgico con eosinofilia (fig. 4. A), en donde se
indican las poblaciones leucocitarias de acuerdo a su morfologia (tamafio y
granularidad). En B se presenta un histograma de FL-1 que incluye todas las
poblaciones leucocitarias donde se observa una poblacién definida que

presenta autofluorescencia y corresponde a los eosindfilos, la cual esta



delimitada por el marcador 1 (M1) de donde se puede obtener el porcentaje y la

MFL-1 de la poblacion indicada.

A. Diagrama de puntos B. Histograma de FL-1
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Figura. 4. En A se observa un diagrama de puntos mostrando las poblaciones
leucocitarias en una muestra de sangre humana, dependiendo de su
tamanfo y granularidad (linfocitos, monolitos, granulocitos y
eosindfilos). B, es un histograma de FL-1 donde se puede observar
la poblacién mas fluorescente hacia la derecha, lo cual se identifica

en el marcador uno (M1).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen hasta la fecha técnicas de la quimica forense en cuanto a la
determinacion del origen de la sangre, en el caso de ser de origen animal o
humano. Sin embargo aun no se ha echado mano de la citometria de flujo,
como una opcion innovadora, que pudiera ser de gran utilidad en la parte de la
criminalistica de laboratorio, al investigar un hecho delictivo. Por tanto aqui se
planteara una metodologia, que aplique las bases de la citometria de flujo,

realizando una identificaciéon directa del origen de la sangre

OBJETIVO PRINCIPAL

Desarrollar una metodologia por citometria de flujo para identificar el

origen de la sangre animal o humana en un hecho delictivo

Objetivos especificos

1.1 Comparar la identificacion de sangre humana y animal muestras por las
metodologias de citometria de flujo y cuenta diferencial por frotis con tincién
de Wright.

1.2 Establecer un criterio para identificar células sanguineas de animal

doméstico y humano



MATERIALES Y METODO

Diagrama de flujo

5 mL de sangre total (con
heparina)
de animal y humano

Tincion de Wrigth

50 uL de sangre total

animal y humano

Testigo sin tincién Control de isotipo g1/ g1

CD4- PE anti humano ﬁ

CD 4-FITC-anti gato mas
CD4- PE anti humano

CD 4-FITC-anti pollo mas
CD4- PE anti humano

| | Incubar por 15 min i
|_ células por CF i

Diagrama 1 Diagrama de flujo de la metodologia propuesta para la
diferenciacion de una muestra de sangre humana de una de origen

animal



Se obtendran 5 mL de sangre venosa del animal en cuestiéon, asi como
sangre humana, en tubos Vacutainer heparinizados. Posteriormente se

procedera a realizar la siguiente metodologia:

Frotis sanguineo (Tincion de Wright)

Se realizard un frotis sanguineo de cada una de las muestras
sanguineas en estudio, posteriormente se adicionara el colorante de Wright
durante uno o dos minutos, para detener la actividad del colorante se adicionan
dos partes de solucion amortiguadora mezclando perfectamente y dejando
reposar de cuatro a ocho minutos. Al término del tiempo indicado se da un
lavado con agua destilada, dejandolo secar a temperatura ambiente.
Finalmente, se realiza una cuenta diferencial de cien células (leucocitos en
total) en el microscopio 6Optico con el objetivo 100X a inmersién, para asi

diferenciar las células sanguineas de una muestra y otra.

Tincion celular

Se adicionan 30 uL de sangre a tubos de polipropileno (Falcon-BD).
Posteriormente se realizara una “tincion” doble con 5 uL de los anticuerpos
moclonales, es decir primero de adiciona CD4-FITC antihumano y después el
anticuerpo con PERCP (como se ilustra en el diagrama de flujo, para tener un
total de cuatro tubos) (1). Incubar por 25 minutos a 37°C y 5% de CO..
Después se tratan los eritrocitos con solucion de lisis 1:10 (BD) diluida en agua,
dejando actuar a la solucion por 10 minutos. Finalmente se lavan las células

con una solucion amortiguadora de fosfatos con 0.5% de azida de sodio y 1%



de suero de bovino fetal (PBA) y se centrifugando a 1500 rpm durante 5 min.,
desechando el sobrenadante. Cabe mencionar que se debe contar con los
respectivos controles de cada reactivo utilizado, asi como el testigo sin tincién y
control de isotipo; a los cuales también se les aplicara el mismo procedimiento
de lisis y lavado. Para el analisis por CF, la células se resuspenden en 500 uL
de PBS y se analizaran con el programa de FACS dentro de un periodo de 24 h
(1,3, 8, 7, 11). En el diagrama de flujo se ejemplifica la metodologia al igual que
los diferentes tratamientos de la muestra y los controles respectivos (ver

Diagrama 1).

Analisis por citometria de flujo

Equipo

Para el analisis y adquisicion de las muestras, se puede utilizar el citdmetro
de flujo FACSort (Becton Dickinson) usando como software el programa Cell Quest

(version 3.3) (Becton Dickinson).

Adquisién de las muestras por citometria de flujo

Para “adquirir” (término utilizado en CF para indicar que las muestras con
células, son captadas por el FACS y los datos correspondientes son guardados en
archivos de computadora) las muestras de sangre periférica humana procesadas,
se corre el programa del equipo para autoajuste en el FACS, AUTO-COMP, el cual
esta disefiando para ajustar los parametros para el analisis de células sanguineas
humanas y para la sangre de animal solo basta con ajustar el equipo con la sangre

de cada uno de los animales en cuestion. Posteriormente, se adquirien 10,000



células por cada muestra, utilizando el programa Cell Quest, y se analizaran por
medio de un grafico de puntos o histograma de FL1 (para determinar la poblacién
leucocitaria de la sangre humana) y FL2 (para dereminar la poblacién leucocitaria
de los animales en cuestion) como se muestra en la Fig 5. De esta manera se
obtuvieron las medias de FL-1 y FL-2, asi como el porcentaje de linfocitos CD-4 en
cada una de las muestras. Finalmente corroborar el resultado por frotis y por

citometria de flujo de las muestras de sangre en cuestion.

A. Grafico de puntos B. Histograma de FL-1
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Figura. 5. En A se observa un grafico de puntos mostrando las poblaciones de
linfocitos CD4-FITC perro (FL-1) y linfocitos CD4-PE humano (FL-2)
granularidad B, es un histograma de FL-2 donde se puede observar la

poblacién de linfocitos CD4 de humano (3)



VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO PARA SU

USO EN CRIMINALISTICA

Ventajas

e Se puede identificar de una manera especifica el tipo de célula
sanguinea en cuestion, es decir se puede identificar a que tipo de animal
corresponde la sangre.

e Es una técnica muy rapida, en aproximadamente una o dos horas se
tiene el resultado final.

e Se emplea tecnologia con alta especificidad

e Soélo se requiere de 5 uL de sangre fresca para su analisis.

Desventajas
e Se emplean reactivos muy costosos (principalmente los anticuerpos
monoclonales), asi como el mantenimiento del equipo
e Se requiere de sangre fresca para su analisis.

¢ No se cuenta con el equipo en diferentes instituciones



CONCLUSION

Si bien es cierto, existen diferentes técnicas para identificar sangre
humana con fines de criminalistica, y en especial dos para diferenciar la
sangre humana y de un animal, como lo son la reaccién de las
precipitinas en capilar e inmunoelectroforesis

Sin embargo podrian existir algunas limitantes con el uso de las técnicas
antes mencionadas, y presentarse resultados falsos positivos debido a la
presencia de sales de sodio o sulfonatos que contienen los polvos para
lavado

En este tipo de situaciones donde existe la incertidumbre, puede
emplearse la técnica de CF para obtener resultados confiables, incluso
en menor tiempo, con la finalidad de entregar un informe a tiempo

Cabe mencionar que la técnica de CF podria emplearse en casos
extremos, ya que requiere de un equipo costoso como es el citbmetro de

flujo al igual que los reactivos a utilizar (anticuerpos monoclonales)
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