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Resumen

La presente investigacion tiene como objetivo principal, determinar la
relacidén que existe entre la aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA
(Antigeno Prostatico Especifico) y citoquimica PAS (Acido Periédico de Shiff) en el
reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

La investigacion estd enmarcada dentro del tipo de investigacion aplicada,
de disefio no experimental de nivel correlacional ya que en este caso la variable 2
es sometida a dos métodos, la inmunocitoquimica PSA y Citoquimica PAS, para
determinar la presencia de espermatozoides microscépicamente; el primer método
basada en la reaccion antigeno anticuerpo y un segundo método fundado en la
composicion quimica de las células donde se haya la reaccion de los
mucopolisacaridos: ambas pruebas estandarizada y realizada en laminas porta

objetos con carga positiva.

A patrtir de estos instrumentos metodolégicos la presente investigacion esta
constituida por 87 muestras: 19 hisopados secrecion vaginal, 2 hisopados secrecidon
anal, 2 hisopados secrecion perianal, 10 prendas intimas, 10 papel higiénico, 10
toallas higiénicas, 10 hisopados de la region corporal, 12 telas de algodén, 12 telas
sintéticas. Posteriormente todas las muestras fueron procesadas en las laminas
con carga positiva para la aplicacion de la Inmunocitoquimica PSA y Citoquimica
PAS. La evaluacion de laminas fue previamente validada por juicio de expertos,
para mayor rigurosidad y confiabilidad de la investigacion. Se empled para la
prueba de hipotesis el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 24.0.
Concluyendo que esta investigacion es proporcionar a la aplicacion de técnicas de
reconocimiento de confirmacion de espermatozoides donde las muestras forenses
relacionadas a la violencia sexual, remitidas al laboratorio de criminalistica son
procesadas con las técnicas de estudio permitiendo visualizar microscopicamente
e identificando a los espermatozoide en el menor tiempo empleado y con la mayor
sensibilidad y especificidad del producto encontrado sirviendo de apoyo a la labor

pericial de nuestro pais.

Palabras Clave: Inmunocitoquimica, citoquimica, antigeno prostético especifico, acido peryddico de

Shiff, espermatozoides, liquido seminal, muestras forenses.
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Abstract

The main objective of this research is to determine the relationship between the
application of the techniques of immunocytochemistry PSA (Prostate Specific
Antigen) and cytochemistry PAS (Periodic Acid of Shiff) in the recognition and
identification of sperm in forensic samples for sexual violence in the Alberto
Sabogal Soleguren National Hospital, 2017.

The research is framed within the type of applied research, of non-
experimental design of correlational level since in this case the 2 variable is
subjected to two methods, PSA immunocytochemistry and PAS cytochemistry,
to determine the presence of sperm microscopically; the first method based on
the antibody antigen reaction and a second method based on the chemical
composition of the cells where the reaction of the mucopolysaccharides has been
carried out: both tests standardized and carried out on positively charged plates
From these methodological instruments the present investigation is constituted
by 87 samples: 19 swabs vaginal secretion, 2 swabs anal secretion, 2 swabs
perianal secretion, 10 intimate garments, 10 toilet paper, 10 sanitary towels, 10
swabs from the body region, 12 cotton fabrics, 12 synthetic fabrics. Subsequently,
all the samples were processed in the positively charged sheets for the
application of the PSA Immunocytochemistry and PAS Cytochemistry. The
evaluation of films was previously validated by expert judgment, for greater rigor
and reliability of the research. The statistical program IBM SPSS Statistics
version 24.0. was used for the hypothesis test. Concluding that this research is
to provide the application of techniques of recognition of sperm confirmation
where the forensic samples related to sexual violence, referred to the crime lab
are processed with the study techniques allowing microscopic visualization and
identifying the sperm in the minor time spent and with the highest sensitivity and

specificity of the product found supporting the expert work of our country.

Key words: Immunocytochemistry, cytochemistry, prostate specific antigen, periodic acid of Shiff,

spermatozoa, seminal fluid, forensic samples.
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I. INTRODUCCION

La violencia sexual es un delito grave que atenta contra la libertad, la
dignidad y la integridad de la persona manifestandose con actos agresivos que
mediante el uso de la fuerza fisica, psiquica o moral que reduce a una persona a
condiciones de inferioridad para imponer una conducta sexual en contra de su
voluntad. (Ministerio de la Mujer y Poblaciones vulnerables 2012). Frente a este
problema la investigacion titulada: "APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA
INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL
RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL
NACIONAL ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 20177, tiene como finalidad
proporcionar nuevas técnicas de reconocimiento y confirmacion de los
espermatozoides, donde las muestras remitidas al laboratorio de criminalistica
son analizadas en su identificacion, aplicando las técnicas de inmunocitoquimica
Antigeno Prostatico Especifico (PSA) y la citoquimica Acido Periodico de Shiff
(PAS) en el cual los hisopados vaginales, como los anales incluyendo los
diferentes soportes de telas, donde se encuentra un 90% de casos relacionados
con el delitos sexuales, son estudiadas en el menor tiempo empleado y con la
mayor sensibilidad, especificidad y seguridad del producto encontrado, de este
modo sirva de apoyo a la labor pericial en nuestro pais. Por ello esta

investigacion presenta la siguiente organizacion:

Con relacién al Capitulo I: Problema de investigacion, planteamiento del
problema, formulacion del problema, Objetivos tanto general y especifico,
justificacion de la investigacion, delimitacion de la investigacion, limitaciones de

la investigacion.
En el capitulo Il: Marco tedrico, que incluye a los antecedentes de la

investigacion, bases tedricas de violencia de género y las conductas de las

mujeres victimas de violencia de pareja; también se presenta la formulacion de
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hipotesis; asimismo la operacionalizacion de variables e indicadores y definicion

de términos basicos.

En lo concierte al Capitulo 1ll: Metodologia, en el que se incluye el tipo y
disefio de investigacion, variables, poblacién, muestra y muestreo; también
tenemos a las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y las técnicas

para el procesamiento de datos.

En el Capitulo IV: Presentacién de resultados, andlisis de resultados, se

comprueban las hipotesis y se presenta la discusion de los resultados.
En el Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones, se plasman los

aspectos mas importantes, también diversas recomendaciones a seguir en base

a la investigacion realizada.

XVili



DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD

Yo, CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ, identificadas con DNI Ne°.
09435522, declaro que la presente Tesis titulada: "APLICACION DE LAS
TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA
EL RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL
NACIONAL ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017”7, se ha realizado
requerido a la investigacion desarrollada por el complejo trabajo de campo, del
cual se ha implicado a bibliografia considerando los derechos de los autores, los
cuales estan mencionados en las referencias bibliograficas que es ubicada al
final de la investigacion. Por lo tanto, las averiguaciones e informaciones que
contiene esta Tesis, para los aspectos legales y académicos es y sera de mi

entera responsabilidad.

CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ

X1X



CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcién de larealidad problematica
Las violaciones sexuales son un delito frecuente en América Latina. El
Perd es uno de los paises con mas altas tasas de denuncias por
violaciones sexuales de la region y en donde la violencia sexual es un
fendmeno extendido en todos los sectores econdémicos, grupos de edad y
espacios urbanos y rurales.

El contexto en el que desenvuelve la Criminalistica con
el objetivo de comprobar el delito y descubrir al delincuente,
cientificamente. Tiene como finalidad el convertir los indicios
y evidencias colectadas y estudiadas, en pruebas, las llamadas pruebas
periciales. Por esta razén en el laboratorio Forense de la Direccién de
Criminalistica del Peru recepcionan muestras relacionadas con delitos en
contra de la Libertad Sexual (violacion), las mismas que son evaluadas y
analizadas, especificamente las manchas de semen en diferentes tipos
de soporte, donde los hisopados vaginales como los hisopados anales

obtenidos por el médico legista y que muchas veces estas muestras
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obtenidas presentan abundante contaminacion bacteriana y que con lleva
al error en el reconocimiento e identificacién de los espermatozoides..

El procedimiento de estudio que desarrollaremos como técnica de
reconocimiento e identificacion de espermatozoides en el peritaje de
violencia sexual es la inmunocitoquimica una técnica basada en la
localizacion de moléculas especificas en células en este caso de los
espermatozoides mediante el empleo de un biomarcador Anticuerpo
Policlonal de conejo (IgG) que es el Antigeno especifico de la préstata
(PSA). Es una técnica que gracias al anticuerpo y a la estandarizacion de
su protocolo se convierte en un método sencillo y muy eficaz del cual por
la gran especificidad y alta afinidad del anticuerpo para reconocer el
espermatozoide y unirse a ellas en base a la union antigeno-anticuerpo
hace que esta reaccion sea observada microscopicamente convirtiéndose
de esta manera en una técnica de confirmacion y de certeza sin lugar a
dudas por el hallazgo de los espermatozoides marcados en el espécimen
forense investigado.

El siguiente estudio de reconocimiento e identificacion de
espermatozoides es la técnica citoquimica de PAS (Acido Periodico de
Shiff). El uso de esta técnica en nuestra tesis esta basada en el estudio
de la composicion quimica de las células cuyo principio del reactivo Shiff
preparado es de ser un colorante incoloro pero que se torna rojo estable
al contacto con los grupos aldehidos de los azucares formado por la
oxidacion de los grupos oxhidrilo (-OH) de dos carbonos cercano en los
hidratos de carbono por accién del &cido periddico. Esta reaccion presenta
proporcionalidad entre la intensidad del color producido y el contenido
hidratos de carbono, en este caso mucina poco estudiado del ndcleo y
cola del espermatozoide, permite una reaccidén y tincion estable del
producto donde son preparados en lamina porta objetos con el fin de
visualizar microscopicamente la identificacibn del espermatozoide en
muestras forenses por violencia sexual dando como resultado un

reconocimiento confirmatorio de procedimiento.
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1.2. Identificaciéon y formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢, Qué relacion existe entre la aplicacion de las técnicas de la

inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el reconocimiento e

identificacion de espermatozoides en muestras forenses por

violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren,
20177

1.2.2. Problemas especificos

1.

¢,Como se relaciona la aplicacién de la inmunotincion del
antigeno prostatico especifico PSA con el estudio morfolégico
del espermatozoide por microscopia en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

¢, Como se relaciona la aplicaciéon de la tincién Citoquimica de
acido peryodico de Shiff PAS con el estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

¢ Qué relacion existe entre la interpretacion citologica de la
inmunotincion PSA con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en

el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 20177

¢, Qué relacion existe entre la interpretacion citologica de la
tincion  Citoquimico PAS con el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177



1.3. Objetivo de la investigacién

1.3.1. Objetivo general

Determinar la relacion que existe entre la aplicacién de las técnicas
de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el
reconocimiento e identificacién de espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto

Sabogal Soleguren, 2017

1.3.2. Objetivo Especificos

1. Determinar la relacion entre la aplicacion de la inmunotincién del
antigeno prostatico especifico PSA con el estudio morfologico
del espermatozoide por microscopia en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

2. Determinar la relacion entre la aplicacion de la tincidn
Citoquimica de acido peryoddico de Shiff PAS con el estudio
morfologico del espermatozoide por microscopia en muestras
forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto

Sabogal Soleguren, 2017.

3. Evaluar larelacion que existe entre la interpretacion citologica de
la inmunotincion PSA con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en

el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

4. Evaluar larelacion que existe entre la interpretacion citolégica de
la tinciébn Citoquimico PAS para el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal

Soleguren, 2017.



1.4. Justificacion y viabilidad de la investigacion

Cuando observamos y analizamos los elementos de prueba en una
investigacion o proceso penal que se haya iniciado ante la sospecha de
un delito sexual, es comuan asociarlos con rastros de violencia, como por
ejemplo, excoriaciones y hematomas en el cuerpo de la victima o en
lesiones localizadas en su zona genital, pudiendo pasar por alto aquellos
indicios que resultan imperceptibles al ojo humano, como la presencia de
muestras tricoldgicas, fibras e incluso fluidos corporales. A partir de estos
indicios y de acuerdo con el principio de intercambio propuesto por Edmon
Locard, indicando que: “siempre que dos objetos entran en contacto
transfieren parte del material que incorporan al otro” y “Los restos
microscopicos que cubren nuestras ropas y cuerpos son testigos mudos,
seguros Yy fieles de nuestros movimientos y encuentros”, por lo que ante
el contacto directo que, generalmente, se da en un delito sexual, existe la
posibilidad de encontrar en el cuerpo de la victima algun indicio incluso
microscopico que permita la identificacion del autor del ilicito.

La valoracion de la prueba pericial en delitos de violacion sexual
presentada en la Corte Suprema de Justicia de la Republica en el Acuerdo
Plenario N° 4-2015/ClJ-116, considera que en el examen médico legal en
delitos sexuales; el profesional examinador, ademas de apreciar estas
zonas fisicas, debera obtener todo vestigio material que se relacione con
este delito. Del mismo modo Estevez, J. (2008) indica que, en la
investigacion de delitos sexuales, la busqueda de semen es de gran
importancia debido a que se puede utilizar un elemento de identificacion
como prueba de actividad sexual.

Esta dltima premisa es muy importante porque la investigacion del
semen, se encuentra circunscrita a la determinacion citologica por la
presencia de los espermatozoides en casos de presuntas victimas de
delitos sexuales y la técnica de confirmacién o llamado también de certeza
da sin lugar a dudas el hallazgo de los espermatozoides

microscopicamente hallado en el espécimen investigado.
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La importancia de este trabajo de investigacion es que las técnicas
de inmunocitoquimica (PSA) y la citoquimica PAS realizada en muestras
forenses por violencia sexual obtenidos en diferentes tipos de soporte,
incluyendo ademéas de los hisopados vaginales como los hisopados
anales, procedimiento ejecutado por el médico legista , ayuden al Fiscal
con la adquisicion de pruebas contundentes, llevar al acusado de estos
hechos a que pueda ser juzgado como culpable o inocente dependiendo
de los resultados obtenidos y asi ayudar a hacer justicia ante estos
actos deplorables, que afectan el bienestar fisico, psiquico y social de la

victima, tanto a corto como a largo plazo.



1.5. Delimitacion de la Investigacion

GEOGRAFICA. - El Hospital Alberto Sabogal Soleguren se encuentra
ubicado en el Jr. Colina 1081, en el distrito de Bellavista, provincia

constitucional del Callao.

DE BELLAVISIA Y S0 “rigs  gan w7
1tud L S & -

licipalidad Sy,
B sta Plaza Isabel La Catélica d

Plaza Catolica " REGIC

Colina %

Direccion Regional
de Salud del Callao

Grafico N° 1 Mapa de ubicaciéon del Hospital Alberto Sabogal Soleguren

Fuente: Google map. Bellavista 19-12-17

El 8 de setiembre de 1941 el Seguro Social inauguraba el primer hospital
de esta institucion ubicado en la Provincia Constitucional del Callao y que
tenia el nombre de Policlinico Obrero. Dicho centro asistencial,
actualmente denominado “Hospital Nacional Alberto Sabogal
Sologuren”, atiende hoy a mas de un millén de asegurados del primer
puerto y de distritos como Comas, Carabayllo, San Miguel, Bellavista,
Ventanilla, Puente Piedra y centros de Huacho, Huaral, Paramonga,

Barranca, Oyon y Raura. Teniendo los siguientes limites:



Por el oeste: limita con Direccion Regional del Callao.

Por el norte oeste: limita con el Hospital Daniel Alcides Carrion

Por el norte este: limita con la Av. Guardia Chalaca y Villa deportiva del
Callao

Por el sur: limita con la Av. Colina y Av. José Gélvez

Por el sur este: limita con el ovalo Saloom

TEMPORAL

La investigacion se llevé a cabo entre los meses diciembre 2017 - marzo
del 2018

TEORICA

La violencia sexual es aquella que se manifiesta con agresiones a
través de la fuerza fisica, psiquica o moral, rebajando a una persona a
condiciones de inferioridad, para implantar una conducta sexual en contra
de su voluntad. Este es un acto cuyo objetivo es someter el cuerpo y la
voluntad de la victima.

La valoracion de la prueba pericial en delitos de violacion sexual
considera que al haber un delito sexual se produce un contacto fisico, ya
sea con una persona o un objeto, se produce un intercambio entre ambos
agentes, lo que en criminalistica se conoce como Principio de Intercambio.

Este principio Criminalistico, cuya paternidad se le atribuye al
Criminalista francés Dr. Edmundo Locard (1877-1966), plantea que
cuando dos cuerpos “A” y “B” interactuan, se produce un contacto
inevitable entre dos elementos distintos, lo cual necesariamente genera
una transferencia de elementos materiales, en muchos casos una
transferencia mutua o intercambio, de evidencias fisicas tangibles o
intangibles.

Cuando se comete un delito ocurre un choque inevitable de
elementos contrarios, se produce un intercambio de indicios materiales y
evidencias fisicas. Estos elementos contrarios son: El autor del hecho, el
sitio del suceso, la victima y los medios activos utilizados. Es decir que el
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sujeto activo siempre deja algo de si en la escena del crimen y siempre se

lleva algo consigo del sitio. ¢ Qué dejo y que se llevo del sitio?

La Semenologia forense es el estudio de los rastros de semen y
manchas presentes en aquellos delitos cometidos contra la libertad sexual
de las personas sean de sexo femenino y masculino e inclusive menores
de edad.

El liquido seminal y los espermatozoides son encontrados con
mayor frecuencia como indicios bioldgicos dejados por el agresor sobre la
victima y en el lugar de los hechos proveniente de la agresion sexual
adquieren vital importancia por la informacion que brinda en la
investigacion en especial cuando el delito se consuma sin testigos por lo
gue actualmente existen procedimientos universales para su deteccion e
identificacion. Guia médico legal evaluacion fisica de la integridad sexual

(2da. version — afio 2012)

El Estudio pericial citologico en el reconocimiento e identificacion
del espermatozoide es una prueba de certeza y constituye un testimonio
acusador irrefutable en casos en que se investiguen presuntos delitos

sexuales, lo que justifica que resulte de sumo interés en Medicina Legal.

1.6. Limitaciones de lainvestigacion

-Limitaciones internas: Las muestras obtenidas para nuestro estudio
son referidas después del area de microbiologia y del servicio de
Ginecologia y una vez concluidas su evaluacion por el personal
encargado de las areas en mencion las muestras son utilizadas el mismo

dia para nuestro estudio.

-Limitaciones externas: El estudio de investigacion es realizado en el
Laboratorio de Anatomia Patolégica y no en un Laboratorio Forense que

podria reunir algunos requisitos diferentes para el estudio.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Se han encontrado diferentes proyectos e investigaciones las cuales estan
relacionadas con el objeto de estudio del presente trabajo, se relacionan directa
o indirectamente tanto con el problema de investigacion como con los objetivos
gue se pretenden alcanzar. Dentro de estos antecedentes, se citan los

siguientes:

2.1.1. Antecedentes internacionales

Los estudios realizados por Sawaya y Rolim (2004) en el Instituto Médico Legal
de Curitiba-Parana, los autores de este trabajo de investigacion detallan que el
antigeno prostéatico especifico (PSA) es generalmente usado para detectar y
monitorear cuantitativamente el desarrollo de cancer de prostata por niveles en
suero de esta proteina, del mismo modo es también encontrada en altas

concentraciones en el semen. Conceptualmente refieren que el antigeno
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especifico de la prostata (PSA) es una glicoproteina producida por el tejido de la prostata
y secretada en niveles altos en el fluido seminal. Ademas, lo describen principalmente
como un antigeno especifico de préstata y que mas tarde fue observado su presencia
en varios fluidos extra-prostaticos. Asi mismo describen la evolucion histérica de PSA
en criminalistica, asi como también la informacion sobre los niveles de PSA ya descritos
en los fluidos extra-prostéaticos. Por ende, sus trabajos realizados por estos autores
cuestionan si estos niveles pueden dafar la identificacion forense de semen
Concluyendo que los niveles de PSA existentes en los fluidos extra-prostéatico no
interfieren con el esperma en la investigacion criminal y que la habilidad de los
cientificos forenses puede determinar de forma fiable la presencia de

espermatozoides en los hisopos a través de la prueba de PSA.

Asi mismo Quispe, Tarifa, Soliz y Sierra (2010) hace referencia a la
inmediata actuacion del médico legal, en la investigacion forense en relacién al
fluido seminal en victimas de violencia sexual, en el Laboratorio de Biologia
Forense; por lo que hace énfasis a la exploracion fisica general y la busqueda
de indicios, puntos fundamentales para el diagnostico certero por el laboratorio
forense en delitos de abuso sexual. Se evalua a 215 victimas de violencia sexual
por Medicina Forense y el Laboratorio Biologia del Instituto de Investigaciones
Forenses. Para este estudio aplicaron 3 métodos para la busqueda de semen:
Fosfatasa acida, espermatozoides y Antigeno Prostatico Especifico (PSA), el
mismo que es un marcador especifico del vardn. Ellos concluyen que la gran
mayoria de denuncias de violencia sexual corresponden a delitos de violacién y
homicidio (91%) de los cuales el 55% de los casos fue sobre nifias de 4 a 17
afios. Se analizaron 251 indicios entre hisopados vaginales, anales y prendas
colectadas de la victima, el 28% de los indicios estaban impregnados con sangre.
Se detect6 presencia de semen en el 60% de las victimas: Fosfatasa acida
(37%), espermatozoides (25%) y PSA (35%), determinando una alta sensibilidad

y especificidad de los métodos aplicados.

Mientras que, Cisneros y Villarroel (2016) realizan sus estudios
aplicando ensayos inmunocromatograficos para la deteccién de proteina P-30

del cual presenta como uso comercial las pruebas como PSA-check-1; Seratec®
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PSA Semiquant y One Step ABAcard PSA. Su estudio se dirige al kit ABAcard
PSA debido a que es el mas empleado es en area forense, ya que este reactivo
utiliza anticuerpos monoclonales antiP-30 humanos que se unen al antigeno
prostético especifico (P-30) formando un complejo antigeno-anticuerpo. Se
demuestra que el limite inferior de deteccion es de 4 ng/l, por lo que una muestra
gue contenga una cantidad igual o superior, es evidenciada por la prueba,
determinando un resultado positivo. Sin embargo, ellos indican que la
visualizacién microscépica de espermatozoides sigue siendo considerada la
prueba definitiva para la demostracion de espermatozoides en los laboratorios
de biologia forense y que las técnica histoquimica como Kernechtrol-
Picroindigocarmin KPIC o Arbol de Navidad se utiliza de forma corriente como
tincion identificativa de células espermaticas, debido a que los métodos se
caracterizan por discernir principalmente espermatozoides completos o cabezas
de espermatozoide de células no espermaticas, bien células epiteliales o
levaduras, que regularmente estan presentes en las muestras procedentes de

una agresion sexual.

Del mismo modo Cuiza, C. (2012) en su trabajo de investigacion sobre la
labor de la seccidn de biologia forense en la investigacion de delitos sexuales
indica que los andlisis de muestras bioldgicas desde la valoracion médica y toma
de muestra de la victima, es el inicio del trabajo pericial en biologia forense y
centra en la investigacion de semen o liquido espermatico con la busqueda
microscopica utilizando la tincién especifica "arbol de navidad", si el resultado es
positivo se guarda las muestras hisopeadas para analisis de ADN. Ademas,
agrega que la determinacién antigeno prostatico especifico (PSA o p30), es un
componente exclusivo del semen; su determinacién se realiza con la técnica de
ELISA que es altamente sensible en la deteccion de antigenos, pero se ve
afectada por el tiempo en que los fluidos se encuentren en cavidades. La
informacion de su trabajo concluye que los procedimientos investigacion se ven
influenciados directamente por el tiempo, siendo importante esta variable en la
valoracion de la victima y la toma de muestras para su procedimiento en

laboratorio en delitos sexuales.
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Cortez, B. y Logrofio, K. (2015) evaluaron casos forenses provenientes
del Centro de Investigacion de Ciencias Forenses de la ciudad de Ambato por
Medicina Forense y el Laboratorio en el Ecuador. Los investigadores aplicaron 2
métodos de alta sensibilidad y especificidad para la busqueda de semen:
Proteina (P30), y Antigeno Prostéatico Especifico (PSA), el mismo que es un
marcador especifico del varén. La gran mayoria correspondié a delitos de
violacion y homicidio (91%). Se detectd presencia de semen en el 60% de las
victimas: P30 (65%), PSA (35%). Se concluye que el estudio de manchas de
liquido seminal constituye una prueba precisa y Gtil en la resolucion de casos
asociados a estos delitos. Las dos técnicas empleadas en el laboratorio forense
son de gran validez; La prueba (PSA) es una de las mas conocidas y utilizadas
para la identificacion del semen, se basa en la presencia de niveles altos de
fosfatasa de origen prostatico. Mientras que la prueba P30 esta disefiada para la
detencion cualitativa de la proteina P30 en la identificaciéon del semen porque
constituye un marcador aceptado para la detencion de liqguido seminal, esta
técnica es mas especifica en casos forenses porque indica en forma contundente
qgue el fluido corporal es elemento de identificacion humana, para eliminar
sospechosos.

Finalmente, Bouvet, Pavesi, Paparella, & Ombrella, 2017; en su estudio
titulado, Identificacion de espermatozoides humanos en muestras contaminadas
con levaduras donde el objetivo del presente estudio fue identificar
espermatozoides humanos en muestras contaminadas con levaduras. Se
aplicaron diferentes técnicas microscopicas como el microscopio optico (MO),
contraste de fase (CF), de luz polarizada (LP) y microscopio fluorescente (MF)
con diferentes técnicas de tincion como el Papanicolaou, la Hematoxilina, Verde
brillante para la identificacion de espermatozoides con el microscopio Optico
donde confirman la presencia de los espermatozoides enteros y fragmentados
en las muestras de semen contaminadas con levaduras (P < 0.05). A demas indica
gue el hallazgo de un espermatozoide es un estandar de oro en la ciencia
forense, pero este caso no es de alta frecuencia, debido a la labilidad del

espermatozoide frente a cambios osméticos y a la deshidratacién, que trae como
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consecuencia la observacion de solo cabezas de los mismos. El espermatozoide
es una célula con caracteristicas morfoldgicas especiales, y aplicando diferentes
coloraciones se observa intensamente tefiido el nacleo y en forma tenue el

acrosoma.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Segun Lopez K. (2013). Sostiene que el reconocimiento e identificacion de
manchas de semen en diferentes soportes de interés forense, es primordial en
la busqueda de espermatozoides, indicando la gran importancia de su
evaluacién en criminalistica ya que constituye una prueba precisa y Util en una
correcta investigacion pericial mediante una serie de normas o protocolos
estandarizados; donde la investigacion esta asociado directamente a Crimenes
de indole Sexual. Su objetivo es el de reconocer e identificar los
espermatozoides en las manchas de semen en diferentes soportes a traves de
una mejor técnica de tincion. Se evalud ocho tipos de soportes, entre fibras de
algodon y fibras sintéticas en el Laboratorio de Biologia Forense de la Direccion
de Criminalistica del Peru, aplicando el Método Directo para manchas de semen
con las coloraciones Gram y Cristal violeta. Su valor pericial en el reconocimiento
de las manchas de semen en los diferentes soportes determiné que ambas
técnicas de tincién pueden ser utilizadas en la Prueba de certeza (microscopia)
teniendo en cuenta que la tincibon Gram permite una mejor visualizacion y

diferenciacion de los espermatozoides con otros tipos de células y/o bacterias.

Los estudios realizados por Pacheco, J.y Col. 2012. Sobre la  violencia
contra la mujer; lo define como cualquier acto de agresién o abandono hacia la
mujer que produzca o pueda producir dafios o sufrimientos psicolégicos, fisicos
0 sexuales en la mujer, incluidas las amenazas de tales actos, la coercion o la
privacion arbitraria de la libertad, tanto en la vida publica como en la privada.

Ademas, en este trabajo los autores manifiestan que la evaluacion médico
legal de una persona que ha denunciado ser victima de lesiones traumaticas

corporales o de una violacion sexual le compete al médico legista, en muchos
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lugares de nuestro pais no existe este profesional; y es el médico general o
medicos de otras areas quienes realizan este examen en diferentes centros de
salud u hospitales en las capitales de provincia del pais. Por tal motivo, el objetivo
de este trabajo es ensefiar la forma de redactar la historia clinica o informes
médicos en los casos de mujeres victimas de agresion fisica y/o sexual que
hayan denunciado el hecho. Ademas, de indicar los procedimientos que se
deben realizar antes, durante y después de este examen clinico especifico, junto
con la correcta obtencion de evidencias corporales de interés Criminalistica y el
manejo clinico de personas.

Sin embargo, debemos mencionar también la valoracién de prueba que
los autores en este articulo indican, sobre los exdmenes de laboratorio y la
importancia de la secrecion de frotis vaginal de la victima de agresion sexual,
gue se coloca una lamina portaobjeto afiadiendo una gota de solucion salina y
este bajo microscopio identificar espermatozoides como prueba confirmatoria de
la Violacion Sexual. Ademas, incluye la prueba de embarazo en sangre (b-hCG)
para diagnosticar embarazo como también los exadmenes serologicos como RPR
para descartar Sifilis, Antigeno Australiano para descartar Hepatitis y el VIH para
el descarte de SIDA.

15



2.2. Bases Tedricas

2.2.1. Variable 1

Estudios bioldgicos de fluidos seminales. (Determinacion del semen): El
objetivo principal del examen biol6gico es detectar la presencia de semen en las
muestras recogidas, como prueba de actividad sexual.

El semen tiene dos fracciones: La porcion celular o esperma (5% del volumen),
y la porcién liquida o plasma seminal (95% de volumen), el semen en conjunto
es de aspecto lechoso, opalescente, ligeramente amarillo, posee un pH. de 7.2-
7.3 y estd compuesto por el plasma seminal y los espermatozoides que pueden
ser separados por centrifugacion.

El rango de conteo normal de espermatozoides esta entre 20 millones/ml y 200
millones/ml. El volumen se considera normal cuando es entre 2y 6 ml.

Es importante tener en cuenta que el liquido seminal es producto de la secrecion
de tres glandulas distintas del sistema genital y sus composiciones son
diferentes. La primera proviene de las glandulas de Cooper, de pH 8.4 que
neutraliza la acidez de la uretra. La segunda proviene de la fraccion prostatica y
por ultimo el liquido segregado por las vesiculas seminales.

Para la investigacion de las manchas seminales existen una cierta variedad de
estudios que a continuacion seran desarrollados.

La presencia de un espermatozoide completo es la prueba irrefutable de semen.
Es muy comun encontrar en las muestras fragmentos de espermatozoides, ya
sean cabeza o cola, pero debido a la contaminacion con la que generalmente se
encuentran estos restos, muchas veces estos fragmentos pueden ser
confundidos con esporas y bacterias.

Patologias: Hay que tener en cuenta, que en ciertas patologias no se puede
obtener espermatozoides en el examen microscopico, tales son los casos de:
oligospermia, azoospermia, hipospermia, aspermia.

Marcadores: Se han clasificado los marcadores del semen en tres grandes

grupos:
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e Marcadores que, por su alta concentracién, pueden determinarse
facilmente en manchas, frotis o aspirado vaginal: Fosfoglucomutasa
(PGM), La peptidasa Ay la Fosfoglucoisomerasa (PGI).

e Marcadores que, por su moderada concentracién, y que puede
determinarse solo en ciertas condiciones: Adenilato quinasa (AK),
amilasa, esterasa D, glioaxalasa, glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(G6PD), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6 PGD) y la transferritina.

e Marcadores de escaso valor, porque se hallan en concentraciones muy
bajas en el semen: alfa-1l-antitripsina, inmunoglobulinas (GM Inv),
fosfoglucomutasa 3 (PGM 3) y la diaforasa espermatica.

e La colina seminal, también se encuentra en altas concentraciones, ésta
puede ser precipitada utilizando agentes reactantes o mediante
electroforesis, identificandose cristales de colina.

Pruebas bioquimicas para el estudio del semen:

Los procedimientos utilizados en este estudio se basan en interacciones
bioquimicas del sistema inmunolégico: antigeno - anticuerpo y enzima - sustrato.

a) Fosfatasa acida prostatica (FAP): enzima presente en el plasma
seminal, producida por la prostata, tiene una concentracion 400 veces mayor que
en otros fluidos corporales. La FAP cataliza en medio acido la hidrolisis del alfa
naftil fosfato. El alfa naftol producido, reacciona con una sal de diazonio
formando un cromdgeno purpura. Tiene una sensibilidad de 67%, sin embargo,
a las 48h su sensibilidad disminuye a 40%, puesto que a partir de las 14 horas
desaparece progresivamente. Constituye una prueba presuntiva.

b) Antigeno Prostético especifico (PSA): glicoproteina producida por las
células epiteliales prostaticas. Solo esta presente en muy bajas concentraciones
en algunos fluidos corporales como: orina, suero, leche materna y liquido
amniético Se utiliza como marcador para semen a través de inmunoensayo que
ofrece un método alternativo rapido y fiable de deteccion de PSA.

Tiene una sensibilidad de 99.4%, y a las 48h su sensibilidad disminuye a
96%, puesto que a partir de las 27 horas desaparece progresivamente. Es una

prueba confirmatoria.
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c) Semenogelina | y II: Son los principales componentes proteicos en el
semen y se producen principalmente en las vesiculas seminales. Representan
la consistencia gelatinosa del semen recién eyaculado debido a interacciones a
través de puentes disulfuro. La presencia de Semenogelina ha sido demostrada
en musculo esquelético, colon, rifiones, y la retina, asi como en el carcinoma de
pulmén. Su concentracion es 10 veces més que el PSA (19 mg/mL — 1.92 mg/dL).
La identificacion de Semenogelina humana mediante la prueba de tira reactiva
esta disponibles en |la forma de la RSID-semen test, con resultado en 10 minutos,
con una sensibilidad y especificidad del 100% con resultados positivos hasta las
72 horas de hecho. Es una prueba confirmatoria. ( Instituto de medicina legal
del Peru, 2012, pags. 94-106)

Asociacion de resultados obtenidos en analisis para la deteccidon de
semen y espermatozoides y la obtencion de perfiles genéticos de
sospechosos de violaciéon sexual. Los casos de violaciones sexuales
generalmente son crimenes sin testigos, por lo que la evidencia cientifica
forense, se convierte en una herramienta decisiva para esclarecer estos hechos
delictivos. En el sistema de justicia guatemalteco, el Instituto Nacional de
Ciencias Forenses de Guatemala —INACIF-, recibe las solicitudes de andlisis
genético comparativo para asociar a un sospechoso de violacion sexual, victima
y/o escena del crimen. Para este fin, INACIF utiliza una combinacion de métodos
bioquimicos e inmunoldgicos para determinar la presencia de semen vy
espermatozoides. En primer lugar, se determina la presencia de la enzima
fosfatasa acida (FA), como indicador de la presencia de semen junto con la
determinacién de proteina seminal humana P-30, utilizando la prueba One Step
ABAcard PSA®, que determina la presencia de fluido seminal por
inmunocromatografia. Para observar la presencia de espermatozoides al
microscopio se utiliza la tincion de arbol de navidad (AN). Los analisis genéticos
forenses son eminentemente comparativos, por lo que, al momento de contar
con muestras provenientes de sospechosos, indicios de la escena y muestras de
la victima, estos son sometidos a un proceso analitico que incluye: extraccion de

ADN, cuantificacién, amplificacion vy tipificacién (electroforesis capilar). El
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objetivo de dichos andlisis, es determinar si el perfil genético que se obtenga de
los indicios recuperados de la escena, coincide con el perfil genético del
sospechoso.

Los indicios biolégicos relacionados con delitos sexuales generalmente
involucran una mezcla de fluidos de la victima y el sospechoso, por ejemplo, en
un hisopado vaginal se recuperan células epiteliales de la victima y semen del
sospechoso. Para separar el ADN proveniente de los mismos, se utiliza un
procedimiento denominado extraccién diferencial, en la cual, el ADN de las
células epiteliales (presumiblemente de la victima), es extraido con
dodecilsulfato sddico (SDS), y proteinasa K. Luego de separar por centrifugacion,
el sobrenadante que contiene el ADN de las células epiteliales -fraccion
femenina-, se extrae a partir del sedimento, el ADN de las células espermaticas
con una mezcla de SDS, proteinasa K y ditiotreitol (DTT), -fraccidbn masculina-.
También se extrae el ADN proveniente de las muestras de la victima y el
sospechoso utilizando el método Chelex. EI ADN obtenido, es cuantificado
utilizando el kit Quantifiler Human®, a través de PCR en tiempo real. Conociendo
la cantidad y calidad de ADN presente en las muestras analizadas, el mismo es
amplificado, utilizando los kits Identifiler Plus® y/o Y-filer® en una reaccion por
PCR. Finalmente, se obtiene el perfil genético de las muestras analizadas,
realizando una electroforesis capilar.

Los perfiles genéticos obtenidos se cotejan realizando un estudio
comparativo, si se presenta una inclusion (coincidencia entre el perfil genético
del sospechoso y el perfil genético de los indicios), los datos son analizados
estadisticamente para establecer la razén de verosimilitud o tasa de probabilidad
comunmente conocido como Likelihood Ratio (LR), para reportar la tasa de
probabilidad de coincidencia entre dos perfiles genéticos.

El presente estudio determind la asociacidn existente entre los resultados
obtenidos de los andlisis de FA, P-30 y la tincion de AN y la obtencion de perfiles
genéticos de sospechosos de violacién sexual en 137 casos analizados por
INACIF de enero de 2010 hasta septiembre del 2011. Para establecer dicha
asociacion, se elaboraron tablas de 2x2, determinando los valores de OR, Chi

cuadrado (X2) y “p” con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Los
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resultados mostraron que el analisis que presenta mayor asociacion con la
obtencién de perfil genético, es la deteccion de proteina seminal humana P-30
con un OR de 6.79 (IC 95% = 1.17-38.58), X2 5.89y “p”de 0.018. En adicion, se
establecié que tanto la deteccion de la enzima FA (p = 0.037), proteina seminal
P-30 (p = 0.018), y la observacion de espermatozoides a través de la tincion de
AN (p = 0.027), muestran asociacion estadisticamente significativa con la
obtencién de perfiles genéticos de sospechosos. Asi mismo, se establecié una
frecuencia de obtencion de perfiles genéticos de 75.2%, siendo las prendas de
vestir intimas femeninas, los indicios que presentaron mayor coincidencia entre
la deteccion de fluidos masculinos y la obtencién de perfiles genéticos de
sospechosos, con una frecuencia de 88.37%. (Garcia, Asociacién de
resultados obtenidos en analisis para la deteccion de semen vy
espermatozoides y la obtencion de perfiles genéticos de sospechosos de

violacion sexual., 2012, pags. 4-14)

Estudio comparativo entre la determinacién de PSA total y p30 para la
valoracion de liquido seminal en casos forenses: La violencia sexual es un
problema de salud publica y de justicia social. La inmediata actuacion médico
legal, la exploracion fisica general y la buena colecta de indicios, son
fundamentales para el diagnostico certero por el laboratorio forense. Se evalué
durante octubre 2015 a marzo 2016 en casos forenses en el Centro de
Investigacion de Ciencias Forenses de la ciudad de Ambato por Medicina
Forense y el Laboratorio. Se aplicaron 2 métodos de alta sensibilidad y
especificidad para la busqueda de semen: Proteina (P30), y Antigeno Prostético
Especifico (PSA), el mismo que es un marcador especifico del varon. La gran
mayoria correspondié a delitos de violacion y homicidio (91%). Se detect6
presencia de semen en el 60% de las victimas: P30 (65%), PSA (35%). El estudio
de manchas de liquido seminal constituye una prueba precisa y util en la
resolucién de casos asociados a delitos. Las dos técnicas empleadas en el
laboratorio forense son de gran validez; La prueba (PSA) es una de las mas
conocidas y utilizadas para la identificacion del semen, se basa en la presencia

de niveles altos de fosfatasa de origen prostatico. Mientras que la prueba P30
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esta disefiada para la detencidn cualitativa de la proteina P30 en la identificacidén
del semen porque constituye un marcador aceptado para la detencion de liquido
seminal, esta técnica es mas especifica en casos forenses porque indica en
forma contundente que el fluido corporal es elemento de identificacibn humana,

para eliminar sospechosos. ( Cortez & Logrofio, 2016)

Antigeno especifico da préstata en fluidos biolégicos: aplicacion forense:
El antigeno especifico de la prostata (PSA) es una glicoproteina producida por
el tejido de la préostata y secretado en el plasma seminal en niveles elevados. El
PSA se utiliza ampliamente como un producto biomarcador del cancer y como
un marcador forense. El PSA se describié originalmente como uno Antigeno
especifico de la prostata. Posteriormente, el PSA se observo en una variedad de
fluidos extra prostaticos. En esta revision, se sintetizé su historia evolutiva del
PSA y se evalu6 informaciones disponibles sobre los niveles del PSA en fluidos
no prostaticos. Este articulo apunta a discutir si estos niveles pueden dafar la

identificacion forense del semen. (Sawaya & Rolim, 2004, pags. 109-116)

Sistema especializado integral de investigacion en medicina legal y
ciencias forenses. Manual de procedimientos de laboratorio de biologia forense:
Protocolo de tincién “arbol de navidad” para identificacién de espermatozoides:
El semen esta constituido por espermatozoides y liquido seminal. Entre el 15 —
20 % de volumen proviene de la préstata, 60 — 70 % de las vesiculas seminales
y solo el 10 % proviene del epididimo. EI semen es un liquido viscoso de color
blanco grisaceo y opalescente, su pH varia entre 7.3 y 7.8 sus amortiguadores
fosfatos y bicarbonato de sodio contribuyen a proteger a los espermatozoides
del pH vaginal. Como elemento celular caracteristico del semen se encuentran
los espermatozoides, sin embargo, el cuadro celular es mucho mas complejo:
presenta células gigantes, células epiteliales, leucocitos, células prostaticas,
cilindros testiculares y bacterias, contiene de 70 a 150 millones de

espermatozoides por ml.
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El espermatozoide humano maduro mide 60um de largo y es una célula
con movimiento activo, esta formado por una cabeza de forma oval vista de
frente y forma de pera vista de perfil con el extremo angosto orientado hacia
adelante, una pieza intermedia que contiene mitocondrias y una cola formada
por nueve filamentos que rodean a otros dos centrales. La mayor parte de la
cabeza esta ocupada por el nucleo, cuya cromatina est4 condensada; 2/3 del
nacleo estan cubiertos por el acrosoma. Microscopicamente se compone de
cuatro secciones: el cuello, la pieza intermedia, la pieza principal y la pieza
terminal con diferencias estructurales. La vida aproximada del espermatozoide
en canal endocervical es de 114 h, en fondo de saco vaginal es de 120 h, rectal
65 h, anal 46 h y en la boca 6 h, en cadaveres no existen referencias
bibliograficas en cuanto al tiempo posible de encontrarlos vivos.

El tiempo de permanencia de los espermatozoides en la cavidad vaginal
varia dependiendo de presencia de menstruacion, infecciones vaginales, el pH
vaginal, lavado vaginal, el ejercicio fisico y la cantidad de espermatozoides
eyaculados. La defecacion, afecta el tiempo de permanencia de los
espermatozoides en la cavidad anal. La mezcla de estas variables hace que en
general, los espermatozoides puedan detectarse en vagina hasta tres dias
después del coito.

Sin embargo, en la literatura relacionada con la investigacion forense, se
han observado algunos casos en los cuales los espermatozoides han sido
detectados hasta seis dias después del coito, en cadaveres no existen
referencias bibliogréaficas en cuanto al tiempo posible de encontrarlos vivos, pero

se debe considerar su afectacion por la putrefaccion.

OBJETIVO

Determinar la presencia de espermatozoides en las muestras obtenidas
por agresion sexual, atentado al pudor, escena del hecho y otros, utilizando la
tincion “Arbol de Navidad” para identificacién de espermatozoides como prueba

confirmatoria.
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MUESTRA REQUERIDA

Las muestras y evidencias en las que se determina la presencia de
espermatozoides son: frotis de hisopados genitales, para genitales y extra
genitales.

PROCEDIMIENTO

1. Visualizar en la placa donde se encuentra el frotis y delimitar el frotis
con lapiz demografico.

2. Fijar el frotis a calor seco o exponerlo a la llama directamente.

3. Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion
Kernechtrot (rojo nuclear) y dejar actuar por 20 minutos (Reactivo 1).

4. Lavar con agua destilada.

5. Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion
picroindigocarmine y dejar actuar de 10 a 15 segundos (Reactivo 2)

6. Aclarar el frotis con etanol al 95 %.

7. Dejar secar y montar la placa.

8. Observar en lente 40 X

OBSERVACION

En el espermatozoide, el material nuclear se tifie de color rojo o
rojo/purpura, el cuerpo de los espermatozoides se observa de forma ovalada y
tefiido de rojo con un fondo rosado ligero, el acrosoma del espermatozoide se
tifle de color rojo ligero, la regiéon media y la cola de los espermatozoides se tifien
de color verde o azul verdoso. (Campbell RJ Dpto. de Ciencias Forenses,
Seccion Biologia Forense Virginia). Es necesario contar con un control positivo
de espermatozoides y registrar el resultado mediante una fotografia para guardar
como fotografia digital e imprimirla para adjuntar al expediente del caso.

RESULTADOS

Se reporta como “PRESENCIA O AUSENCIA DE ESPERMATOZOIDES”
Cuando el material celular es insuficiente se puede reportar como “MATERIAL
INSUFICIENTE PARA EMITIR UN RESULTADO”

LIMITACIONES

Por la naturaleza de la muestra y el tratamiento que se da en la

preparacion de los extractos es posible observar morfologias atipicas tales como
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la ausencia de cola. (Fiscalia General del Estado. Ecuador, 2014, pags. 17-
19)

Aspectos relevantes en la toma de muestra del semen: En la busqueda
de semen en escena de crimen, debe darsele mayor importancia a la ropa interior
de la victima y del sospechoso, sabanas, toallas, papel sanitario, pafuelos
desechables o de albogdn, piso, asientos de auto, etc.

Los procedimientos de toma de muestra de sitios anatomicos (diferentes
partes del cuerpo) del ofendido, en caso de delitos de indole sexual deben ser
realizados por personal médico calificado.

En estos casos el tiempo es un elemento de vital importancia para la
recuperacion de material bioldgico util para realizar una identificacion del
imputado, para esto se deben tomar en como criterios importantes los siguientes
aspectos:

- Toma de muestras realizadas entre 3 y hasta 6 dias después del ataque
sexual, puede ofrecer resultados negativos

- Se debe evitar que la (el) ofendido se barfie o se realice lavado vaginal,
anal, oral, o donde el mismo haya manifestado que hubo ataque sexual, ya que
esto afecta de manera importante la presencia de semen.

- La muestra se debe trasladar lo mas pronto posible al laboratorio y al (1a)
ofendido a la clinica del médico forense.

Identificacion de semen:

Para llegar a la identificacion del semen, se llevan a cabo tres pruebas,
las cuales se realizan de acuerdo al orden que estan descritas a continuacion.

1) Determinacion de fosfatasa acida

La fosfatasa acida es una enzima que esta presente en el semen y su
origen es la glandula prostatica. Esta enzima es muy labil (sensible), y pierde
actividad dentro de las primeras 10 horas.

Fundamento quimico para su deteccion: La fosfatasa acida reacciona con
el alfa naftil fosfato, liberando naftol, y dando una coloracion vino tinto.

Falsos positivos: Es cuando se presentan reacciones positivas sin la

presencia de la fosfatasa acida. Esta reaccidn se presenta cuando se encuentran
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presentes en los indicios contaminantes bacterianas como E. Coli, Proteus y
levaduras.

2) Determinacion de proteina p-30

El antigeno prostatico especifico (PSA) o p-30 es una proteina que
inicialmente se penso que era especifica y que tiene su origen en el epitelio que
recubre la Gandula prostatica. Pero ahora se sabe que se encuentra también
presente en orina femenina, leche materna, liquido amnidtico, pero en menores
cantidades.

Varias metodologias son usadas para su deteccién, una puede ser por
inmunocromatografia, que actian con el anticuerpo especifico. La sensibilidad
de estos kits comerciales y es de 2 ng/ml de PSA. 3) Observacion microscépica
de espermatozoides

Para poder observar e identificar los espermatozoides es necesario hacer
uso del microscopio, previo haber realizado un extracto del indicio a investigar,
del cual se realiza un frote en una laminilla de vidrio llamada portaobjetos, el cual
es coloreado con una tincion especial llamada "Tincion de Arbol de Navidad".
Lleva su nombre por los diferentes colores que son rojo y verde que se tifien los
espermatozoides.

La tincion de la laminilla se realiza con una técnica especial, aplicando los
colorantes Rojo rapido nuclear, luego se aplica el picrico indigo carmin. Se
observa al microscopio. El nucleo se colorea de color rojo, y el acrosoma de color
verde.

Morfologia el espermatozoide:

Cabeza oval de 4 a 6 micras contiene material genético haploide y
acrosoma. Su cola constituye en 90% del total de largo. Su funcion es la
motilidad, contiene las mitocondrias. Especies con morfologia similar, conejo,

primates carnero.
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Tabla 1.

Interpretacion de resultados de Fosfatasa acida versus P-30 para la
identificacion de semen

ESPERMATOZOIDES FOSFATASA ACIDA P-30 INTERPRETACION
SE OBSERVARON SE DETECTO SE DETECTO ES SEMEN

SE OBSERVARON NO SE DETECTO NO SE DETECTO ES SEMEN

NO SE OBSERVARON SE DETECTO SE DETECTO ES SEMEN

NO SE OBSERVARON NO SE DETECTO NO SE DETECTO ES SEMEN

NO SE OBSERVARON NO SE DETECTO NO SE DETECTO NO ES SEMEN

NO SE OBSERVARON SE DETECTO SE DETECTO ES SEMEN

Fuente: Formacioén criminalistica enfoque pericial algunos aspectos de la investigacion
cientifica forense. Estévez, 2011, pags. 24-30

En la busqueda microscopica del espermatozoide, los encontramos
completo, cabeza y cola, en frotes en fresco realizados directamente de la toma
de la muestra en victimas. Encontramos solamente la cabeza, cuando se trata
de frotes realizados de muestras tomadas de indicios, del cual se toma un
pedazo para su extraccion y después centrifugacion, para concentracion de la

misma. (Estévez, 2011, pags. 24-30)

Muestra

La inmunocitoquimica (ICC) se puede realizar en la mayoria de las
muestras de citologia, incluyendo aspiraciones con aguja fina (FNA), fluidos
serosales, frotis de Papanicolaou, y lavar y cepillar las muestras (2-4). Si la
muestra de células es adecuada, uno deberia prepare bloques de células, ya
gue representan las muestras ideales para ICC. Todo también a menudo, sin
embargo, la muestra de células se limita a pocos frotis o citocentrifuga
preparativos. De hecho, la necesidad de realizar ICC generalmente surge solo
después de revisando las diapositivas fijas y tefiidas con Papanicolaou. En tales
casos, el cubreobjetos se quita y el ICC simplemente se puede realizar en el

anterior Diapositiva tefiida sin la necesidad de decolorar.
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Consejos

* Los preparados de filtro no son adecuados para ICC porque los filtros
absorben reactivos inmunoldgicos y el cromdégeno. Esto causa inaceptable
tincion de fondo. Las preparaciones de filtro también se desprenden facilmente
de la diapositiva durante los pasos de lavado.

* La citocentrifugacion de fluidos serosos con alto contenido de proteina
puede causar precipitacion de una pelicula proteinica sobre el material celular,
evitando de ese modo penetracién adecuada de reactivos. En tales casos, un
breve lavado de las células por soluciéon salina isoténica antes de la
centrifugacion eliminara el exceso de proteina.

* Las aspiraciones finas de aguja y los fluidos de la cavidad corporal con
exceso de sangre pueden interferir con ICC. Estos ejemplares pueden
conservarse en soluciéon Saccomanno, que no solo fija la muestra, sino que
también lisa los glébulos rojos.

« Si el numero de diapositivas es limitado, se podria utilizar una diapositiva
que era negativo para que un marcador se restaure con un segundo anticuerpo.

* Aunque la eliminacion del cubreobjetos de vidrio de los portaobjetos
previamente tefidos es relativamente simple, algunos cubreobjetos de plastico y
pelicula liquida no son faciles extraible y puede interferir con el rendimiento de
ICC. (Parvin Ganjei & Mehrdad, 2007, pags. 3-6)

Fijacion

Igualmente, buenos resultados de ICC podrian lograrse en muestras
citolégicas fijadas en Alcohol isopropilico al 95%, formalina tamponada, formol-
acetona o una mezcla de etanol y formalina. Una breve fijacion en cualquiera de
los fijadores anteriores es adecuada para la mayoria de las preparaciones
citolégicas (2).

Consejos

 Las muestras secadas al aire no son muestras optimas para la CPI de la
mayoria de citoplasmas y marcadores nucleares. Ademas, la mayoria de las

muestras secadas al aire estan manchadas con los métodos Diff Quick o
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similares de Romanowsky. Estas manchas también pueden interferir con los
procedimientos posteriores de ICC.

« Similar a muestras histologicas, fijacién prolongada de muestras de
citologia en formalina (semanas o meses) puede resultar en la pérdida gradual
de su antigenicidad Fijacion prolongada en fijadores a base de alcohol, en la otra

mano, no es un problema importante.

Evaluacion de resultados

El sello distintivo de una verdadera reaccién positiva de ICC es la
distribucién heterogénea de tincién granular nitida dentro de células individuales
0 entre un grupo de células.

Dependiendo del antigeno, la reaccion se puede ver en la membrana
celular, ocupan todo el citoplasma, se limitan al area perinuclear o aparecen
intranuclear Con raras excepciones, manchas difusas de color marron palido
monotono de células es con toda probabilidad no especifico.

Reacciones falsas positivas

Similar a los hallazgos en histopatologia, una fuente comun de falsos
positivos las reacciones en ICC incluyen la tincion inespecifica de triturado,
degenerado, y células necréticas. Histiocitos, macréfagos, células en mitosis y
tumor las células gigantes también pueden mostrar reaccion positiva falsa (2).
Grande, tridimensional los grupos celulares en FNA, cepillado o muestras de
citocentrifuga pueden atrapar reactivos inmunologicos y dar lugar a resultados
positivos inespecificos. En tales casos, la evaluacion de una reaccion positiva
debe limitarse a células o grupos bidimensionales.

Resultados falsos negativos

En ausencia de controles internos, la verdadera naturaleza de una
reaccion negativa en material citologico es dificil de verificar (5). En
consecuencia, resultados negativos en ICC no son tan significativas como las
reacciones positivas.

Tincion de fondo

A diferencia de las secciones histologicas, la tincion de fondo inespecifica

no es un problema principal en material citolégico. De hecho, la mayor parte de
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lo que parece ser una reacciéon no especifica en el fondo de la diapositiva en la

realidad representa verdadera.

Evaluacion de resultados

La tincion, por ejemplo, de una reaccion de fondo para tiroglobulina en
una FNA de la tiroides o una reaccion de la cadena ligera de inmunoglobulina en
un fluido seroso

Refleja la presencia normal y esperada de las respectivas proteinas en la
muestra. Del mismo modo, cuando las muestras contienen células con células
delicadas y fragiles. Las membranas, los antigenos intracitoplasmicos pueden
liberarse mediante el acto de untar. Estos pueden aparecer como tincion de
fondo no especifica. Ejemplos incluyen tincion de fondo para la inhibina en
neoplasmas de la corteza suprarrenal y la reaccion de proteina S100 en FNA de
tumores de células granulares. En el otro mano, las células en citologia fluida
pueden mostrar una tincion inespecifica de la membrana para un antigeno que
esta presente en el fluido, pero no es elaborado por esas células (es decir,
reaccion de membrana citoplasma inespecifica de células mesoteliales en una
efusion de la cavidad corporal para inmunoglobulinas). Por lo tanto, solo nuclear
0 las reacciones intracitoplasmaticas son aceptables como verdaderamente
positivas porque cualquier célula que flota en un fondo de este tipo puede
mostrar manchas en la membrana de la superficie independientemente de si

elabora ese antigeno o no. (Parvin Ganjei & Mehrdad, 2007)

Principios basicos de inmunohistoquimica

Los patdlogos quirdrgicos han reconocido desde hace tiempo su
falibilidad, aungue no siempre la han publicitado.

Sin embargo, han buscado medios mas seguros para validar los juicios
morfoldgicos. Una variedad de "especiales las manchas "se desarrollaron para
facilitar el reconocimiento y el diagnéstico celular; la mayoria de estas primeras
manchas se basaron en reacciones quimicas de componentes de células y
tejidos en secciones congeladas (histoquimica). En ciertas circunstancias, estas

manchas histoquimicas demostraron ser de valor critico en la identificacion

29



celular especifica. Con mayor frecuencia, sirvieron simplemente para resaltar o
enfatizar las caracteristicas celulares o histologicas que respaldaban una
interpretacion particular sin proporcionar una confirmacién verdaderamente
especifica. Cuando se cre6 el nuevo campo de inmunohistoquimica combinando
inmunologia con histoquimica, se generdé una amplia variedad de tinciones
especiales verdaderamente especificas. Este tema, que ha sido discutido en
miles de articulos, sera discutido en este libro.

Los objetivos de IHC son similares a los de la histoquimica. De hecho, IHC
se basa en los fundamentos de la histoquimica; no reemplaza la histoquimica,
sino que mas bien sirve como un valioso adjunto que amplia en gran medida la
variedad de componentes tisulares que se pueden demostrar especificamente
dentro de las secciones de tejido u otras preparaciones celulares. Como
enfatizaron los pioneros en este campo de la morfologia funcional, "el objeto de
toda tincion es reconocer microquimicamente la existencia y distribucion de
sustancias de las que hemos sido conscientes macrocientificamente”. El
principio critico basico de IHC, como con cualquier otro método de tincion
especial, es una localizacion visual nitida de los componentes diana en la célula
y el tejido, basandose en una relacion sefal / ruido satisfactorio. La amplificacion
de la sefial al tiempo que se reduce la tincién de fondo no especifica (ruido) ha
sido una estrategia importante para lograr un resultado satisfactorio que sea util
en la practica diaria. Después de mas de dos décadas, los avances en IHC han
proporcionado un enfoque factible para realizar inmunotincion en tejidos
procesados rutinariamente, de modo que este método es ahora "rutinario” para
la realizacion de "tinciones especiales” de IHC en laboratorios de patologia
quirdrgica que utilizan tejidos FFPE

Sin embargo, las demandas de reproducibilidad mejorada y de
cuantificacion han llevado a un reconocimiento creciente de que IHC tiene el
potencial de ser mas que una mancha especial. Si se controla adecuadamente
en todos los aspectos de su rendimiento, IHC puede proporcionar un
inmunoensayo basado en tejido con la reproducibilidad y las caracteristicas
cuantitativas de una prueba ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas), que no solo detecta la presencia de un "analito" (proteina o antigeno)
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pero también proporciona una medida precisa y confiable de su cantidad relativa

o real (vea Control de calidad y estandarizacion).

Técnicas de recuperacion de tejidos, procesamiento y recuperacién de
antigenos
La siguiente seccion refleja la préactica actual, con formalina como el fijador
comun. Recomendaciones para una mayor documentacion ya ha sido
enfatizada.

La preparacion tisular consiste en la fijacidn, la deshidratacion posterior y
la inclusién en cera de parafina para proporcionar una matriz rigida para
seccionar. Los tejidos que se van a incrustar en cera de parafina se fijan primero
para optimizar preservacion, un proceso que afecta profundamente los
resultados morfolégicos e inmunohistolégicos. El fijador ideal para los estudios
de IHC no solo debe estar disponible, sino que también debe utilizarse
ampliamente para maximizar el rango y la cantidad de muestras disponibles para
los estudios de IHC. El fijador debe preservar la integridad antigénica y limitar la
extraccion, difusion o desplazamiento del antigeno durante el procesamiento
posterior.

Ademas, debe mostrar una buena conservacion de los detalles
morfolégicos después de la inclusion en un medio de soporte (por ejemplo,
parafina).

Los fijadores comunes utilizados en histopatologia se dividen en dos
grupos: fijadores de coagulantes, como etanol, y fijadores de reticulacién, como
el formaldehido. Ambos tipos de fijador pueden causar cambios en la
configuracion estérica de las proteinas, que pueden enmascarar los sitios
antigénicos (epitopos) y afectar negativamente la union con el anticuerpo. Es
bien sabido que los fijadores de entrecruzamiento alteran los resultados de IHC
para un nuamero significativo de antigenos, mientras que los fijadores de
coagulantes, especialmente el etanol, se ha informado que producen menos
cambios, aunque sigue habiendo cierta controversia. En la mayoria de los
laboratorios de patologia quirargica, el fijador utilizado es 10% de formalina

tampon neutra (NBF) (un fijador de entrecruzamiento). El procesamiento
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posterior generalmente incluye un periodo en etanol al 100%; por lo tanto, los
tejidos se "fijan de manera doble" tanto en formalina como en etanol: si la fijacion
con formalina es inadecuada, los tejidos se fijaran en parte con alcohol, con la
variacién "en seccion" resultante en la tincion de IHC. Para tejidos fijados en
formalina, se sabe que la intensidad de la tincién es dependiente del tiempo de
fijacion para muchos antigenos.

Una larga historia de uso de formalina como fijador tisular estandar ha
revelado las siguientes ventajas; no sera reemplazada facilmente, o pronto:

1. Hay una buena conservacion de la morfologia, incluso después de una
fijacion prolongada; en este caso, bueno es un término algo subjetivo que abarca
los diversos cambios de artefactos que resultan en el morfologico caracteristicas
gue "complacen" al patélogo, en funcion de su experiencia previa y la forma de
procesamiento de la fijacion a la que el patélogo se ha acostumbrado.

2. La formalina es una sustancia quimica econémica, mucho mas barata
gue la mayoria de las alternativas.

3. La fijacion de formalina esteriliza las muestras de tejido de una manera
mas confiable que la precipitacion de fijadores, particularmente para virus.

4. Los antigenos de carbohidratos estan bien conservados.

5. La reticulacion de proteinas in situ evita la lixiviacion de proteinas que
pueden difundirse en el agua o el alcohol. Muchos antigenos (péptidos) de bajo
peso molecular se extraen con fijadores que no se entrecruzan, como el alcohol,
o las soluciones a base de metanol, pero estan bien conservados en el tejido por
formalina.29 Hoy en dia, la experiencia muestra que la formalina puede
considerarse un fijador satisfactorio tanto para morfologia como para IHC,
siempre que se disponga de una técnica efectiva de AR para recuperar esos
antigenos que estan disminuidos o modificados.

Antigeno especifico de la préstata

El antigeno prostatico especifico (PSA) es un miembro de serina proteasa
de la familia de las calicreinas glandulares humanas.

El PSA es una glicoproteina de 34 KD de 237 aminoacidos con homologia

de secuencia alta con glandular humano
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Calicreina 2 (HK2). Se sintetiza casi exclusivamente en el epitelio ductal
y acinar de la prostata. Se encuentra en el tejido prostatico normal, hiperplasico
y maligno. El PSA licda el codgulo de fluido seminal a través de la protedlisis de
las proteinas formadoras de gel, liberando asi los espermatozoides. Puede
alcanzar el suero por difusion desde las células luminales a través de la capa de
células basales, la membrana basal glandular y la matriz extracelular. La
medicion de los niveles séricos totales de PSA es actualmente el pilar de la
deteccion de PCa. Numerosos estudios han demostrado que los pacientes con
CaP tienen, en general, niveles elevados de PSA sérico. El punto de corte
utiizado mas comunmente para el PSA es de 4 ng / ml. Cuando las
concentraciones séricas de PSA son de 4 a 10 ng / ml, laincidencia de deteccién
de cancer en la biopsia de prostata en hombres con un examen rectal digital
(DRE) normal es aproximadamente del 25%. Con los niveles séricos de PSA por
encima de 10 ng / ml, la incidencia de cancer de préstata en la biopsia aumenta
aproximadamente al 67%. Sin embargo, el riesgo de cancer es proporcional al
nivel de PSA sérico incluso a valores inferiores a 4 ng/ ml. Como han demostrado
los grandes ensayos de deteccion, se producen canceres clinicamente
significativos en hombres con concentraciones séricas de PSA de 2,5a 4,0 ng /
ml; por lo tanto, algunos expertos han propuesto reducir el limite del PSA a 2,5
ng / ml para mejorar la deteccién temprana del cancer en hombres mas jovenes.
Una vez que el PSA gana acceso a la circulacion, la mayoria permanece unida
alos inhibidores de la serina proteasa. Los tres inhibidores mas reconocibles son
a1 antiquimotripsina (ACT), a2 macroglobulina e inhibidor de la proteina a1. El
PSA unido a ACT es el mas inmunorreactivo y es el que clinicamente es mas util
para diagnosticar el cancer de préstata. Una fraccion mas pequefa (5% a 40%)
del PSA sérico medible es PSA libre (no complejado). EI PSA sérico total medido,
por lo tanto, refleja tanto libore como complejo

PSA. Se ha demostrado que el porcentaje de PSA libre puede mejorar la
especificidad de las pruebas de PSA para el cancer de prostata. Un porcentaje
del valor libre de PSA de menos del 10% es preocupante para el cancer. Mas
recientemente, se han descubierto isoformas adicionales de PSA libre, como se

detalla en una revision de Gretzer.11 El PSA se secreta primero en la forma de
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un precursor denominado pro-PSA. Esta forma inactiva de la enzima constituye
la mayoria del PSA libre en suero en hombres con cancer de prostata, lo que
hace que el aumento relativo de pro-PSA en suero sea un marcador de riesgo
de PCa. BPSA ("PSA benigno") se refiere a una forma escindida de PSA del
tejido de BPH. La proporcion de proPSA / BPSA se ha propuesto como un medio
para mejorar la precision del diagnostico de cancer en hombres con un bajo
porcentaje de niveles libres de PSA, que tienen un riesgo relativamente alto de
cancer. Las pruebas de PSA en suero también se pueden utilizar para monitorear
a los pacientes después de la terapia para detectar la recurrencia temprana.
Después de una prostatectomia radical, el PSA sérico deberia caer a niveles
indetectables. Los niveles séricos de PSA elevados después de la
prostatectomia radical (> 0,2 ng / ml) indican enfermedad recurrente o
persistente. Después de la radioterapia para el cancer de proéstata, los valores
séricos de PSA disminuiran a un nadir, aunque no en la misma medida que los
gue siguen a la prostatectomia radical. Tres aumentos subsiguientes en los
valores de PSA sérico después de la radioterapia indican fracaso del tratamiento.
Aunque la expresion de PSA en tejidos extraprostaticos y tumores distintos de
PCA ha sido raramente demostrada (ver Tabla 16.1), para todos los propadsitos,
la expresion de PSA en el nivel IHC es un marcador especifico y sensible de
linaje prostéatico de diferenciacion con hasta 97.4% de sensibilidad encontrada
en un estudio reciente de nuestro grupo.13 Las glandulas uretral, periuretral y
perianal se encuentran entre los tejidos normales en los que raramente se ha
informado que muestran reactividad de PSA. Los neoplasmas extraprostaticos
gue ocasionalmente expresan PSA incluyen uretra y periuretral adenocarcinoma,
carcinoma cloacogénico, adenoma pleomorfico de la glandula salival y
carcinoma de conducto salival, asi como carcinomas mamarios raros. Aunque
un informe raro indico la expresién de PSA en el adenocarcinoma de vejiga de
tipo intestinal, no logramos revelar dicha expresion en un estudio reciente.
Estudio de adenoma velloso y adenocarcinoma de vejiga. Este dltimo es
especialmente importante desde el punto de vista del diagndstico diferencial
dada la proximidad topogréfica de los dos 6rganos. Aunque se puede encontrar

una intensidad de expresion de PSA mas débil en PCa de grado Gleason mas
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alto, recientemente hemos podido demostrar un alto grado de sensibilidad
inmunosanitaria de PSA (97,4%) en carcinoma de préstata de alto grado incluso
cuando se utilizé6 TMA13. Asimismo, la expresién de PSA es valioso para definir
un sitio de origen primario prostatico durante la evaluacion de un carcinoma

metastasico poco diferenciado.(Dabbs, 2006)

Mancha de semen

En los casos de violacion es comUn contar con muestras de semen secas
asentadas sobre diversos soportes, o0 bien hisopados obtenidos de la victima. A
Su vez, este tipo de delitos sexuales, constituyen un grupo de hechos sumamente
dificiles de comprobar, de alli, que el procesamiento de los materiales citados
adquiera gran importancia ya que con las técnicas actuales podria demostrarse
de manera fehaciente la intervencion de un determinado individuo.

Se define el esperma como un liquido compuesto por dos fracciones, el
liquido seminal y los espermatozoides, revistiendo ambos gran importancia
desde el punto de vista pericial.

En el primero encontramos bases organicas tales como la colina, la
espermina y la espermidina, sustancia este Ultima a la cual debe su olor el
esperma. También posee en su composicion proteinas entre las cuales se
pueden mencionar, por su importancia, la fosfatasa acida prostatica, el antigeno
prostatico especifico (PSA), la fosfoglucomutasa (PGM), peptidasa A (Pep A) y
la Glioxilasa | (Glo I). Debe mencionarse también la presencia de sustancias
similares a los antigenos del sistema ABO, los cuales estaran presentes en
aquellos individuos secretores y que permitiran la determinacion del mismo en
este fluido. En tal sentido, se conoce que entre el 75 y el 80% de la poblacién
tiene esta caracteristica y, por lo tanto, todos sus fluidos corporales contienen
este tipo de sustancias.

1. Estudio de las manchas de semen

Un modo practico para el estudio de las manchas de semen es el que se

detalla en el siguiente cuadro:
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Visual

Localizacion Tactil
‘ u.v.
¥z de hisopo o %2 cm? de mancha \‘ Mancha o hisopo
+ 250 ul de Solucién Fisioldgica l
l visualizacion de espermetazoides

centrifugar a bajas revoluciones (2.000 rpm)

oo

Sobrenadante Pellet l
Fosfatasa acida prostatica (FAP) Observacién microscdpica PGM —Pep A
PSA

Figura. 1 Secuencia analitica Interpretacion de resultados de identificacion

de semen.
Fuente. Giannuzzi, Ferrari, & Nieto, Manual de Técnicas Analiticas en el Laboratorio de
Toxicologia y Quimica forense - Mancha de semen, 2006, pags. 195-197

2. Localizacion de la mancha

Las manchas de semen pueden presentarse sobre diversos soportes,
pero, los mas comunes son la ropa interior de la victima y las prendas de cama.
Un dato a tener en cuenta seran las caracteristicas del material a examinar, entre
las cuales se destaca la capacidad de absorcién del mismo, su color, etc.

De todos modos, en general, puede decirse que las manchas de semen
presentan un color blanco grisaceo que va tornando hacia el amarillento con el
paso del tiempo, adquiriendo, en especial sobre las telas, una consistencia
apergaminada, caracteristica que resulta de utilidad para su ubicacion por medio
del tacto. El empleo de luz U.V. constituia un método practico para localizar este
tipo de manchas, pero los dafios que ésta puede causar al material genético ha
hecho que caiga en desuso. La misma se basaba en la propiedad fluorescente

de las manchas de esta clase.
3. Observacion de Espermatozoides

La visualizacién de espermatozoides completos constituye, por si sola, la

Unica prueba irrefutable de la presencia de semen en una mancha.
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De alli que, previo a detallar las técnicas a emplear para tal fin, es
importante repasar someramente su estructura. Los espermatozoides son
células moviles compuestos basicamente por cabeza (en la cual se encuentra el
nacleo), cuello, cuerpo y cola. Su longitud oscila entre 40 y50 [Jm, mientras que
con respecto a su forma la cabeza, vista de frente, es oval, mientras que de perfil

es aguzada.

Figura. 2 Foto microscopico de espermatozoide con objetivo 40x método

directo, muestra con suero fisiolégico.
Fuente. Giannuzzi, Ferrari, & Nieto, Manual de Técnicas Analiticas en el Laboratorio de
Toxicologia y Quimica forense - Mancha de semen, 2006, pags. 195-197

Para su estudio, tal como puede verse en el esquema precedente, hay
dos posibilidades. Una de ellas es trabajar directamente sobre el material motivo
de pericia y la otra sobre el pellet obtenido en la centrifugacion de un macerado
en solucion fisiolégica de la mancha a estudiar. Cualquiera sea la metodologia
empleada, un hecho para tener en cuenta es que los espermatozoides son
elementos sumamente labiles, de modo tal que la cabeza y la cola se separan
muy facilmente. De alli que multiples factores que hacen a la conservacion de la
muestra dificultan, cuando no imposibilitan, la observacion de estos elementos
en forma completa. Paralelamente, esto implica un sumo cuidado en el
procesamiento del material a estudiar.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que ciertas enfermedades afectan,
de forma diversa, la cantidad de espermatozoides que produce un individuo. Asi,
en la oligozoospermia, su concentracion esta disminuida, mientras que en la

azoospermia No se encuentran presentes en el semen.
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Visualizacion directa: para tal fin, un trocito de la mancha en estudio se
coloca en el centro de un portaobjetos, adicionando sobre el mismo una gota de
solucidn fisioldgica y otra de una solucion al 0,5% de eritrosina en NH3 al 5% y
se comprime el material con ayuda de dos agujas de diseccion, con el objeto que
los componentes de la mancha pasen a la solucion. Luego se retira la muestra,
se coloca un cubreobjetos y se observa al microscopio con ocular de 40X. Los
espermatozoides se veran con la cabeza tefida de color rosa.

Visualizacion previa centrifugacion: en este caso, y tal como se indica en
el esquema, se emplea el sedimento de la centrifugacion de un macerado de la
mancha en solucioén fisiolégica.

Para tal fin, %2 de un hisopo o un cuadrado de 0,5 cm de lado de tela
manchada se colocan en un tubo de centrifuga al cual se adicionan 250 (1l de
solucion fisiologica. Luego, con sumo cuidado, se presiona el material contra las
paredes del tubo con ayuda de una varilla de vidrio a fin que el material presente
en el mismo pase a la solucion.

Posteriormente, de retira el material presionando de modo tal que escurra
el liquido casi en su totalidad. Luego se centrifuga a baja velocidad (1.500 a
2.000 rpm) durante 3 a 5 minutos. El sobrenadante se transfiere con sumo
cuidado a otro tubo y sobre el sedimento se procede a investigar la presencia de
espermatozoides, previa resuspension del mismo agitando suavemente,
empleando la coloracion descripta precedentemente.

En ese sentido, diversas son las técnicas que pueden utilizarse, siendo

una de ellas la desarrollada por I.C. Stone.

Para ello se prepara las siguientes soluciones:

a) Solucion Kernechtrot; disolver 5g de Al2 (SO4)3 (grado analitico) en
100 ml de agua destilada hirviendo. Inmediatamente adicionar 0,1g de Nuclear
Fast Red y agitar con ayuda de una varilla de vidrio. Enfriar y filtrar a través de
papel de filtro. Esta solucion es estable de 3 a 6 meses a 8°C.

b) Solucién picroindigocarmin (PICS); adicionar 4g de acido picrico (grado

analitico) a 300 ml de agua destilada, en un vaso de precipitado. Tapar el
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recipiente y dejar durante toda la noche a temperatura ambiente a fin de obtener
una solucion saturada. Luego disolver 1g de indigo-carmin, filtrar y guardar. Unos
pocos cristales de &cido picrico pueden permanecer en la solucion.

Procedimiento: una gota del pellet se coloca en un portaobjetos y se
adiciona sobre ésta una gota de solucién a), dejando 15 minutos debajo de un
vaso de precipitado adecuado (600 ml) invertido. A continuacion, con una pipeta
limpia adicionar en un lateral del portaobjetos 1 — 2 gotas de agua deionizada de
modo tal que no toque la mezcla. Inclinar con cuidado el portaobjetos y quitar el
excedente con papel de filtro. No tocar el &rea original de la gota muestra con el
papel. Repetir esta operacion hasta que el agua de lavado resulte incolora.

Luego, agregar una gota de la solucion b) sobre el sector donde se habia
colocado la muestra y emplear la misma técnica de lavado descripta
anteriormente, pero empleando etanol absoluto. Al observar al microscopio, los
espermatozoides se visualizaran tefiidos de la siguiente manera: la cabeza de
color rojo, la parte central roja y verde y la cola de color verde. De existir células
de la mucosa se observaran tefiidas de color azul con su centro rojo.

En muestras mal conservadas los espermatozoides pueden aparecer
palidos o descoloridos e, inclusive, de una tonalidad verdosa o violeta. Debe
tenerse presente que éste fenomeno también puede ocurrir en casos de sobre
coloracion con la solucion b).

Si los espermatozoides no se observan completos, el autor refiere que
pueden reconocerse las colas, aunque debe recordarse aqui la importancia, por
el grado de certeza, de observar estos elementos completos. Una variante mas
sencilla de realizar esta técnica es la siguiente: una gota del sedimento se fija a
un portaobjetos mediante la accion del calor (30 minutos a 60°C).

Luego, cubrir el preparado con una gota de Nuclear Fast Red y dejar al
menos 10 minutos. Lavar con agua destilada. A continuacion, adicionar una gota
de picroindigocarmin y rotar el preparado durante 15 — 30 segundos (pero no
mas). Lavar con etanol, secar y observar a 400X, usando aceite de inmersién de
ser necesario.

Otras metodologias a emplear serian Papanicolau, May Griunwald —

Giemsa, azul de Loeffler, etc. Cualesquiera fuera la metodologia empleada, se
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coloca una gota del sedimento en un portaobjetos, se hace un extendido y se lo
deja secar al aire, pudiendo recurrir eventualmente y con precaucion, a una
fijacion con ayuda de calor muy suave. (Giannuzzi, Ferrari, & Nieto, Manual de
Técnicas Analiticas en el Laboratorio de Toxicologia y Quimica forense - Mancha
de semen, 2006, pags. 195-197)

Morfologia espermatica y parametros seminales béasicos en varones
normo Yy oligoastenoteratozoospérmicos: La morfologia del espermatozoide,
segun numerosos estudios, es uno de los factores mas importante en la
obtencion de fecundacion tanto en 1IlU como en FIV-ICSI.

La OMS ha descrito distintos criterios de clasificacion para los
espermatozoides que son cada vez mas restrictivos. La OMS de 1992 considera
como normales aquellas muestras de semen con un porcentaje de
espermatozoides normales superior al 30%.

Sin embargo, la OMS de 1999 y 2010 impusieron unos valores de
referencia mas restrictivos, y consideran muestras normales aquellas que
presentan unos porcentajes superiores al 14 y al 4 % respectivamente, siguiendo
los criterios estrictos de Kruger.

Diversas publicaciones han relacionado la morfologia espermatica con
otras caracteristicas seminales como la concentracion, motilidad y calidad de la
misma, por lo que las alteraciones morfolégicas de los espermatozoides podrian
estar relacionadas con las alteraciones de otras variables de la muestra en
fresco. El objetivo del presente trabajo es relacionar la morfologia de los
espermatozoides con distintos parametros seminales en fresco, tanto
macroscopicos como  microscopicos, en varones normales vy
oligoastenoteratozoospérmicos, en funcién de los criterios descritos por la OMS
de 2010. Se analizaron un total de 99 muestras de sémenes diagndsticos, de las
cuales 54 se correspondieron con varones normales y 45 con varones
oligoastenozoospérmicos.

El 23,23% de las muestras fueron teratozoospérmicas. De cada una de
las muestras se estudiaron las variables relacionadas con la calidad del semen,
como volumen, licuado, pH, concentracion y motilidad. La morfologia se analizé

mediante el analizador automatico de espermatozoides (CASA). Los resultados
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obtenidos demuestran que la morfologia espermatica esta relacionada con la
motilidad de la muestra en fresco, ya que los espermatozoides morfolégicamente
normales presentan una motilidad superior, mientras que la concentracién

espermatica no parece estar relacionada con dicha morfologia.

Andlisis de la muestra de semen

El analisis rutinario de las muestras de semen incluye dos tipos de
examen, el macroscépico y el microscopico segun la OMS de 1999 y 2010:

Analisis macroscopico: incluye aquellas variables que se pueden valorar
a simple vista. No debe realizarse mas de una hora después de la eyaculacién
para evitar la deshidratacion y/o cambios en latemperatura que alteren la calidad

del semen.

Volumen

El volumen del eyaculado se mide por aspiracion completa de la muestra
empleando una pipeta graduada de 10 ml. Segun los valores de referencia de la
OMS de 1999, se considera una muestra normal a aquella que tiene un volumen
igual o superior a 2 ml. Un volumen inferior puede ser indicativo de obstruccion
de las vias seminales o ausencia de conductos deferentes, pérdida de alguna
fraccion de la muestra en el momento de la recogida o eyaculacién retrégrada.
Un volumen elevado puede deberse a un aumento del volumen de secrecion de
algunas glandulas, como ocurre en caso de inflamacién o en periodos largos de

abstinencia.

Viscosidad

La viscosidad o consistencia de la muestra licuada se estima aspirando la
muestra con una pipeta y observando la libre caida de las gotas para ver la
longitud del filamento formado. En una muestra normal se observan gotas
pequefas y bien definidas, mientras que en las muestras de viscosidad anémala
se observa la formacién de un filamento. Segun el grado de viscosidad las

muestras se clasifican segun aparece en la tabla 2:
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Tabla 2.
Clasificacion de la viscosidad y simbolo asociado

Simbologia Significado
+ la muestra es demasiado viscosa y no entra en la pipeta
++ forma un hilo al caer
+++ el eyaculado cae gota a gota

Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La

interaccion entre el semen y el moco cervical.

Una viscosidad elevada, resultado de una inflamacion crénica de prostata,
alto contenido de moco o presencia de anticuerpos antiespermatozoides entre
otras causas, interfiere con todas las determinaciones posteriores, como
motilidad o concentracion.

Licuefaccion

La licuefaccion es el paso del estado de gel del eyaculado, en el cual los
espermatozoides se encuentran atrapados entre las fibras del coagulo mucoso
y en letargo, a un medio liquido por la accién de los activadores del
plasminégeno. La licuefaccion se analiza mediante una simple observacion
visual. Ocurre normalmente en los primeros 15 minutos tras recoger la muestra,
a temperatura ambiente, y se considera anormal cuando no tiene lugar pasados
60 minutos de la recogida. Cuando la licuefaccion no es completa debe anotarse

en el informe del seminograma.

pH

El pH refleja el balance entre las diferentes secreciones, ya que el pH de
la prostata es acido y el de las vesiculas seminales es alcalino. Se mide con tiras
de papel con un intervalo de 6,5 a 10. Para medirlo se coloca una gota de semen
sobre latiray a los 30-60 segundos la zona impregnada, que debe ser uniforme,
se compara con la cartilla de calibracion para determinar el pH de la muestra,
gue debe ser igual o superior a 7,2. El pH del semen se alcaliniza, por lo que es
conveniente medirlo después de la licuefaccién. Un pH inferior a 6,5 o 7 puede

ser indicativo de una obstruccién de las vias eyaculatorias, ausencia bilateral

42



congénita de los vasos deferentes o anormalidad funcional de las vesiculas
seminales.
Examen microscépico: para su realizacion es imprescindible la utilizacion de un
microscopio de contraste de fases.

Concentracién o recuento de espermatozoides

Para determinar la concentracién espermatica se emplea la camara
Makler (Sefi Meical Instruments, Haifa, Israel), que esta compuesta de dos
piezas de cristal Opticamente planas. La parte superior, que sirve de
cubreobjetos, esta subdividida en 100 microcuadrados de 0,1 x 0,1 mm de lado.
La profundidad de la camara es de 10 micras (Figura 3). En primer lugar, se
calienta la camara a 37°C para evitar el shock térmico, y a continuacién se coloca
una gota de 5 a 10 ul de semen y se observa al microscopio a un aumento de
200x. De esta manera, el niumero de espermatozoides contenidos en cualquier
linea de 10 microcuadrados indicara la concentracién en millones/ml, ya que la

camara permite que los espermatozoides sean distribuidos de manera uniforme.
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Figura. 3. Imagen de un contador camara de Makler y esquematizacion de las medidas de la
cuadricula y visualizacién en 200 aumentos.

Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccion
entre el semen y el moco cervical.

; 144

Motilidad

La motilidad espermatica se valora también empleando la misma camara
Makler. La OMS categoriza la motilidad en cuatro grupos (Figura 4). Los
espermatozoides con motilidad rapida progresiva son aquellos que avanzan de
forma rectilinea con una velocidad superior a 25 um/s. Por debajo de éstos se
encuentran los que presentan un movimiento progresivo lento, en la que los
espermatozoides se desplazan, pero sin experimentar un avance efectivo, es
decir, formando elipses. Y por ultimo se encuentran los que presentan una
motilidad no progresiva, y sélo mueven la cabeza y/o cola sin desplazarse, y los
inmoviles.
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Figura. 4. Tipo de movilidad de los espermatozoides. A. Progresivo rapido. B.

Progresivo lento. C. No progresivo. D inmovil.
Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccion
entre el semen y el moco cervical

Tabla 3.

Cada una de estas categorias recibe una nomenclatura distinta.

Categoria OMS Denominacion Velocidad
Rapida progresiva a/+++ 2 25um/s
Progresiva lenta b/++ 5-24 um/s
No progresiva c/+ <5 um/s
Inméviles d/o -

Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccién
entre el semen y el moco cervical.

La motilidad se valora observando 100 espermatozoides y estimando el
porcentaje de ellos que presenta cada una de las categorias. Para ello es
aconsejable valorar grupos de 10 espermatozoides y después obtener un valor
promedio.

Aglutinacion

Las aglutinaciones se producen cuando los espermatozoides se adhieren
entre si a través de la cabeza, la pieza intermedia o la cola. La presencia de
aglutinaciones es indicativa de que puede existir una esterilidad de causa
inmunoldgica. En ocasiones puede aparecer una pseudoaglutinacion, que es la

adhesion de los espermatozoides con filamentos de moco, con otros tipos
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celulares que no son espermatozoides o con detritos, que no se considera
aglutinacién. Para la valoracion se emplea la siguiente simbologia (Tabla 4):
Tabla 4.

Clasificacion de la aglutinacién en distintos grados y simbolo de cada uno.

Simbolo Significado
+ Pequenias aglutinaciones que implican a menos del 20% de los espermatozoides
e La aglutinacion implica a un 20 - 60 % de los espermatozoides
e Mas del 60% de los espermatozoides estan aglutinados

Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccion
entre el semen y el moco cervical.

Morfologia espermatica

La morfologia se analiza con el objetivo de 100 aumentos bajo aceite de
inmersion. La clasificacion morfologica seguida es la de la OMS de 1992 y la
descrita por Kruger, Acosta y colaboradores, incluidas en las recomendaciones
de la OMS de 1999. Las categorias en las que se clasifican son las siguientes,
atendiendo a la morfologia de la cabeza, cuello y pieza intermedia, cola y gota
citoplasmatica:

Espermatozoide normal: La OMS considera espermatozoides
morfolégicamente normales a aquellos integrantes de una subpoblacion de
espermatozoides potencialmente fertilizadores seleccionados naturalmente en el
moco cervical. Se caracterizan por poseer una cabeza ovalada y aplanada
anteriormente, de 3,7 a 4,7 um de longitud y 2,5 a 3,2 ym de anchura. El
acrosoma debe ser aproximadamente de un tamafo de entre el 40 al 70% de la
cabeza. La pieza intermedia debe ser menor a 1 ym de anchura y la longitud
aproximadamente la mitad de la longitud de la cabeza. La cola o flagelo debe ser
uniforme y ligeramente mas delgada que la pieza intermedia, desenrollada (recta
0 sin presentar angulaciones bruscas que sugieran rotura) y de una longitud de
45 um. La gota citoplasmatica debe ser inferior a la tercera parte de la cabeza.
Las bolsas citoplasméaticas a la altura de la pieza intermedia no deben ser

mayores que la mitad del espermatozoide. La ausencia o presencia de una
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pequefia vacuola en la cabeza se considera normal, pero si aparecen muchas o

son excesivamente grandes puede significar que el ADN esta dafiado.

Espermatozoide casi normal: Poseen una anchura de 2 a 3,5 ym, pueden
presentar anormalidades ligeras en la forma de la cabeza, pero el acrosoma

debe ser normal, y no tener defecto en el cuello, pieza intermedia o cola.

Espermatozoides anormales: Son aquellos que presentan defectos tanto

en la cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.

Defectos en la cabeza: presentan cabezas grandes, de mas de 6 ym de
longitud y/o mas de 3,5 ym de anchura, formas redondas, alargadas, pequefas,
con forma de pera, irregulares, con ausencia de acrosoma, con acrosoma inferior
al 30% del tamafio de la cabeza o superior al 70% o con vacuolas de mas del
20% del area de la cabeza.

Defectos del cuello y cola: presentan colas o piezas intermedias
guebradas, es decir, formando un angulo de 90° o mas con el eje longitudinal de

la cabeza, colas cortas o ausencia de cola.

Defectos en la pieza intermedia: pieza intermedia anormalmente estrecha,
con forma irregular, o con bolsas citoplasmaticas de un tamafio superior a la

tercera parte del area de la cabeza.

Formas dobles: presentan cabeza y/o colas dobles.
Colas enrolladas, cortas, dobladas, irregulares o multiples. En las figuras
5y 6 se observan los tipos de anomalias morfolégicas mas comunes que suelen

aparecer en los espermatozoides.
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Figura. 5. Clasificacion de los defectos morfologicos de los espermatozides.
Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccién
entre el semen y el moco cervical.

Figura.6. Espermatozoides morfolégicamente anormales con colas dobles y

cabezas dobles. Tincién de la muestra de semen (método Diff-Quik).
Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccion
entre el semen y el moco cervical.

La OMS de 1992 considera los espermatozoides casi normales como
normales, y define como eyaculados de buen pronéstico aquellos que presentan
un porcentaje superior al 30% de formas normales. Sin embargo, la OMS de
1999 establece tres categorias de fertilidad aplicando los criterios estrictos de
Kruger, que son varon fértil cuando tiene un porcentaje de espermatozoides
normales superior al 14%, vardn de buen prondstico a aguel que presenta entre
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un 4y un 14 % de formas normales, y varon de mal prondstico al que tiene menos
de un 4% de espermatozoides normales.

Por ultimo, el quinto manual de la OMS establece un valor para el limite
inferior de referencia para la morfologia espermatica del 4%. Tomando como
referencia los valores de la OMS de 2010, las muestras se clasifican en funcion
del recuento, motilidad y morfologia en las siguientes categorias:

Normozoospérmica: eyaculado normal, con = 15 millones de
espermatozoides/ml, una motilidad = 32% (tipo a+b) y con una morfologia = 4%
de formas normales.

Oligozoospérmica: presenta una baja concentracion espermatica,
inferior a 15 millones espermatozoides/ml.

Astenozoospérmica: presentan una motilidad baja, inferior a un 32% de
tipo a+b.

Teratozoospérmica: presenta una morfologia anormal, < 4% de formas
normales.

Oligoastenozoospérmica: tanto la concentracion como la motilidad son

bajas, y se distinguen dos tipos:

Moderada (OAM): concentracion entre 10 y 15 millones de

espermatozoides/ml y motilidad entre 20 y 32% de tipo a+b.

Severa (OAS): concentracion inferior a 10 millones/ml, y motilidad por
debajo de 20% de a+b.

Oligoastenoteratozoospérmica: todas las variables estan alteradas.
Azoospérmica: no presenta espermatozoides en el eyaculado.

Aspermia: ausencia de eyaculado.

Los valores de referencia segun la OMS de 2010 para las variables

seminales se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5.
Valores de referencia de cada una de las distintas variables seminales

Variable seminal Valor de referencia
Volumen 1,5(1,4-1,7)
pH 27,2

Concentraciéon de espermatozoides
o 15 (12-16)
(10" por eyaculado)

Nuimero total de espermatozoides

8 39 (33-46)
(10° por eyaculado)
Motilidad (tipoa + b) 32 (31-34)
Morfologia espermatica 24

Fuente: Manual de laboratorio de La OMS para el examen del semen humano y de La interaccion
entre el semen y el moco cervical.

Tincion de la muestra de semen (método Diff-Quik)

La determinacion de la morfologia espermatica consta de varios pasos.
En primer lugar se realiza una extension de una gota de semen de 10 a 15 ul en
un portaobjetos. Para ello se coloca otra porta formando un angulo de 45 °, tal y
como se muestra en la figura 6, y tocando la gota se arrastra y se deja secar al
aire.

Una vez seca, se procede a la fijacion con etanol absoluto (99,8%), y
posteriormente a la tincion de la muestra mediante el método Diff-Quik. Este es
un método de tincion rapido y facil de usar, que consta de dos pasos. Primero se
introduce la porta en la soluciéon de tincion 1 (PANREAC: eosina amarillenta para
tincion rapida, n° Cat. 253999), durante 30 segundos, y después otros 30
segundos en la solucion de tincion 2, que es el colorante Giemsa (MERK: azul-
eosina azul de metileno, en metanol, n°® Cat. 1092040500). Luego se lava con
agua destilada para eliminar los restos del colorante y se deja secar al aire.
Después se coloca un cubreobjetos sobre la porta aplicando, mediante una
pipeta Pasteur, unas gotas de pegamento Eukitt (Eukitt® lot. N° G47 500 ml) para
gue las muestras puedan ser almacenadas durante largos periodos de tiempo

sin sufrir ningun tipo de dafio. (Gimeno, 2016, pags. 11-20)

49



SEMIOLOGIA (ES EL ESTUDIO DEL SEMEN)

La semiologia es el estudio de los Fluidos Seminales o Semen el cual se
lo pude encontrar en la escena del crimen o en el cuerpo de la victima, tiene un
vinculo directo con los crimenes de agresion sexual y serd de vital importancia
al momento de realizar los estudios correspondientes para su identificacion y
cotejo con el autor o autores. El Semen es la sustancia que segregan los 6rganos

reproductores masculinos y en la cual se encuentran los espermatozoides.

Antigeno Prostatico Especifico: El antigeno prostatico especifico
(frecuentemente abreviado por sus siglas en inglés, PSA) es una sustancia
proteica sintetizada por células de la préstata y su funcién es la disolucion del
coagulo seminal. Es una proteina de sintesis exclusiva en la prostata. Una
pequefiisima parte de este PSA pasa a la circulacion sanguinea de hombres
enfermos, y es precisamente este PSA que pasa a la sangre, el que se mide
para el diagnadstico, pronostico y seguimiento del cancer -tanto localizado como
metastasico y otros trastornos de la préstata, como la prostatitis.

Los niveles normales en sangre de PSA en los varones sanos son muy
bajos, del orden de millones de veces menos que el semen, y se elevan en la
enfermedad prostatica. Los valores de referencia para el PSA sérico varian
segun los distintos laboratorios, aunque normalmente éstos se sitian en 4
ng/mL. Su produccion depende de la presencia de androgenos y del tamafio de
la glandula prostatica. Fosfatasa Acida: AcP Es secretada por las células de la
préstata, en grandes cantidades desde la adolescencia hasta los 40 afos. El
hallazgo del mismo es un Test de Presuncion de la presencia de semen (Prieto
V. 2008 pg. 4122).

Transporte y cuidado de las manchas como evidencia.-

Dado que los estudios de semen se realizan principalmente en base a la
presencia de espermatozoides, es de suma importancia el proteger las prendas
gue contengan a los mismos. Muchos expertos consideran que la presencia de
un espermatozoide completo es la Unica prueba irrefutable de la presencia de

semen. Por esta razoén, las prendas de vestir deberdn manejarse con mucho
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cuidado, no deber& doblarse ni enrollarse la parte manchada y definitivamente
no debera someterse a friccion.
NOTA: En caso que el individuo NO PRODUZCA ESPERMATOZOIDES por una
alteracion metabdlica de su organismo, se denomina a este tipo de alteracién clinica.
NOMENCLATURA DESCRIPTIVA DE LOS HALLAZGOS DEL

ESPERMOGRAMA. -

- Normozoospermia: Concentracion de espermatozoides de 20 000
000/mL. - Oligozoospermia: Concentracion de espermatozoides # 20 000
000/mL. - Astenozoospermia: Menos del 50 % de espermatozoides con
progresion lineal (movilidad a+b) o menos del 25 % con progresion rapida
(movilidad a). - Teratozoospermia: Menos del 50 % de espermatozoides con
morfologia normal. - Azoospermia: Ausencia de espermatozoides en el
eyaculado. - Aspermia: Ausencia de eyaculado externo. - Leucocitospermia:
Presencia de 1 000 000, de leucocitos/mL. La interpretacion de las
caracteristicas de las distintas cualidades del semen que ofreceremos se basa
fundamentalmente en nuestra experiencia, aunque también nos apoyamos en
las recomendaciones de la OMS y en las experiencias de otros autores de
reconocido prestigio.

La azoospermia se define como la ausencia de espermatozoides en el
semen e indica un dafio severo del epitelio germinal (azoospermia secretora),
cuyas causas mas comunes son la aplasia germinal o sindrome de sélo células
de Sertoli y la detencion de la maduracion espermatica o arresto de la
espermatogénesis, también puede deberse a una obstruccion total de las vias
seminales (azoospermia obstructiva);1-7,9 el hallazgo de azoospermia en una
muestra de semen, ya sea secretora u obstructiva, es siempre de muy mal
prondstico (Padron Duran,2005. pg.2654) En estos dos casos donde no
encontraremos la presencia de espermatozoides como en el uso del condén
como en individuos que no producen espermatozoides, en las victimas de
agresion sexual, deberemos tomar en cuenta en los otros componentes del

semen, como lo que es la PSA, liquido seminal.
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DONDE PUEDE ENCONTRARSE EL SEMEN. -

En la busqueda de semen en la escena del crimen, debe darsele mayor
importancia a la ropa interior de la victima y del sospechoso, sabanas, toallas,
papel higiénico, clinex, pisos, alfombras, asiento de auto etc. El semen antes de
secarse, posee un olor alcalino caracteristico, y contiene millones de
espermatozoides. Al secarse, la mancha pierde su olor, los espermatozoides
mueren, adquiere un color blanco grisaceo, y a veces amarillento, e impregnado

a las telas aparenta un aspecto almidonado.

ESTUDIOS QUE SE REALIZAN EN EL SEMEN
Existen una serie de andlisis por los cuales los laboratorios forenses llegan
a determinar la presencia de espermatozoides. Los estudios del semen en el

laboratorio obedecen a dos tipos de métodos:

METODOS DE ORIENTACION

1. Determinacion de la presencia de espermatozoides

Una vez recogido el semen, debe permanecer durante varios minutos en
la camara a 37 °C. La deteccion de espermatozoides en la investigacion
microscopica es generalmente aceptada como la evidencia mas sensitiva y
especifica para la deteccion de semen. (Prof. Dr. Dennis A. Castro Bobadilla
Facultad de Medicina, UNAH Investigacion de Delitos Sexuales Deteccion de

Semen en la Piel. Decastro@honutel.com).

El componente seminal que puede detectarse a mas largo plazo son los
espermatozoides. Se puede aceptar, en personas vivas y de forma general un
periodo maximo de 7 dias para detectar cabezas de espermatozoides en vagina,
dos o tres dias en ano o recto y 24 horas en boca. Es normal observar
espermatozoides intactos (con cola) en vagina dentro de las 24 horas siguientes
al acto sexual, pero rara vez se encuentran en boca, ano o recto tras las 5 horas
de los hechos. En cuanto a la actividad AcP, puede detectarse en vagina hasta
las 72 horas postcoital, mientras que la PSA decae drasticamente a partir de las

24 horas. Todos estos datos estan afectados de una cantidad tal de variables sin
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controlar, que es imposible utilizarlos para estimar un intervalo desde la agresion
hasta la toma de muestras, quedando la cuestion de la data sin resolver hasta el
momento (Prieto V.; 2008.Pg. 4124)

Métodos de
orientacion 1. Determinacion de la presencia de espermatozoides

2. Coloracién Gram o Arbol de Navidad

3. Examen con luz ultravioleta

Figura. 7 Métodos de Orientacion

Fuente: Propuesta de la aplicacion de un manual de procedimientos para la coleccion de indicios
biologicos en el lugar del hecho y en el cadaver, para los funcionarios policiales de la division de
laboratorio técnico cientifico de la FELCC zona central la paz. Teran M. 2011

Coloracion Gram o Arbol de Navidad

Las muestras son extraidas de los diferentes soportes, y posteriormente
coloreadas, la coloracion de contraste se denomina Arbol de Navidad, bajo la
coloracion Gram los espermatozoides aparecen con los contornos parecidos a
un arbol de navidad de alli su nombre. (Salcedo Mercedes 2007 pag. 68.)

Examen con luz ultravioleta

Los métodos fisicos consisten en la exposicion de la mancha a la radiacion
ultravioleta, la cual inducira una fluorescencia caracteristica con una intensidad
maxima de cerca de 4200 mu. De todas formas, el gran problema que presenta
la fluorescencia es que no es especifica del semen, sino que producira la misma

reaccion con otros fluidos biolégicos.

METODOS DE CONFIRMACION

1. Métodos Cristalograficos: La Reaccién de Florence El método se
basa en la formacion de cristales de yoduro de colina. Debemos recordar que, la
colina no es exclusiva del semen, pero resultard de gran importancia en el
analisis de muestras de esperma aspermias, principalmente porgue no se
conocen otros fluidos que registren simultdneamente una alta presencia de

colina junto con fosfatasa acida como en el esperma.
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2. Métodos Microscopicos: El hallazgo de un espermatozoide completo
es la prueba innegable de semen como parte constitutiva de la mancha. Si la
mancha se encuentra todavia humeda, o por lo menos es de reciente data, por
lo general esta determinacién no serd muy compleja, pero puede complicarse
con el paso sucesivo del tiempo, la contaminacion adquirida y la superficie en la
que se encuentra la muestra. Para los casos en lo que hay contaminacion
sanguinea, se recomienda utilizar una solucion de saponina en el preparado, la
cual separar los glébulos rojos. Un dato importante es la supervivencia que
presentan los espermatozoides en fluido vaginal, en el que fueron encontrados
inmoviles hasta 100 dias después de ser eyaculados independientemente del
clima.

3. Métodos Cromatograficos: Los métodos de cromatografia en capa
delgada son utilizados principalmente cuando no es posible visualizar un
espermatozoide completo. En este caso se tomara que la no cristalizacion sera
negativa el estudio y por el contrario si sucede la cristalizacion nos orientara que

la mancha se trata de espermatozoides.

4. Métodos Electroforéticos Este es un método conformado por dos
técnicas que se realiza sobre papel combinando métodos electroforéticos (luz
ultravioleta) y con cromatograficos (cristalizacion), ambos permiten la separacién

de la espermina de los aminoéacidos del semen.

5. Métodos Enzimaticos sobre la Fosfatasa Acida: Fosfatasa acida es
cualquier enzima capaz de hidrolizar un fosfato organico en medio acido. La
proporcion de esta enzima encontrada en el esperma no es comparable con la
encontrada en ningun otro fluido biolégico.

La fosfatasa acida es una sustancia que se encuentra en mayor cantidad

en el semen. ( Teran, 2011).
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Tabla 6

Interpretacion de resultados de Fosfatasa alcalina para identificacion de

semen

ESPERMATOZOIDES | FOSFATASA | INTERPRETACION
ACIDA

Se observaron | Se detecto Es semen

Se ‘observaron | [ 'No  se detecto Es semen

No se observaron | Se detecto Es semen

"No se observaron | No se detecto Es semen

| No se observaron . No se detecto No es semen
| No se observaron | Se detecto No es semen

Fuente: Formacion criminalistica enfoque pericial algunos aspectos de la investigacion
cientifica forense. Estévez, 2008.

Tabla 7.

Normas de peticion para la determinacién de semen y su envié en laboratorios
forenses de biologia.

NOMBRE DEL ANALISIS Determinacion de semen y cuantificacion de espermatozoides
w mediante las técnicas:

v Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

v Coloracion Hematoxilina-Eosina

[ MUESTRAS PARA ENVIAR

: Hisopeados: Muestras colectadas de la cavidad vaginal, rectal y oral .Se debe enviar como
% minimo 3 hisopos por muestra colectada. estos deberan estar secos antes de embalarios ya
| sea en sobres de papel nuevo o en tubos de ensayo de vidrio estériles y con cierre hermético

| NOTA:. El secado debe realizarse por lo menos 3 MINUTOS en un lugar donde no exista
| rlesgo de contaminacion, humedad, ni exposicion directa al sol

| Prendas: Las prendas intimas tanto de la victima como del agresor (como alguna otra prenda
| que presente manchas y rastros de liquidos bioldgicos), deberan ser enviadas al laboratorio,
| haciendo Ia coleccion con guantes, embaladas por separado en sobres de papel, rotuladas de
| forma correcta

j OBJETO DEL ESTUDIO EI hallazgo de espermatozoides o de liquidos seminales
| componentes del semen, en delitos de agresion sexual.

| 'LEGALIDAD Se enviaran las muestras en cumplimento de requerimiento fiscal, junto al acta de
| coleccion de evidencias realizando la cadena de custodia

Fuente: Propuesta de la aplicacion de un manual de procedimientos para la colecciobn de
indicios bioldgicos en el lugar del hecho y en el cadaver, para los funcionarios policiales de la
division de laboratorio técnico cientifico de la FELCC zona central la paz. Terdn M. 2011
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Tabla 8.

Procesamiento de las diferentes presentaciones en la que podemos encontrar el
semen como indicio biolégico.

Tipos de
muestra

Fuente: Propuesta de la aplicacion de un manual de procedimientos para la coleccién de
indicios bioldgicos en el lugar del hecho y en el cadaver, para los funcionarios policiales de la
division de laboratorio técnico cientifico de la FELCC zona central la paz. Teran M. 2011
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Histoquimicay citoquimica

Los procedimientos quimicos especificos pueden proveer informacion
acerca de la funcion de las células y de los componentes extracelulares de los
tejidos.

Los procedimientos histoquimicos y Citoquimicos pueden tener su
fundamento en la union especifica de un colorante, en el uso de anticuerpos
marcados con un colorante fluorescente con un componente celular en particular
0 en la actividad enzimética inherente de un elemento constitutivo de la célula.

Ademas, muchas macromoléculas presentes en las células pueden
detectarse mediante la autorradiografia, en la cual precursores moleculares
marcados radiactivamente se incorporan en las células y en los tejidos antes de
la fijacion. Muchos de estos procedimientos pueden utilizarse en preparados
tanto para la microscopia Optica como para la microscopia electrénica.

Antes de comentar sobre la quimica de las tinciones de rutina y de las
técnicas histoquimicas y citoquimicas, es conveniente describir brevemente la
indole de un corte histolégico de rutina.

Composicion quimica de las muestras histologicas

La composicion quimica de un tejido listo para una tincion de rutina difiere
de la del tejido vivo.

Los componentes que perduran después de la fijacion son principalmente
moléculas grandes que no se disuelven con facilidad, en especial después de
aplicar el fijador. Estas moléculas, en particular las que reaccionan con otras
moléculas semejantes para formar complejos macromoleculares, son las que
suelen conservarse en un corte histolégico. Los siguientes son ejemplos de
complejos macromoleculares grandes:

* Nucleoproteinas, formadas a partir de acidos nucleicos unidos a
proteinas;

* Proteinas intracelulares del citoesqueleto, en complejo con proteinas

asociadas;
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* Proteinas extracelulares en grandes aglomeraciones insolubles, unidas
a moléculas similares mediante enlaces cruzados de moléculas vecinas, como
ocurre en la formacién de las fibras de colageno;

» Complejos de fosfolipidos y proteinas (o hidratos de carbono) en las
membranas.

Estas moléculas constituyen la estructura de las células y los tejidos; es
decir, son los elementos morfégenos histicos. Son la base de la organizacién del
tejido que se observa con el microscopio.

En muchos casos, un elemento estructural es al mismo tiempo una unidad
funcional. Por ejemplo, en el caso de las proteinas que forman los filamentos
contractiles de las células musculares, ellos son los componentes estructurales
visibles y ademas participan en el proceso de contraccion. EI ARN del citoplasma
aparece como parte de un componente estructural (p. €j., el ergastoplasma de
las células secretoras, sustancia de Nissl de las neuronas) y es también el
participante activo en las sintesis de proteinas.

Muchos de los componentes de los tejidos se pierden durante la
preparacion de rutina de los cortes tefiidos con H&E.

A pesar de que los acidos nucleicos, proteinas y fosfolipidos en su
mayoria se conservan en los cortes de tejidos, también muchos se pierden. Las
proteinas pequefias y los éacidos nucleicos pequefios, como los ARN de
transferencia, en general se pierden durante la preparacion del tejido. Como se
menciond antes, los lipidos neutros suelen disolverse mediante el uso de
solventes organicos utilizados en la preparacion de tejidos. También pueden
perderse otras moléculas grandes, por ejemplo, al ser hidrolizadas como
consecuencia del pH desfavorable de las soluciones fijadoras. Algunos ejemplos
de moléculas que se pierden durante la fijacién de rutina en fijadores acuosos
son:

* Glucogeno (hidrato de carbono intracelular comin en el higado y las
células musculares)

* Proteoglicanos y glucosaminoglucanos (hidratos de carbono complejos

extracelulares que se encuentran en el tejido conjuntivo).
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Sin embargo, estas moléculas pueden conservarse utilizando fijadores no
acuosos para el glucégeno o afiadiendo agentes ligadores especiales a la
solucién fijadora que preserven las moléculas extracelulares que contienen
hidratos de carbono.

Grupos aldehido y el reactivo de Schiff

La capacidad de la fucsina basica decolorada (reactivo de Schiff) para
reaccionar con los grupos aldehido trae como resultado la aparicién de un color
rojo distintivo y es la base de las reacciones de acido peryddico-reactivo de Schiff
y de Feulgen.

La reaccion de acido peryodico-reactivo de Schiff (PAS) tifie hidratos de
carbono y macromoléculas con abundancia de ellos. Se utiliza para demostrar
glucogeno en las células, moco en diversas células y tejidos, la membrana basal
subyacente epitelios y fibras reticulares en el tejido conjuntivo. El reactivo de
Schiff también se utiliza en la reaccion de Feulgen, que se basa en una hidrélisis
deébil con acido clorhidrico para tefiir el ADN.

La reaccion de PAS tiene como fundamento lo siguiente:

* Los anillos hexosa de hidratos de carbono contienen carbonos
contiguos, cada uno de los cuales lleva un grupo hidroxilo (—OH).

« Las hexosaminas de glucosaminoglucanos contienen carbonos
contiguos, uno de las cuales lleva un grupo —OH, mientras que el otro lleva un
grupo amino (—-NH2).

» El acido peryddico escinde la unidn entre estos atomos de carbono
contiguos y forma grupos aldehido.

* Estos grupos aldehido reaccionan con el reactivo de Schiff para dar un
color purpura distintivo. La tincion PAS de la membrana basal (fig. 1-2) y las
fibras reticulares se basa en el contenido o asociacion de proteoglucanos
(hidratos de carbono complejos asociados con un nucleo de proteina). Esta
tincion es una alternativa a los métodos de impregnacion argéntica, que también
se basan en la reaccion con las moléculas de sacaridos en los proteoglucanos.

La reaccion de Feulgen se basa en la separacion de purinas de la
desoxirribosa del ADN mediante una hidrolisis acida débil; el anillo de los

sacaridos se abre a continuacion y se forman grupos aldehido. Una vez mas, los
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grupos aldehido recién formados reaccionan con el reactivo de Schiff para dar el
color purpura caracteristico. La reaccion del reactivo de Schiff con el ADN es
estequiomeétrica, lo que significa que el producto de esta reaccion es medible y
es proporcional a la cantidad de ADN. Por consiguiente, se puede utilizar en los
métodos espectrofotométricos para cuantificar la cantidad de ADN en el nacleo
de una ceélula. EI ARN no se tifie con el reactivo de Schiff porque carece de
desoxirribosa. (Wojciech , 2015, pags. 3-7)

Figura. 8. Fotografia perteneciente a tejido Renal. Coloracion PAS. 200 X

Capsula de Bowman.
Fuente: Histologia Texto y Atlas Correlacion con biologia celular y molecular

La identificacién del semen es de suma importancia en la investigacion de
la violacion y otros crimenes relacionados con la agresion sexual. Los
procedimientos mas comunmente utilizados para el centro de identificacion de
semen en la deteccidn de espermatozoides o la deteccion de la actividad de la
fosfatasa acida prostatica; los métodos que implican la deteccion de antigenos
de espermina, colina o semen se emplean con menos frecuencia.
Lamentablemente, ninguno de estos procedimientos tiene uno o mas problemas
importantes. Por ejemplo, los espermatozoides no se encontraran en el semen
de los varones vasectomizados o aspermicos; ademas, los espermatozoides son
mecanicamente labiles y su identificacidn inequivoca en las manchas
sospechosas de semen a menudo es dificil. Ademas, los espermatozoides se
eliminan de la vagina con bastante rapidez y, por lo tanto, es posible que no se

encuentren en los lavados vaginales postcoitales. Por lo tanto, la falta de
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deteccion de espermatozoides en material sospechoso de ninguna manera
contraindica el semen. En el caso de la prueba de la fosfatasa acida, los
problemas son diferentes. La fosfatasa acida no es en absoluto exclusiva del
semen o del tejido prostatico; esta actividad enzimatica es de naturaleza
omnipresente. Ademas, hay evidencia de que la fosfatasa acida prostéatica y la
fosfatasa é&cida encontradas en las secreciones vaginales normales son
genéticamente idénticas y que ambas son genéticamente idénticas a la fosfatasa
acida lisosoma que se encuentra en la mayoria de los tejidos; 2 por lo tanto, la
base genética de la especificidad de la prueba de la fosfatasa acida esta en
cuestion. La prueba cuantitativa solo puede basarse en el nivel
extraordinariamente alto de actividad de la fosfatasa acida en el semen; los bajos
niveles de actividad que a menudo se encuentran en los lavados vaginales
poscoitales son, por lo tanto, equivocos con respecto a la cuestion de la
deteccion del semen. Las otras pruebas para la identificacion del semen son
igualmente sospechosas en referencia a su especificidad. De lo anterior, es
evidente que seria deseable tener pruebas alternativas para la deteccion de
semen. Una buena prueba alternativa debe cumplir varios criterios. Debe
basarse en la deteccion de un marcador de semen para el que se pueda
demostrar la base bioldgica de la especificidad; esta condicidn virtualmente dicta
gue el marcador debe ser una proteina ya que la sintesis de proteina esta bajo
control genético directo. Para evitar el problema planteado por los varones
vasectomizados y aspermicos, el marcador debe ser un componente del plasma
seminal. Un buen marcador debe ser estable en las manchas y en el entorno
vaginal. Finalmente, debido a que la dilucion efectiva del semen en el coagulo
vaginal después del coito puede ser tanto como 1: 2000, el marcador debe ser
detectable en niveles de trazas.

En este informe, la identificacion, purificacion y caracterizacion de un
plasma seminal proteina se describe; esta proteina parece satisfacer las
condiciones anteriores como un buen semen marcador.

Aplicacion a situaciones de casos forenses

El problema de la identificacién del semen surge principalmente en dos

contextos: el analisis de manchas sospechosas y el andlisis de lavados vaginales
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o torundas. El inmunoensayo para p30 ha sido probado en ambos contextos. La
proteina ha sido detectada sin dificultad en extractos de manchas de semen
hasta un afio de edad; aunque no se probaron otras manchas, aparece p30 para
ser bastante estable y probablemente deberia sobrevivir en material méas
antiguo. El éxito con el postcoital los lavados vaginales han sido menos
consistentes; p30 ha sido detectado en algunos, pero no en otros.

Esto parece deberse al nivel efectivo de semen en el conjunto vaginal.
Como se sefial6 anteriormente, el antisuero mas fuerte usado en este estudio no
detect6 p30 en plasma seminal diluido méas de 1: 128; en consecuencia, p30 no
se detectaria en los lavados vaginales que contienen semen a una mayor
dilucién. Cuando se evaluaron los lavados postcoitales vaginales concentracion
efectiva de semen (mediante la medicion de los niveles de fosfatasa acida en los
lavados) se encontré que aquellos lavados que contenian semen a una dilucion
inferior a 1: 100 dieron una prueba p30 positiva y aquellos con una dilucion
efectiva mayor que 1: 100 dieron negativo resultados. Por lo tanto, se necesitaran
antisueros mas sensibles o pruebas mas sensibles para detectar p30 a la mayor
dilucion encontrada a menudo en los lavados vaginales recolectados en casos
de violacion.

Se han suministrado antisueros anti-p30 a 14 laboratorios delictivos para
pruebas preliminares. La especificidad del antisuero se analizé adicionalmente
mediante pruebas de reactividad con una variedad de fluidos y soluciones no
probadas en este laboratorio. Ninguno de los materiales probados aparte de él
semen produjo una reaccion positiva; incluidos entre los materiales que no
reaccionan fueron estdmago contenido, bilis, leche de vaca, semen de
chimpancé, yema de huevo, clara de huevo, café. Con respecto a la deteccion
de rastros de semen en las manchas y en los frotis vaginales, los informes los
laboratorios informan hallazgos similares a los descritos anteriormente. Ademas,
el inmunolégico la prueba para p30 se ha utilizado con éxito como una prueba
de confirmacién para la identificacion de manchas de semen en varias
situaciones de casos. (Sensabaugh, 1978, pags. 106-115)

Comparacion de la eficacia de la hematoxilina y la eosina, el &cido

periddico de Schiff y el acido fluorhidrico periédico Schiff-Acriflavine Técnicas
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para la demostracion de la membrana basal en el liquen plano oral: un estudio

Histoquimico

Una membrana basal (BM) es una lamina gruesa de moléculas de la
matriz extracelular, sobre la cual las células epiteliales se uneny forman un limite
entre el epitelio y el tejido conectivo. También proporciona soporte estructural
para las células epiteliales, mesoteliales y endoteliales y rodea a los adipocitos,
los musculos y las células de Schwann. Varios estudios inmunohistoquimicos
han demostrado el papel de los componentes del BM en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes como liquen plano, pénfigo, penfigoide, donde el BM
y las células basales son los principales objetivos. Para comprender su papel
exacto en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, se
han llevado a cabo varios estudios inmunohistoquimicos en el pasado, pero
estas técnicas de tincidn avanzadas son caras y no factibles en los laboratorios

de rutina.

El liquen plano oral (OLP) es una enfermedad inflamatoria autoinmune y
mucocutanea cuya etiologia es desconocida. Afecta la piel, la mucosa genital, el
cuero cabelludo, las uiias y las areas de la cavidad oral, cuyo diagndstico clinico
puede confirmarse mediante los hallazgos histopatologicos clasicos. OLP fue
descrito por primera vez por un médico britanico Erasmus Wilson en 1869. La
inflamacion cronica puede conducir a una transformacion maligna; por lo tanto,
el diagndstico precoz es importante ya que muchos estudios han respaldado la
transformacion maligna de la OLP. El liquen plano tiene una prevalencia variada
en funcion de las diferentes regiones geogréaficas. OLP afecta a personas de
todos los grupos étnicos. Muchos estudios han demostrado que el liquen plano

es una enfermedad de mediana edad y solo el 4% de los casos ocurre en nifios.

Durante casi 100 afios, los patélogos han utilizado tinciones histoquimicas
especiales para ayudar en el diagnéstico basado en los tejidos. Aunque las
tinciones de hematoxilina y eosina (H-E) son manchas muy populares entre

Histotecnodlogos y patélogos para observar biopsias y muestras quirargicas y
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post mortem, este método tiene algunas limitaciones. Aqui es donde las
manchas especiales son utiles: para identificar microorganismos o estructuras o
moléculas especificas en células o en secciones de tejido. La terminologia de
"tincion especial" se usa con mayor frecuencia en el entorno clinico, y
simplemente significa cualquier técnica que no sea el método H-E que se utiliza
para impartir colores a una muestra. Aunque la presencia de la MO se puede
detectar muy especificamente mediante métodos inmunohistoquimicos en
secciones de tejido incluidas en parafina, los antisueros antikeratina no son

econdmicos y consumen mucho tiempo.

Por lo tanto, este estudio fue disefiado para demostrar la eficacia de la
tincion de acriflavina en comparacion con H-E y tincion con acido peryodico Schiff
(PAS). El presente estudio se realizo para evaluar los cambios en el BM del
liguen plano bajo el microscopio 6Optico y el microscopio de fluorescencia
utilizando una tincion histoquimica que podria ser rentable, consumir menos

tiempo y ser inequivoca para la observacion de la zona BM.

Una BM es una unién simple y plana que permite que las fuerzas
aplicadas en la superficie del epitelio se dispersen en una mayor area de tejido
conectivo. Las interacciones epitelio-mesenquimales son necesarias para el
desarrollo del epitelio oral durante la embriogénesis, pero el epitelio oral del
adulto también estd bajo la influencia del tejido mesenquimal, tanto en
condiciones normales como neoplasicas. BM ayuda en la comunicacion epitelio-
mesenquimal de dos maneras: es un tamiz dinamico que puede controlar el paso
de moléculas entre los dos tejidos y proporciona una configuraciéon espacial a la

cual las células mesenquimales pueden reaccionar.

Una BM actia como un filtro macromolecular selectivo e influye en la
morfologia y citodiferenciacion del crecimiento. También funciona como una
barrera para el paso de las células tumorales malignas, el andamio para la
morfogénesis de las glandulas salivales y la regeneracién tisular. También juega

un papel en la odontogénesis y la patologia tumoral odontogénica.
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En el laboratorio de histopatologia, la tincion con H-E se considera
rutinariay, a menudo, se la conoce como el "estandar de oro". Se utilizan muchas
tinciones especiales para la identificacion del BM, entre ellas el PAS se usa con
mayor frecuencia. Los usos del método PAS en histopatologia incluyen la
deteccion de glucégeno que se almacena en mayores cantidades en algunas
enfermedades hereditarias, tefiiendo las glandulas renales glomerulares ricas en
glucosa anormalmente gruesas en la diabetes mellitus. Muy a menudo, PAS se
considera una tincion estandar para todos los tejidos productores de moco, pero
esto no siempre es posible. El glucégeno y algunos tipos de moco se tifien
fuertemente con PAS, mientras que las fibras de BM y coladgeno se tifien con
menos fuerza. BM esta formado por fibras finas de reticulina y fibrillas finas de
tipo Il y IV de colageno integradas en una matriz rica en carbohidratos. Aunque
BM es PAS positivo, la reticulina puede mostrarse con mayor contraste oxidando
con peryodato y detectando los aldehidos resultantes con una solucion de nitrato
de plata amoniacal, que deposita plata coloidal negra.

De la literatura se sabe que en la tincion H-E, una BM se ve como una fina
linea eosinofilica debajo del epitelio, mientras que PAS muestra una BM como
una linea magenta fina. El acido periodico fluorescente-acriflavina muestra una
BM como color naranja dorado. La busqueda bibliografica no revelé ningan

estudio que comparara las tres tinciones para la demostracién de una BM.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue tefiir la membrana basal
en secciones de tejido con H-E, PAS y acido peryddico fluorescente-acriflavina
y comparar la eficacia de estas tinciones entre si para determinar la mejor técnica

de tincion posible para la BM.

El método de tincion H-E como estandar de oro implica la aplicacion de
haemalum, que es un complejo formado por iones de aluminio y hematoxilina
oxidada. Pero algunas estructuras no se tifien bien. Por ejemplo, las laminas
basales deben tefiirse con tincién PAS o con algunas manchas de plata, si deben

ser bien visibles. Las fibras reticulares también requieren tincién de plata.
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El presente estudio seglin nuestro conocimiento es el primer estudio que
documenta y compara la tincion H-E, PAS y acriflavina para una BM. Por lo tanto,
este estudio se suma a la literatura limitada sobre la aplicacion de acriflavina en
secciones de tejido incluidas en parafina y es comparable a la tincion H-E y PAS
para tefiir una BM. Del estudio y andlisis de datos antes mencionado, se puede
concluir que la continuidad y el contraste, el patron homogéneo, el patrén fibrilar
de un BM se demostraron mejor con acriflavina seguida de PAS. La acriflavina
es un procedimiento de tincion facilmente disponible, que consume menos
tiempo y también una delineacion claramente mejorada de los detalles de la
estructura y el contraste de color de una BM. Se requieren mas estudios para
respaldar la conclusién mencionada. (Pujar, Pereira, Tamgadge, Bhalerao, &
Tamgadge, 2015, pags. 450-456)

El &cido periddico de Schiff (PAS) es otra tincion especial comiunmente

utilizada en el laboratorio de histologia.

¢, Qué mancha PAS?

(1) Polisacaridos: la técnica se usa comunmente para identificar
polisacaridos: estas macromoléculas estdn compuestas de unidades
monosacaridas unidas por enlaces covalentes. El principal polisacarido
identificado mediante tincion histolégica en secciones de tejido humano y animal
es el glucégeno. Esto esta presente en numerosos tejidos, incluidos el misculo
esquelético, el musculo cardiaco, el higado y el rifidn.

(2) Sustancias de moco neutro: también se usa comunmente para tefiir
e identificar sustancias de moco neutro. Estos pueden incluir glicoproteinas,
glicolipidos y mucinas neutrales, que son producidas por células epiteliales en
diferentes 6rganos.

(3) Membranas basales tisulares: estas capas delgadas de tejido
conjuntivo reticular positivas al PAS anclan y apoyan el epitelio y el endotelio al

tejido conectivo subyacente.
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(4) Organismos fungicos: las paredes celulares de algunos organismos
fungicos contienen altos niveles de carbohidratos y también manchan el PAS

positivo. Sin embargo, esto solo funciona en hongos vivos.

Principios generales de la mancha

La reactividad de la técnica de PAS se basa en la estructura de las

unidades de monosacaridos.

La primera reaccion en la tincién implica acido periédico que actia como
un agente oxidante para oxidar los enlaces carbono-carbono entre dos grupos

hidroxilo adyacente. Esto produce grupos de aldehidos reactivos de Schiff.

En la segunda reaccion, la seccion de tejido reacciona con el reactivo de
Schiff. Esto comprende una mezcla de fucsina basica, acido clorhidrico y
metabisulfito de sodio. La fucsina basica en la mezcla reacciona con grupos

aldehido recién formados en el tejido para producir un color magenta brillante.

Finalmente, cuando la seccion se enjuaga en agua, las moléculas de
fucsina en el tejido se unen y producen un color magenta brillante. La intensidad
del color es proporcional a la concentracion de grupos hidroxilo presentes

originalmente en las unidades de monosacaridos.

La hematoxilina entonces se usa tipicamente como una tincion de
contraste para visualizar otros elementos tisulares. Sin embargo, cuando se usa
PAS para demostrar organismos flngicos, se prefiere una contra tincién de color

verde claro.

La digestién con diastasa (alfa-amilasa) también se puede usar para
ayudar en el diagnéstico de enfermedades de almacenamiento de glucogeno. La
diastasa hidroliza los productos de almidén, glucogeno y descomposicién que se

originan en estos polisacaridos tisulares. Cuando se compara con un

67



portaobjetos de tejido que contiene glucdégeno, un portaobjetos de extraccion de

diastasa no tendrd tincion de PAS visible.

Caracteristica histoldgica Color con PAS

Glucégeno, membranas basales, sustancias mucosas, organismos
fungicos Magenta

Nucleos azules (con contratincion de hematoxilina)

Otros elementos de tejido verde (con contratinte verde claro)

¢, Quién usa PAS Stain?

Esta mancha se usa ampliamente para fines de diagnostico e
investigacion. Por ejemplo, los investigadores que estudian enfermedades de
almacenamiento de glucégeno o enfermedades de la membrana basal pueden
examinar rutinariamente secciones de tejidos tefiidas con PAS para evaluar

estos elementos respectivos en tejidos de interés.

En los laboratorios de diagnostico, los patélogos a menudo usan esta
tincion para ayudar a responder las preguntas que puedan surgir después de
examinar las secciones tefiidas con hematoxilina y eosina de rutina. En

particular, se puede usar para ayudar con el diagndstico de:

Enfermedades de almacenamiento de glucdgeno: estas son condiciones
en las que se almacenan cantidades excesivas de glucogeno en el higado, los
musculos o el rifion. El PAS a menudo se utiliza rutinariamente en la clinica para
demostrar la acumulacion de glucégeno en las biopsias de estos tejidos.

Tumores: los granulos de glucégeno también pueden estar presentes en
algunos tumores, incluidos algunos que surgen en tejidos como el pancreas, los
pulmones y la vejiga.

Infeccion por hongos: el PAS se puede usar para visualizar algunos

organismos fungicos en las secciones de tejido.
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Membranas basales: como PAS se puede utilizar para resaltar las
membranas basales de los tejidos, se puede utilizar para identificar trastornos en
los que existe debilidad o un funcionamiento inadecuado de las membranas
basales, como en el caso de algunas enfermedades glomerulares en el rifion.
(Parry, , 2018)

Mecanismo de unién directa colorante-sustrato

La union colorante-sustrato, entendiendo por sustrato los tejidos orga-
nicos preparados para su coloracion, se realiza principalmente por uniones
electrovalentes entre grupos catiénicos o aniénicos del tejido con restos
aniénicos o cationicos del colorante, respectivamente. Aunque existen otras
fuerzas de unién no son de importancia practica para entender el mecanismo de
la coloracion

Hemos dicho ya que hay colorantes basicos o catidnicos, que son aque-
llos en los que el grupo que estaionizado y dispuesto a unirse a grupos anidénicos
del tejido es el radical -NH, En el caso de los colorantes acidos el grupo que les
da dicho caracter suele ser el grupo sulfénico. Parece obvio que, si las uniones
son electrovalentes, los colorantes basicos se uniran con grupos acidos, esto es,
con cargas negativas del sustrato y lo contrario ocurrira con los colorantes acidos
En el tejido existen normalmente tres posibilidades de grupos acidos: los grupos
carboxilos (-COOH) de proteinas y carbohidratos, los fosforicos (-PO3sH>) de los
acidos nucleicos y los sulfatos (-SOsH) de los carbohidratos acidos (Scott, 1989).
En cuanto a los grupos béasicos, el mas importante y que merece especial
mencion es el grupo -NH, el grupo imidazol de la histidina y el guanidilo de la
arginina, todos ellos en las proteinas

Dado que las uniones sustrato-colorante dependen del grado de
ionizacioén de los grupos acidos y basicos de ambos componentes de lareaccion,
es evidente que el pH es uno de los parametros mas importantes a considerar

en este tipo de reacciones.

Introduccion a la histoquimica de los carbohidratos
A efectos practicos la Histoquimica se divide en los mismos apartados que

la Bioquimica y tendremos asi, una Histoquimica de Carbohidratos, una
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Histoquimica de Proteinas, otra de Lipidos, etc. Obviamente, cada uno de estos
apartados de la Histoquimica exige un conocimiento, aunque sea minimo, de las
entidades quimicas correspondientes Por |o tanto, creemos que es necesario dar
primero un repaso a cada uno de los capitulos de la Bioquimica, antes de entrar
en la descripcién de los métodos histoquimicos con los que se pretenden
demostrar los grupos funcionales de carbohidratos, proteinas, lipidos, o bien,

actividades enzimaticas, en los cortes tisulares.

Glicosaminoglicanos unidos a proteinas o proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAG), llamados anteriormente
Mucopolisacaridos acidos (Meyer, 1969) se encuentran todos unidos a un eje
proteico, menos el acido hialurénico (HA), que se da en cadenas polisacaridos
libres. Los complejos de GAGs y proteinas reciben el nombre de proteoglicanos
(PG). Los restantes glicosaminoglicanos, unidos todos y cada uno de ellos a un
eje proteico, son los galactasammaglicanos, condroitin sulfatas (CS) y dermatan
sulfatas (DS) y las glicasaminoglicanos, heparan sulfatas (HS), la heparina y los
gueratan sulfatas (KS). Son, pues, seis variantes cuya heterogeneidad se ve
aumentada por la localizacion y el grado de sulfatacion de sus unidades

sacaridas Todos los GAGs son polimeros de un dimero con la formula general

Figura. 9. Representacion estructural del Mucopolisacaridos.
Fuente: Histoquimica de hidratos de Carbono o glucidos. Laboratorio de Anatomia Patolégica.
Madrid, Espafia: Interamericana McGraw Hill,.

El 4cido hialurénico, componente importante del tejido conjuntivo, carece
de grupos sulfatos. Los restantes GAGs estan todos sulfatados, siendo el
heparan sulfato y la heparina los que lo estan en mayor grado. La sulfatacion

tiene lugar en los C3, C3y C6, C6, en el amino del C2 y, en este, mas el C6.
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La union de los GAGs con el eje proteico tiene lugar en los restos serinas
del eje proteico, mediante una cadena constituida por &cido glucuronico -
galactosa - galactosa xilosa - O de la serina Las funciones de los PGs van de
las estrictamente mecénicas, hasta las de diferenciacion celular y morfogénesis,
pasando por las de adhesion y motilidad (Kjellen y Lindahl, 1991).

Glicoproteinas

Este grupo de proteinas, generalmente localizadas en las membranas
celulares, a las que atraviesan, tienen una importante mision en el reco-
nocimiento intercelular Los restos carbohidratados se localizan siempre en el
extremo de la proteina situada en el espacio extracelular y dada la extraordinaria
hidrofilia de estos restos constituyen un considerable impedimento al giro de la

glicoproteina para un eventual cambio de direccion

Las unidades carbohidratadas se unen, bien al nitrégeno amidico de la
asparagina, bien al atomo de oxigeno de la serina o de la treonina y el
carbohidrato que realiza dicha unidon es usualmente la Nacglucosamina o la

Nacgalactosamina

Los oligosacaridos unidos al N amidico de la asparagina tienen una es-
tructura comudn que consiste en tres mafosas y dos restos Nacglucosamina
Existen dos tipos estructurales segun que tengan restos mafosas afiadidos
(oligosacéridos con elevado contenido en mafiosa), como se ve en la figura 1, o
gue tengan restos de Nacglucosamina, galactosa, fucosa y acido sialico
(oligosacéaridos complejos) como se muestra en la figura 2. Los oligosacaridos
contienen siete clases diferentes de restos azucarados: glucosa, galactosa,
Nacglucosamina, Nacgalactosamina, manosa, fucosa y acido sialico, unidos por
enlaces glicosidicos de clases muy variadas, lo que les da una gran diversidad.
Esta diversidad se refleja en sus multiples funciones entre las que hay que incluir

a los grupos sanguineos y al reconocimiento intercelular.
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Las lectinas, proteinas de origen vegetal o animal, con una especificidad
selectiva por estos restos carbohidratados de la superficie celular, se usan para

el analisis de estos componentes de membrana.
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Figura 10., Representan dos posibilidades de constitucion quimica de

carbohidratos de membrana.
Fuente: Histoquimica de hidratos de Carbono o glicidos. Laboratorio de Anatomia Patoldgica.
Madrid, Espafa: Interamericana McGraw Hill,.

Métodos histoquimicos para carbohidratos

En nuestra brevisima incursién por la Bioquimica de los carbohidratos,
hemos tomado contacto con las entidades cuya presencia en los tejidos se quiere
demostrar Hemos de decir, sin embargo, que no contamos con meétodos que nos
permitan asegurar la presencia en ellos de las entidades bioguimicas como tales.
Casi todos los métodos de que disponemos lo son para demostrar restos o
grupos funcionales que, indirectamente nos hablan de la presencia de las
entidades que los poseen. Sin embargo, puesto que los grupos funcionales
pueden encontrarse, a veces, en entidades quimicas muy distintas, un resultado
positivo nos plantea nuevas interrogantes. Tenemos necesidad, entonces, de
otros métodos auxiliares que nos descarten algunas entidades a favor de otras
En suma se trata de un analisis similar al que realiza el quimico con una muestra
determinada.

Una vez convencidos de los limites dentro de los cuales nos movemos,
pasamos a analizar los métodos que se pueden emplear en el area de los
carbohidratos. En las hexosas y pentosas encontramos grupos glicoles, que

pueden ser oxidados a aldehidos, grupos carboxilos, en los acidos hexurénicos
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o en los acidos sidlicos, grupos sulfatos en los dimeros de los
glicosaminoglicanos, etc. Contamos con un método para la demostracion de
aldehidos procedentes de la oxidacion de alcoholes, el PAS, y métodos para la
demostracién de restos acidos o anidnicos, los colorantes catidnicos.

Muy recientemente se han aplicado una serie de reactivos para el estudio
de carbohidratos que tienen una gran especificidad por determinados
monosacaridos, es decir, por unas determinadas conformaciones estéricas, las
lectinas

Finalmente, como técnicas auxiliares para completar el estudio analitico
del contenido carbohidratado de un tejido, disponemos de dos grupos de ellas:
(@) los bloqueos de grupos funcionales en cuestién y (b) los tratamientos
enzimaticos especificos. Resumiendo:

1 Demostracion de grupos glicoles, hidroxiaminos, hidroxialquila- mino e
hidroxiceto vecinales (técnica del PAS).
2 Demostracion de grupos anionicos (colorantes basicos).
3. Demostracion de conformaciones monosacaridas especificas (lectinas).
4 Blogueos de grupos funcionales (acetilacion, metilacion).
5. Tratamientos enzimaticos (amilasa, neuraminidasa, hialuronidasa).
Estos cinco puntos con sus técnicas correspondientes se desarrollan en

este y en temas sucesivos.

Reaccion de PAS (Periodic Acid-Schiff)

Una de las reacciones quimicas para carbohidratos, mas conocidas, es la
oxidacion de glicoles, usada en quimica por Malaprade (1928), para la valoracién
de dichos glicoles, y por Nicolet y Shinn (1935) para la estimacion de
aminoalcoholes.

La introduccion de esta reaccion en histoquimica se debe a Mac Manus
(1946) y su inmediato desarrollo a Lillie (1949) y Hotchkiss (1948). En resumen,
la reaccién consiste en una oxidacién con acido peryddico, seguida de la
aplicacion del reactivo de Schiff, ideado por este quimico en 1866. Este reactivo

sirve para demostrar la presencia de aldehidos en una muestra tisular y posee
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una alta sensibilidad A continuacion analizaremos, los dos pasos de la técnica,
con algun detalle.
La oxidacion se realiza, como acabamos de decir, con acido perydédico.
En concentraciones que pueden variar entre el 0,5 al 1,0% en agua des-
tilada, durante 10 minutos a temperatura ambiente La oxidacion de alcoholes
procede normalmente hasta la formacién de &cidos, a traveés de la funcion
aldehido.

H OH
m.uﬂccn—r . =<D

Figura. 11. Oxidacion de alcoholes.
Fuente: Histoquimica de hidratos de Carbono o glucidos. Laboratorio de Anatomia
Patolégica. Madrid, Espafia: Interamericana McGraw Hill,.

El grado de oxidacion, equivalente en este caso al grado de oxigenacion,
es mayor de izquierda a derecha, Sin embargo, usando un oxidante suave a
concentracion, tiempo y temperatura adecuados, podemos quedamos en el
punto medio y esto es lo que ocurre cuando se oxida con acido peryodico en las
condiciones adecuadas

El mecanismo de reaccion, tal como se da en los polisacéaridos, es como

ﬁ?’ mﬁ.}m ; “mtwaﬂﬁ o

Figura 12. Oxidacion de la hexosa para obtener grupos aldehidos enlos C 2y
C3. La F representa al reactivo Schiff.
Fuente: Histoquimica de hidratos de Carbono o glicidos. Laboratorio de Anatomia Patoldgica.
Madrid, Espafa: Interamericana McGraw Hill,.

sigue:

La oxidacion tiene lugar, pues, en los carbonos 2 y 3, en sus restos
alcohdlicos vecinales o Vic-glicoles y el reactivo Schiff basica se afiade, como se

indica en el esquema, entre los carbonos 2y 3
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El reactivo de Schiff

Este reactivo fue disefiado por Schiff en 1866, para demostrar la presencia
de grupos aldehidos en solucién y su sensibilidad es, como hemos dicho, muy
elevada.

El mecanismo de la reaccién, en el caso de la demostracion de grupos
aldehidos, obtenidos por oxidacion con acido peryddico y aplicacion subsiguiente
del reactivo de Schiff no se conoce aun con certeza Aceptamos, pues, la
formulacion simplificada que da Piarse (1972) para los aldehidos producidos por
oxidacién, como se ha dado mas arriba. El color que da esta reaccién suele

designarse como rojo magenta.

Preparacion del reactivo de Schiff

Aunque el reactivo de Schiff puede obtenerse en el comercio, y el de la
casa Merck es especialmente recomendable, este reactivo se puede y se debe
saber preparar en el laboratorio. Existen diversas formas de prepararlo, pero
nosotros hemos seguido siempre la de Lillie (1965), a la que suele llamarse

"preparacion en frio", la cual es facil y comoda de realizar.

La preparacion del reactivo en frio, segun Lillie (1965), es como sigue:

1. Pesar 1 g de Fuchina basica y 1,9 g de metabisulfito s6dico (Na2S:03), y
disolver en 100 ml de Hall 0,15 N.

2. Agitar a intervalos o en un agitador mecanico durante 2 horas La soluciéon se
aclara en ese tiempo y toma un color marrén palido.

3. Afadir 500 mg de carbon activo fresco y agitar durante unos 2 minutos.

4. Filtrar en una probeta graduada, lavando lo que quede en el papel de filtro
con un poco de agua destilada para restaurar el volumen original de los 100

ml. Guardar en refrigeracion.

Para otras formas de preparacion, véanse los textos de Lillie (1965) o de
Piarse (1972).
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Procedimiento pararealizar la reaccion del PAS
1. Desparafinar los cortes en xileno, hidratar en etanoles de graduacion
descendente y pasar al agua destilada
2. Cubrir los cortes con una solucion de acido peryddico al 0,5-1%, durante 10
minutos a temperatura ambiente.
Lavar bien con agua destilada
4. Cubrir de 10 a 15 minutos con el reactivo de Schiff, que se habra sacado

previamente del refrigerador para que alcance la temperatura ambiente.

NOTA: Hay que guardar ciertas precauciones en el manejo de este
reactivo debido a las manchas de color rojo que dejan alli en donde cae Para
ello debe usarse pipeta Pasteur desechable, cada vez que se saca una porciéon

del reactivo, para cubrir €l 0 los cortes que se van a usar.

5. Los cortes deben lavarse abundante y rapidamente con agua destilada y
luego con agua de la llave. Algunos autores usan un primer lavado con agua
sulfurosa, es decir, solucién de metabisulfito sédico en HC1 0,15 N, aunque
esto no es absolutamente imprescindible segun otros. Si se usa la solucion
sulfurosa hay que tener cuidado de no aspirarla directamente por la fuerte
accion pungente que posee

6. Finalmente, los cortes son deshidratados, aclarados en xileno y cubiertos con

una resina sintética (Permont, DPX o cualquier otra).

RESULTADOS: Los lugares positivos adquieren un color rojo magenta de
variable intensidad segun el contenido en aldehidos creados por el periddico.
(Montero, 1997, pags. 37-53)

Tincién e identificacion de carbohidratos: consideraciones teéricas

Debemos ocupamos aqui de las reacciones de Schiff-Feulgen y PAS,

acetilacién, saponificacion, sulfatacion, reaccién con Schiff y acido perfémico,
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metacromasia, colorantes con afinidad especial por los Mucopolisacéridos

acidos, extincion del azul de metileno y digestion enzimatica.

Reactivo de Schiff y reaccion de Feulgen-Schiff

La fucsina bésica es una mezcla de tres colorantes de tipo
triaminotrifenilmetano: rosanilma, pararrosanilina y magenta Il (Conn, 1961:
Gurr, 1960, 1962). Hace un siglo, H. Schiff (1866) demostré que los aldehidos
devuelven su color magenta a la fucsina que fue blanqueada (leuco- fucsina) por
el bioxido de azufre. La leucofucsina es incolora porque su doble enlace
croméforo fue destruido, y por lo tanto desaparecio la estructura quinoide. Una
nueva oxidacion, por ejemplo mediante exposicion duradera al aire y a la luz,
permite que se vuelva a formar el doble enlace y reaparezca el color.

La estructura quinoide puede recuperarse también por efecto de los
aldehidos, pero en este caso el compuesto aldehidico se une al “compuesto
fucsina-acido sulfurénico”, y el tono del color purpura rojizo que se obtiene
cambia ligeramente segun la naturaleza del compuesto de adicion.

Debe insistirse en que el compuesto de adicion aldehidofucsina que
presentamos en la figura 42-2 quiza no sea el que se forma en realidad; esto ha
sido tema de discusion y estudios durante mas de un siglo. Se propusieron dos
interpretaciones principales de la reaccion: 1) formacion de un acido
aminosulfinico, seguida de fijacion del aldehido; y 2) formacién de un acido
amino- alquilsulfénico. Se cree actualmente que la teoria acertada es la segunda.
Hardonk y van Duijn (1964a, b), opinan ademas que el grupo NHSO2 CHOHR no
parece coincidir con los resultados recientes, lo que supone que debe tener lugar
un re arreglo tal que aparezca entre el colorante y la substancia que contiene el
aldehido un enlace de tipo NH-CHR-SO3zH.

Feulgen descubrié que la hidrdlisis acida suave de tejidos fijados permitia
exponer la desoxipentosa de los nucleos bajo forma de un aldehido potencial,
pero todavia unido a la cadena de acido nucleico por enlaces fosfato. En 1924,
junto con Rossenbeck, describio lo que se conoce actualmente como reaccion

de Feulgen o Feulgen- Schiff para el &cido desoxirribonucleico (DNA): hidrélisis
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acida leve seguida de exposicién a reactivo de Schiff, produciéndose un color
parpura rojizo en las estructuras que contienen DNA (nucleos y algunos virus).
El &cido ribonucleico (RNA), que contiene ribosa (en lugar de la desoxirribosa
del DNA), no da la reaccion de Feulgen, pues el grupo glicol de esta ribosa queda
substituido por fosfato.

SO,H

g NH, @ NHSO,H
O™ (D
\QNHz \Q NHSO,H

Pararrosanilina Acido N, N-sulfinico de pararrosanilina
Acido leucosulfénico

- i =t @:c /Q—NHSO,CHOHR
\QNHSO,CHOHR

Figura 13. Reactivo de SHIFF. Producto de adicion coloreado de tipo de

dialdehido.
Fuente: Lynch, M., Raphael, S., Mellor, L., Spare, P., & Inwood, M. (1987). Métodos de
Laboratorio (2 ed., Vol. 2). Mexico: Interamericana

Reaccion PAS

En 1928, Malaprade utilizé por primera vez el acido peryédico (HI04) para
la medicidén quimica de los polialcoholes. En 1946, McManus aplico la reaccion
del &cido peryodico y Schiff a los estudios histologicos. El acido peryédico oxida
los compuestos que poseen grupos hidroxilo libres: cuando los grupos OH son
vecinos, por ejemplo, en los 1,2-glicoles (CHOH-CHOH), se rompe el enlace
entre los atomos de carbono yuxtapuestos unidos a grupos OH, apareciendo una
férmula de tipo di aldehido; asimismo, el acido peryddico ataca los alcoholes
substituidos un aldehido (HCHO) y un carboxilo (COOH); en las dicetonas alfa
se tienen dos grupos carboxilo, y la aplicacion ulterior del reactivo de Schiff no
produce color. Evidentemente, la formula en di aldehido debida a oxidacion de
la glucosa por HIO4 produce una intensa reaccion con el reactivo de Schiff, y lo
mismo ocurre con la galactosa, mafiosa, fucosa (metilpentosa) y hexosamina.
Como regla general, la intensidad de la reaccién PAS es proporcional al conteni-

do de estos azucares en la substancia estudiada. Por ejemplo, el enlace 1-3
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entre el &cido glucuroénico y la N-acetilglucosamina en el acido hialurénico impide
la oxidacién que daria lugar a grupos aldehido; por consiguiente, el &cido
hialurénico es negativo al PAS. (Lynch, Raphael, Mellor, Spare, & Inwood,
1987, pags. 1204-1205)

Utilidad de la tincion PAS para el diagndstico histopatolégico

La tincion de hematoxilina y eosina (HE) se utiliza rutinariamente en
histopatologia para analizar diferentes tejidos del organismo, incluyendo cortes
de piel. Sin embargo, esta técnica no permite apreciar elementos como fibras
elasticas o0 mastocitos, ni diferencia entre pigmento melanico y hemosiderina, de
modo que obliga a recurrir a tinciones secundarias o especiales, entre ellas el
acido peryodico de Schiff (PAS), para visualizar microorganismos; la tincion de
Gomori-Grocott (metenamina de plata) para hongos; y las de Ziehl-Neelsen y
Kinyoun para identificar actinomicetos y micobacterias.1

Otros medios empleados en la deteccion de microorganismos incluyen;
Giemsa, para Leishmania; Wathin-Starry para espiroquetas; y mucicarmin, que
tifle la capsula de Cryptococcus sp.2

Después de HE, la tincibn PAS es la mas comunmente utilizada, pues
evidencia algunos polisacaridos (particularmente, glucogeno), asi como las
mucoproteinas que contienen mucopolisacaridos neutros. Esta técnica es util
para valorar la degeneracion fibrinoide, ya que tifie de rojo los depdsitos de
fibrina (Fotografia 1) y permite visualizar elementos infecciosos como parasitos
y hongos2 (cuyas paredes de celulosa y quitina contienen polisacéaridos).3 Aun
asi, no es posible diferenciar morfolégicamente los dermatofitos y otros mohos
con la tincién de PAS, de modo que el cultivo es el inico método para identificar

el género y la especie del organismo.
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Figura 14. Degeneracion fibrinoide de vasos sanguineos (PAS 40x).
Fuente: Histologia Texto y Atlas Correlacion con biologia celular y molecular

Como agente oxidante que rompe algunas cadenas de carbon
convirtiéndolas en dialdehidos, la tincion de PAS se considera parte de la
histoquimica moderna de mucopolisacaridos, mucoproteinas y polisacaridos. La
reaccion se debe a que el acido peryodico oxida las uniones carbono-carbono
de los carbohidratos donde hay hidroxilos adyacentes y NH2 primarios o grupos
amino secundarios, cediendo aldehidos que pueden reaccionar con el reactor
Schiff, responsable de la coloracion roja provocada por la union de leucofucsina
con dialdehido.

La demostracion del glucdgeno con tincion de PAS tiene valor diagndstico
en casos de tumor/quiste triquilemal, triquilemoma, hidradenoma de células
claras y poroma ecrino debido al glucégeno presente en las células de la corteza
externa del pelo y en las glandulas tanto ecrinas como apocrinas. Entre tanto, la
presencia de mucopolisacaridos neutros apunta al diagnéstico de enfermedad
de Paget mamaria y extramamaria, hidradenoma de células claras,
espiradenoma ecrino intraluminal y poroma ecrino. PAS también se utiliza para
revelar la membrana basal de epitelios, anexos y vasos, por lo que es atil para
diferenciar o resaltar algunos tipos celulares y la distribucion del colageno entre
células neoplasicas.

Por ultimo, la tincién con PAS puede arrojar falsos positivos en algunas
dermatosis al tefir de rojo elementos como paraqueratosis, células

polimorfonucleares o particulas de almidén.
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Conclusiones

Aunque la tincion PAS es una de las técnicas mas comunmente utilizadas
en dermatopatologia, su uso no es rutinario y de hecho, se practicé en menos de
5% de los estudios histopatologicos revisados para este trabajo. Si bien nuestra
revision arrojé6 9.3% de falsos negativos, los hallazgos de los verdaderos
positivos contribuyeron de manera significativa al diagnéstico, de alli que la
tincibn PAS deba estar disponible en cualquier hospital que cuente con un
servicio de patologia. (Serviansky, Kresch, Moreno, Arenas, & Vega , 2013,
pags. 13-18)

Histoquimica de los hidratos de carbono

La histoquimica es la aplicacion de reacciones quimicas y bioquimicas
en la técnica histologica, con el fin de localizar y determinar de manera cientifica

ciertas sustancias o su actividad.

En todas estas reacciones o bien se tifie la sustancia que buscamos o los

colorantes reaccionan quimicamente con ella, como es el caso del PAS.

Los hidratos de carbono o glucidos son polialcoholes oxidados
(polihidroxicetonas o polialdehidos). Los polisacaridos son glucidos formados por
la unién de muchas moléculas de monosacaridos (mas de 10). Entre los

polisacaridos ademas de los polisacaridos simples como el glucégeno destacan

los polisacaridos complejos.

Los polisacaridos complejos se dividen en 3 grandes grupos:

Mucopolisacaridos que pueden dividirse en:

Mucopolisacaridos neutros
Mucopolisacaridos acidos
Mucoproteinas

Mucolipidos.
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Reacciones histoquimicas basadas en la demostracion de grupos

carbonilo formadas sobre los hidratos de carbono por oxidacion previa.
Técnica del PAS (Acido Periodico Schiff)

Consiste en oxidar los tejidos mediante el &cido peridédico (HIO4) para
incrementar el numero de grupos carbonilo (aldehido o cetona) presentes en
ellos, de forma que puedan ser demostrados posteriormente mediante reactivo
de Schiff.

Los hidratos de carbono contienen grupos carbonilos relativamente
aislados, en una proporcion aproximada de uno por molécula de monosacarido.
Precisamente por ello es necesario oxidarlos con el fin de incrementar dichos
grupos, que solo pueden ser detectados por el reactivo de Schiff si se encuentran

situados en carbonos contiguos y delimitados por grupos alcohdlicos o amino.

Para los grupos aldehidos que aparecen en posicion 1,2 glicol estas
condiciones se cumplen exclusivamente tras la oxidacibn de los

correspondientes radicales hidroxilos.
Procedimiento Técnico:
Fijacion:
e Formol al 4 % o Liquido de Carnoy o Bouin.
« Acido Periddico............... 0.5 % plv.
« Reactivo de Schiff:

» Fucsina basica (CIl: 42510)............ 1g.

= Aguadestilada........................... 200 ml.
Disolver la fucsina en 200 ml de agua (d) hirviendo.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50° C. y filtrar
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Posteriormente agregar 20 ml de HCI 1N. Después enfriar hasta 25° C y

afadir 1g de Bisulfito sédico o Metabisulfito potéasico (sédico).

Mantener en la oscuridad. El liquido tarda unos 2 dias o a veces 24h en

tornarse de color amarillo que indica que esta listo para su uso.

Afadir 2g de carbon activado, mezclar y filtrar hasta que desaparezca el

color.

La solucion debe conservarse en el refrigerado protegido de la luz.

e Bafio de Acido Sulfuroso o Agua sulfurosa:

e Acido Clorhidrico (HCI) IN............... 5ml.
e Metabisulfito sodico 10 %.................. 6 ml.
o Agua (d).eeiiiiiiiiiii 100 ml

e Colorante de contraste: Hematoxilina, Orange G o Van Gieson.

Técnicade Tincidon:

o Desparafinar e hidratar (xilol y decrecientes alcoholes)

o Acido periddico 0.5 %o......vviieeiieieiie e 5 min.

e Lavar en agua (d).

e Reactivode Schiff.............cooiiiii 15- 30 min.

e Aclarar en 3 bafos de agua sulfurosa........................ 2 min. Cada uno.
e Lavar en agua corriente

« Colorante de contraste

e Lavar con agua corriente.

e Deshidratar, aclarar y montar.
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Resultados:

Material PAS +: rojo oscuro a magenta.

B. Compuestos PAS +

e polisacéaridos simples: como el glucdgeno y la celulosa.

e Mucopolisacaridos neutros: se encuentran en el epitelio gastrico, en
glandulas del duodeno y en capsulas bacterianas, también en intestino y
estomago.

e mucoproteinas como son algunas mucinas del tubo digestivo y del arbol
respiratorio o bronquial, también la tiroglobulina que esta en el tiroides y la

hormona estimulante.
e Glucoproteinas del suero

e Glucolipidos: como los gangliésidos y cerebros idos.
C. Compuestos PAS -

Los mucopolisacaridos acidos no pueden ser oxidados por el acido

periddico y por eso son PAS - (ya que no aparecen los grupos carbonilos)
D. Controles de la técnica del PAS.

Es imprescindible realizar preparaciones testigo o de control que
confirmen los resultados obtenidos, para ello suelen ser muy utiles las técnicas
de bloqueo tales como las de bloqueo de grupos aldehidos en general y las de

acetilacion de grupos aldehidos situados en posicion 1,2 glicol.

Técnica de blogueo para aldehidos en general

Se realiza tratando los grupos aldehido presentes en el tejido, tras la
oxidacion con acido periddico con una solucién de acido acético saturado con
Dimedona, entre 1-16 h. a 60 ° C.
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Posteriormente se lava con agua destilada y se continta con PAS normal.

Unicamente se tefiira el material PAS + formado a expensas de grupos
aldehidos situados en posicién 1,2 glicol (los que proceden de glucidos).

Técnica de bloqueo mediante acetilacion para grupos 1,2 glicol.

Se basa en la negatividad de la reaccion del PAS después de la

acetilacion de los grupos 1,2 glicol presentes en los hidratos de carbono.

Este proceso es total o parcialmente reversible por saponificacién
posterior mediante tratamiento con hidroxido potasico. Si no se ha realizado el
bloqueo de los aldehidos preexistentes debe realizarse un control sin oxidar el
tejido; todo lo coloreado en esta preparacion no seran grupos 1,2 glicol oxidados,
sino grupos aldehidos que ya estaban presentes antes de la oxidacion.

Después se realiza el PAS oxidando y se compara los resultados de

ambas preparaciones.

El 2° problema en la técnica del PAS se plantea cuando se trata de
diferenciar si los grupos aldehidos aparecidos tras la oxidacion lo han hecho
sobre grupos alcohdlicos situados en posicion 1,2 glicol o si los oxidados han
sido grupos hidroxiaminos primarios o hidroxiaminos secundarios, compuestos

no presentes habitualmente en los hidratos de carbono que son PAS +.

Esta distincion pude realizarse mediante acetilacion reversible y

saponificacion.

Acetilar consiste en introducir un grupo acetilo en un compuesto organico.
El anhidrido acético es un reactivo que tiene gran aplicacion para acetilar, de
forma que con este reactivo se bloquean todos los grupos alcohdlicos en general

existentes en el tejido.

Este tipo de union se llama éster.
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Saponificar es romper un enlace tipo ester de forma que en condiciones

idéneas reaparece el grupo quimico que existia antes de la acetilacion.

La acetilacion es totalmente reversible tras saponificacién para los grupos
alcohdlicos en posicién 1,2 glicol; totalmente irreversible para los grupos
hidroxiaminos secundarios y moderadamente reversible para los hidroxiamino

primarios.
Procedimiento técnico de acetilacion - saponificacion

Soluciones:
e Mezcla para la acetilacion:
e Anhidrido acético.......... 13 ml.
e Piridina anhidra............ 20 ml.
e mezcla para la saponificacion

e Hidroxido potasico 1N en solucion acuosa o en alcohol 80° C.

Modo de operar:

e Acetilacion:

e Desparafinar e introducir los cortes en alcohol absoluto. Secarlos y pasarlos

a la piridina.

e Tratar con la mezcla de acetilacion de 37° - 58° C durante un tiempo que

depende del material biologico y suele estar de 30 min. a 24 h.
e Pasamos los cortes a la piridina.
¢ Alcohol absoluto.
e Hidratar.
e Acetilacién + saponificacion:

e Se repite el proceso anterior.
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e Tratar con la disolucién de KOH durante 45 min.
e Enjuagar con agua.

e Lotes de preparaciones y resultados en los controles de la técnica del PAS.

e Una preparacion a la que se le hace el PAS normal.

e Otra preparacion del mismo corte. Se le hace un PAS sin oxidar para detectar
grupos aldehidos ya existentes o bien se hace un método de bloqueo

especifico para dichos grupos.
e Un lote de cortes que llevan acetilacion.

e Un lote de cortes que llevan acetilacion + saponificacion.
Resultados:

e Al acetilar desaparecen todos los grupos PAS+ menos los aldehidos ya

existentes.

e Al acetilar y saponificar los grupos alcohdlicos en posicion 1,2 glicol quedan

como estaban, recuperan la PAS positividada.

e Los hidroxiamino primarios reaparecen mucho mas débilmente y los

secundarios permanecen bloqueados al ser la acetilacion irreversible.
Técnicas para determinar mucopolisacaridos acidos.

Los mucopolisacaridos acidos son unos polisacaridos que no tienen
grupos alcohdlicos en posicién 1,2 glicol sino grupos acidos carboxilos o

sulfatados.

Las técnicas para determinar mucopolisacaridos acidos son

principalmente:
a) Azul Alcian

b) Reaccién Metacromatica
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Técnica del Azul Alcian: se ha comprobado que usando el azul alcidn en
condiciones de pH en torno a 2,4 -2,6 se colorean los mucopolisacaridos acidos

sulfatados y los carboxilicos.

Si por el contrario se emplea a un pH muy bajo, en torno a 1, sélo se

colorea los mucopolisacaridos sulfatados, los carboxilicos no se tifien.

Si se sigue disminuyendo el pH hasta 0,5 se incrementa la selectividad de
la tincibn y en este caso sOlo se tifien los mucopolisacéridos fuertemente

sulfatados.

Procedimiento Técnico:

e Fijacion: formol al 4%.

e Soluciones:

e Azul alcian a pH 2,5:

e Azul alcian (C.I. 74240) ............... 1g.

o Acido Acético 3%..................... 100 ml.

e Azul alcian a pH 1:

e Azulalcian..............ooooiiin. 1lg.

e HCIO I N, 100 ml.
e Azul alcian a pH 0,5:

e Azulalcian...............ooooiii 1lg.

e HCIOSN...oooviiiiiiiin, 100 ml.
Filtrar todas las soluciones antes de usar.

Las soluciones son estables durante 2 semanas aproximadamente, como

colorante de contraste se puede usar una solucién de Rojo nuclear al 1 %.
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Modo de operar:

e Desparafinar e hidratar.
e Tratar con la solucion deseada de azul alcian durante 30 min.

e Si se usO la solucién a pH 2,5, lavar con agua (d); si se uso cualquiera de

los otros dos, secar solo con papel de filtro.
e Contrastar si se desea con rojo nuclear.

e Deshidratar, aclarar y montar.
Resultados:
Azul alcian a pH 2,5 los mucopolisacaridos acidos (carboxilos y sulfatos)

se tifen de azul.

Azul alcian a pH 1 soélo se tifien de azul los mucopolisacaridos acidos

sulfatados.

Azul alcian a pH 0,5 solo se tifien de azul los mucopolisacaridos acidos

fuertemente sulfatados.
Reaccion Metacromatica:

La metacromasia indica un cambio de color cuando un colorante
guimicamente puro tifie selectivamente una estructura tisular de color
“diferente”al de la solucion diluida de colorante; se dice que ha ocurrido una

reaccidn metacromatica.

La estructura responsable de este cambio se llama cromotropa.

Para distinguirla de las restantes que se tifien normalmente

(ortocrométicas)

Sustancias cromotropas son los mucopolisacaridos acidos, acidos

nucleicos, lipidos de caracter acido y particulas de silice.
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La reaccion metacromatica presenta grandes variaciones ante las mas
pequefias modificaciones del medio donde reproduce, por lo tanto, la reaccion
metacromatica es de dificil interpretacion e incluso puede proporcionar

resultados contradictorios.
AZUL DE TOLUIDINA (técnica de metacromasia que mas se hace)
= Fijacion:

En el caso de los mucopolisacaridos acidos pueden emplearse tejidos
fijados con alcohol, Bouin alcohdlico e incluso formol, pero deben evitarse los
fijados con agentes oxidantes.

» Soluciones:

= Solucion Tampon de acido acético - acetato a pH 4,2:

= Acetato sédico............... 2,749.
H20 (d)..ocveiiiiieen, 100 ml.
= Acido acético 0,5 M......... 1,1 mi
H20 (d)..oeeeiiiiieen, 100 ml.
Solucion A.........coiviinnn. 30 ml.
Solucion B...........c.oeee. 90 ml.

= Solucion a 0,2 % de azul de toluidina en la solucién tamponada anterior.

» Solucién acuosa al 4 % de molibdato amodnico.

Procedimiento Técnico:

e Desparafinar e hidratar.

e Tefirconazulde Toluidina..........cooovviiiiini ... 2 - 5 min.



e Lavar en la solucién tamponada.
e Tratar los cortes en la solucion de molibdato......... 10 min.
e Lavar con agua (d).

e Deshidratar, aclarar y montar.
Resultados:

Elementos de caracter metacromético se van a ver de rojo a purpuray el

resto se va a ver azul.

Los bafios en alcohol etilico inhiben la metacromasia por lo que deben

realizarse preparaciones testigo.

Una 12 preparacion se observa tras su paso por el agua cética antes de
fijar con molibdato. Esto tiene por objeto evaluar el efecto metacromatico

inmediato en fase inestable. A continuacion, se sigue el procesamiento normal.

Otra preparacion no se deshidrata y se monta en un medio acuoso para

evitar el paso por alcohol etilico.

La Jdltima preparacion se confecciona normalmente, es decir,

deshidratando y montando por el método habitual.

Comparando las 3 preparaciones se puede seguir la evolucion del efecto
metacromatico y la influencia del procesamiento histolégico realizado sobre

ellas.

También se deben realizar controles de especificidad en la reaccidon

metacromatica. Se usan para distinguir entre mucopolisacaridos acidos

carboxilicos y sulfatados.

Son principalmente de 2 tipos:
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= Variacion de pH: consiste en realizar la tincion entorno a un pH de3, 5. en este

caso la mayoria de los mucopolisacaridos acidos carboxilicos pierden su

metacromasia mientras que los sulfatados la conservan.
Haremos 2 lotes: el 1° se tifiena pH 4,5y el 2°a 3,5.

Los mucopolisacaridos acidos que siguen siendo metacromaticos en el 2°
lote corresponden a mucopolisacaridos acidos sulfatados ya que los carboxilicos

pierden su metacromasia.

= Metilacion reversible: consiste en tratar un grupo de cortes con una mezcla de

alcohol metilico y acido clorhidrico, con lo que se bloquean por metilacién los

grupos acidos de los mucopolisacaridos acidos.

Después se realiza mutilaciéon seguida de saponificacion, reapareciendo

la metacromasia solamente en los mucopolisacaridos acidos carboxilicos.

Técnica para diferenciar mucopolisacaridos &acidos, neutros vy

glicoproteinas.
Técnica del azul ALCIAN - PAS.
Procedimiento Técnico:

e Fijacion: formol al 4 %.

e Soluciones:

e Solucion azul alcian a pH 2,5.

e Solucion acido periddico el 0,5 %.
e Reactivo de Schiff.

e Solucion de acido sulfuroso.

e Colorante de contraste.
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Técnica:

e Desparafinar e hidratar.

e Solucion azul alcidanapH2,5..........cccciiiiinl, 30 min.
e Lavar con agua (d)

o Acido peri6dico............uviiiiiiiiii 10 min.

e Lavar con agua (d).

e Reactivode Schiff ... 15 - 30 min.
e Aclarar con 3 bafos de agua sulfurosa............... 2 min. Cada uno.
e Lavarconaguacorriente ..., 5 min.

e Colorante de contraste (Hematoxilina Harris normalmente).

e Lavar, clorar y montar.

Resultados:

Mucopolisacaridos acidos: azul

Mucopolisacaridos neutros y glicoproteinas: rojo o rosa.

Resto: violeta (si se usa hematoxilina). (Garcia R. , 1987, pags. 225-232)

La bioquimica del antigeno especifico de prostata (AEP) y sus fracciones:
el antigeno especifico de préstata (AEP) es una kalicreina que esta entre los
varios tipos de sustancias que secreta la préstata en su funcién como glandula
accesoria de la reproduccién. En el semen actia como una proteasa con
preferencia desnaturalizante sobre las semenogelinas, las proteinas
procoagulantes del semen producidas en la vesicula seminal, pero que como
cualquier proteasa tiene un potencial adicional para metabolizar cualquier
proteina. Es por esa accidn destructora que la naturaleza toma todas las
precauciones para que el AEP proteasa tenga un periodo de actividad efimero y

una serie de fracciones clivadas o desactivadas que explican en su conjunto los
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porcentajes en plasma del antigeno total y libre en el paciente normal y con
patologias. El AEP puede dividirse de una manera simple en dos tipos bésicos:
activo e inactivo, o bien libre y complejo. Hacia el futuro puede esperarse que el
uso del AEP como marcador de cancer pueda refinarse en sensibilidad y
especificidad con el uso de fracciones que se relacionen mateméaticamente y
ademas con el uso de otros tipos de antigenos como el antigeno de membrana
especifico de préstata (PSMA, prostate specific membrane antigen) y el antigeno
de células madre de prostata (PSCA, prostate stem cell antigen).

Antigeno especifico de prostata: La kalicreina 3, mas conocida como
antigeno especifico de préstata, es una glicoproteina de cadena simple con un
peso molecular de 33.000 daltons y 237 aminoacidos que se comporta como una
enzima proteolitica producida ademas de las células epiteliales (glandulares) de
la préstata, en las glandulas perianales, parauretrales, sudoriparas, tiroides,
placenta, mama y endometrio, y también se encuentra en la leche materna. Su
funcidén primaria es la licuefaccion del semen, antagonizando la accién de la
semenogelina, también llamada “antigeno especifico vehiculo-seminal”, que es
la proteina que produce la coagulacion del semen para proteger los
espermatozoides durante la eyaculacion.

Debe entenderse que la funcion proteolitica es preferente sobre la de la
semenogelina pero no exclusiva, por lo que el organismo toma todas las
precauciones para controlar adecuadamente esta enzima destructora de
proteinas. (Uribe , 2008, pags. 153-163)

Recoleccién de indicios y/o evidencia fisicos

Para estudios de identificacibn y cotejo de vestigios biolégicos
(semen/espermatozoides, saliva, sangre, ADN)

Para la recoleccion y envio al laboratorio de muestras tomadas durante el
examen, el perito médico debera tomar en cuenta lo siguiente:

Cuando se practica el examen con espéculo y se toman muestras del
cérvix en las primeras 72 horas de ocurrido el hecho, son mas altas las

probabilidades de encontrar espermatozoides.
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En cuello uterino se ha podido recuperar espermatozoides no moviles de
5 a 7 dias después de ocurrido el hecho y hasta 24 horas mas tarde en la boca

y en el recto.

En los frotis vaginales, si las muestras se tomaron después de 48 horas
de ocurrido el hecho, es muy poco probable que se obtenga un resultado
positivo. Lo mismo aplica en el frotis ano rectal, después de 24 horas y en el de

la boca, después de 6 horas.

Reglas generales para la colecta de muestras con fines forenses

La colecta de muestras con fines forenses, debe realizarse de acuerdo a
lo dispuesto en el manual de cadena de custodia. Especificamente, en los casos
de delitos sexuales, el perito médico debera prestar atencion a lo siguiente:

Cuando disponga del “kit de asalto sexual”, debera utilizarlo de acuerdo a

las indicaciones contenidas en el mismo.

Evitar la contaminacion: usar guantes y cambiarse para cada toma.

Recolectar las muestras lo antes posible, de esta forma se previene la
pérdida de elementos importantes para la realizacion o interpretacion de la
prueba.

Asegurarse de que las muestras sean empacadas, almacenadas y
transportadas correctamente (esto es responsabilidad del médico), segun lo

establecido en el manual de cadena de custodia.

Consultar con el laboratorio de ser necesario, para requerimientos
especiales de manejo y almacenaje. Como regla general los fluidos deben ser
refrigerados, cualquier otro elemento se deberd mantener seco.

Rotulacion apropiada: todas las muestras deben ser rotuladas con los

datos de la persona evaluada, tipo de muestra, fecha y hora de la colecta.

Garantizar la seguridad: las muestras o indicios se deben empacar de

manera segura y a prueba de sabotaje o vulneracion.

Mantener la continuidad: una vez colectada la muestra, se debe registrar

su manejo subsecuente mediante el formato de cadena de custodia. Las
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muestras se deben separar segun el laboratorio al que seran enviadas conforme

a los lineamientos del manual de cadena de custodia.

Documentar la colecta en el dictamen pericial.
Reglas generales para la colecta de muestras mediante hisopado
Utilizar hisopos adecuados.

Humedecer los hisopos con agua estéril o solucion salina normal para la

colecta de material de superficies secas (piel, ano, etc.)

Todos los hisopos se deben secar al aire antes de su embalaje y

transporte (colocar en bolsa de papel o cajetita para hisopos).

Realizar al menos dos hisopados de cada regidon anatémica.
Muestras en piel, cavidad oral y ufias
Relato de hechos recientes (primeras 72 horas de ocurrido el hecho) con

o0 sin hallazgos fisicos si se sospecha la presencia de material bioldgico.

Para piel colectar con hisopo humedecido si se busca semen, saliva
(areas de sugilaciones o posibles huellas de mordedura), para material foraneo
como fibras, pelos, vegetacion, se puede utilizar un hisopo o pinzas sin dientes.
Embalar en una bolsa de papel previo secado. Se puede utilizar una lampara de
luz forense para orientar los sitios anatdmicos que pueden presentar posibles

manchas de material bioldgico (semen).

Para la cavidad oral, utilizar un hisopo en los surcos mucogingivales y

carrillos; utilizar hilo dental, sin cera, para los espacios interdentales.

Para ufas utilizar un cortaufas estéril o tijera, de no ser posible, lavar el
material ya utilizado con cloro, agua y luego alcohol para eliminar los restos de
material biolégico. En caso de no contar con corta ufias ni tijera se puede utilizar
un palillo de diente o el extremo opuesto de un hisopo para colectar el material

biolégico que puede encontrarse en el lecho subungueal.

Muestras vulvares
Relatos de hechos recientes, con o sin hallazgos fisicos, utilizar hisopos

humedecidos.
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Muestras vaginales
Relato de hechos recientes (primeras 72 horas) con hallazgos que

ameritan, a criterio del perito médico, la toma de muestras.

Tomar hisopado (hisopo seco) ciego en fondo de saco vaginal (también
se puede realizar lavado con 10 ml de SSN y colectar el fluido obtenido) y
embalar en bolsa de papel.

Muestras de ano/recto

Relato reciente de los hechos con o sin hallazgos fisicos. Utilizar hisopos
humedecidos en solucién salina normal.

Tomar muestra de sangre de referencia (indubitada) de la victima para
cotejo con el agresor, preferiblemente en tubo con preservante (EDTA) al menos
5 ml y refrigerar.

Muestra de pelos

Tomar muestra de pelos de referencia de la victima (muestra indubitada)
para cotejo en caso de que en el peinado pubico o prendas de vestir se
encuentren pelos para cotejo. Se recomienda arrancar cinco pelos por cada area
del cuero cabelludo, y por cada segmento corporal, los cuales deben embalarse
por separado segun el area de la cual fueron extraidos. (Instituto de medicina

legal y ciencia forense P., 2011)

La practica de la histoquimica

La histoquimica se puede definir como la quimica de los tejidos y la
citoquimica como la quimica de las células. En la practica, para evitar el uso de
dos palabras, uno sera suficiente, la palabra histoquimica puede usarse para
cubrir las propiedades de ambos material celular y extracelular. Si aceptamos
gue estas propiedades son tanto estructurales como funcionales, entonces la
histoquimica puede extenderse para cubrir asuntos generalmente considerados
como la provincia de los fisidlogos. Desde el punto de vista del histélogo y
pat6logo, sin embargo, es necesario contratar este concepto mas amplio y
reintroducir uno restringido. En este sentido restringido, la histoquimica es la
investigacion de componentes tisulares aplicando a preparaciones

microscopicas métodos de analisis fisicos y quimicos que no dafien los tejidos
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en tales una manera de hacerlos irreconocibles. Dichos métodos deberian estar
dentro de la brudjula de todos los histélogos. Solo se incluyen los métodos que
entran ampliamente dentro de este alcance en la revision de los métodos
modernos de histoquimica que sigue. La mayoria puede ser aplicada por el
histélogo a los tejidos que estd acostumbrado a estudiar, sujeto solo a la
preparacién adecuada del material. Pocos pueden describirse como faciles, si
"facil" significa sin problemas, pero las buenas tinciones histolégicas rara vez son
raras logrado sin un esfuerzo considerable.

En uno o dos campos particulares, los avances logrados mediante el uso
de nuevos métodos durante los dltimos diez afios han sido espectaculares. En
otros, el uso de métodos mas antiguos ha continuado, a menudo con una
interpretacion mejorada, como resultado del uso de varias pruebas paralelas en
lugar de una sola. Este principio siempre se debe observar cuando la naturaleza
de cualquier material en particular esta bajo investigacion. Tanto los avances
recientes y algunos de los métodos mas antiguos seran mencionados en esta
revision, y seran tratado ampliamente bajo los titulos de los diversos compuestos
0 grupo de compuestos a lo que se refieren. Los problemas de fijacion y los
métodos para demostrar enzimas, seran consideradas en secciones separadas.
(Pearse, 1951)

Estudios recientes han demostrado que, al menos en algunas especies,
la inmunizacion activa de la hembra con testiculos homdlogos o
espermatozoides produce una reduccion de la fertilidad. Isojima, Graham, y
Graham inyectaron tejido de testiculo homélogo adulto en conejillos de indias
hembras y encontraron que su fertiidad se redujo significativamente.
Anticuerpos circulantes contra tejido testicular y esperma también podrian ser
demostrados en los animales inyectados. Katsh mostré que la inyeccion de
esperma homologo redujo la fertilidad de la hembra conejilla de indias. Los
experimentos de inmunizacion en el conejo con plasma seminal han dado
resultados algo diferentes. Weil y Roberts no pudieron demostrar una reduccion
fertilidad en conejas hembras después de la inyeccion de plasma seminal

homélogo. Menge y Protzman informaron que el antisuero de cobaya contra el
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conejo seminal el plasma no evito que los espermatozoides fertilizaran los évulos
en el conejo. Inmunizacion los estudios con semen humano en humanos son
escasos. Li y Behrman informaron recientemente que los anticuerpos de conejo
contra el ser humano seminal plasma fueron capaces de inmovilizar esperma
humano. Este hallazgo que humano seminal el plasma puede contener
antigenos antifertilidad es de gran interés y puede tener implicaciones para el
futuro. Es de esperar que conduzca al desarrollo de inmunoldgicos métodos para
el control de la fertilidad, y puede proporcionar un nuevo enfoque para el estudio
de hasta ahora infertilidad inexplicada en las mujeres.

El plasma humano seminal (HSP) es conocido por ser altamente
antigénico. Shulman y Bronson sugirié una clasificacion inmunoelectroforética
del HSP.

Antigenos, y recientemente Li y Shulman los han clasificado de manera
similar en cinco principales grupos, A, B, C, E y F. Ninguno de estos
componentes ha sido estudiado en gran detalle. El presente estudio trata de la
purificacion y caracterizacion de El antigeno de HSP, que es de particular interés
porque es altamente componente antigénico principal, inmunogénico, especifico
de HSP del ser humano seminal plasma. (Li & Beling, 1973)

En 1970, Li y Behrmanl informaron que el antisuero de conejo contra
humanos plasma seminal (HSP) es capaz de inmovilizar y aglutinar humanos
esperma. Este hallazgo es de gran interés en vista de la posibilidad de utilizar
antigenos componentes aislados de HSP para el control inmunolégico de la
fertilidad mediante la produccién anticuerpos inmovilizadores de esperma o
esperma glutinantes en la mujer.

Li y Shulman clasificaron los antigenos HSP por inmunoelectroforesis en
cinco grupos principales con los nombres en clave de A, B, C, E y F. Sefalaron
que el antigeno El es de particular interés debido a su probada especificidad HSP
y su presencia infalible en todos los especimenes examinados de HSP.

Posteriormente, Li y Beling obtuvieron antigenos El y E2 altamente
purificados de

HSP mediante una serie de procedimientos de purificacion cromatogréafica

en columna tales como DEAE-celulosa, Bio-Gel A-0.5m, Sephadex G-100 y Bio-
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Gel A-1.5m. La Fraccion Purificada final consistio predominantemente en el
antigeno El (86%) con pequefia cantidad de antigeno E2 (14%). La pureza de
los antigenos se demostr6 mediante inmunoelectroforesis, inmunodifusion y
membrana de acetato de celulosa electroforesis. El antigeno se caracterizd como
una proteina con un peso de aproximadamente 31,000 y con alta velocidad de
difusion en medio de agar. El coeficiente de sedimentacion fue de
aproximadamente 2.3 S en ultracentrifugacion estudios.4 El antigeno E2, que
también es especifico de HSP, demostrd tener propiedades similares a los del
antigeno El en muchos aspectos, como el peso molecular, movilidad
electroforética y velocidad de difusion. Fue técnicamente dificil, por lo tanto, para
separar los antigenos El y E2. El presente informe trata de mas caracterizacion
de los antigenos El y E2 particularmente con respecto a la posibilidad de usar
estos antigenos para propositos de antifertilidad. (Li & Beling, 1974)

El impacto del microscopio de luz en las teorias de la vida y otros
hallazgos de Leeuwenhoek: El desarrollo del microscopio contribuyé a los
argumentos intelectuales del siglo XVII en relacion a los origenes de la vida. La
teoria de la preformacion suponia que el embrién estaba ya perfectamente
formado en miniatura y solamente requeria nutricibn para su crecimiento.
Marcello Malpighi (1628-1694) y Jan Swammerdam (1637-1680) fueron 'ovistas',
creian que el huevo femenino contenia embriones preformados®. Algunos ovistas
también creian en el concepto de "embditement": es decir que todas las
generaciones de hombres y mujeres estaban ya contenidos en los "huevos" de
Eva y que la raza humana terminaria cuando fuera fertilizado el Gltimo huevo.
Leeuwenhoek y otro observador holandés, Nicho-las Hartsoeker (1656-1725)
eran ‘animaculistas’ y describieron a los espermatozoides conteniendo a
humanos perfectamente formados pero que igualmente necesitaban penetrar el

huevo para su maduracién.

Leeuwenhoek, en sus cartas a la Real Sociedad, escribio: "les ruego, por
lo tanto, y a aquellos caballeros a los que esta informacion pueda interesar, por
favor tener en mente que mis observaciones son el resultado solamente de mis
impulsos sin ayuda y de mi curiosidad...” Asi, por ejemplo, en su carta nimero
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18 a la Sociedad (octubre 9 de 1676) y que constituye el primer trabajo escrito
en Bacteriologia: "los animéaculos que he llamado animaculos ovalados no son
realmente ovalados, a menos que se miren en el dorso o la parte superior del
cuerpo, ahora he demostrado sus pequefas patas, pero también su cabezay su
corta y puntuda cola. Es maravilloso ver la perfeccién de esta pequefa criatura.
Debo decir, por mi parte, que jamas he tenido antes mis 0jos una vision tan
placentera como estos miles de criaturas vivas, todas ellas vivas en una gota de
agua, moviéndose una a través de la otra y cada criatura demostrando su propia

movilidad".

Leeuwenhoek también estudié su propio semen, raspados de su propia
mucosa bucal y del sarro dental y sus propias heces. En carta del 31 de mayo
de 1678 detalld la estructura de pelos de su barba, sus manos, fosas nasales,
pestafias y cejas. Acerca de sus propias heces escribio: "decidi estudiar en
alguna oportunidad que mi excremento era muy delgado y pude notar la comida
gue habia ingerido, qué liquido habia bebido y vi ademas que todas esas
particulas de lo que habia comido estaban en un agua transparente en la cual vi

moverse animaculos en forma muy especial y hermosa".

Al estudiar el contenido de su propia mucosa bucal sefial6 en forma
magistral y amena: "Por mi parte, puedo juzgar por mi propio caso, que, aunque
limpio mi boca todos los dias de la manera ya mencionada, que no hay mas
personas en nuestra Union de Paises Bajos, como el niumero de animales

vivientes que llevo en mi propia boca cada dia".

Describio, asimismo, la circulaciéon de la capa cortical cerebral, la
estructura del cristalino de los 0jos, los bastones de la retina, las fibras del tejido
conectivo y epitelio corneal y la apariencia estria-da de los musculos. A la vez
demostré que el tejido nervioso "consistia de hebras diversas, muy pequefas,
gue yacen unas con otras". En los extremos de los nervios, pequefios tubulos,
presumiblemente vainas de mielina. A los 85 afios escribié una carta
describiendo cémo con una navaja habia tomado muestras de su piel y habia

visto "poros".
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Es increible que todos estos hallazgos los haya hecho un simple
comerciante en linos, sin educacion universitaria formal, sin conocimiento del
latin, cuyo pasatiempo era la ciencia y que supo hacer microscopios pero que
fundamentalmente estaba embebido de curiosidad y entusiasmo. Incluso en el
momento de morir, le pidié a su amigo, el Dr. Jan Hoogvliet, que tradujera unas
cartas al latin para enviarlas sin demora a la Real Sociedad de Londres.
(Miranda, 2009, pags. 567-574)

Antigeno especifico de prostata

El PSA es considerado un marcador tumoral del cancer de prostata. Es
producido por las células cancerosas del tejido prostatico y secretado hacia la
sangre en cantidades proporcionales a la magnitud y localizacion del tumor, por
lo que constituye una valiosa herramienta en el diagnéstico y seguimiento de la
enfermedad. No obstante, el PSA se expresa normalmente en el tejido prostatico,
aunque a niveles basales (0,4 - 3 ng/mL), por lo que no constituye un marcador
especifico del tumor. Otras patologias de la prostata como son la hiperplasia
benigna de prostata (BPH, siglas en inglés) y la prostatitis, también producen
aumentos en las concentraciones de PSA por encima del valor basal.

También se ha descrito la produccion de cantidades concomitantes de
PSA en varios tejidos extra-prostaticos como son el pancreas, las mamas, las
glandulas salivares y periuretrales, asi como en los tejidos neoplasicos de
pulmén, ovario, pancreas y mamas.

No obstante, debido al pequefio aporte (decenas de pg/mL) de estos
tejidos al contenido total del antigeno en suero, no se ve afectada la utilidad
clinica del PSA en el diagnostico del CP.

Caracteristicas bioquimicas del PSA

El antigeno especifico de prostata es una glicoproteina (8% de
glicosilacion) de 237 aminoécidos (aa), y aproximadamente 34 kilodaltons (kDa),
gue pertenece ala familia enzimatica de las serin-proteasas. Esta constituida por
una sola cadena polipeptidica.

Presenta de tres a cinco isdbmeros con puntos isoeléctricos comprendidos

entre pH 6,8 y 7,5. Estos isOmeros se diferencian entre si en su composicion
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sacaridica. Se desconoce el papel biolégico y la relacion de los isémeros del
PSA con el desarrollo y evolucion del CP.

El PSA humano es codificado por un gen localizado en el cromosoma 19,
donde también se encuentran los genes de otras dos proteinas de la familia de
las calicreinas, la calicreina pancreatica humana (hK1) y la calicreina prostéatica
humana (hK2), con las que presenta una homologia aminoacidica del 60% y
80%, respectivamente. El gen que codifica para el PSA se cloné en 198927

Produccidn, secrecion y funcion del PSA

El PSA es producido en su mayoria en la region glandular de la préstata,
especificamente por las células luminales secretoras, y en menor medida, por
las células neuroendocrinas. Es sintetizado en el reticulo endoplasmatico y
liberado por exocitosis a los conductos exocrinos de la glandula, desde donde
pasa a formar parte del fluido prostatico que aporta el 15% del volumen total del
semen. La concentracion de esta proteina en el semen de sujetos sanos varia
entre 0,4-3 mg/mL y se conoce que aproximadamente un 70% de la proteina es
enzimaticamente activa. En condiciones fisiologicas normales una pequefia
cantidad del PSA escapa a la circulacion sanguinea, donde alcanza una
concentracion generalmente inferior a 4 ng/mL33. Su funcion biolégica es
contribuir a la licuefaccion del semen mediante la degradacién del coagulo
seminal, compuesto mayoritariamente por las proteinas semenogelina 1y 2,
aumentando la movilidad de los espermatozoides. También se ha descrito su
participacion en la inactivacion de la proteina de unién al factor de crecimiento
semejante a la insulina (IGFBP-3, siglas en inglés) y su posible papel en la

estimulacion del crecimiento tumoral. (Acevedo, 2012, pags. 15-17)

Fijacién de Muestras Biologicas

Fijadores Quimicos

Los métodos quimicos de fijacidén ofrecen los mejores resultados. Estos
métodos utilizan liquidos que difunden hacia la profundidad de la muestra para
alcanzar y desnaturalizar las enzimas que provocan la autdlisis tisular.
Los reactivos utilizados tienen capacidad de interactuar con los componentes del
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tejido, tales como proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos, lipidos, glicolipidos,
lipoproteinas, pigmentos, acidos pécticos y nucleicos; como asi también, la
capacidad de preservar la composicion y localizacion de carbohidratos: celulosa
y almidén en vegetales, quitina en insectos o glucdgeno en tejidos animales y
depdsitos metalicos (Fe+2, Cu+2, Al+3, Cd+2, Pb+2, As-3, Cr+2). La fijacion
quimica involucra el uso de soluciones organicas e inorganicas que permiten la

adecuada preservacion de la morfologia tisular y propiedades tintoriales de las

macromoléculas del tejido. Estas soluciones se dividen en dos grandes grupos:

1. Fijadores Coagulantes: son soluciones que pueden coagular proteinas,
transformandolas en estructuras insolubles. Debido a que la arquitectura
del tejido se mantiene fundamentalmente por lipoproteinas (uno de los
principales componentes de membranas plasmaticas), por proteinas
fibrosas (colageno) y globulares (nucleoproteinas), la coagulacién de
estas proteinas mantiene la morfologia del tejido a nivel de microscopia
de luz, si bien la fijacion por coagulacion produce floculacién
citoplasmatica, como asi también, preservacion pobre de mitocondrias y
granulos de secrecion.

2. Fijadores No Coagulantes: estas soluciones interaccionan con
diferentes sitios quimicos de las macromoléculas tisulares para
establecer, a modo de puente, uniones que originan una malla que las
entrelaza. A diferencia de los fijadores coagulantes, la eliminacion de las
moléculas de agua a partir del tejido es mucho menor, haciendo que la
mayoria de los componentes tisulares se conserve adecuadamente. De
esta manera y de acuerdo a los efectos que se desencadenan en el tejido,
la fijacion se produce por deshidratacién, reticulacion, formacion de sales

0 por cambio de estado coloidal:

Fijacién por Deshidratacion

Los reactivos fijadores que se describen a continuacion, presentan gran
compatibilidad quimica con las moléculas de agua, via puentes hidroégeno. Los
lipidos se disuelven rapidamente, a excepcién de los fosfolipidos; mientras
gue los carbohidratos permanecen conservados dependiendo de la

precipitacion proteica. Los acidos nucleicos se fijan correctamente.
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Etanol: también llamado alcohol etilico (C2H50H) es un fijador coagulante,
no aditivo y de bajo potencial de ionizacion (0.45 volt.), suele emplearse solo.
Penetra lentamente el tejido produciendo contraccion de la muestra y
endureciéndola. Es miscible en agua en todas sus proporciones y compatible
con todos aquellos fijadores que no tienen actividad oxidante fuerte. No
produce efectos de sobre coloracion. Provoca la precipitacion de las proteinas
por extraccion de la capa de agua que las solventa pero sin desnaturalizarlas.
La accion mas potente corresponde a las soluciones mas concentradas (96°
0 100°). Para fijar fragmentos de 5 mm de espesor es suficiente con 6 horas
de accion. Si el tamafio de la muestra es mayor se corre el riesgo de que las
capas superficiales se endurezcan demasiado y éste no pueda penetrar aln
mas como para alcanzar las capas mas profundas. Las soluciones etandlicas
menos concentradas tienen un efecto macerador de la muestra (70°), por
tanto, no se utilizan como fijador. Precipita por coagulacion la totalidad del
citoplasma, las mitocondrias se distorsionan, los globulos lipidicos difunden o
disuelven y provoca ligera contraccion nucleolar.

Metanol: conocido como alcohol metilico (CH3OH) es un fijador no aditivo
gue, generalmente, se utiliza solo y cuyo potencial de oxidacion es inferior al
del etanol. Esto hace que tenga mayor poder reductor y, por tanto, se lo
recomiende para la fijacion de acidos nucleicos y en la impregnacion argéntica
de regiones organizadoras del nucléolo. Es un excelente fijador para citologia
exfoliativa general. Al igual que el etanol es miscible en agua y forma puentes
hidrogeno con las moléculas de agua del tejido, las que extrae con rapidez
coagulando proteinas. Es muy adecuado para la realizacion de métodos
enzima e inmunohistoquimicos e hibridacion in situ.

Acetona: es un agente no aditivo y muy oxidante (0.65 volt.), debido a que el
atomo de oxigeno puede compartir coordinadamente un par de electrones. Su
férmula es CH3COCHS3 y deshidrata violentamente. Es miscible en agua e
incompatible con fijadores metalicos bivalentes. Generalmente se la emplea
sola. Es recomendada para acidos nucleicos y en protocolos de
inmunofluorescencia directa para la deteccion de complejos autoinmunes

(biopsia renal, hepatica, piel o0 mucosa). También se la puede emplear en
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determinados estudios con microscopio electrénico de transmision. Al igual
gue los anteriores, disuelve los lipidos y los carbohidratos quedan
conservados debido a la correcta precipitacion de las proteinas. Sin embargo,
la rapida extraccion del agua desde el tejido provoca una contraccién nuclear,
gue deja un halo perinuclear, especialmente, en los epitelios. (Tomasi, 2008)
El papel de la seccion de bioquimica en la investigacion por agresion sexual
en COSTA RICA: Dentro del grupo de delitos ejecutados con violencia sobre
las personas, los de agresion sexual son de los que provocan mas
consecuencias en las victimas, ya que el dafio abarca una serie de factores
gue van desde lo fisico hasta lo psicoldgico. Siendo que las mas afectadas
son las mujeres, Lorente incluye este delito entre lo que describe como el
“Sindrome de Agresion a la Mujer”, compuesto por la violacion en el medio
social, el maltrato en el medio familiar y el acoso sexual en el medio laboral.
Es decir, los tres ambitos principales en los que se desarrolla la persona.

En el pais la legislacion vigente clasifica los delitos por agresion sexual,
principalmente en seis tipos diferentes: violacion, relaciones sexuales con
personas menores de edad (estupro), abusos deshonestos, contagio venéreo,
corrupcion y proxenetismo.

Cuando se presenta un delito sexual se debe desarrollar una serie de
investigaciones que incluyen entre otros elementos, aspectos policiales,
psicologicos y cientificos. Es precisamente en este Ultimo aspecto en el que
la Seccidn de Bioquimica del Laboratorio Forense cumple su funcion, llevando
a cabo la busqueda de fluidos corporales humanos (principalmente semen,
sangre y saliva) en diversos indicios, asi como la comparacion de perfiles de
ADN, el tamizaje de enfermedades de transmision sexual y pruebas de
embarazo en las ofendidas.

Este trabajo tiene por objetivo presentar a los empleados judiciales, una
descripcion general de los diversos tipos de pericias, que se llevan a cabo en
la Seccion de Bioguimica, en lo que concierne a Delitos Sexuales, ademas de

indicar cudles son los indicios que se necesitan para realizarlas.
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DENUNCIA Y VALORACION MEDICA DE LA VICTIMA

El principio de Locard describe la transferencia de elementos del agresor
a la victima, de la victima al agresor, y de ambos al lugar donde ocurren los
hechos. Este principio es aplicable a la agresién sexual, donde entre otros
elementos, ocurre la transferencia de fluidos biolégicos. A partir de ese
momento, por efecto de dilucion y de la accién de los microorganismos
presentes en las superficies corporales, la concentracion de estos fluidos
empieza a disminuir hasta llegar a niveles en los que no son detectables. Por
eso, las victimas de agresion sexual deben interponer la denuncia en la
Fiscalia o Delegacion del OlJ mas cercana y ser remitidas al médico forense
lo mas pronto posible, para que este realice la valoracion correspondiente.
Durante el examen el médico forense recolecta muestras de sitios anatomicos
en los que sospecha la presencia de semen. Para esto, normalmente utiliza
cuatro aplicadores, indicando en ellos el nombre de la victima, sitio anatdmico
muestreado, fecha y hora de toma de la muestra. Adicionalmente, puede
tomar muestras para la investigacion de contagio venéreo por gonorrea y
Chlamydia.

En casos en los que se sospeche de la presencia de semen en la cavidad
vaginal y no sea posible llevar a la victima de forma inmediata al médico
forense, lo mas recomendable es que, en el mismo momento en que la victima
presente la denuncia, se le pida que entregue la prenda intima que lleva
puestay se le entregue una nueva prenda con un protector diario, el cual debe
utilizar hasta el momento de la valoracion médica. Durante este tiempo, el
protector diario funciona como un recolector que concentra tanto los flujos
provenientes de la victima, como el semen que pudiera estar presente en
ellos. De este modo, se mantienen buenas probabilidades de detectar semen
del agresor, a pesar de que la muestra no se tomara de forma inmediata.

Por otra parte, la Fiscalia a cargo de la investigacion, recolecta evidencias
en el sitio en el que ocurrid el atague, asi como las prendas que vestia la
victima o el protector diario que se le proporcion6 al momento de la
interposicion de la denuncia. Para garantizar la identidad de los indicios, y la

preservacion de los fluidos bioldgicos que pudieran estar presentes en ellos,
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es necesario que, luego de ser recolectados, los indicios sean debidamente
embalados, es decir, empacados secos en bolsas de papel, de forma
individual, lacrados, identificados con la informacién bésica del caso y con la
cadena de custodia completa.

Labores de la seccion de bioquimica

1. INVESTIGACION POR SEMEN

Tanto en las muestras obtenidas de los diferentes sitios anatomicos por el
médico forense, como en los indicios enviados por la Fiscalia, el fluido seminal
presente debe extraerse y concentrarse en una preparacion que permita el
analisis mediante las siguientes técnicas de laboratorio: busqueda de
espermatozoides por tincion de Christmas tree (CT), determinacién de Fosfatasa
Acida (FA) y determinacion de Proteina p. 30.

Mientras que, en el caso de aplicadores tomados de sitios anatdmicos,
este extracto se prepara directamente, en el caso de los indicios, se prepara a
partir de presuntas manchas de semen detectadas mediante la prueba de
Brentamina o Mapeo, en la cual, como resultado de la interaccion del reactivo
con la fosfatasa acida presente en el fluido seminal, se genera un producto de
color.

Busqueda de espermatozoides por tincion de Christmas tree (CT)

El elemento caracteristico del semen es el espermatozoide, el cual se
encuentra exclusivamente en el tracto genital masculino y cuya finalidad es la
reproduccion. Fue visto al microscopio por primera vez por Van Leeuwenhoek
en 1678. La anatomia del espermatozoide consta de una cabeza, un cuello y una
cola larga, en relacién con el tamafio de la cabeza.

En esta tincidn especifica para espermatozoides, las cabezas de los
mismos se observan de color rojo y las colas de color verde, por lo que es
conocida como tincién de “Christmas tree”. La muestra tefiida es observada al
microscopio escrupulosamente, buscando y cuantificando los espermatozoides
presentes. Por la naturaleza de la muestra con que se cuenta y el tratamiento
gue se le da en la preparacién de los extractos, es posible observar morfologias

atipicas tales como la ausencia de cola, razén por la cual es necesario que
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peritos debidamente formados y con experiencia sean los que realicen este tipo
de analisis.

El tiempo de permanencia de los espermatozoides en la cavidad vaginal
cambia dependiendo de, entre otras variables, si la ofendida se encontraba con
la menstruacion o con infecciones vaginales, el pH vaginal, el lavado vaginal, el
ejercicio fisico y la cantidad de espermatozoides en el eyaculado. Por su parte
factores como la defecacidén, afectan el tiempo de permanencia de los
espermatozoides en la cavidad anal. La mezcla de estas variables hace que en
general, los espermatozoides puedan detectarse en vagina hasta tres dias
después del coito. Sin embargo, en la literatura relacionada con la investigacion
forense, se han observado algunos casos en los cuales los espermatozoides han
sido detectados hasta seis dias después del coito.

La presencia de una cantidad adecuada de espermatozoides en la
muestra, posibilita la extraccion del material genético contenido en sus cabezas,
de modo que se obtenga suficiente ADN como para realizar comparaciones con
muestras provenientes de sospechosos, con lo cual eventualmente se puede
establecer el origen de los espermatozoides encontrados. Para realizar dicha
comparacion es necesario contar con muestra de sangre de los posibles
imputados, por lo que se le informa a la Autoridad Judicial correspondiente, para
gue remita a las partes involucradas en la investigacion. Por otra parte, no
encontrar espermatozoides en los extractos puede deberse a la ausencia de
semen en la muestra analizada, o bien a la presencia de eyaculados
provenientes de pacientes azoospérmicos (que carecen de espermatozoides en
el fluido seminal), en los cuales la deteccidn de elementos como fosfatasa acida
o proteina p30 son los indicadores de la presencia de semen. (Cerdas , Lopez,
& Espinoza, 2005, pags. 133-138)

MUC-1 ESTRUCTURA Y FUNCION

Las mucinas son una familia de proteinas de elevado peso molecular
(250-500 kDa) que estan altamente glicosiladas y que se encuentran presentes
en la superficie de los epitelios formando el glicocalix, aunque en ocasiones se

encuentran en células no epiteliales como células tumorales y células
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germinales. Poseen una estructura no globular, por sus abundantes residuos de
prolina, alanina y glicina; y esta altamente o-glicosilada, sobre todo en sus
cuantiosos residuos de treonina y serina. Los oligosacaridos que se le unen se
componen de N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina, galactosa, fructosa
y &cido sialico. Contienen un importante nimero de repeticiones en tandem que
varian en numero y la longitud de la unidad de repeticion segun la mucina,
aunque también existen diferencias entre individuos en el numero de
repeticiones.

MUC-1 en concreto, esta en el cromosoma 1 (Ig21), posee 7 exones, pero
su tamafio varia de 4 a 7 kb dependiendo del nUmero de repeticiones en tdndem
gue posea el exén 2.

Esta proteina consta de tres partes bien diferenciadas: el amino terminal
gue posee una secuencia sefial hidrofébica de 13 aminoacidos, detras de otra
de 7 y delante de repeticiones en tandem degeneradas; una region central
formada por las repeticiones en tandem de aminoacidos bien conservados (20
aminoacidos de 2la 125 veces) y la region carboxilo terminal que posee
repeticiones en tAndem degeneradas, la secuencia transmembrana y la cola
citoplasmatica, que puede estar fosforilada y que se asocia al citoesqueleto.

Es una proteina importantemente o-glicosilada, sobre todo en las
repeticiones en tandem, ya que posee gran cantidad de serinas y treoninas.
Dichas cadenas de azucares proceden del aparato de Golgi y podrian
representar hasta un 50% del peso total.

Ademas de todo esto, encontramos distintas isoformas de la mucina
MUC-1, que se pueden explicar por dos mecanismos diferentes: el primero seria
por la existencia de un sitio de corte para alguna proteasa, en una region
extracelular préxima a la membrana. Este corte se produciria en el reticulo
endoplasmatico, pero no se produce proteina secretada porque se establecerian
uniones no covalentes entre ambos fragmentos que impedirian la secrecion
como forma libre.

Esta es la forma mayoritaria, y las otras isoformas se producirian por
splicing alternativo, entre intron 2 y exén 3, que podria sufrir el mMRNA y que

generaria dos péptidos, uno que seria secretado (MUC-1/SEC) (Hey et al.,
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2003), por carecer del dominio transmembrana, que actuaria como ligando, y
otro que quedaria en la membrana (MUC-1/Y), que careceria de las repeticiones
en tdndem y del amino terminal, actuando como receptor de membrana del
anterior.

Dicha mucina sobresale unos 200-500 nm de la superficie de las células,
mientras que las proteinas tipicas del glicocélix apenas alcanzan los 10 nm que
parece indicar que juegan un papel en fendmenos de antiadhesion entre
glicoproteinas de células proximas. Haciendo referencia a este hecho se ha visto,
a través de deleciones, que las mucinas han de sobresalir de la superficie celular
al menos entre 50 y 200 nm para ejercer su funcion correctamente

(Figura 14).
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Figura 15. Representacion estructural de la Isoformas MUC1
Fuente: Asociacién para el estudio de la biologia de la reproducciéon. Martinez, J., Conejero,
N.,Garrido, C., Simén, A., Pellicer, J., Remohi, M., & Meseguer, M. (Junio de 2004).

Las funciones que se les ha atribuido son: lubricacion de mucosas y
acumulacion de agua para la hidratacion de los tejidos, proteccion de las células
frente a proteolisis y ataques o colonizacion microbiana, inhibicién de funciones
de células inmunes, ademas de posibles marcadores en algunos tipos de
tumores. Cabe destacar ademas, la gran capacidad antigénica que posee dicha
proteina, debida sin duda al alto grado y diversidad en la glicosilacién, y aunque
esto a priori facilitaria su estudio por la existencia de gran cantidad de
anticuerpos, la realidad es que no existen anticuerpos capaces de reconocer el
amplio espectro de variantes existentes entre individuos, por lo tanto, en la

practica es complejo el estudio de esta proteina. ( Martinez, y otros, 2004).
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2.2.2. Variable 2

Investigacion forense del fluido seminal en victimas de violencia sexual, por el
Laboratorio de Biologia Forense. La violencia sexual es un problema de salud
publica y de justicia social. La inmediata actuacién médico legal, la exploracion
fisica general y la buena colecta de indicios, son fundamentales para el
diagnostico certero por el laboratorio forense. Se evalué durante enero 2008 a
2009 a 215 victimas de violencia sexual por Medicina Forense y el Laboratorio
Biologia Forense del Instituto de Investigaciones Forenses. Se aplicaron 3
métodos de alta sensibilidad y especificidad para la busqueda de semen:
Fosfatasa &cida, espermatozoides y Antigeno Prostatico Especifico (PSA), el
mismo que es un marcador especifico del varon. La gran mayoria correspondio
a delitos de violacion y homicidio (91%) de los cuales el 55% de los casos fue
sobre nifias de 4 a 17 afos. Se analizaron 251 indicios entre hisopados
vaginales, anales y prendas colectadas de la victima, el 28% de los indicios
estaban impregnados con sangre. Se detect6 presencia de semen en el 60% de
las victimas: Fosfatasa acida (37%), espermatozoides (25%) y PSA (35%).
(Quispe, Tarifa, Soliz, & Sierra, 2010, pags. 91-95)

Crimen Investigacion. El autor (Kirk, 1953), manifesté en su texto:
“Cualquier paso que dé, cualquier cosa que toque, aun inconscientemente,
servird como evidencia silenciosa en su contra. No solo sus huellas digitales o
sus impresiones de zapatos, sino su cabello, las fibras de su ropa, los vidrios que
rompa, las marcas de herramientas que deje, la pintura que raye, la sangre o el
semen gue deposite, todos estos y mas testigos mudos estaran en su contra.
Esta es la evidencia que no se olvida. No se confunde por la emocién del
momento. No esta ausente por que hay testigos humanos. Es evidencia real. La
evidencia fisica no puede estar equivocada, no puede cometer perjurio por si
misma, no puede estar totalmente ausente. Solo la interpretacion puede estar
errada, solo la falla humana en encontrarla, estudiarla y entenderla puede

disminuir su valor”. (pag. 256)
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Sexologia Forense: Este examen meédico legal puede practicarse
indistintamente al nifio, al adulto joven o al maduro, y a la mujer violada.
Siguiendo el orden de la exploracibn médica, se efectla inspecciéon del area
perianal, maniobra basica para informar en el certificado los hallazgos mas
importantes. Se inicia en el esfinter anal, observando sus caracteristicas, que
pueden ser alteradas por la violacion anal en el siguiente sentido: borramiento
de los pliegues del esfinter por edema traumatico, desgarros, fisuras,
despulimiento de las mucosas, lesiones que interesan mas alla del esfinter, como
perineo y planos profundos; en estos casos, la victima debe ser trasladada a un
centro hospitalario para su atencion quirdrgica.

Cuando sea posible practicar tacto rectal, el médico explorador usara
guantes estériles y lubricante; por via digital se detecta el tono del esfinter anal,
gue puede estar aumentado o disminuido. En el ampula rectal se buscan cuerpos
extrafios y lesiones que pueden producirse por la introduccion violenta de
instrumentos como palos, botellas, varillas, etcétera. Todos los hallazgos del
examen proctoldgico se deben anotar en el certificado médico legal con la mayor
claridad, y su resultado debe ser comprensible para el abogado, sin convertirse

en dato sugestivo. (Grandini, 2009, pags. 88-98)

Protocolo de recoleccion de indicios bioldgicos en delitos sexuales. En
casos en los que se presume un delito sexual, el semen puede buscarse en la
ropa de la presunta victima y/ o cadaver; en las diferentes zonas anatomicas
(vagina, ano, boca, glande, extremidades, etc.)

Tabla 9
Presencia de Espermatozoides en cavidades anatémicas en victimas de
agresion sexual.

CAVIDAD ESPERMATOZOIDES CABEZAS DE
INTACTOS ESPERMATOZOIDES
VAGINA 24 Horas Hasta 7 dias
ANO/RECTO 5 Horas (rara vez) 2 a 3 dias
BOCA Hasta 24 horas

Fuente: Protocolo nacional para la toma, levantamiento, embalaje y envi6 de indicios vy
muestras bioldgicas a los laboratorios forenses de la republica del ecuador.
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El cuadro detalla el tiempo en el que se puede encontrar espermatozoides
intactos o Unicamente las cabezas, en las diferentes cavidades anatomicas, en
victimas de agresion sexual. Cabe mencionar que la literatura cientifica muestra
una gran variabilidad de datos sobre el tiempo de supervivencia de los
espermatozoides y otros componentes seminales en cavidades naturales, a
menudo debido a que estan basados en declaraciones de las victimas, que por
sus niveles de trauma o por alegaciones falsas no se ajustan a la realidad.

En casos de delitos sexuales es importante preguntar a la victima si tuvo
relaciones sexuales con anterioridad a la agresion (hasta 72 horas). En este
caso, los restos de semen pueden pertenecer a la pareja sexual de la victima, a

mas de los de su agresor.

SEMEN LIQUIDO

Materiales y Reactivos:
e Hisopos estériles
e Tijeras estériles
e Tubos de tapa roja
e Tubos conicos
e Etiquetas
e Bolsas de plastico
e Pipeta de Plastico
e Papel Filtro para muestras bioldgicas forenses
e Guantes
e Mascarillas
e Gafas de seguridad

e Overol
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Procedimiento:
Si disponemos de un volumen de méas de 0.5 ml, al aspirarlo con una
pipeta de plastico estéril y depositarlo en un tubo conico o un tubo de tapa
roja.
Etiquetar y embalar el tubo en bolsa de papel. Mantener en condiciones
de refrigeracion hasta su llegada al laboratorio.
Si disponemos de un volumen menor de 0.5 ml, fijar el semen en papel
filtro para muestras biolégicas forenses (embalar y enviar)

Nota: En caso de no disponer de papel filtro para muestras biolégicas

forenses, sumergir un hisopo estéril, en el semen liquido (< 0.5 ml), dejar

secar a temperatura ambiente. Colocar el hisopo dentro de un contenedor

EXUDADO DE LA CAVIDAD ANAL

Materiales y Reactivos:

Hisopos

Tubos de plastico con tapon de rosca
Etiquetas

Guantes

Overol

Mascarilla

Gafas de seguridad

Procedimiento:

Se tomaran dos hisopados por cada region: primero se tomara la region
externa y luego se tomara la region interna

Region Externa: Tomar dos hisopados humedecidos con solucion salina,
agua estéril o agua inyectable sobre la periferia del ano.

Region Interna: Tomar dos hisopados a una profundidad del ano de 4
cm en promedio (recto).

En ambos casos dejar secar y regresar los hisopos con la muestra
obtenida a su respectivo contenedor

Etiquetar cada hisopo indicando el orden en que fue tomada la muestra.
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Embalar de manera individual

Enviar al laboratorio.

EXUDADO DE LA CAVIDAD VAGINAL
Materiales y Reactivos:

Hisopos

Solucién salina o agua estéril

Tubos de plastico con tapén de rosca
Etiquetas

Guantes

Mascarilla

Gafas de seguridad

Overol

Procedimiento:

Se tomaran dos hisopados por cada region: primero la region vulvar y
segundo a nivel de vagina.

Si luego de una inspeccion visual no se observa secrecion a nivel vulvar
humedecer los hisopos, con solucién salina o agua estéril y tomar la
muestra.

Permitir el secado y almacenar en su respectivo contenedor

Etiquetar cada hisopo indicando el orden en que fue tomada la muestra.

Enviar al laboratorio.

EXUDADO DE LA REGION DEL GLANDE

Materiales y Reactivos:

Hisopos
Solucién salina o agua estéril
Tubos de plastico con tapon de rosca

Etiquetas
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e Guantes

e Overol

e Gafas de seguridad mascarilla.

Procedimiento:

e Tomar la muestra mediante hisopo (dos), de la region del glande. Si
luego de una inspeccidn visual no se observa secrecién a nivel del
glande, humedecer los hisopos, con solucion salina o agua estéril.

e Permitir el secado y almacenar en su respectivo contenedor.

e Etiquetar cada hisopo indicando el orden en que fue tomada la muestra
y embalar.

e Enviar al laboratorio

EXUDADO DE LA CAVIDAD ORAL

Materiales y Reactivos:
e Hisopos o Citocepillos

e Tubos de plastico 15 ml con tapon de rosca o bolsas de plastico

e Tijeras

e Etiquetas
e Guantes
e Overol

e Mascarilla

e Gafas de seguridad.

Procedimiento:

e Recuperar la mayor cantidad de muestra que se encuentre en la cavidad
bucal principalmente entre los dientes, carrillo y por debajo de la lengua,
rotando el hisopo para que se impregne en toda su superficie.

e Repetir el paso 1 con otro hisopo, permitir el secado.

e Introducir los hisopos en sus contenedores respectivos.

e Embalary etiguetar la muestra, mencionar el orden en el que fueron

tomados los hisopos.
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Enviar al laboratorio.

Otra opcién para tomar este tipo de muestra es usar un citocepillo, el
cual debera secarse etiquetarse y embalarse en su empaque original.
Nota: Pasadas las 24 horas no se podré obtener ADN del agresor en
este tipo de muestras.

LAVADO DE SEMEN DE LA CAVIDAD ANAL
Materiales y Reactivos:

Jeringa desechable de 20ml
Sonda estéril
Frasco de plastico con tapa de rosca o tubo de plastico de 15 o 50ml
Solucion salina o estéril
Etiquetas
Guantes
Overol
Mascarilla
Gafas de seguridad
Procedimiento:
Con un volumen de solucién salina estéril (5- 10 ml), con la jeringa
colocar la sonda.
Irrigar la cavidad anal de la victima, introduciendo la sonda 4 0 5 cm de
profundidad.
Aspirar nuevamente el liquido que contiene las células espermaticas de
la cavidad.
Vaciar el contenido de la jeringa a un frasco tapa rosca o tubo conico.
Sellar herméticamente.
Embalar y etiquetar.
Enviar al laboratorio.
Consideraciones:
Cuando se trate de menores de edad, esta a consideracion del médico

el levantamiento de la muestra por medio de la sonda.
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LAVADO VAGINAL

Materiales y Reactivos:

Jeringa de 20 ml desechable
Sonda estéril
Frasco de plastico con tapa de rosca o tubo de plastico de 15 o 50 ml
Solucién salina estéril
Etiquetas
Guantes
Overol
Mascarilla
Gafas de seguridad
Procedimiento:
Aspirar un volumen de solucion esteéril con la jeringa (5-10ml) y colocar
la sonda.
Irrigar la cavidad vaginal de la victima.
Aspirar nuevamente el liquido el cual contendra las células espermaticas
de la cavidad
Vaciar el contenido de la jeringa a un frasco tapa rosca o tubo conicos
estériles. Sellar herméticamente.
Etiquetar

Enviar al laboratorio.

LAVADO DE PREPUCIO (GLANDE)

Materiales y Reactivos:

Jeringa de 20 ml desechable

Frasco de plastico con tapa de rosca o tubo de plastico de 15- 50 ml
Solucion salina estéril

Etiquetas

Guantes

Overol

Mascarilla
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Gafas de seguridad
Procedimiento:
Aspirar un volumen de solucién estéril con la jeringa (5- 10 ml).
Irrigar la regién del glande en el individuo.
Colectar el liquido el cual contendra las células adheridas a la superficie,
en un frasco estéril tapa roja.
Etiquetar

Enviar al laboratorio

LEVANTAMIENTO DE SEMEN SOBRE EL CUERPO

En caso de cadaver, tomar en cuenta el tiempo transcurrido después de la

muerte ya que entre mayor sea este, aumenta la probabilidad de degradacion

de las células espermaticas.

Materiales y Reactivos

Etiquetas
Guantes
Cofia y mascarilla
Hisopos
Bolsas de papel
Agua inyectable o solucion salina
Procedimiento:
Humedecer dos hisopos estériles con agua inyectable o solucion salina.
Aplicar cada hisopo sin presionar sobre la superficie de la manchay
deslizar de manera circular rotando el hisopo.
Permitir el secado de los hisopos.
Si los hisopos utilizados vienen acompafiados de su contenedor
especial, embalarlos en este.
Etiquetar y embalar.

Colocar dentro de una bolsa de papel o plastico y sellar.
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e Si el envio es inmediato al laboratorio, conservar a temperatura

ambiente; sino, mantener en condiciones de refrigeracion.

MACULAS DE SEMEN EN TELAS COMO CORTINAS, ALFOMBRAS,
VESTIMENTAS, ETC.
Materiales y Reactivos:
e Hisopos
e Solucidn salina estéril o agua inyectable
e Bolsas de papel
e Tijeras
e Pinzas
Procedimiento:
e Siesta humeda la mancha dejar secar, recortar alrededor de la misma, y
embalarla en un sobre de papel.
e En el caso de las manchas secas sobre superficies lisas o0 cuero:
e Humedecer dos hisopos con solucion salina estéril o agua inyectable.
e Frotar la superficie en donde se encuentra la mancha para recuperar el
material bioldgico.
e Permitir el secado y regresarlo a su contenedor.
e Etiquetar las muestras.
e Enviar al laboratorio.
( Cisneros & Villarroel, 2016, pags. 14-22)

Caracterizacion morfométrica de espermatozoides en pacientes con
Espermograma normal. El estudio de la fertilidad masculina se basa en el analisis
de las caracteristicas fisicas del semen, entre las cuales, la morfologia
espermatica se considera una de las mas importantes para determinar la calidad
seminal, pues posee un alto valor predictivo de fertilidad. Existen, sin embargo,
diferentes sistemas de evaluacion de la morfologia espermatica normal, asi
como varias técnicas para la preparacion y tincion de las muestras de semen.

Los sistemas informaticos CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)

permiten proporcionar datos relevantes de la cabeza (ancho, largo, area,
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perimetro) y pieza intermedia espermatica (largo, ancho, angulo y distancia).
Estos se han utilizado con éxito en multitud de trabajos desde su
comercializacion, y su utilidad ha sido validada en diversos estudios, tanto en
humanos como en otros mamiferos. Ademas, a partir de las mediciones de la
cabeza espermatica se pueden obtener parametros derivados, mediante
formulas matematicas, como la elipticidad, elongacion y rugosidad, que brindan
informacion sobre la forma de la cabeza espermatica, por lo cual se les suele
[lamar factores de forma.

Sin embargo, mediante los sistemas CASA, hasta el momento solo se
pueden analizar parametros morfométricos espermaticos de cabeza y pieza
intermedia. Con la ayuda de otros programas informaticos de tratamiento y
analisis de imagen, como el programa de libre difusion Image J®, se pueden
obtener otros parametros adicionales, como la longitud del flagelo espermatico.

Otro inconveniente en el uso de sistemas CASA radica en que su eficacia
depende, en gran medida, de las técnicas de fijacion y tincion usadas para las
distintas muestras, ya que pueden alterar notablemente las dimensiones y forma
de la cabeza espermatica. En un intento de homogeneizar los resultados
obtenidos, se han desarrollado numerosos métodos rapidos de coloracién, como
Diff-Quik®, Rapidiff®, SpermBlue® y Testsimplets®. Todos los métodos
mencionados son colorantes comercialmente disponibles; sin embargo, por su
alto costo no estan siempre accesibles para su uso en nuestro medio.

Diversos estudios informan la gran variabilidad de las dimensiones
morfométricas en espermatozoides humanos, en dependencia del método de
tincion usado. Por ejemplo, en un estudio realizado por R. Henkel, se compara
el resultado de los parametros morfolégicos de espermatozoides humanos
tefiidos con los métodos de Papanicolaou, Shorr y Testsimplets® con resultados
gue favorecen la utilizacion de los dos primeros.13 Posteriormente, L. Maree, al
estudiar el efecto de tres técnicas de tincion (Papanicolaou, Rapidiff® vy
SpermBlue®), sobre las dimensiones de la cabeza del espermatozoide humano,
encontré variaciones morfométricas significativas entre los tres métodos. Otros
trabajos realizan comparaciones entre métodos mas tradicionales, como el

ejecutado por E. Aksoy, en el que se comparan varias técnicas de tincion, y
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concluyen que los mejores resultados en la evaluacion morfométrica de los
espermatozoides se obtienen utilizando hematoxilina y eosina (HE), azul de
toluidina, el método de Shorr y la tincion de Papanicolaou.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado un manual
de laboratorio para el examen del semen, en el cual se sugiere el uso de los
métodos de tincién de Papanicolaou, Shorr o Diff-Quik®, y se establecen
estrictos criterios para determinar la morfologia y morfometria espermaticas
normales.15 Con la publicacion de las diferentes versiones de este manual, se
ha intentado universalizar la metodologia usada para el espermograma, lo que
ha facilitado la comparacion de los parametros seminales entre poblaciones. Sin
embargo, cuando se quiere discutir sobre normalidad y anormalidad dentro de
una poblacién o un grupo de individuos, la misma OMS sugiere que cada
laboratorio trate de establecer los parametros seminales de referencia que
correspondan a su zona de influencia. Teniendo en cuenta que no se han
realizado en la provincia de Villa Clara estudios sobre los parametros seminales
gue permitan establecer valores de referencia de estos en la poblacion cubana,
se decidié determinar las caracteristicas morfomeétricas de los espermatozoides
de una poblacion de hombres con espermograma normal, estudiados en la
consulta de reproduccion asistida de esta provincia. (Triana, y otros, 2015,
pags. 225-232)

El principio de transferencia en la escena del crimen y en el cuerpo de la
victima: El trabajo de investigacion busca dar un aporte doctrinal y teorico al
Principio de Transferencia en la Escena del Crimen y el Cuerpo de la Victima;
describiendo el Principio de Transferencia, también denominado de intercambio,
Yy que consiste en la transicion de los indicios encontrados en la escena del
crimen y el cuerpo de la victima, una vez analizada por los peritos forenses, y
aceptada por las autoridades judiciales pasa a ser prueba, su aplicacién conduce
a descubrimientos determinantes de lo sucedido entorno a la escena del crimen

y del cuerpo de la victima.
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La aplicacion de técnicas de busqueda se maneja en la fijacion de la
escena. Para el estudio del Cuerpo de la Victima, se trata temas de la inspeccion
técnica del cadaver y las técnicas de recoleccion.

La actividad criminalistica debe acoger los nuevos aportes del principio de
transferencia, de manera especial el fiscal junto a la policia judicial y de
criminalistica tienen la obligacion de iniciar y terminar el proceso investigativo de
la muerte de una o varias personas, con el manejo de vestigios e indicios que

conduciran al esclarecimiento de los hechos suscitados. (Barrera , 2015)

Reconocimiento e identificacion de manchas de semen en diferentes
soportes de interés forense. Resumen: El estudio de manchas de semen tiene
gran importancia en la criminalistica, ya que constituye una prueba precisa y util
en una correcta investigacion mediante una serie de normas o0 protocolos
estandarizados; este estudio esta asociado directamente a Crimenes de indole
Sexual. El objetivo del presente trabajo es el reconocimiento e identificacion de
las manchas de semen a través de una mejor técnica de tincion. Se evalu6 ocho
tipos de soportes, entre fibras de algoddn y fibras sintéticas en el Laboratorio de

Biologia Forense de la Direccion de Criminalistica del Peru, aplicando el

Método Directo para manchas de semen con las coloraciones Gram y
Cristal violeta. Se logro el reconocimiento de las manchas de semen en los
diferentes soportes y se determind que ambas técnicas de tincién pueden ser
utilizadas en la Prueba de certeza (microscopia) teniendo en cuenta que la
tincion Gram permite una mejor visualizacion y diferenciacién de otros tipos de

células y/o bacterias. (LOpez, 2013)

Guia de procedimientos para la evaluaciéon médico forense de los
delitos sexuales. La implementacion del sistema penal acusatorio requiere
cambios en las instituciones involucradas en el nuevo modelo de administracion
de justicia. Al Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses (IMELCF),
institucidon técnico-cientifica de cobertura nacional, le corresponde aportar las
pruebas cientificas necesarias a los diferentes tipos de investigaciones

judiciales.
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Ante el inminente cambio en el modelo de administracién de justicia, en el
afio 2005 se disefid un proceso de modernizacion y profesionalizacion del
Instituto; reingenieria institucional que incluia, entre otros objetivos, la
preparacion de los profesionales de la medicina en la especialidad, a nivel de
maestria, y el establecimiento de normas y guias de los procedimientos
periciales.

El IMELCF, ademas de ser una institucion de servicios periciales, es un
centro docente, de referencia nacional en cuestiones médico-legales.

Para los fines de esta guia, se ha realizd6 una exhaustiva revision
bibliogréafica y un andlisis de los procedimientos técnico-cientificos relacionados,
tanto nacionales como internacionales.

Esta guia debe considerarse como una herramienta de trabajo que
permita asegurar una atencion pericial de calidad en materia de delitos sexuales,
garantizando la correcta preservacion, registro y documentacion de los indicios
y/o elementos; su estudio y analisis; asi como también una adecuada
interpretacion de los hallazgos y resultados en el contexto de la informacién de
gue se disponga sobre el hecho investigado.

El presente documento; también pretende, estandarizar los criterios
periciales en todas las agencias del Instituto y brindar al perito médico los
argumentos cientificos necesarios para sustentar su dictamen ante las
autoridades competentes.

La guia esta destinada, principalmente, a la orientacion del perito médico,
para que brinde una atencion competente y eficaz, con las debidas garantias de
respeto, integridad y proteccion de sus derechos humanos. Ademas, mediante
el abordaje integral de los casos pretende ser una importante contribucion a la
recta administracion de justicia.

Esta guia, también debe servir de material para la consulta de las partes
intervinientes en los procesos judiciales, incluyendo a las autoridades
investigativas y a los demas profesionales médicos y funcionarios del ambito

clinico-asistencial. (Instituto de medicina legal y ciencia forense P., 2011)
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Manual de laboratorio para el examen del semen humano y de la
interaccion entre el semen y el moco cervical. El Capitulo 2 del presente manual,
referido al examen del semen humano, ha sido dividido en tres partes principales.
La primera de ellas describe los procedimientos considerados esenciales para la
evaluaci6n del semen (Seccion 2A, 2.1 a 2.6).

La segunda parte comprende los procedimientos considerados par la
mayoria de los laboratorios como opcionales, pero que pueden ser de gran valor
clinico diagnéstico (Seccién 2B, 2. 7 a 2.12). La tercera parte (Secci6n 2C, 2.13
y 2.14) incluye métodos que evaltan la capacidad funcional del esperma y
desarrollos en andlisis computarizados sobre la morfologia del esperma.

Estas técnicas no estan disponibles en todos los laboratorios, pero
pueden ser Utiles para la evaluacién de la subfertilidad masculina, para estudios
sobre toxicologia reproductiva o como herramientas para la investigacién. En la
seccion de procedimientos estandar que describe la morfologia del esperma,
este manual recomienda la tincién de Papanicolaou como el método de elecci6n
y el uso de una clasificacién simplificada de la morfologia del esperma de
acuerdo al llamado

‘Criterio Estricto'. El analisis seminal asistido por computadora para medir
la motilidad espermatica y el ensayo de penetracién de ovocitos de hamster sin
zona pellucida, han sido incluidos en la seccién dedicada a las pruebas
opcionales, ya que las mismas pueden tener aplicacion para el diagnostico. La
seccion que comprende las pruebas utilizadas para la investigacion ha sido
actualizada para reflejar el consenso actual sobre la evaluacion de la capacidad
funcional del espermatozoide. El fundamento estadistico de los errores de
conteo involucrados en el analisis de semen, ha sido agregado y el capitulo que
trata sobre control de calidad ha sido ampliado para incluir discusiones sobre
metodologias practicas, para la implementacion del control de calidad en
cualquier laboratorio de andrologia. ElI Apéndice | incluye un listado de valores
de referencia de las variables de semen. Debe destacarse que no es el propdsito
del presente manual establecer los minimos valores de semen compatibles con
el logro de un embarazo, in vivo o in vitro. Fue dificil llegar a un acuerdo en

algunos aspectos de la evaluacion de la morfologia del espermatozoide y en la
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provision de rangos de referencia, ya que la evaluacion morfolégica continta
siendo subjetiva. Los rangos de referencia para el semen humano presentan
algunas dificultades conceptuales. La relacién entre la calidad del semen vy la
fertilidad se complica debido a otros factores, incluyendo la fertilidad femenina.
Ademas, los hombres que producen semen anormal pueden aun ser fértiles,
mientras que los hombres que producen semen de calidad superior al promedio
producen embarazos en una frecuencia mas elevada que la promedio. Este
manual no esta disefiado exclusivamente para aquellos laboratorios que tratan
a parejas con subfertilidad. Esta dirigido también a aquellos laboratorios que
investigan los métodos para la contracepcién masculina y participan en estudios
de toxicologia reproductiva.

En este contexto, es importante para este manual proveer valores de
referencia basados en estudios multicentricos de poblaciones de hombres
normales, y no solo los requerimientos minimos para la fertilizacion. Ademas,
este Manual sugiere la conveniencia que cada laboratorio establezca sus valores
de referencia basados en las muestras de semen de hombres que han inducido
un embarazo recientemente.

Finalmente, se debe enfatizar que el principal propésito de este manual
es promover el uso de procedimientos estandar para el analisis del semen y de
esta manera establecer los valores de referencia (anteriormente llamados
"valores normales”. Esto permitird la comparacion de datos entre diferentes
laboratorios y la sumatoria de resultados de diferentes fuentes para su analisis.
La atencion a los detalles de los procedimientos estandar deberia mejorar su
precision y reproducibilidad. Se mantiene el principal objetivo de las ediciones
anteriores: proveer un manual de laboratorio que atienda las necesidades de los
médicos e investigadores de los paises en desarrollo. (Organizacién Mundial
de la Salud., 2001, pags. 9-71)

MARCO CRIMINOLOGICO: La criminologia es una de las ciencias que
participan en la investigacion de un hecho delictivo. César Lombroso la define
como “la disciplina que se ocupa del estudio del fenémeno criminal, con el fin de

conocer sus causas y formas de manifestacion.”
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“Los violadores presentan un comportamiento y un estilo de personalidad
mas parecido al de quienes han cometido agresiones y robos con intimidacion”

Se puede decir entonces que es la disciplina encargada del estudio de las
causas del crimen, incursionando en métodos que reconstruyan el
comportamiento antisocial del hombre. Al formar parte del grupo de las ciencias
forenses, la criminologia se considera una ciencia interdisciplinaria empirica,
ocupandose de estudios integrantes del crimen, es decir, se estarda ocupando del
crimen, del delincuente, de la victima, de la sociedad y del comportamiento
desviado, basando siempre sus fundamentos en conocimientos propios de la
sociologia, psicologia y la antropologia, respaldada con la medicina y el derecho
penal.

Los autores que han desarrollado investigaciones y realizado
aportaciones a la criminologia coinciden en que las areas de investigacion
incluyen la incidencia, formas, causas y consecuencias del crimen, siendo el
soporte de su estudio en las reacciones sociales y las regulaciones
gubernamentales generadas para frenar al crimen. El desarrollo de la sociedad
y multiples factores sociales, econdémicos y politicos han desencadenado
distintas inquietudes, generando los trastornos relacionados con la personalidad
antisocial y conductas antisociales.

Al conocer las causas de la conducta antisocial la criminologia tratara de
encontrar métodos para prevenirlas o erradicarlas, y si aun asi se llevase a cabo
la conducta antisocial, dara tratamiento para su rehabilitacion, asi como el modo
de operacion de las instituciones penitenciarias para la reinsercion de los infrac-
tores a la sociedad.

La criminologia, una disciplina de caracter multidisciplinario, estara
basando sus fundamentos en conocimientos de la sociologia, psicologia y la
antropologia social, tomando para ello el marco conceptual que delimita el
Derecho penal, de esta manera podra estudiar las causas del crimen y propondra
los remedios del comportamiento antisocial del hombre. Por su parte, el perito
crimindlogo-criminalista estara capacitado para la prevencién del delito en la
disminucién de la criminalidad, realizando estudios al agresor. De esta manera

colaborard en la investigacién interviniendo en los peritajes determinados para
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el fin que se persigue, hacer investigaciones y peritajes en determinada area,
etcétera. En el area de la criminologia el perito se estara adentrando en el
comportamiento, haciendo un estudio desde la infancia del victimario para cono-
cer los motivos que lo llevaron a incurrir en una falta. ( LOpez, y otros, 2014,

pags. 8-17)

Indicios biologicos: hallazgo, recoleccion y traslado

Los indicios biol6gicos generalmente se encuentran bajo un estudio muy
completo, en otros indicios o bien en el lugar del hecho, por tanto, también son
llamados ‘indicios indeterminados” ya que por su composicion y estructura fisica
se requiere de un analisis completo para su clasificacion, tal es el caso de pelos,
fibras, liquidos (orina, vomito, semen, salva, cerveza, etcétera), polvos,
manchas, pastillas (no importa se encuentren con su etiqueta, frasco, envoltura
o sin ella).

Estos indicios requieren de una maniobra delicada, evitando su contaminacion,
extravio o degradacion, los indicios varian dependiendo la situacion de hallazgo,
por ejemplo:

1. Si se inspecciona el lugar del hecho. Se encuentran manchas secas o
frescas, correspondientes a semen, saliva, sangre, orina o cualquier fluido
corporal. Generalmente, se encuentran en sabanas, preservativos, pisos,
pafiuelos desechables, toallas, etcétera. El procedimiento de levantamiento
y embalaje es el mismo que en los indicios materiales.

2. Si serealizaunainspeccion ala victima. Para encontrar estos indicios es
importante y necesario realizar un examen ginecologico, otro androlégico y
por ultimo un proctoldgico.

El estudio ginecoldgico “se basa en el examen que se realiza en los
organos genitales externos de una mujer relacionada con un delito sexual. Se
requiere la orden por el oficio del Ministerio Publico con el consentimiento
manifiesto de la examinada siempre ante la presencia de un testigo del sexo
femenino, preferentemente un familiar de la victima. Su finalidad es: 1,
diagnosticar acceso carnal; 2, diagnosticar la manera en que fue realizado éste

(via de entrada, empleo de violencia fisica, etc.); 3, diagnosticar vinculacion con
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el acusado (huellas de coito reciente, indicios de semen, pelos, etc.); 4,
diagnosticar embarazo; 5, diagnosticar enfermedades de transmision sexual.”

La obtencion de la informacién estard basada en dos aspectos:

“‘Los delincuentes sexuales de infantes presentan menos estabilidad
emocional y rasgos de personalidad agresiva que los agresores sexuales de
adultos”

* Interrogatorio. Se llevar4 a cabo de manera personal a la victima,
tratando de conocer los aspectos personales y la relacion que mantuvo con el
victimario.

* Exploracion fisica. Se llevard a cabo en un lugar privado en presencia
de un familiar y un médico, ambos del mismo sexo que la victima, abarcando los
siguientes aspectos: estado mental, edad clinica, si es puber o no, si existe
desfloracion completa o incompleta, huella de violencia, signos clinicos de
embarazo, enfermedades venéreas y otras observaciones.

Por otra parte, el estudio andrologico “se basa en el examen de los
organos genitales externos de un hombre relacionado en un ilicito sexual. Se
aprecian las condiciones generales del vello pubiano, del pene y en la bolsa
escrotal. Se realiza la retraccion del prepucio para observar el glande, el frenillo
y el surco balanoprepucial. Este estudio se realiza en presuntos participantes
activos en los delitos sexuales (en el sujeto pasivo se realiza un estudio
ginecoldgico o proctologico), para el estudio debera de existir una orden judicial
y ademas el consentimiento expreso del examinado.” La finalidad del estudio es
precisar algunos aspectos como:

 Caracteristicas generales del vello pubiano, del pene, del escroto y de
los testiculos, asi como anomalias de los mismos (atrofias, hipotrofias o
hipertrofias, criptorquidias, hernias, etcétera).

» Signos de coito recientes, observando una congestion del pene en
periodo inmediato, presencia de sangre con caracteristicas iguales a la victima,
salida de liquido seminal y presencia de alguna sustancia sugestiva de acceso
carnal, siendo siempre necesaria la toma de muestra a través del raspado con

hisopo en glande, meato urinario y en el surco balanoprepucial.
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+ Signos de coito reciente efectuado con violencia (no consentido). En
todos los casos, sin excepcion, siempre habrd lesiones de mayor o menor
intensidad como edema, equimosis, desgarros en glande, frenillo o prepucio.
Huellas de mordedura por parte de la victima, como manchas de sangre, pelos
o material fecal de la victima.

« Signos que vinculen con el delito investigado, tomando muestras de pelo
pubiano para su confrontacion, de manchas del sujeto examinado.

* Detectar signos de alguna enfermedad por transmisién sexual.

» Capacidad de ereccion del sujeto examinado.

 Caracteristicas somatométricas del presunto agresor, para correlacion
con la victima y el delito investigado, como son su edad, estatura, peso,
complexion, fuerza fisica para vencer a la victima, asi como sus caracteristicas
psiquicas.

El examen proctoldgico “se basa en el estudio realizado en el ano y
regiones vecinas (gluteos y periné) en personas de ambos sexos, victimas de un
presunto delito sexual y en las que se supone hubo penetracion por via rectal. El
examinado se coloca en posicidn genupectoral [plegaria mahometana] y se
observan las caracteristicas del esfinter anal (sus pliegues radiados y el tonismo
esfinteriano) y de sus regiones vecinas.”8 El ano es la abertura periférica del
recto y corresponde al orificio terminal del tubo digestivo, el conducto anal del
adulto mide 3.75 centimetros y a la mitad de éste la mucosa anal se transforma
en piel. En el caso de penetracion no consentida, pueden encontrarse lesiones
anales y perianales como equimosis, desgarros, erosiones y huellas de sangre,
asi como borramientos de los pliegues anales y disminucién del tono del esfinter
anal. Esta relajacion puede ir acompafiada de incontinencia fecal y deformacion
del ano por el reflejo producido por el dolor, lo que se conoce como ‘paralisis
esfinteriana antalgica espontanea’.

La descripcion de las lesiones anales se hara al igual las que del himen, de
acuerdo con la posicion de las manecillas en la caratula del reloj y con un orden
secuencial de la izquierda a derecha, las lesiones tipicas o signos patognomo-

nicos de penetracién anal reciente no consentida son:
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1, desgarro de forma triangular a las seis horas con base en el margen anal y
vértice en el periné, es el llamado Signo de Wilson Johnston;

2, desgarros en algunos de los pliegues anales;

3, desgarros rectoperineales;

4, hemorragias ano rectal o perineal,

5, lesiones extragenitales como equimosis en abdomen, masculos y gluteos,
excoriaciones peribucales y en nariz para evitar que la victima solicite auxilio,
sugilaciones y/o mordeduras en cuello y espalda, etcétera.

También puede tomarse como un signo orientador de pederastia la
presencia de verrugas genitales en regién anal o perineal.

Es importante sefalar que los signos mencionados no son patog-
nomonicos de penetracion anal, ya que también pueden presentarse, aunque en
menor grado, en algunas entidades patologicas, como son: constipacion
intestinal o estrefiimiento crénico, los traumatismos directos, la presencia de
hemorroides, la falta de aseo anal. Por tanto, la muestra con hisopo para la
determinacion de Fosfatasa Acida Prostatica y/o la buasqueda de
espermatozoides y sangre en el laboratorio confirmaran o descartaran el coito

anal. (LOpez, y otros, 2014, pags. 18-22)

La interpretacion de la prueba pericial bioquimico forense realizada en
fluidos corporales humanos: analisis juridico — cientifico en la investigacion de
los delitos sexuales: Los aportes de la cienciay la tecnologia abarcan la totalidad
de la vida del ser humano y sus relaciones de convivencia, se encuentran incluso
en las distintas disciplinas del saber juridico por medio de las Ciencias Forenses.
Por tal motivo, cada vez es mas imperante que los operadores del derecho sean
profesionales interdisciplinarios, con conocimientos mas alla del saber juridico
gue les permitan aprovechar al maximo el saber cientifico dentro de los procesos
judiciales.

Dentro de las ciencias naturales aplicadas al derecho la Bioquimica
Forense aporta elementos de prueba sumamente relevantes para la
investigacion de diversos delitos sexuales, tanto es asi que el Organismo de

Investigacion Judicial de Costa Rica cuenta en su Departamento de Laboratorios
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de Ciencias Forenses con secciones especializadas en esta disciplina, donde se
realizan una diversidad de pericias de caracter presuntivo y confirmatorio para la
presencia de fluidos bioldgicos, enfermedades de transmision sexual e
identificacion de ADN mediante marcadores genéticos.

La importancia de este trabajo de investigacién es que provee informacién
actualizada con respecto de la correcta interpretacion de las pericias bioquimicas
forenses realizables para la identificacion de semen, sangre y saliva humana en
la investigacion de delitos sexuales, utilizando un lenguaje cientifico y juridico
gue permita aprovechar al maximo esta informacién en el proceso penal.
Persiguiendo este fin, el problema planteado se dirigié a investigar la correcta
interpretacion de las pruebas bioquimico forenses realizadas en semen, sangre
y saliva en la investigacion de los delitos sexuales y el objetivo principal fue,
precisamente, interpretar juridica y cientificamente la prueba pericial bioquimico
forense realizada en fluidos corporales humanos durante la investigacion de los
delitos sexuales.

Para ello, la metodologia empleada fue exploratoria y analitica descriptiva,
con un enfoque principalmente cualitativo mediante una revision doctrinaria
juridica y cientifica, recopilacion de jurisprudencia relacionada y analisis de
dictamenes Criminalisticos de la Seccion de Bioquimica del Departamento de
Laboratorios Forenses del Organismo de Investigacion Judicial emitidos durante
la investigacion de delitos sexuales.

A raiz de este estudio, se concluyo entre otras cosas que existen dos tipos
de pericias realizables para la identificacion de fluidos biolégicos, cada una con
un valor vinculante distinto. Ademas, fue evidente que, debido al Iéxico cientifico
empleado a la hora de emitir un dictamen bioguimico forense, para realizar un
aprovechamiento adecuado de la informacion que de éste se desprende, resulta
indispensable contar con conocimientos basicos sobre la materia. Estos
conocimientos, a su vez, se aportan en este trabajo de investigacion, de forma
gue no sélo se realiza una recomendacion, sino que se ofrece una solucién
didactica al problema, dando asi un aporte multidisciplinario caracteristico del
Derecho Cientifico. (Chaves, 2014, pags. 171-244)
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Se reportaron 6,118 casos de violencia sexual entre enero y septiembre
del 2017. 3,125 fueron violaciones sexuales, segun cifras del Ministerio de la
Mujer. La mayoria de casos de violacion sexual tuvieron victimas menores de 17
afios. Fuente: Ministerio de la Mujer y Poblaciones Vulnerables

En el Peru el abuso sexual a la mujer es cosa de todos los dias y las cifras
respaldan esta triste realidad. Entre enero y septiembre de 2017 el Ministerio de
la Mujer ha registrado a través de los Centros Emergencia Mujer (CEM) 6,118
casos atendidos de violencia sexual, de los cuales 3,125 fueron violaciones.

Entre las victimas de violacidn sexual, 2,160 de ellas tienen menos de 17
afos, 932 entre 18 y 59 afios y 33 mas de 60. Los casos de violacion sexual
tuvieron mayor incidencia en las regiones Lima (894), Junin (264), Arequipa
(177), La Libertad (170) y Cusco (161).

El CEM registro 65,989 casos de violencia de género atendidos hasta
septiembre, que engloban violencia economica, psicoldgica, fisica y sexual.
38,082 (57.7%) de las victimas interpusieron denuncias. Poco respeto por la
mujer en el Peru

La fundaciéon Thomson Reuters indico en un informe publicado este mes
gue la capital Lima esta entre las 10 mega ciudades (aquellas con mas de 10
millones de habitantes) mas peligrosas del mundo para las mujeres. La violencia
sexual y el bajo acceso a politicas de salud publicas pusieron a Lima en el quinto
puesto de este ranking deshonroso.

El Estudio multipais de la OMS sobre la salud de la mujer y la violencia
domeéstica, realizado en 2005 en 10 paises, recogié que el 24% de las mujeres
del Peru rural indicaron que su primera experiencia sexual habia sido forzada.
(Schmitt , 2017)

Violencia sexual en el Pert: Un estudio de casos judiciales: Asimismo se
ha observado que en las investigaciones fiscales que forman parte del estudio
no se ha previsto el ofrecimiento de medio de prueba alguno que sustente la
reparacion civil. Si bien se han actuado en juicio las declaraciones de los peritos

gue efectuaron las pericias psicologicas a las victimas, éstas fueron
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consideradas pruebas de cargo del delito mas no se tomaron en cuenta para la
probanza del dafio a la agraviada.

Otra nota caracteristica de las carpetas judiciales a las que la Defensoria
del Pueblo ha tenido acceso, es la escasa frecuencia con que se acude al lugar
de los hechos, a pesar de que en la mayoria de casos estaba plenamente
identificado, mas aun si estos delitos fueron cometidos en su mayoria por una
persona conocida de la agraviada, en su domicilio o en el domicilio del imputado.
Cabe tener en cuenta que el Reglamento de la Cadena de Custodia de
Elementos Materiales, Evidencias y Administracion de Bienes Incautados del
Ministerio Publico, sefiala que la escena es el foco aparentemente protagénico
en el cual el autor o participe consciente o inconscientemente deja elementos
materiales o evidencias, huellas y rastros que puedan ser significativos para
establecer el hecho punible y la identificacion de los responsables. De la rapidez
con que se acuda al lugar de los hechos y de la pericia y cuidado que se observe
en laidentificacion y recoleccion de evidencias depende el éxito o fracaso de una
investigacion.

La diligencia en las investigaciones supone hacer uso de todos los medios
disponibles para hallar la verdad y ofrecer justicia a la parte agraviada. En este
sentido es necesario destacar una investigacion, que se puede calificar de
diligente, en la que la PNP, ante la denuncia de una mujer que habia sido violada
por un sujeto al que no conocia y que se hizo pasar como duefio de una cabina
de internet en el que requeria contratar a una empleada, haciendo uso de la
tecnologia informatica efectudé un operativo a partir del modus operandi del
imputado, con lo que logré que volviera a citar a la que €l creia otra mujer en
busca de trabajo, oportunidad en la que fue capturado, procesado y condenado.
(Defensoria del Pueblo, 2011, pags. 73-75)

Identificacion de espermatozoides humanos en muestras contaminadas
con levaduras. La violencia sexual es un problema mundial, y representa un
delito grave que frecuentemente es dificil imputar, ante la ausencia de testigos.
La valoracion de las muestras de semen enviadas al laboratorio, para la

deteccion de espermatozoides, es de gran importancia para encontrar al agresor;
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sin embargo, la evidencia no es sencilla, por la presencia de otros organismos y
la labilidad espermatica. El objetivo del presente estudio fue identificar
espermatozoides humanos en muestras contaminadas con levaduras. Se
aplicaron diferentes técnicas y recursos microscopicos. Se seleccionaron 46
muestras de semen fresco. Se dividieron en dos grupos: G1 normo u
oligozoospérmicas (n = 28) y G2 azoospérmicas (n = 18). Cada muestra se diluy6
1:1 con solucion fisiolégica y se agregaron 0.05 mL de suspension de levaduras
Candida albicans.

Como control, se procesaron testigos puros de espermatozoides (CE) y
levaduras (CL). Las muestras se analizaron con microscopio Optico (MO),
contraste de fase (CF), de luz polarizada (LP) y microscopio fluorescente (MF)
con diferentes técnicas de tincion. El tinte Papanicolaou mostro mayor eficiencia
qgue el tinte hematoxilina verde brillante (P < 0.05) para identificar
espermatozoides con microscopio Optico. La deteccion de elementos
refringentes mostré mayor correlacion con la presencia de espermatozoides (CF:
r = 0.966; P < 0.001), que la presencia de elementos birrefringentes (LP: r =
0.737; P < 0.001) y elementos fluorescentes (MF: r = 0.487; P < 0.05). La
microscopia confocal con tincion de blanco de calcofluor azul de Evans y naranja
de acridina permitié la identificacion de contaminacion por levaduras. El empleo
de técnicas microscopicas auxiliadas con técnicas de tincion permite confirmar
la presencia de espermatozoides enteros o fragmentados en muestras de semen
contaminadas con levaduras. (Bouvet, Pavesi, Paparella, & Ombrella, 2017,
pags. 23-35)

“Asociacion de resultados obtenidos en andlisis para la deteccion
de semen y espermatozoides y la obtencion de perfiles genéticos de
sospechosos de violacion sexual”: En Guatemala, existe un alto indice de
casos de violacion sexual. En el afio 2009 el Instituto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala —INACIF- recibi6 mas de 10,000 indicios para ser
analizados, asociados a este tipo de delito. Dichos indicios van desde hisopados
vaginales, orales, anales y otros provenientes de regiones anatémicas donde se

sospeche la presencia de fluidos biolégicos, hasta prendas de vestir y otras
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superficies que puedan contener material bioldgico util para ser analizado
(Guatemala, INACIF 2009).

El semen y los espermatozoides son encontrados con mayor frecuencia
en indicios provenientes de agresiones sexuales, por lo que actualmente existen
procedimientos universales para su deteccion e identificacion. Entre estos
procedimientos se incluye la deteccion de la enzima fosfatasa acida (FA) que
indica presencia presuntiva de semen, utilizando el reactivo Brentamina para su
identificacion. La deteccion de Proteina Seminal P-30 o Antigeno Prostéatico
Especifico (PSA), a diferencia del caracter presuntivo de la FA, confirma la
presencia de fluido seminal humano, ya que es una glicoproteina secretada por
la prostata y presente en dicho fluido. Finalmente, se investiga la presencia de
espermatozoides a través de la tincion de los mismos por el método de Arbol de
Navidad. Una vez realizados dichos analisis y determinada la presencia de
semen y/o espermatozoides, se busca establecer si existe en ellos Acido
Desoxirribonucleico (ADN) util para poder obtener un perfil que pudiera ser
comparado con el perfil genético del (los) sospechoso(s) (Benton, Donahu y
Valdez, 1998; Hochmeister, Rudin, Borer, Kratzer, Gehrig y Dirnhofer, 1999).

Actualmente no existen estudios que establezcan la asociacion existente
entre la obtencién de perfiles genéticos, y los resultados obtenidos en la
deteccion de semen y espermatozoides, a partir de indicios provenientes de
casos de violacion sexual. Por lo que el presente estudio busca establecer dicha
asociacion, determinando estadisticamente, la relacion que existe entre dichos
resultados y la posterior obtencion de un perfil genético. Ademas, busca
determinar cémo influye el tipo de indicio analizado y su procedencia en los
resultados obtenidos por la Seccién de Genética de INACIF, brindando asi,
herramientas (tiles para poder presentar con un mayor soporte cientifico, los
resultados genéticos obtenidos. La determinacion de dicha asociacion se
realizara estableciendo la razén de posibilidades existente entre la obtencion de
un perfil genético y cada una de las tres pruebas utilizadas para la determinacion

de semen y espermatozoides (Garcia, 2012)
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La transformacion del tipo penal de la violaciébn sexual: La categoria
“violacion sexual” aparece dentro de la de “violencia sexual”. Esta refiere a un
amplio conjunto de situaciones en las que se vulnera la “libertad sexual” o la
“‘integridad sexual” de una persona. La violencia sexual implica una accion en la
que una o mas personas ejercen sobre otra “comentarios”, “insinuaciones” o

M

“acciones” “para consumar” o “intentar el acto sexual” (actos que pueden darse
en diferentes espacios de la vida cotidiana y contextos de guerra, invasion o
violencia politica). En un intento por construir un concepto amplio, la
Organizacién Panamericana de la Salud define “violencia sexual” como:

Todo acto sexual, la tentativa de consumar un acto sexual, los
comentarios 0 insinuaciones sexuales no deseados, o las acciones para
comercializar o utilizar de cualquier otro modo la sexualidad de una persona
mediante coaccion por otra persona, independientemente de la relacion de esta
con la victima, en cualquier ambito, incluidos el hogar y el lugar de trabajo
(Organizacion Panamericana de la Salud 2005:161).

Este amplio sentido de violencia sexual incluye al delito de “violacién
sexual”, cuya definicion varia segun los cdédigos penales y las perspectivas
tedricas, asi como el énfasis en sus elementos “constitutivos” como la fuerza, el
consentimiento o la penetracion. Por ejemplo, el Tribunal Penal Internacional
para Ruanda definio las violaciones sexuales como:

El acto sexual no consentido, actos que pueden incluir la insercion de
objetos o el uso de ciertos orificios corporales que no sean considerados como
sexuales (International Criminal Tribunal from Rwanda 1998: parrafos 596-597).

La violaciéon sexual incluye para la mirada normativa penal la “penetracion”
forzada fisicamente, sea por via vaginal, anal u oral, ya sea del “miembro viril”,
otras partes corporales o un objeto (Organizacion Panamericana de la Salud
2005: 161). De acuerdo a esto, la violacién sexual podria ser cometida por
varones o mujeres y el sujeto pasivo serian tanto varones, mujeres, nifios, nifias
y adolescentes. La violacion sexual puede ser perpetrada por el “cényuge”,

‘concubino”, “enamorado”, “desconocido”, persona que mantenga algun vinculo

de autoridad con la victima, etcétera. En esa linea, en el Peru, la violacién sexual,
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cuya conducta base se encuentra tipificada en el articulo 170 del Cédigo Penal,
se define de la siguiente manera:

El que con violencia o grave amenaza, obliga a una persona a tener
acceso carnal por via vaginal, anal o bucal o realiza otros actos analogos
introduciendo objetos o partes del cuerpo por alguna de las dos primeras vias
(Codigo Penal de 1991: Articulo 170). (Mujica, 2011, pags. 18-17)

Acuerdo plenario N° 4-2015/CIJ-116: Asunto: Valoracion de la prueba
pericial en delitos de violacion sexual

Capitulo Il Fundamentos juridicos:

8 4. El examen médico legal en delitos sexuales:

24°. La medicina legal es la especialidad médica que brinda los
conocimientos de salud al sistema de administracion de justicia nacional. Es
considerada una ciencia ya que utiliza un método para generar un conocimiento
de tal naturaleza y comprobable, el cual es frecuentemente solicitado por las
autoridades competentes [PACHECO DE LA CRUZ, José Luis/ PACORA
PORTELLA, Percy/DE LA CRUZ CHAMILCO, Nancy/ DIAZ CUBAS, Noelia:
Violencia y abuso sexual contra la mujer: Evaluacion médico legal y clinico
terapéutico de la mujer agredida fisica y/o sexualmente.

25°. En una victima de violacion sexual, se debe establecer si ha sido
objeto o pasible de desfloracion vaginal, acto contranatura y de otras lesiones
fisicas al cuerpo. El profesional examinador, ademas de apreciar estas zonas
fisicas, debera obtener todo vestigio material que se relacione con este delito, tal
como vellos pubicos, manchas de semen y muestras de contenido vaginal y/o
anal, entre otros. Siendo el pene, los dedos u otros objetos duros de superficie
roma, agentes clasificados como contundentes, se observaran lesiones
denominadas contusas. Asi, pues, las lesiones del himen relacionadas a un
abuso sexual seran identificadas y evidenciadas como desgarros o laceraciones,
equimosis y tumefacciones del borde himeneal.

26°. Respecto al examen proctolégico, la exploracion médica implica la
inspeccion del area perianal. Se inicia en el esfinter anal, observando sus

caracteristicas, que pueden ser alteradas por la violacion anal en el siguiente
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sentido: borramiento de pliegues del esfinter por edema traumatico, desgarros,
fisuras, despulimiento de las mucosas [GRANDINI GONZALES, Javier: Medicina
forense, Mc. Graw Hill, México D.F., 2010, p. 101].

27°. La Guia Médico Legal-Evaluacién Fisica de la Integridad Sexual del
Ministerio Publico sefala los requisitos minimos para realizar la evaluacion fisica
integral en casos de violencia sexual, a saber: a) El examen debe ser realizado
por dos peritos como minimo, en ausencia de otro y/o en caso de urgencia podra
ser realizado solo por un 88 perito. b) Para su realizacion debera ser asistido por
un personal auxiliar capacitado, y de preferencia femenino. c) Se podra contar
ademas con la presencia de cualquiera de las siguientes personas segun
voluntad expresa del evaluado: i) familiar, ii) personal femenino de la PNP, iii)
personal femenino acomparfante (custodio, tutores, asistentes sociales), d) si se
realiza por un solo perito debe realizar la perennizacion del examen, previo
consentimiento del evaluado, o, en su caso, de su familiar si es menor de edad,
y segun la logistica disponible (camara fotografica o video camara), e) debe
contarse con un ambiente o consultorio adecuado, con buena iluminacion,
mobiliario e instrumental. (Acuerdo plenario N° 4-2015/CIJ-116, 2016, pags.
87-88)

Dentro de la medicina legal el estudio citolégico del espermatozoide es un
hecho importante por sus implicancias en el Derecho Penal. La investigacion
citologica de espermatozoides se realiza en manchas, hisopados, secreciones y
mezclas de ellas. Para ello se deben aplicar tinciones que permitan identificar al
espermatozoide por sus caracteristicas morfologicas.

Nuestro objetivo fue evaluar la aplicacion de la tincién Hematoxilina-Verde
Brillante para identificar espermatozoides en muestras Forenses. Se trabajé con
47 muestras provenientes de materiales de presuntos delitos sexuales y para
evaluar la tincién en estudio se utilizé como referencia la tincion de Papanicolaou.
Se recuperaron los espermatozoides mediante maceracion simple seguida de
centrifugacion y con el sedimento se realizaron 2 extendidos, se fijaron con
alcohol éter y se aplicaron ambas tinciones utilizando colorantes de primera

aplicacion (no recuperados) para evitar el arrastre de material proveniente de
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coloraciones previas. Los extendidos tenidos se analizaron con microscopio
Optico y objetivo de inmersién

(100x). Se consideré como resultado positivo cuando se encontré al
menos un espermatozoide completo, presuntivo si solo se hallaron cabezas y
negativo cuando no se observaron células espermaticas. En 36 muestras
(77.2%) se observaron los mismos resultados al aplicar ambas tinciones, cabe
destacar que 24 (51.1%) fueron resultados presuntivos (solo cabezas). Se realizé
el analisis estadistico aplicando la prueba x2 y se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos con ambas
tinciones (p<0.001), lo cual indica que para la busqueda de espermatozoides en
la practica forense se puede aplicar la tincién de

Hematoxilina-Verde Brillante. Aconsejamos su utilizacion porque permite
observar en colores diferentes cabezas y cola de espermatozoides, lo cual es
importante en quimica legal, ademas de su bajo costo y simplicidad operativa.
(Pavesi, y otros, 2015)

La mujer como sujeto especial de protecciéon en las politicas publicas de
desplazamiento forzado: Una muestra de larealidad: Estadisticamente se ha
comprobado que en la mayoria de los delitos sexuales es posible recuperar
evidencia fisica, por lo que es importante emplear un procedimiento validado
para el analisis de la misma, es por esto que surge la pregunta ¢ Es efectivo un
proceso de validacion para la determinacion de la enzima P-30, aplicable en
investigacion de delitos sexuales?

En efecto, la determinacion de P-301, es util porque es una prueba
sensible con respecto a las otras pruebas para determinacion de semen en
elementos materia de prueba provenientes de delitos sexuales como prueba de
biologia forense.

Por tal razon, es necesario validar en el laboratorio de identificacion
humana de la Universidad Manuela Beltran la prueba de biologia forense de la
determinacién de P-30 utilizando la técnica SERATEC2, esto por cuanto toda
prueba, asi haya sido estandarizada por la casa comercial, debe ser validada en

el sitio donde se va a realizar.
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El principal problema en la investigacion de delitos sexuales, es evidenciar
la presencia de semen en las victimas ya que estas acuden al examen médico
horas o dias después de haber ocurrido el hecho, haciendo méas dificil la
deteccion de espermatozoides en los fluidos, manchas corporales y prendas.
Adicionalmente, los espermatozoides pueden no estar presentes en las
muestras, puesto que son eliminados rapidamente de la vagina ya que son
labiles al medio en que se encuentran o porque los sospechosos son
vasectomizados o0 azoospermicos; por lo cual, la falta de los mismos en ningan
momento es indicativo de ausencia del delito sexual.

Por este motivo, hacia 1985 se empieza a utilizar como herramienta de
las Ciencias Forenses la P-30, una proteina identificada en altas
concentraciones en semen en 1978 y que al parecer era especifica de especie y
de tejido. Los procedimientos implementados en ese momento y hasta la fecha
en la mayoria de paises (contrainmunoelectroforesis y/o ELISA) alcanzan una
sensibilidad de 0,4 y 0,03 ng/ul respectivamente hasta las 72 horas pos coito.
Sin embargo, actualmente se ha demostrado que esta proteina se encuentra
presente en otros tejidos como saliva, liquido amnidtico, orina y flujo vaginal entre
otros, en concentraciones bajas, por lo cual fue necesario definir las
concentraciones promedio en cada tejido siendo ahora, la sensibilidad, en
términos de concentracion, un punto critico en la eleccion del método, ya que
pueden generarse falsos positivos y teniendo en cuenta que su principal uso es
para la Determinacion de Cancer de Prostata, las casas comerciales se han
encargado de disefar test rapidos y de calidad pero validados a nivel clinico con
muestras como suero, mas no con las comunmente halladas en la escena de un
crimen.

En Colombia, actualmente el Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses, como centro de referencia nacional, se encuentra realizando
la técnica de Contrainmunoelectroforesis y el FBI, como patrén internacional,
emplea la técnica de ABAcard p30, técnica validada internacionalmente para
este tipo de procedimientos en el area forense y considerada hasta el 2003 como
la méas sensible en este tipo de muestras. No obstante, el articulo publicado por

el Dr. Dale L. Laux de la Oficina de Investigacién Criminal de Richfield, Ohio,
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compara el ABAcard con el Seratec otro kit validado para el area forense,
demostrando que el Seractec tiene una mayor sensibilidad y especificidad en
estas muestras hasta 72 horas pos coito. (Rozo, 2014)

Importancia del uso y manejo de luces forenses en la escena del
delito por parte de los peritos de inspeccion ocular técnica del
departamento de criminalistica de pichincha para la determinacion
orientativa de la presencia de indicios biolégicos: El presente trabajo de
grado tiene como importancia principal demostrar la utilidad de los dispositivos
de proyeccion de luz en diferentes longitudes de ondas (Luces Forenses) dentro
de la Investigacién Cientifico-Técnica de la escena del delito, escena del crimen,
lugar de los hechos; no importa como llamemos al escenario donde se cometio
un ilicito. Lamentablemente en la actualidad nuestra unidad de Inspeccion Ocular
Técnica cuenta con luces del tipo antes mencionado, pero no son usadas, debido
a la falta de conocimiento y capacitacion de los peritos actuantes en laimportante
labor de recolectar indicios fisicos en el espacio que se desarrollé una accion
tipica antijuridica culpable.

El ser humano tiene la capacidad de mirar los espectros de luz desde los
400 nanometros a los 720 nandémetros, pero no es todo el espectro existente,
debajo de ese rango existen las ondas infrarrojas y superior a este rango se
encuentran las ondas ultravioletas. Utilizando estos espectros no observados de
forma natural por el hombre y con la ayuda de filtros podemos aprovechar la
fluorescencia natural que poseen los indicios organicos que normalmente se
pueden encontrar en un escenario del delito.

Al hablar de indicios biolégicos nos referimos a todos los elementos de
conviccion dentro de una investigacion judicial que han sido localizados dentro
de un espacio fisico donde se llevé acabo un hecho posiblemente ilicito, pero
gue provengan de un ser vivo, como por ejemplo sangre, semen, saliva, sudor,
orina, fragmentos 6seos, restos dentales, inclusive rastro papilares latentes
(palmares, plantares, dactilares) debido a que los elementos bilégicos que
actian como tiente para la impresiones papilares tienen también la capacidad de

fluorescencia (sudor, urea, sales, minerales, lipidos).
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Como antes mencioné en la seccién de Inspeccion Ocular Técnica del
Departamento de Criminalistica de Pichincha actualmente no se usan estos
dispositivos de localizacion orientativa de indicios bioldgicos, lo que les obliga a
los peritos a realizar una busqueda minuciosa de manera extrinseca, visual e
intuitiva de los elementos indiciarios dentro de la investigacion cientifica del
delito, esto significa una pérdida de tiempo y de elementos de conviccidn que no
son encontrados ya que no se los puede ver a simple vista, y contando que no

siempre las escenas son de un solo ambiente. (Quintana, 2015)
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2.3. Formulacion de la Hip6tesis

2.3.1. Hipotesis general

Existe significativa relacion entre la aplicacion de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por violencia

sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

2.3.2 Hipotesis especificos

1. Es evidente la alta relacién entre la aplicacion de la inmunotincion del
antigeno prostatico especifico PSA con el estudio morfologico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia

sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

2. Es evidente la alta relacidn entre la aplicacion de la tincion Citoquimica
de éacido peryddico de Shiff PAS con el estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia

sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

3. Es notoria la alta relacién entre la interpretacion citolégica de la
inmunotincion PSA con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el

Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

4. Es evidente la alta relacién entre la interpretacion citologica de la
tincion Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el

Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.
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2.4. Operacionalizacion de variables e indicadores

da lugar a un precipitado insoluble y
coloreado, al igual que ocurre en todas las
'.m’ *s “’ l““m- m’ s.

Las técnicas Citoquimica e Histoquimicas
guardan una estrecha relacion y se ocupan de

de Schiff (PAS) es una de las
tecnicas de tincion especial mas
comunmente realizada en el
laboratorio de histopatologia que

aldehidos

e Rescoidn de mucopolisacandos
e Intensidad de la reaccicn
e Especificad de la reaccion

ESCALA
INDICES
NARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES < DE
(Reactivos)
MEDICION
o] ' ET— | Martin, 1y cot (2012). ’I""?‘*W
i ; - « Frotis 0 extensiones
" Sl Aahiis g Sl B Pﬂmnmmesm 5 :
< procedimiento Cito-histopatologico que  se marcador tumoral especificamente . pdor' precipitante o coaguiable
- g . expresado por el epitelio prostatico. « Método empleado (Peroxidass
g basa en la utilizacion de anticuerpos que se } ; .
= . 2 El PSA esta presente en el ant-peroadasa)
= unen especificamente a una sustanciaque se | > o - ' R 0 del ants
3 quiere identificar y al que se denomina ewo.plamdelepctebo.betwwy Antigeno Prostatico o Tl e
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- anticuerpos estan unidos a una enzima o esta o como edua -
< puede encontrarse unida a un anticuerpo mm flagelada 'estz -Ntaespedbdad
a smnﬁoqnmynmdmm:’om‘mmw 'ww -~ |
. é anticuerpo primario. Aplicado a un tejido | P antigeno  prostatico oReboon. emelaoomermn o
= organico o un extendido celular, el anticuerpo | #5Pecifico PSA y este a su vez del anticuerpo @ intensidad dela | Politomica
w > y facilita que sea observable reaccion (Likert o
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- S - (Tejido viable antigenicamente “fijado en : 2 et multiples)
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VARIABLE 1
APLICANDO LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS

invesbgar Ia acovidad quimica que tiene Tugar |
en las celulas y los tejidos. Sin embargo estas
técnicas son metodologias
de trabajo aplicadas por los Citotecnologos e
Histotecnologos, y consiste en realizar
diferentes tinciones a una porcion de tejido 6
celulas que se somete a investigacion, las
tinciones se emplean para poder apreciar las
diferentes estructuras que conforman al
tejido estudiado y dependiendo de
la estructura que se desea investigar es la
tincion que se va aplicar.

[(Se ubliza para poner de releve 1as
moleculas con alto porcentaje de
ido de carbohidratos tales
parasitarios y para delimitar la
membrana basal en la piel y en
otros tejidos especialmente las que
Neutros. En nuestro caso, nos sirve
de gran  utiidad para |a
visualizacion de las mucinas MUC1
y MUCS presentes en la menbrana
de los espermatozoides
quimicamente demostrado con el
metodo de PAS.

Valoracion
delai Bncic

e Sensibndad o2 13 reaccon

« Patron extracsiular

« Patron ctoplasmatioo

« Interpretacion de resultados

« Débd en cuanto la intensidad de
Ia reaccion

» Moderado en cuanto la intensidad
de I3 reaccion

« Fuerte en cuanto Ia intensidad de
la reaccion

» Reactiidad focal <20% +

«» Reactividad vanable 20 - 80% ++

» Reactividad uniforme > 280% +++

(Likert o
multiples)
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VARIABLE 1
APLICANDO LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS

Valoracion de la
histoquimica

. C P spica de I3
reaccion histoquimica

+ Presencia de la reaccidn

» Ausencia de la reaccion

» Localizacion celular de la
reaccion histoquimica

+ Localizacion extracelular de la
reacsion histogquimica

» Patron extracelular

» Patron citoplasmatico

s Interpretacion de resultados

» Debi en cuanto la intensidad de
Ia reaccion histoquimica

« Moderado en cuanto la intensidad
de la reaccion histoquimica

Fuerte en cuanto la intensidad de

la reaccion histoquimica.

(Likert 0
muitiples)

148




interés, pero no su concentracion. Las

a 70 micras. Dado que los estudios de

. , INDICES ESCALA DE
VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES ) .
(Reactivos) MEDICION

Chaves, D. (2014). I.M.L.P. Guia Médico Legal (2012) Caracteristicas morfologicas del

Las pruebas determinantes de agresion | El objetivo principal del examen bioldgico es espermatozoide

sexual pueden ser orientativas, detectar la presencia de semen en las Detalle celular de la Cabeza del

presuntivas y confirmatorias. Las muestras recogidas, como pruebs de espermatozoide normal o con

pruebas orientativas son aquelios actividad sexual. defecto morfoldgico.

estudios de observacion macroscopica El semen tiene dos fracciones: La porcion Detslle celulsr del Acrosoms.

de las manchas de semen con celuler o esperms (5% del volumen), y la Detalle celulsr del Nicleo-

procedimientos directos e indirectos. Las | porcion liquids o plasma seminal (95% de Detalle celulsr del citoplasma.

PAUSTIAN presoriha) Son Squaies VOB Detalle celulsr de la menbrana
o~ pericias que reslizan analisis cusitativos | Los espermatozoides son células moviles citoplasmatics. -
g que determinan la presencia de un constituidas por una cabezs, cuello, cuerpo Estudio morfoldgico Detaile celular del Cuello y P(tl’:‘:n:?
< componente especifico del fluido de y cola con una longitud que varia de las 50 | espermatozoide Porcién medie del alternativas
%: multiples)
>

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES
EN MUESTRAS FORENSES

pruebas confirmatorias lamadas también
especificas o de carteza pueden ser
electroforéticas. enziméticas,
inmunocromatograficos y microscopico
estas (ltimas permite la visualizacion
microscopica del espermatozoide ya ses
directa o tras una coloracion utilizads
para su identificacion morfoldgica.

El hallazgo de los espermatozoides
microscopicamente es una pruebs

semen se realizan principalmente en base
a la presencia de espermatozoides, es de
cabal importancia el proteger las prendas
que contengan a los mismos. En la
busqueda microscopica de
espermatozoides en muestras de
hisopados (secrecion vaginal, anal, bucsl),
prendas, etc., el método de eleccion es ls
tincién citologica “érbol de navidad"
{nuclear fast red and picroindigocarmine).

espermatozoide normal o con
defecto morfoldgico

Detslle celular de la Cola o
fiagelo normal ¢ con defecto
morfoldgico

Espermatozoides
Espermatozoides
morfologicamente incompletos.
Grado de celulanidad

Células inmaduras

149




VARIABLE 2

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES

EN MUESTRAS FORENSES

irrefutable de la presencia de semen &n
una mancha hallado en &l especimen
investigado.

Aunque axisten otros métodos de tincidn
descritos:

Meétodo de Hematoxilina-Eosina

Cristal violeta

Método de Papanicolaou

Método de Fucsina Alcalina

Andlisis de
Identificacion del
espermatozoides

Sustancias extracelulares dal

liquido seminal

Estudio microscopico dptico por
métodos directos con muestra
sin diluir.

Estudio microscopico con
contraste de fases.

Estudio microseépics de
flucrescencia.

Estudio microscopia electrinica
de bamdo

identificacion de fluido seminal
basados en la apanencia da las
manchas

Tinciones suprs vitales
Tinciones Diferenciales
Tinciones simples colorantes
basicos

Tinciones policromatica tipo
romanowsky

Tinciones policromatica
diagnostico hematologico
Tinciones citoldgicas

Tinciones nucleares

Tincion de contraste

Politomica
(Likert o
slternativas
rmltiples)
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VARIABLE 2

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES
EN MUESTRAS FORENSES

muesira Forenses
en la escena del
crimen

+ Hisopado vulvar

* Hisopado vaginal superior

* Hisopado vaginal inferior

* Hisopado Orificio cervical externo

+ Lavado vaginal

+ Hisopado perianal

* Hisopado anal

* Hisopado bucal

* Lavado bucal

* Hisopado de piel

* Bisqueda de manchas secas en
diferentes tipo de soporte

* Blsqueda de manchas liquidas en
diferentes tipos de soporie

* Blsqueda de costra
en diferentes fipos de soporie

* Ropa interior de la victima

+ Ropa interior del sospechoso

* Prendas de vestir

* Papel higiénico o toallas

+ Diferentes fipos de soporte textil.

* Objetos de transporie pequefios

+ Diferentes tipos de superficie.

Folitomica
(Likert o
altemativas
miultiples)

Fuente: Elaborado por el autor
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2.5. Descripcion de términos basicos

e Antigenos: Es la molécula que queremos detectar. Sustancia, que, inoculada en
un animal, es capaz de desencadenar una respuesta inmunolégica con expresion
humoral y/o celular. Sus propiedades inmunolégicas son: inmunogenicidad
(capacidad de producir una respuesta especifica bien humoral y/o celular),
antigenicidad (capacidad de combinarse con anticuerpos y/o con receptores de
células), alergenicidad (capacidad de producir reaccién alérgica). Sus
propiedades inmunoldgicas son: inmunogenicidad (capacidad de producir una
respuesta especifica bien humoral y/o celular), antigenicidad (capacidad de
combinarse con anticuerpos yo con receptores de células), alergenicidad

(capacidad de producir reaccion alérgica).

e Haptene: Molécula capaz de reaccionar especificamente con un Ac pero no de inducir

su sintesis para lo cual es necesario que se una con una proteina.

e Determinante Antigénica: Las moléculas del Ag no presentan antigenicidad

homogénea sino que poseen pequefas areas responsables de la especificidad que se

denominan determinantes antigénicas o epitopes.

e Interaccidon antigeno-anticuerpo: se estabiliza mediante enlaces débiles,
como puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waal e interacciones
electrostaticas e hidrofébicas y la suma de todos estos enlaces genera una
interaccidn estable entre el lugar de unién del anticuerpo (paratope) y el lugar de
unién del antigeno (epitope),estas fuerzas son inversamente proporcionales a una
potencia de la distancia entre los grupos interactuantes, lo que implica que epitope
y paratope deben presentar estructuras complementarias para obtener una
energia de unién suficiente como para resistir la disrupciéon termodinamica y la
suma de estas fuerzas de atraccion y de repulsion se conoce como afinidad del

anticuerpo.
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e Epitopos: Son cada uno de los sitios discretos de una macromolécula
reconocidos individualmente por un anticuerpo especifico o por un TCR (receptor
de linfocitos T) especifico. Son regiones inmunolégicamente activas.

e Anticuerpos: La capacidad de reconocimiento especifico de cualquier tipo de
molécula o particula extrafia por parte del sistema inmune, es posible gracias a
gue cuenta con las inmunoglobulinas (Ig) y con los receptores de los linfocitos T
(TCR), los cuales poseen las cualidades de diversidad, heterogenicidad y
procedencia a partir de reordenaciones de genes.

e Anticuerpos policlonales: Son aquellos que proceden de distintos clones de
linfocitos B estimulados.

e Anticuerpos monoclonales: Son aquellos que derivan de un solo clon de
linfocitos B y son especificos para un epitope determinado, constituyendo una
poblacion homogénea.

e Lainteraccion Ag-Ac se verifica en tres niveles:

1. La reaccion primaria que consiste en el evento basico durante el cual se unen
las moléculas del Ag con las del Ac en un proceso no visible. Se unen el epitope
del Ag con el paratope del Ac.
2. La reaccion secundaria que es un fenomeno visible como la aglutinacion o la
precipitacion in vitro.
3. La reaccidn terciaria es un conjunto de fenédmenos biologicos (in vivo) y que
son consecuencia de las reacciones primarias y secundarias.

Las reacciones IHQ son primarias, se hacen visibles marcando el

anticuerpo secundario.

Elementos particulados: oro coloidal, ferritina, proteina A-oro (ME)

Fluorocromos: rhodamina, fluoresceina, FICT

Enzimas: peroxidasa, glucosa-oxidasa, fosfatasa

Otros: Proteina A, avidina-biotina, faloidina, etc.
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e Colores y Moléculas Colorantes.

Garcia R. (1995). Conceptualiza que, de forma genérica, todos los tejidos
de origen animal son incoloros salvo que contengan algun tipo de pigmento, en
cuyo caso adoptan el color que aquél les proporciona.

El fundamento de cualquier método de tincion radica en la propiedad que
poseen todos los tejidos para incorporar y fijar de modo variable diversas
sustancias coloreadas llamadas colorantes.

Un colorante puede definirse como una sustancia que, puesta en contacto
con un soporte adecuado, se une a él de forma perdurable transmitiéndole su
color.

e Tipos de colorantes

En funcion de su origen, se distinguen dos tipos fundamentales de
colorantes: naturales y artificiales.
eLos colorantes naturales: son relativamente escasos y se obtienen en forma
de extractos a partir de ciertas plantas o insectos. En la histologia de rutina son
ampliamente utilizados, siendo los mas conocidos como colorantes nucleares la
hematoxilina y el carmin, y como colorantes citoplasmaticos, la safranina y la
Orceina.
e Los colorantes artificiales: son derivados de la anilina que constituye la base
de numerosas coloraciones histolégicas. Aunque inicialmente se obtiene a partir
del alquitran de carbon, en la actualidad se sintetizan en el laboratorio.
e Naturaleza quimica de los colorantes: Cromoforos, Cromdégenos Yy

Auxdcromos.

El origen quimico de todos los colorantes es la molécula de BENCENO que
se presenta en forma de “Anillo Aromatico”, conformada por 6 &tomos de carbono,
3 3nlaces simples y 3 enlaces dobles. Estos Anillos Aromaticos de Benceno
presentan enlaces dobles inestables entre sus atomos de carbono y pueden ser

reordenados lo que da origen a la gran diversidad de colorantes.
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El BENCENO es una sustancia incolora pero que si al reaccionar con
“‘Radicales Quimicos” logra la fijacion de sus dobles enlaces, puede absorber y
reflejar radiacion luminosa (fotones) y mostrar color.

Los Radicales Quimicos se denominan “GRUPOS CROMOFOROS”

Los Radicales Quimicos que fijan los dobles enlaces de la molécula de
Benceno originando que esta muestre color se denominan “GRUPOS
CROMOFOROS”. Cuando los dobles enlaces de un “Anillo Aromatico de
Benceno” se encuentran fijados por los GRUPOS CROMOFOROS, se forma una
nueva molécula con capacidad de mostrar color denominada: CROMOGENO.

El CROMOGENO no es un COLORANTE.

El CROMOGENO tiene la capacidad de mostrar color, pero no tiene la
capacidad de unirse a los tejidos.

El COLORANTE tiene la capacidad de mostrar color, y también tiene la
capacidad de unirse a los tejidos.

Las moléculas que permiten la fijacion del CROMOGENO a los tejidos se
denominan: GRUPOS AUXOCROMOS. Los GRUPOS AUXOCROMOS
convierten un CROMOGENO en un COLORANTE. Los GRUPOS

AUXOCROMOS son cargas eléctricas Positivas o Negativas.

CLASIFICACION SEGUN SUS GRUPOS CROMOFOROS

A) Nitrados: Presenta el Cromoforo Nitro (-NO2) en el Anillo derivado del
Benceno. Ejemplo: Acido Picrico.
B) Azoicos: Presenta el Cromoéforo Azéico (-N=N-) vinculando Anillos adyacente
derivados del Benceno. Pueden ser Monoazoicos o Diazoicos
Ejemplo: Orange G (Monoazoico) y Rojo Congo (Diazdico).

C) Derivados de la Antraquinona: Presenta el Cromoforo Carbonilo (>C=0) en
un producto de la oxidacion del Antraceno. Ejemplo: Rojo de Alizarina S.

D) Derivados de la Acridina: Presenta el Croméforo Imino (>C=N) en un producto

de la nitracion del Antraceno. Ejemplo: Naranja de Acridina.
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E) Derivados de la Imina Quindnica: Presenta dos Cromoforos y pueden ser de
3 tipos: Oxacinicos: Grupo Imino (>C=N) y Carbonilo (>C=0), ejemplo: Violeta de
Cresilo Tiacinicos: Grupo Imino (>C=N) y Tiazolico (>C=S), ejemplo: Azul de
Metileno Acinicos: Grupo Imino (>C=N) e Imino (>C=0), Ejemplo: Safranina.

F) Derivados del Trifenilmetano: Presenta el Croméforo (>C=NH) en un producto
de la nitracion del Antraceno. Ejemplo: Light Green.

G) Derivados del Xanteno: Presenta el Cromoforo Carbonilo (>C=0) en un
producto de la nitracién del Antraceno. Ejemplo: Eosina Yellow.

H) Derivados de la Ftalocianina: Presenta el Croméforo Imino (>C=N) uniendo 4
grupos Isoindol (Benceno + Pirrol) en cuyo centro se ubica un atomo metalico.

Ejemplo: Alcian Blue.

CLASIFICACION SEGUN SUS GRUPOS AUXOCROMOS

Colorantes basicos.

Son aquellos productos por unién entre un Cromégeno débilmente Acido (-
) con Grupos Auxdcromos fuertemente Basicos (+) que le confieren carga global
positiva al colorante. Tifien estructuras acidas contenidas mayormente en los
nacleos celulares. Por ejemplo, la Hematoxilina, Fucsina Basica, etc.

Colorantes acidos.

Son aquellos productos de la union entre un Cromégeno débilmente Basico
(+) con Grupos Auxocromos fuertemente Acidos (-) que le confieren carga global
negativa al colorante. Tifien estructuras basicas contenidas mayormente en los

citoplasmas celulares.

Colorantes neutros.

Son aquellos productos de la unién entre un Colorante Acido y uno Bésico
en disolucién alcohdlica lo que les permite formar una asociacién estable
confiriéndole carga global neutra al colorante. Tifien estructuras acidas o basicas

cuando los colorantes son disociados al inestabilizarlos con agua.
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e Colorantes indiferentes.

Son aquellos cuyo mecanismo de tincion no depende de las cargas acidas
o0 basicas. Por ejemplo: Impregnacién, Inmunohistoquimica, etc.

e Colorantes metacromaticos.

En condiciones normales, la mayor parte de los tejidos tienden a tefiirse
con una tonalidad semejante a la del colorante utilizado para su demostracion. A
esta demostracion se le conoce con el nhombre de ortocromasia. Sin embargo,
cuando se utilizan ciertos colorantes bésicos derivados de la anilina, algunas
estructuras tisulares se tifien de color totalmente distintos, este efecto se conoce
con el nombre de metacromasia y las estructuras asi tefiidas, cromotropas. Los
colorantes metacromaticos son sustancias quimicamente puras y no de caracter
salino.

e Mecanismos generales de la coloracion.

Segun la naturaleza de la vinculacion molecular entre los colorantes y los
tejidos, existen tres mecanismos generales: de caracter fisico, fisicoquimico o
Histoquimico. Estos mecanismos combinados entre si en distinta medida explican
las particularidades de las principales técnicas de tincion en anatomia patologica.

Los mecanismos de caracter puramente fisico estan ligados a las
propiedades de disolucion e impregnacion del colorante sobre el tejido. Las
tinciones ligadas a un mecanismo principalmente quimico estan basadas en el
desarrollo de una reaccion quimica entre el colorante y la estructura objeto de
tincion de forma que al interaccionar ambos se produce un nuevo cromoégeno
responsable del color obtenido. Al conjunto de procedimientos técnicos que se
fundamentan en este mecanismo comun se agrupan dentro de la histoquimica.

Los mecanismos fisicoquimicos de coloracion tisular estan vinculados a la
formacion de uniones intermoleculares por atraccion electrostatica o por fuerza de

tensién superficial.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion, segun la clasificacion de Sanchez y Reyes
(2006), esta enmarcado dentro del tipo de investigacion aplicada, ya que
describe, explica la influencia o relacion entre las variables de investigacion en
la realidad concreta del universo la cual se caracteriza por su interés en la
aplicacion de los conocimientos tedricos a determinada situacién y las

consecuencias practicas que de ellas se deriven. (Sanchez y Reyes, 2006).

3.2. Disefio de la Investigacion

El nivel de investigacidn es correlacional, el tipo de disefio de investigacion es no
experimental en la que los investigadores miden dos variables y establecen una

relacion estadistica entre las mismas (correlacion), sin necesidad de incluir
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variables externas para llegar a conclusiones relevantes. (H. Hernandez
Sampieri, 1998, p. 184).

Los estudios correlacionales comprenden aquellos estudios en los que se tiene
interés en descubrir o aclarar las relaciones existentes entre las variables mas
significativas, mediante el uso de los coeficientes de correlacion. Estos
coeficientes de correlacion, son indicadores matematicos que aportan
informacion sobre el grado, intensidad y direccion de la relacién entre variables.
(Gordillo, 2010, p.8).

Su disefio se representa asi:
M1: Ox r Oy

Donde:
M1: Muestra de estudio

Ox: Aplicando la Inmunocitoquimica PSA Y Citoquimica PAS
Oy: Reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses

r: indice de correlaciéon

3.2 Poblacion y muestra

Para la investigacion, se dispuso de una poblacién conformada de 112 casos.
El trabajo aplicativo consta de dos partes: El primero, la recoleccion de las
muestras en el servicio de Ginecologia, relacionadas a violencia sexual. En
segundo lugar, las muestras correspondientes del servicio de Microbiologia
obtenidas para el estudio de fertilidad, una vez concluido su evaluacion por el
personal encargado las muestras son utilizadas el mismo dia para nuestro estudio
correspondiente a la evaluacién de diferentes prendas de vestir (algodon y
sintéticas) incluyendo ademas diferentes soportes como papel higiénico 6 toallas.

Ambas muestras seran estudiadas para determinar la relacidon que existe entre la
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aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren.

La muestra aplicada en esta investigacion es de tipo probabilistico presentando
un tamafio de muestra de 87 casos. Las muestras concluyen en laminas
procesadas con los métodos Inmunocitoquimica s PSA y Citoquimicas PAS.
Finalmente se invitd a expertos Tecndlogos Médicos donde, se les entregd
personalmente una carta con la invitacion formal a participar en la evaluacion de
las laminas procesadas para el estudio microscépico, comunicandoles el objetivo
del proyecto, la poblacion a la que se dirigia y especificaciones de la investigacion;
como de la confidencialidad, sensibilidad y especificidad de los resultados y sus
respuestas. (Ver Anexo 4)

_ N.Z2(p.q)
N=NE2+2Z2(p.q)

Figura 16. Férmula para el calculo de la muestra. Variable cualitativa poblacion finita.
Fuente: Elaboracion y evaluacion de proyectos y trabajos de investigacion. Universidad Inca Garcilazo
de la Vega. 2015

Calculadora de Muestras

Margen de error
10% v

Nivel de confianza:
59% v

Tamaiio de Poblacion

100
Calcular

Margen: 5%
Nivel de confianza: 99%
Poblacion: 100

Tamano de muestra: 87

Ecuacion Estadistica para Proporciones
poblacionales
n= Tamafio de la muestra
Z= Nivel de confianza deseado
z"2(p*q) = Proporcion de la poblacion con la caracteristica
n=  e"2+(z"2(p*q)) deseada (exito)
(=Proporcion de la poblacion sin la caracteristica
deseada (fracaso)
e= Nivel de emor dispuesto a cometer
N= Tamafio de la poblacion

Figura 17. Calculadora de muestra
Fuente: Asesoria econdémica y Marketing. Recuperado el 15 de Enero 2018
http:/iwww.corporacionaem.com/tools/calc_muestras.php
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MUESTRAS REPRESENTATIVAS DE ESTUDIOS DE VICTIMAS DE AGRESION
SEXUAL POR GENERO ENERO - AGOSTO DEL 2017
Grafico2. Grafico circular de muestras representativas de estudio de victimas de

agresion sexual por género de enero — agosto 2017

FRECUENCIA
MASCULINO
6%

FEMENINO
94%

Tablal0.
Tabla de muestra de estudio de victimas de agresién sexual por género de Enero —

Agosto 2017

FEMENINO 82 94
MASCULINO 5 6
TOTAL 87 100

Fuente: Datos obtenidos en el H.A.S.S.
Elaborado por: Lic. Carlos Hugo Garcia Vasquez. Licenciado Tecndlogo Médico con
Especialidad en Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica.

INTERPRETACION:

Segun el gréfico interpretamos que el género mas vulnerable de sufrir agresiones sexuales es el

Femenino con una incidencia del 94%.
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Muestras representativas de estudios forenses analizadas para la aplicacion de
las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para el
reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren ENERO -
AGOSTO del 2017

Grafico 3. Grafico circular de muestras representativas de estudios forenses analizadas para
la aplicacién de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para el
reconocimiento e identificacion de espermatozoides

AGOSTO FRECUENCI Al
14% 9%
FEBRERO
JuLIlo 10%
13%
MARZO
15%
JUNIO
11%
ABRIL
MAYO 13%

15%

Tabla 11.

Tabla de Muestras de estudios representativos forenses analizados para la aplicacion de las
técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides

- ENERO 8 9
~ FEBRERO 9 10
- Mo 13 15
~ ABRL 11 13
~ wmavo 13 15
- o 10 11
- o 11 13
- AGosTO 12 14
~TotAL 87 100

Fuente: Datos obtenidos en el H.A.S.S.
Elaborado por: Lic. Carlos Hugo Garcia Vasquez. Licenciado Tecnélogo Médico con especialidad
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica.

INTERPRETACION:

Segun el grafico interpretamos el total de muestras de estudios forenses analizadas es de 87,
deduciendo en marzo y julio se han realizado la mayor cantidad de pruebas aplicando la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en las muestras de estudio.

162



Tipos de muestras representativas de estudio forenses analizadas para la
aplicacion de las técnicas de lainmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren ENERO
- AGOSTO del 2017

Grafico 4. Grafico circular de tipos de muestras representativas de estudio forenses
analizadas para la aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para el reconocimiento e identificacion de espermatozoides

- - Hisopados Secrecion
Tela Sintetica FRECUENC'A Vaginal

14%

Hisopados Secrecién
0, -
22% Anal

2%

Tela de Algoddn
14%

Hisopados Secrecién
Perianal
2%

hisopado de la
region corporal
11%

Prenda Intima
12%

Toalla higienica
11%

Papel Higénico
12%

Tabla 12.

Tabla de tipos de muestras representativas de estudio forenses analizadas para la aplicacion
de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA vy citoquimica PAS para el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides

Hisopados Secrecién Vaginal 19 22
Hisopados Secrecién Anal 2 2
Hisopados Secrecién Perianal 2 2
‘Prendaintima 10 12
Papel Higiénico 10 12
Toallahigiénica 10 11
hisopado de la region corporal 10 11
‘TeladeAlgodon 12 14
Telasintétia 12 14
. TotAL 87 100

Fuente: Datos obtenidos en el H.A.S.S.
Elaborado por: Lic. Carlos Hugo Garcia Vasquez. Licenciado Tecnélogo Médico con especialidad
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica.

INTERPRETACION:
Segun el gréfico interpretamos el total de muestras forenses analizadas es de 87, deduciendo que los

hisopados Secrecion Vaginales que representan 22% de las muestras procesadas son las muestras de
mayor cantidad que se ha aplicado la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en las muestras de
estudio.
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3.4 Técnicas e instrumentos
3.4.1 Descripcion del Instrumento

Se elabord un cuestionario que se tituld: Aplicacién de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual,
dirigido a los Tecnélogos Médicos especialistas en Laboratorio Clinico y Anatomia
Patoldgica.

Este contiene: presentacion, datos de puntacion, la edad y el sexo del participante
y las dimensiones. El instrumento completo se puede ver en el Anexo 5

En la presentacion se explica el objetivo y naturaleza de la investigacion y el
compromiso de confidencialidad, sensibilidad y especificidad de los resultados y
sus respuestas de los datos suministrados. La estructura del instrumento consta
de un conjunto de items presentados en forma de afirmaciones distribuidas en
cuatro dimensiones que corresponden a la aplicacién de la Inmunocitoquimica
PSA y Citoquimica PAS en victimas por violencia sexual: Marcador
Inmunocitoquimico Antigeno Prostatico Especifico (PSA), Técnica Citoquimica
Acido peryédico de SHIFF (PAS), Valoracion citoldgica de los Espermatozoides
con el método de Inmunocitoquimica PSA, Valoracion citolégica de los
Espermatozoide con el método de Citoquimica PAS). Y tres dimensiones que
corresponden al reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras
forenses: Estudio morfolégico del espermatozoide por microscopia, El
procesamiento de obtencion de muestras del liquido seminal en diferentes zonas
anatémicas de las victimas relacionadas a violencia sexual para la identificacion
de los espermatozoides como también muestras Forenses en la escena del
crimen, donde se evalu6 en distintas prendas de vestir (de algodon y sintéticas)
incluyendo ademas diferentes soportes como papel higiénico 6 toallas. Cada una
de las dimensiones se presentd en una escala tipo Likert de cinco grados, donde
los evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas en Laboratorio Clinico vy

Anatomia Patoldgica, expresan su grado de acuerdo o desacuerdo. (Tabla 13)
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Tabla 13.
Escala Tipo Likert

1 2 3 4 5
) Totalmente En De Totalmente
Indeciso en
desacuerdo acuerdo de acuerdo
desacuerdo

Fuente: Elaborado por el investigador de la tesis

3.4.2 Validacién del instrumento

Para la aplicacion del instrumento, se conservaron las mismas condiciones para
todos los evaluadores, la presentacion del objetivo de la investigacién a la
poblacién a quien es dirigida, con el objeto de que los Tecndlogos Médicos
Especialistas en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, estuviesen en
disposicién para aplicacién del instrumento, seguidamente se entregd el
cuestionario impreso, se explicaron las instrucciones, se aclararon dudas y se
solicitd que contestaran la totalidad de sus preguntas.

Todos los cuestionarios fueron aplicados en su correspondiente servicio, teniendo
en cuenta la disposicion de cada una de ellas, porque la ubicacion de los servicios
no eran las mismas y el horario de los establecimientos era variado. Las
condiciones dadas por los colegas fueron de apertura y disposicion para la
aplicacion de los cuestionarios después de haber observado microscopicamente
las laminas procesadas por el método Inmunocitoquimica PSA y Citoquimica PAS;
donde el coordinador del servicio facilité el espacio fisico, la disponibilidad de los
Tecnodlogos Médicos y el cumplimiento en el desarrollo de los cuestionarios en su
totalidad.

El procedimiento de validacion del instrumento, se inicid con una revision
bibliografica y evaluacion microscopica de las laminas procesadas por el método
Inmunocitoquimica PSA y Citoquimica PAS, que permitid comprender y elaborar
un antecedente académico pertinente y actualizado sobre el tema; donde se llegd
a construir un marco teérico propio, que fue parte fundamental para el desarrollo
de las dimensiones y preguntas necesarias para la conformacion del cuestionario,

documento titulado: Instrumento para la recolecciéon de datos. (Anexo 3).
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El cuestionario realizado fue revisado por un panel de expertos compuesto por 3
Magister en Educacion y Salud incluyendo ademas la evaluacion microscopica de
las ldminas procesadas por el métodos Inmunocitoquimica PSA y Citoquimica
PAS , a quienes se les envi6 una carta de presentacion, matriz de
operacionalizacion de variables, matriz del instrumento para la recoleccion de
datos y el certificado de validez de contenido del instrumento que le permitia
analizar cada uno de los items en cuanto a su pertinencia al constructo analizado,
claridad de su redaccion y pertinencia de los items a las dimensiones que habian
sido definidas teéricamente. Con base en las observaciones registradas por cada
juez experto, se realizaron modificaciones a los items en cuanto a redaccion y se
obtuvo la version final compuesta por 24 items, documento titulado: Certificado de
validez de contenido del instrumento que mide la “Aplicacion de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual”.
(Anexo 4).
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CAPITULO IV.

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Alfa de Cronbach

Analisis de la consistencia

Bajz } erada Alta

-
-

“ -
o

-

;

Figura 18. Escala analisis de consistencia
Fuente: Calculo e interpretacion del Alfa de Cronbach para el caso de validacion de la consistencia

interna de un cuestionario, con dos posibles escalas tipo Likert. . Revista Publicando, 2(1). 2015, 62-
77. Autor: Jorge A. Gonzélez Alonso. Mauro Pazmifio. Santacruz.
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Tabla 14.
Tabla de escala de fiabilidad de Alfa de Cronbach

Alfa de Cronbach | -qnsistencia interna
az0.9 Excelente
0.9>a2=20.8 Bueno

0.8>a20.7 Aceptable
0.7>0206 Cuestionable
06>a205 Pobre

05>a Inaceptable

Fuente: Calculo e interpretacion del Alfa de Cronbach para el caso de validacion de la consistencia
interna de un cuestionario, con dos posibles escalas tipo Likert. . Revista Publicando, 2(1). 2015, 62-
77. Autor: Jorge A. Gonzalez Alonso. Mauro Pazmifio. Santacruz.
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4.1. Procesamiento de datos

4.1.1. Validacién de contenido de las variables

La prueba binomial para las variables se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 15.
Prueba binominal para las variables

Prueba binomial

Categoria N Proporcion Prop. de prueba | Sig.exacta
observada (bilateral)
Grupo 1 Sl 24 1,00 ,50 ,001
ASCARZA
Total 24 1,00
Grupo 1 Sl 24 1,00 ,50 ,001
QUISPE
Total 24 1,00
Grupo 1 Sl 24 1,00 ,50 ,001
PALACIOS
Total 24 1,00

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0.

P Promedio = 0.001
P promedio < 0-05

La prueba binomial indica que el
instrumento de medicién de la variable
dependiente es valido en su contenido

porque el resultado es menor al nivel de
significancia de 0.05
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4.1.2. Escala: confiabilidad del instrumento de medicion

a). Para la Variable 1.

Tabla. 16.
Escala: confiabilidad del instrumento de medicién

Resumen del procesamiento de los casos

N %

Vélidos 87 96,7

Casos Excluidos 3 3,3
Total 90 100,0

a. Eliminacion por lista basada en todas las variables del

procedimiento.
Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0.

Tabla. 17.
Alfa de Cronbach Variable 1.

Estadisticos de fiabilidad

Alfade Cronbach N de elementos

,948 14

Fuente: Elaboracion propia con datos
IBM SPSS Statistics 24.0.

Interpretaciéon

De acuerdo a los resultados de fiabilidad que son de 0.940 segun la tabla categorica
se determina que el instrumento de medicién es de consistencia interna con tendencia

a ser muy alta.
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b. Para la Variable 2.

Tabla. 18.
Escala: confiabilidad del instrumento de medicién

Resumen del procesamiento de los casos

N %
Vaélidos 87 96,7
Caso )
Excluidos? 3 3,3
s
Total 90 100,0

a. Eliminacion por lista basada en todas las variables del procedimiento.

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0.

Tabla. 19.
Alfa de Cronbach Variable 2

Estadisticos de fiabilidad

Alfa de Cronbach N de elementos

,950 10
Fuente: Elaboracion propia con datos

IBM SPSS Statistics 24.0.

Interpretaciéon

De acuerdo a los resultados de fiabilidad que son de 0.950 segun la tabla categorica

se determina que el instrumento de medicién es de consistencia interna con tendencia

a ser muy alta.
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4.1.3. Analisis estadistico

Se calcularon los puntajes de las dimensiones de la aplicacion de las técnicas
de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS a partir del promedio de los items de
cada dimension. A menor puntaje mayor acuerdo en la aplicacion de estas
dimensiones evaluadas en el laboratorio de procedimiento de estudio analitico. El
puntaje se calcul6 tomando el promedio de los 10 items relacionados con el
reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual. A menor puntaje se considera que la aplicacion de las técnicas de
la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS por microscopia optica es confirmatorio
para comprobar un delito sexual.

La fiabilidad se evalio calculando el alpha de Chronbach. Se presentaron
medidas de tendencia central y de dispersion para las variables cuantitativas. Para las
variables cualitativas se calcularon frecuencias absolutas y relativas. La correlacion
entre la aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual se evalio mediante el coeficiente de correlacion de Spearman y su
valor de p. La influencia de la aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA
y citoquimica PAS para el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual se determind mediante modelos lineales
generalizados simples y multiples. Se calcularon coeficientes beta, intervalos de
confianza y valor de p. El nivel de significancia usado fue 0.05 y el software empleado

fue IBM SPSS Statistics version 24.0.
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APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y
CITOQUIMICA PAS

Dimensién: Marcador Inmunocitoquimico Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

1. ¢ Existe forma de evidenciar microscopicamente los espermatozoides aplicando el
meétodo inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 20.
Andlisis estadistico de la forma de evidenciar microscopicamente los espermatozoides
aplicando el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses

obtenidas en victimas de agresion sexual.
P15

Frecuencia | Porceniaje Porcentaje Porcentaje
wilido acumul ado
lNotalmente en desacuerdo ] 6,7 6.9 6,9
Ivilidos lNotalmente de acuerdo 81 90,0 93,1 100,0
lotal &7 06,7 100,0
Perdidos  Sistema 3 33
100
[Total 90

L

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0.
P15

100

Frecuencia

T T
Totalmente en desacuerdo Totalmerte de acuerdo

P15

Gréafico 5. Grafico de barras de la forma de evidenciar microscépicamente los
espermatozoides aplicando el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 93.1 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo la forma de evidenciar microscOpicamente los espermatozoides aplicando el método
inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual. Asimismo, estan en totalmente en desacuerdo 6.9 % con la pregunta planteada en
relacion con la muestra de estudio.
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2. ¢Existe forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad la

basqueda de espermatozoides microscOpicamente aplicando el método

inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

Tabla 21.
Andlisis estadistico de la forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad la
busqueda de espermatozoides microscépicamente aplicando el método inmunocitoquimico

con el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual
P16

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalmente en desacuerdo 7 (] 8,0 8,0
En desacuerdo 1 1,1 1,1 9,2
Validos  De acuerdo 5 56 57 14,9
Totalmente de acuerdo 74 82,2 85,1 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos  Sisterma 3 33
[Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

P1G

Fracusncia

1

[

T T
LT e i
L

Gréafico 6. Gréafico de barras de la forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad la blisqueda de espermatozoides microscépicamente aplicando el método
inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas
de agresiéon sexual

Lals O

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 85,1 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 5.7 % de evaluar la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad la
blusqueda de espermatozoides microscépicamente aplicando el método inmunocitoquimico con el uso
del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual. Asimismo, estan
en desacuerdo 1.1 % y totalmente en desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en relacion con la

muestra de estudio.
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3. ¢Existe diferencia entre el procedimiento manual y automatizado al aplicar el
meétodo inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 22.

Andlisis estadistico de la diferencia entre el procedimiento manual y automatizado al
aplicar el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

P17
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumul ado
[otalmente en desacuerdo 4 4.4 4,6 4.6
*n desacuerdo 1 11 11 57
Vilidos  Jeacuerdo 10 111' 11,5 17,2
lotalmente de acuerdo T2 80,0 82,8 100,0
lotal a7 96,7 100,0
Perdidos Sisterma 3 33
[Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

PIT
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Gréafico 7. Gréfico de barras de la diferencia entre el procedimiento manual y
automatizado al aplicar el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 82,8 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 11.5 % de diferenciar entre el procedimiento manual y automatizado
al aplicar el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas
en victimas de agresion sexual. Asimismo, estan en desacuerdo 1.1% y totalmente en desacuerdo 4.6
% con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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4. ¢La aplicacién del método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA que
evidencia la reaccidén antigeno anticuerpo de los espermatozoides, puede también
evidenciar el liquido seminal microscopicamente?

Tabla 23.
Andlisis estadistico de la aplicacion del método inmunocitoquimico con el uso del marcador
PSA que evidencia la reaccion antigeno anticuerpo de los espermatozoides, puede también

evidenciar el liquido seminal microscopicamente.
P18

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalments en desacuerdo T 7.8 8,0 8,0
En desacuerdo 1 1,1 11 9,2
\Validos De acuerdo 12 13,3 13,8 23,0
Totalmente deacuerdo 67 74,4 77,0 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 33
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

P18

Frecuencia

[ 1

T T T T
Toiaimente en En desacusrdo De acuerdo Tolaimenis de souerds
LT LT

Gréfico 8. Gréfico de barras de la aplicacion del método inmunocitoquimico con el uso
del marcador PSA que evidencia la reaccion antigeno anticuerpo de los
espermatozoides, puede también evidenciar el liquido seminal microscopicamente.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 77,0 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 13.8 % de la aplicacion del método inmunocitoquimico con el uso del
marcador PSA que evidencia la reaccién antigeno anticuerpo de los espermatozoides, puede también
evidenciar el liquido seminal microscopicamente. Asimismo, estan en desacuerdo 1.1% y totalmente

en desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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5. ¢ Existe forma de evidenciar microscépicamente los espermatozoides aplicando el
meétodo citoquimico PAS en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual?

Tabla 24.

Andlisis estadistico de la forma de evidenciar microscopicamente los espermatozoides
aplicando el método citoquimico PAS en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual.

P19
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Totalmente en desacuerdo 5 5,6 5.7 5.7
En desacuerdo 2 2,2 2,3 8,0
Validos De acuerdo 19 211 21,8 29,9
Totalmente de acuerdo 61 67,8 70,1 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sisterna 3 33
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 9. Gréfico de barras de la forma de evidenciar microscépicamente los
espermatozoides aplicando el método citoquimico PAS en muestras forenses

obtenidas en victimas de agresién sexual.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 70,1 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 21.8 % de evidenciar microscopicamente los espermatozoides
aplicando el método citoquimico PAS en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.
Asimismo, estan en desacuerdo 2.3% y totalmente en desacuerdo 5.7 % con la pregunta planteada en

relacion con la muestra de estudio.
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6. ¢Existe forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, la
busqueda de espermatozoides microscopicamente aplicando el método citoquimico
PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 25.

Analisis estadistico de la forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad, la busqueda de espermatozoides microscopicamente aplicando el
método citoquimico PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual.

P20
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalments en desacuerdo i 7.8 8,0 8,0
En desacuerdo 2 2,2 2.3 10,3
Vilidos Deacuerdo 2 2,2 2.3 12,6
Totalmente de acuerdo 76 84,4 874 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sisterma 3 33
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 10. Gréfico de barras de la forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad, la busqueda de espermatozoides microscopicamente aplicando el
método citoquimico PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual.

o

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 87,4 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 2.3 % de evidenciar microscopicamente los espermatozoides
aplicando el método citoquimico PAS en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.
Asimismo, estan en desacuerdo 2.3% y totalmente en desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en
relacion con la muestra de estudio.
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Dimensién: valoracion citologica de los Espermatozoides con el método de
Inmunocitoquimica PSA

7. ¢ Existe la forma de interpretar citologicamente la caracteristica microscépica de los
espermatozoides con la inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 26.

Andlisis estadistico de la forma de interpretar citol6gicamente la caracteristica microscépica
de los espermatozoides con la inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

P21

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumul ado
Totalments en desacuerdo T 7.8 8,0 8,0
En desacuerdo 1 11 11 9,2
Wilidos  Deacuerdo 10 11,1 11,56 20,7
Totalmente deacuerdo 69 76,7 79,3 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos  Sistema 3 33
[Total 290 1040,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 11. Gréfico de barras de la forma de interpretar citoldgicamente la caracteristica
microscopica de los espermatozoides con la inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA
en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.
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Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 79,3 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 11.5 % de interpretar citolégicamente la caracteristica microscépica
de los espermatozoides con la inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual. Asimismo, estan en desacuerdo 1.1% vy totalmente en

desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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8. ¢ Existe la forma de interpretar citoldgicamente la presencia o ausencia reaccion
inmunocitoquimica del marcador PSA con los espermatozoides provenientes de
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 27.
Andlisis estadistico de la forma de interpretar citolégicamente la presencia o ausencia
reaccién inmunocitoquimica del marcador PSA con los espermatozoides provenientes

de muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.
P22

Frecuencia Porcentaje Pomentaje Pomentse
vilido acumul ado
Totlmente en desacuendo 4 44 45 456
Validos Totalmente de acuerdo 83 92,2 954 1000
Total BT 96,7 100.0
Perdidos  Sisterna 3 33
100
Total 50
0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 12. Gréfico de barras de la forma de interpretar citolégicamente la presencia o
ausencia reaccion inmunocitoquimica del marcador PSA con los espermatozoides
provenientes de muestras forenses obtenidas en victimas de agresiéon sexual.
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Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 95.4 % de interpretar citolégicamente la presencia o
ausencia reaccién inmunocitoquimica del marcador PSA con los espermatozoides provenientes de
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual. Asimismo, estdn en totalmente en

desacuerdo 4.6 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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Dimensién: Valoracion citolégico del espermatozoide con el método de Citoquimica PAS

9. ¢ Existe la forma de interpretar citol6gicamente la caracteristica microscopica de los
espermatozoides con la citoquimica PAS en muestras forenses obtenidas en victimas
de agresion sexual?

Tabla 28.

Andlisis estadistico de la forma de interpretar citolégicamente la caracteristica
microscopica de los espermatozoides con la citoquimica PAS en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual.

P23

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Pomenty e
valido acumul ado
Totalmente en desacuendo 4 4.4 4.6 4.6
. En desacuendo 5 56 57 10,3
(Validos
Totalmente de acuends T8 B&,T &a,7 100,00
Total BT 56,7 100,00
Perdidos  Sistema 3 33
[Total 1] 100.0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 13. Gréfico de barras de la forma de interpretar citologicamente la caracteristica
microscoépica de los espermatozoides con la citoquimica PAS en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresiéon sexual.

o

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 89,7 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo de interpretar citologicamente la caracteristica microscopica de los espermatozoides con la
inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual. Asimismo, estan en desacuerdo 5.7% y totalmente en desacuerdo 4.6 % con la pregunta
planteada en relacion con la muestra de estudio.
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10. ¢ Existe la forma de interpretar citologicamente la presencia o ausencia reaccion

citoquimica PAS con los espermatozoides provenientes de muestras forenses

obtenidas en victimas de agresion sexual?

Tabla 29.

Andlisis estadistico de la forma de interpretar citolégicamente la presencia o ausencia
reaccién citoquimica PAS con los espermatozoides provenientes de muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

P24
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaj e
valido acumulado
Totalments en desacuerdo 4 44 4.6 4,6
Validos Totalmenie de acuerdo 83 92,2 954 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 33
Total a0 100
1]

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 14. Gréfico de barras de la forma de interpretar citolégicamente la presencia o
ausencia reaccion citoquimica PAS con los espermatozoides provenientes de
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.

o T
Tobalmente de acuerdo

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 95.4 % de interpretar citolégicamente la presencia o
ausencia reaccién citoquimica PAS con los espermatozoides provenientes de muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual. Asimismo, estan en totalmente en desacuerdo 4.6 % con la
pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio
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Reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses
Dimension: Estudio morfoldgico del espermatozoide por microscopia

11.- ¢ Existe forma de verificar el reconocimiento e identificacion del espermatozoide
morfolégicamente por microscopia en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
su confirmacion?

Tabla 30

Andlisis estadistico de verificar el reconocimiento e identificacion del espermatozoide
morfolégicamente por microscopia en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion

sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.
P1

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valide acumulado
Totalmente en desacuerdo 2 22 23 23
En desacuerdo 5 5,6 57 &,0
Vilidos De acuerdo s 244 25,3 333
Totalmente de acuerdo 58 64,4 66,7 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 3,3
Total S0 100,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0.
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Gréafico 15. Gréafico de barras de verificar el reconocimiento e identificacion del
espermatozoide morfolégicamente por microscopia en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresidn sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion.

Interpretacién:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el 66,7 % de ellos indican que las muestra en estudio
estan totalmente de acuerdo seguidamente de un 25.53 % de acuerdo de verificar el reconocimiento e
identificacion del espermatozoide morfologicamente por microscopia al aplicar las técnicas
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo, estan en desacuerdo 5.6
% y totalmente en desacuerdo 2.2% con la pregunta planteada en relacién con la muestra de estudio.
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12. ¢La observacion de los espermatozoides morfolégicamente incompletos por
microscopia es la prueba irrefutable de semen microscopia en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresidén sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS para su confirmacion?
Tabla 31.
Andlisis estadistico de la observacion de los espermatozoides morfolégicamente incompletos
por microscopia es la prueba irrefutable de semen en muestras forenses obtenidas en victimas
de agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion.

P2

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalmente en desacuerdo 1 11 1M1 11
En desacuerdo 1 11 11 23
Validos De acuerdo 25 278 287 31,0
Totalmente de acuerdo 60 66,7 69,0 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 33
Total 50 1040,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 16. Gréfico de barras de la observacién de los espermatozoides morfolégicamente
incompletos por microscopia es la prueba irrefutable de semen en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoguimica PAS para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el 66,7 % de ellos indican que las muestra en estudio
estan totalmente de acuerdo seguidamente de un 27.8 % de acuerdo en que la observacion de los
espermatozoides morfolégicamente incompletos por microscopia es la prueba irrefutable de semen en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo, estédn en desacuerdo 1.1 % y totalmente en
desacuerdo 1.1 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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13. ¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la determinacion de
espermatozoides por microscopia; ya sea por la circunstancia o tiempo transcurrido
desde la eyaculacion durante la agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion?
Tabla 32.

Andlisis estadistico de los factores que influyen la determinacién de espermatozoides por
microscopia; ya sea la circunstancia o tiempo transcurrido desde la eyaculacion durante la
agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Totalmente en desacuerdo 4 44 4,48 48
\Validos Totalmente de acuerdo a3 8922 95,4 1000
Total a7 96, 7 100,0
Perdidos  Sistema 3 33
Total 50 100,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 17. Grafico de barras de los factores que influyen la determinacion de
espermatozoides por microscopia; ya sea la circunstancia o tiempo transcurrido desde la
eyaculaciéon durante la agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el 95.4 % de ellos indican que las muestra en estudio
estan totalmente de acuerdo en verificar los factores que influyen la determinacion de espermatozoides
por microscopia; ya sea por la circunstancia o tiempo transcurrido desde la eyaculacion durante la
agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo, estan en totalmente en desacuerdo 4.6 % con la
pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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14. ¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la determinacion de
espermatozoides por microscopia; ya sea por el agresor en este caso el volumen de
semen eyaculado al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacién?

Tabla 33.

Andlisis estadistico de los factores que influyen la determinacién de espermatozoides por
microscopia; ya sea por del agresor en este caso del volumen de semen eyaculado al aplicar
las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica Pﬁ‘s para su confirmacion.

Frecuencia | Porcentaje Pomcentaje Porcentaje
vilido acumul ado
Totalmente en desacuerdo 3 33 34 34
En desacuerdo 5 5.6 b7 9,2
\Vilidos De acuerdo 2 22,2 23,0 32,2
Totalmente de acuerdo ] 65,6 67,8 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sistermna 3 33
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 18. Gréafico de barras de los factores que influyen la determinacién de
espermatozoides por microscopia; ya sea por del agresor en este caso del volumen de semen
eyaculado al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 67,8 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 23.0 % de acuerdo en verificar los factores que influyen la
determinacion de espermatozoides por microscopia; ya sea por el agresor en este caso el volumen de
semen eyaculado al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion. Asimismo, estan en desacuerdo 5.7 % y totalmente en desacuerdo 3.4 % con la pregunta
planteada en relacion con la muestra de estudio.
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15. ¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la determinacion de
espermatozoides por microscopia; ya sea por la victima en este caso la dilatacion del
cérvix, cantidad y calidad del moco cervical al aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS para su confirmacion?

Tabla 34.

Andlisis estadistico de los factores que influyen la determinacién de espermatozoides por
microscopia; ya sea por la victima en este caso la dilatacion del cérvix, cantidad y calidad del
moco cervical al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion.

P5
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumul ado
Totalments en desacuerdo 4 44 4,6 4.6
Wilidos  Totalmente deacuerdo 83 92,2 95,4 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 3.3
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Grafico 19. Gréafico de barras de los factores que influyen la determinacién de
espermatozoides por microscopia; ya sea por la victima en este caso la dilatacion del cérvix,
cantidad y calidad del moco cervical al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoguimica PAS para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica; 95.4 % de las muestras en estudio estan totalmente de
acuerdo en verificar los factores que influyen la determinacion de espermatozoides por microscopia; ya
sea por la victima en este caso la dilataciéon del cérvix, cantidad y calidad del moco cervical al aplicar
las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo, estan
en totalmente en desacuerdo 4.6 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.

187



Dimension: Procesamiento de obtencion de muestras en diferentes zonas
anatémicas del liquido seminal para la identificacion de los espermatozoides

16. ¢ Existe forma de analizar mediante hisopados de manchas secas o hiumedas de
semen, obtenidas en muestras forenses pertenecientes a victimas de agresion sexual
la evidencia del delito al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSAy citoquimica PAS
para su confirmacion?

Tabla 35.

Andlisis estadistico de la forma de analizar mediante hisopados de manchas secas o hUumedas
de semen, obtenidas en muestras forenses pertenecientes a victimas de agresion sexual la

evidencia del delito al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion.

PG
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumul ado
Totalmente en desacuerdo 4 4.4 46 4.6
Validos Totalmente de acuerdo 83 92,2 954 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sisterma 3 3.3
[Total a0 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Grafico 20. Gréfico de barras de la forma de analizar mediante hisopados de manchas secas
0 humedas de semen, obtenidas en muestras forenses pertenecientes a victimas de agresion
sexual la evidencia del delito al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica; 95.4 % de las muestras en estudio estan totalmente de
acuerdo en analizar mediante hisopados de manchas secas o humedas de semen, obtenidas en
muestras forenses pertenecientes a victimas de agresiéon sexual la evidencia del delito al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo, estan en
totalmente en desacuerdo 4.6 % con la pregunta planteada en relacién con la muestra de estudio
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17. ¢ Existe forma de estudiar la evidencia de agresion sexual al aplicar las técnicas
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS mediante la técnica del doble hisopado
cuya procedimiento es utilizada para el recojo de muestras de la superficie de la piel
u otro soporte no transportable?

Tabla 36.

Analisis estadistico de la forma de estudiar la evidencia de agresion sexual al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS mediante la técnica del doble hisopado
cuya procedimiento es utilizada para el recojo de muestras de la superficie de la piel u otro

soporte no transportable
PT

Frecuencia |Porcentaje Porcentaje Porcentaj e
vilido acumulado
Totalmente en desacuerdo 4 44 4,6 4.6
En desacuerdo 1 11 11 5T
\Validos De acuerdo 9 10,0 10,3 16,1
Totalmente de acuerdo 73 811 839 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos Sisterna 3 33
Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 21. Grafico de barras de la forma de estudiar la evidencia de agresion sexual al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS mediante la técnica del doble
hisopado cuya procedimiento es utilizada para el recojo de muestras de la superficie de la piel
u otro soporte no transportable

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 83,9 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 10.1 % de acuerdo en estudiar la evidencia de agresion sexual al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS mediante la técnica del doble hisopado
cuya procedimiento es utilizada para el recojo de muestras de la superficie de la piel u otro soporte no
transportable. Asimismo, estan en desacuerdo 1.1 % y totalmente en desacuerdo 4.6 % con la pregunta
planteada en relacion con la muestra de estudio.
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18. ¢Existe forma de analizar la evidencia de agresion sexual en muestras
recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que haya sido eyaculado por el
agresor a la victima mediante la técnica del doble hisopado para aplicar las técnicas
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacién?

Tabla 37.

Andlisis estadistico de la forma de analizar la evidencia de agresién sexual en muestras
recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que haya sido eyaculado por el agresor a
la victima mediante la técnica del doble hisopado para aplicar las técnicas inmunocitoquimica

PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.
]

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaj e
vilido acumulado
Totalmente en desacuendo 2 2,2 2.3 2,3
En desacuerdo 2 2,2 2.3 4,6
Wl idos De acuerdo 15 16,7 17,2 218
Totalmente de acuerdo 58 75,6 78,2 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 3.3
[Total a0 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Grafico 22. Gréfico de barras de la forma de analizar la evidencia de agresion sexual en muestras
recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que haya sido eyaculado por el agresor a la victima
mediante la técnica del doble hisopado para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica
PAS para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tablay el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 78,2 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 17.2 % de acuerdo de analizar la evidencia de agresion sexual en
muestras recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que haya sido eyaculado por el agresor
a la victima mediante la técnica del doble hisopado para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS para su confirmaciéon. Asimismo, estan en desacuerdo 2.3 % y totalmente en
desacuerdo 2.3 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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19. ¢ El material seminal encontrado en cavidades u orificios como la vagina, recto,
dependera de colectar muestra en un tiempo adecuado para el reporte y aislamiento
espermatozoides para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacién?

Tabla 38.

Analisis estadistico del material seminal encontrado en cavidades u orificios como la vagina,
recto, dependera de colectar muestra en un tiempo adecuado para el reporte y aislamiento
espermatozoides para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion.

Pg
Frecuencia Porcentaje E‘uro&ntaje valido Porcentaje
acum ulado
Totalmente en desacuerdo 4 44 45 48
halidos Totalmente de acuerdo 83 92,2 95,4 100,0
Total a7 98,7 100,0
Perdidos  Sistema 3 33
Total S0 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Grafico 23. Gréfico de barras estadistico del material seminal encontrado en cavidades u orificios
como la vagina, recto, dependera de colectar muestra en un tiempo adecuado para el reporte y
aislamiento espermatozoides para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 95.4 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo que el material seminal encontrado en cavidades u orificios como la vagina, recto,
dependera de colectar muestra en un tiempo adecuado para el reporte y aislamiento espermatozoides

para aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion. Asimismo,
estan en totalmente en desacuerdo 4.6 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de
estudio
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Dimensién: Muestra Forenses en la escena del crimen

20. ¢ Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las manchas de semen
gue se encuentran en prendas (ropas, sabanas, fundas, almohadas, toallas)
recolectando toda pieza evitando dobleces y fricciones en las &reas manchadas para
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion?
Tabla 39.

Andlisis estadistico de la forma de hallar evidencias de agresion sexual en las manchas de
semen gue se encuentran en prendas (ropas, sabanas, fundas, almohadas, toallas)
recolectando toda pieza evitando dobleces y fricciones en las &reas manchadas para aplicar
las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.

P10

Frecuencia | Porceniaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalmente en desacuerdo 7 7.8 8,0 8,0
En desacuerdo 3 33 3,4 1,5
Vilidos De acuerdo 19 211 21,8 33,3
Totalmente de acuerdo 58 64,4 66,7 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 33
[Total 90 100,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 24. Gréfico de barras de la forma de hallar evidencias de agresién sexual en las
manchas de semen que se encuentran en prendas (ropas, sabanas, fundas, almohadas,
toallas) recolectando toda pieza evitando dobleces y fricciones en las areas manchadas para
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su confirmacion.
Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de evaluadores Tecno6logos Médicos especialistas en
Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica, el; 66,7 % de las muestras en estudio estan totalmente de
acuerdo seguidamente de un 21.8 % de hallar evidencias de agresidn sexual en las manchas de semen
gue se encuentran en prendas (ropas, sabanas, fundas, almohadas, toallas) recolectando toda pieza
evitando dobleces y fricciones en las dreas manchadas para aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS para su confirmacién. Asimismo, estédn en desacuerdo 3.4 % y totalmente en
desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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21. ¢ Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las prendas de vestir,
del presunto agresor y/o de la presunta victima, del cual deben ser empaquetadas en
forma separada para su estudio inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion?

Tabla 40.

Andlisis estadistico de la forma de hallar evidencias de agresion sexual en las prendas de
vestir, del presunto agresor y/o de la presunta victima, del cual deben ser empaquetadas en
forma separada para su estudio para su estudio inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS

para su confirmacion.
P11

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumul ado
Totalmente en desacuerdo 3 3.3 3.4 3.4
En desacuerdo 2 2,2 2.3 5,7
Walidos De acuerdo 18 20,0 20,7 26,4
Totalmente de acuerdo 64 71,1 73,6 100,0
Total a7 96,7 100,0
Perdidos  Sistemna 3 3,3
[Total 90 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréafico 25. Gréfico de barras de la forma de hallar evidencias de agresion sexual en las
prendas de vestir, del presunto agresor y/o de la presunta victima, del cual deben ser
empaquetadas en forma separada para su estudio para su estudio inmunocitoquimica PSA 'y
citoguimica PAS para su confirmacion.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica, el; 73,6 % de las muestras en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 20.7 % de hallar evidencias de agresion sexual en las prendas de
vestir, del presunto agresor y/o de la presunta victima, del cual deben ser empaquetadas en forma
separada para su estudio para su estudio inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion. Asimismo, estan en desacuerdo 2.3 % y totalmente en desacuerdo 3.4 % con la pregunta
planteada en relacion con la muestra de estudio.

e
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22. ¢Existe la manera de analizar por las técnicas inmunocitoquimica PSA vy
citoquimica PAS la evidencia del liquido espermético en la escena del crimen por el
investigador en las cuatro formas distintas que se presenta: como mancha;
impregnado en un tejido; como fluido, mezclado con otros fluidos corporales; como la
secrecion vaginal, y por ultimo; como semen o liquido espermatico?

Tabla 41.

Analisis estadistico de la manera de analizar por las técnicas inmunocitoquimica PSA vy
citoquimica PAS la evidencia del liquido espermatico en la escena del crimen por el
investigador en las cuatro formas distintas que se presenta: como mancha; impregnado en un
tejido; como fluido, mezclado con otros fluidos corporales; como la secrecion vaginal, y por
Ultimo; como semen o liquido espermaético.

P12
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
Totalmente en desacuerdo T 7.8 8,0 8,0
WVilidos  Totalmente deacuerdo 80 88,9 92,0 100,0
Total 87 96,7 100,0
Perdidos  Sistema 3 33
[Total 90 100,0
Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Grafico 26. Gréfico de barras de la manera de analizar por las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS la evidencia del liquido espermatico en la escena del crimen por el investigador en las
cuatro formas distintas que se presenta: como mancha; impregnado en un tejido; como fluido, mezclado
con otros fluidos corporales; como la secrecion vaginal, y por Gltimo; como semen o liquido espermatico
Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica, el; 92.0 % de las muestra en estudio estan totalmente
de acuerdo de analizar por las técnicas inmunocitoquimica PSA vy citoquimica PAS la evidencia del
liquido espermético en la escena del crimen por el investigador en las cuatro formas distintas que se
presenta: como mancha; impregnado en un tejido; como fluido, mezclado con otros fluidos corporales;
como la secrecion vaginal, y por Ultimo; como semen o liquido espermatico. Asimismo, estan en
totalmente en desacuerdo 8.0 % con la pregunta planteada en relacién con la muestra de estudio.
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23. ¢Existe la forma que las manchas seminales sean localizadas, protegidas y
transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en
laboratorio, para ello es importante conservar completa la célula, es decir que la
cabeza se mantenga unida a la cola, por lo que debe evitarse fricciones 0 manipuleo
inadecuado?

Tabla 42.

Andlisis estadistico de la forma que las manchas seminales sean localizadas, protegidas y
transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en laboratorio, para
ello es importante conservar completa la célula, es decir que la cabeza se mantenga unida a

la cola, por lo que debe evitarse fricciones o manipuleo inadecuado.
P13

Frecuencia | Porceniaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Totalmente en desacuerdo 13 &,7 6,9 6,9
En desacuerdo 2 2,2 23 9,2
\Vilidos  De acuerdo 20 22,2 23,0 32,2
Totalmente deacuerdo 59 65,6 67,8 100,0
Tofal ar 96,7 100,0
Perdidos Sistema 3 3,3
[Total a0 100,0

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 27. Grafico de barras de la forma que las manchas seminales sean localizadas,
protegidas y transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en
laboratorio, para ello es importante conservar completa la célula, es decir que la cabeza se
mantenga unida a la cola, por lo que debe evitarse fricciones 0 manipuleo inadecuado.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica, el; 67,8 % de las muestra en estudio estan totalmente
de acuerdo seguidamente de un 23.0 % que las manchas seminales sean localizadas, protegidas y
transportadas para su andlisis inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en laboratorio, para ello es
importante conservar completa la célula, es decir que la cabeza se mantenga unida a la cola, por lo que
debe evitarse fricciones o manipuleo inadecuado. Asimismo, estéan en desacuerdo 2.3 % y totalmente

en desacuerdo 6.9 % con la pregunta planteada en relacion con la muestra de estudio.
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24. ¢ Es importante que los procedimientos posteriores a la toma de muestra y tras
realizar el hisopado de la regién corporal es trascendental proceder al extendido del
mismo en una lamina portaobjeto estéril del cual es necesario fijar en alcohol absoluto
para su procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico.?

Tabla 43.

Andlisis estadistico de lo importante que los procedimientos posteriores a la toma de muestra,
realizado el hisopado de la regién corporal es trascendental proceder al extendido del mismo
en una lamina portaobjeto estéril del cual es necesario fijar en alcohol absoluto para su
procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico.

P14
Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vilido acumulado
lotalmente en desacuerdo L3 6,7 6,9 6,9
Wilidos  [lotalmente de acuerdo L 20,0 231 100,0
lotal ar 9,7 100,0
Perdidos Sisterma 3 33
[Total 90 100,0

Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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Gréfico 28. Grafico de barras de lo importante que los procedimientos posteriores a la toma
de muestra, realizado el hisopado de la regién corporal es trascendental proceder al extendido
del mismo en una lamina portaobjeto estéril del cual es necesario fijar en alcohol absoluto
para su procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico.

Interpretacion:

Analizando la tabla y el grafico, se evidencia que de 87 evaluadores Tecndlogos Médicos especialistas
en Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica, el; 93.1 % de las muestra en estudio estan totalmente
de acuerdo de la importancia que los procedimientos posterior a la toma de muestra, realizado el
hisopado de la regién corporal es trascendental proceder al extendido del mismo en una lamina
portaobjeto estéril del cual es necesario fijar en alcohol absoluto para su procedimiento
inmunocitoquimico y citoquimico. Asimismo, estan en totalmente en desacuerdo 6.9 % con la pregunta

planteada en relacion con la muestra de estudio.
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4.1.4. RESULTADOS DE LA VARIABLE 1:

Disefio de la aplicacion informatica.

a. Andlisis estadistico descriptivo.

Tabla. 44. Andlisis estadistico descriptivo de la variable 1

Estadisticos

VARIABLE 1
Validos 87
N

Perdidos 0
Media 71,34
Error tip. de la media 376
Mediana 72,00
Moda 712
Desv. tip. 3,504
Varianza 9,275
Asimetria 0,277
Error tip. de asimetria ,258
Curtosis 5,309
Error tip. de curtosis ,511
Rango 15
Minimo 60
Maximo 75
Suma 6207

a. Existen varias modas. Se mostrara el

menor de los valores.

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
Interpretaciéon

De acuerdo a la tabla correspondiente a la variable 1, aplicaciéon de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA Y citoquimica PAS, podemos evidencias que el Coeficiente de
asimetria es de 0.277. Esto significa que los datos obtenidos son homogéneos, es
decir cuanto menor es la puntacién de la asimetria se acerca a la relacion de la media
(X) son datos homogéneos.
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4.1.5. RESULTADOS DE LA VARIABLE 2:
Disefio de la aplicacion informatica.

a. Analisis estadistico descriptivo

Tabla. 45. Analisis estadistico descriptivo de la variable 2

Estadisticos

VARIABLE 2

vélidos 87
N

Perdidos 0
Media 49,14
Error tip. de la media ,118
Mediana 50,00
Moda 50
Varianza 10,213
Asimetria 0,288
[Error tip. de asimetria ,258
Curtosis ,650
Error tip. de curtosis ,511
Rango 4
Minimo 46
Maximo 50
Suma 4275

Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0
Interpretaciéon

De acuerdo a la tabla correspondiente a la variable 2. Reconocimiento e identificacion
de espermatozoides en muestras forense, podemos evidencias que el Coeficiente de
asimetria es de 0.288. Esto significa que los datos obtenidos son homogéneos, es
decir cuanto menor es la puntacién de la asimetria se acerca a la relacion de la media

(X) son datos homogéneos
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4.2. Prueba de Hipoétesis

Se ha llevado a cabo mediante la prueba de Spearman por ser variables categoricas

ordinales y para ello hemos realizado el siguiente procedimiento.

4.2.1. Prueba de hipotesis general

Formulamos la hipotesis estadistica

H1:Existe significativa relacion entre la aplicacion de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional
Alberto Sabogal Soleguren, 2017.

HO: No existe significativa relacion entre la aplicacion de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional
Alberto Sabogal Soleguren, 2017

Tabla 46.

Prueba de correlacion de Rho de Spearman de la Hipotesis General

Correlaciones?

VARIABLE 1 VARIABLE 2

Coeficiente de correlacion 1,000 ,860"
VARIABLE 1 Sig. (bilateral) . ,001

N 87 87

Rho de Spearman

Coeficiente de correlacion ,860" 1,000
VARIABLE 2 Sig. (bilateral) ,001

N 87 87

* La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

Interpretaciéon

En referencia: Existe significativa relacion entre la aplicacién de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional
Alberto Sabogal Soleguren, 2017, se identific6 que ambas variables presentan una
alta y destacada relacién (rho = 0.860 p< 0.01) con una tendencia de relacion positiva,
ademas el nivel de significancia es menor a 0,05 lo que significa que existen las
evidencias suficientes para corroborar la hipétesis general.
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4.2.2. Prueba de hipotesis especifica 1

Formulamos la hipotesis estadistical

H1: Es evidente la alta relacion entre la aplicacién de la inmunotincion del antigeno
prostatico especifico PSA con el estudio morfolégico del espermatozoide por
microscopia en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017

HO: No es evidente la alta relacion entre la aplicacion de la inmunotincién del antigeno
prostatico especifico PSA con el estudio morfolégico del espermatozoide por
microscopia en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017

Tabla 47.
Prueba de correlacion de Rho de Spearman de la Hipodtesis Especifica 1

Correlaciones?

Aplicacion de la Estudio morfolégico del
inmunotincion espermatozoides por
Antigeno Prostatico microscopia en muestras
Especifico PSA forenses
Aplicacion de la Coeficiente de 1,000 850"
inmunotincién Antigeno  correlacion
Prostatico Especifico PSA Sig. (bilateral) ,005
Rho de N 4 4
Spearman  Estudio morfolégico del ~ Coeficiente de 850" 1,000
espermatozoides por  correlacion
microscopia en muestras - Sig. (bilateral) ,005
forenses N 4 4.

** La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

En referencia: Es evidente la alta relacidon entre la aplicacién de la inmunotincion del
antigeno prostatico especifico PSA con el estudio morfolégico del espermatozoide por
microscopia en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017, se identific6 que ambas variables presentan una alta y
destacada relacion (rho = 0.850, p< 0,01) y una tendencia de la relacién es positiva,
ademas el nivel de significancia es menor a 0,05 lo que significa que existen las
evidencias suficientes para corroborar la hipétesis especifica 1.
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4.2.3. Prueba de hipotesis especifica 2

Formulamos la hipotesis estadistica 2

H1: Es evidente la alta relacion entre la aplicacion de la tincion Citoquimica de acido
peryddico de Shiff PAS con el estudio morfologico del espermatozoide por microscopia
en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017

HO: No es evidente la alta relacion entre la aplicacion de la tincion Citoquimica de
acido peryodico de Shiff PAS con el estudio morfologico del espermatozoide por
microscopia en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Tabla 48.
Prueba de correlacion de Rho de Spearman de la Hipotesis Especifica 2

Correlaciones®

Aplicacion de la Estudio morfolégico
Tincién Citoquimica| del espermatozoides
Acido peryodico de [ por microscopia en
SHIFF (PAS) muestras forenses
Coeficiente de 1000 960
Apllgauo? dg Ia’Tl.nC|on correlacion ' ’
Citoquimica Acido
peryodico de SHIFF (PAS) Sig. (bilateral) 001
N 2. 2
Rho de Spearman o
Estudio morfolégico del ~ Coeficiente de
L, ,960 1,000
espermatozoides por  correlacion
microscopia en muestras  Sig. (bilateral) .001
forenses N 2 2

** Lacorrelacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

Se concluye: Es evidente la alta relacién entre la aplicacién de la tincién Citoquimica
de acido peryddico de Shiff PAS con el estudio morfolégico del espermatozoide por
microscopia en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017; se identific6 que ambas variables presentan una fuerza de
relacion alta (rho = 0.960, p< 0,01) y una tendencia de la relacion es positiva, ademas
el nivel de significancia es menor a 0,05 lo que significa que existen las evidencias
suficientes para corroborar la hipotesis especifica 2.
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4.2.4. Prueba de hipotesis especifica 3

Formulamos la hipotesis estadistica 3

H1: Es notoria la alta relacién entre la interpretacion citologica de la inmunotincién
PSA con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017

HO: No es notoria la alta relacion entre la interpretacion citologica de la inmunotinciéon
PSA con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017

Tabla 49.
Prueba de correlacion de Rho de Spearman de la Hipotesis Especifica 3

Correlaciones?

Reconocimiento e
| L
nterpretacion identificacion de
citolégica de la )
espermatozoides en
inmunotincién PSA
muestras forenses
Coeficiente de 1000 870
Interpretacion citolégica correlacién ' '
de la inmunotincion PSA . .
Sig. (bilateral) . .001
Rho de N 2 2
Spearman Reconocimiento e Coeficiente de
. ,870 1,000
identificacién de correlacion
espermatozoides en Sig. (bilateral) .001
muestras forenses N 2 2

** |Lacorrelacidn es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Elaboracién propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

Se concluye: Es notoria la alta relacion entre la interpretacion citoloégica de la
inmunotincion PSA con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017; se identificé que ambas variables presentan una fuerza de relacion
alta (rho = 0.870, p< 0,01) y una tendencia de la relacion es positiva, ademas el nivel
de significancia es menor a 0,05 lo que significa que existen las evidencias suficientes
para corroborar la hip6tesis especifica 3.
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4.2.5. Prueba de hipotesis especifica 4

Formulamos la hipotesis estadistica 4

H1: Es evidente la alta relacion entre la interpretacion citolégica de la tincion
Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

HO: No Es evidente la alta relacién entre la interpretacion citolégica de la tincion
Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017..

Tabla 50.
Prueba de correlacion de Rho de Spearman de la Hipotesis Especifica 4

Correlaciones®

Reconocimiento e

Interpretacién Citolégical . e,
P 9 identificacién de
de la tinciéon

Citoquimico PAS

espermatozoides en

muestras forenses

Coeficiente de

P 1,000 ,780
Interpretacion Citoldgica de la correlacion
tincion Citoquimico PAS i i
Sig. (bilateral) .001
N 2 2
Rho de
Coeficiente de N
Spearman B ,780 1,000
Reconocimiento e identificacién correlacion
de espermatozoides en
Sig. (bilateral) .001
muestras forenses
N 2

** La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Elaboracion propia con datos IBM SPSS Statistics 24.0

Se concluye: Es evidente la alta relacion entre la interpretacion citolégica de la tincion
Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017 ; se identificé que ambas variables presentan una fuerza de relacion
alta (rho = 0.780, p< 0,01) y unatendencia de la relacion es positiva, ademas el nivel
de significancia es menor a 0,05 lo que significa que existen las evidencias suficientes
para corroborar la hipotesis especifica 4.

203



Tabla. 51.

Resumen: Prueba de correlacion de Rho de Spearman

HIPOTESIS

COEFICIENTE DE
CORRELACION

NIVEL

General

Existe significativa relacion entre la
aplicacion de las técnicas de la
inmunocitoquimica PSA y citoquimica
PAS en el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual
en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

0.860

Alta

Especifica

Es evidente la alta relacién entre la
aplicacion de la inmunotinciéon del
antigeno prostatico especifico PSA con
el estudio morfologico del
espermatozoide por microscopia en
muestras forenses por violencia sexual
en el Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

0.960

Alta

Es evidente la alta relacion entre la
aplicacion de la tincién Citoquimica de
acido peryoédico de Shiff PAS con el
estudio morfologico del espermatozoide
por microscopia en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal Soleguren,
2017.

0.850

Alta

Es notoria la alta relaciéon entre la
interpretacion citolégica de la
inmunotincién PSA con el
reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal Soleguren,
2017.

0.870

Alta

Es evidente la alta relacion entre la
interpretacion citolégica de la tincion
Citoquimico PAS con el
reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal Soleguren,
2017.

0.780

Alta

Fuente: Elaborado por el investigador de tesis con datos IBM SPSS Statistics 24.0
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4.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo con los resultados alcanzados en este estudio, la evaluacion
de la fiabilidad y la escala que evalué la aplicacion de la inmunocitoquimica PSA
(Antigeno Prostatico Especifico) y citoquimica PAS (Acido Periodico de Shiff), se
obtuvo un alpha de Cronbach de 0.950 segun la tabla categérica se determina
gue el instrumento de medicién es de consistencia interna con tendencia a ser
muy alta, para la evaluacion de la fiabilidad del reconocimiento e identificacion
de espermatozoides en muestras forenses en victimas por violencia sexual, los
resultados del alpha de Cronbach de 0.948 segun la tabla categorica se
determina que el instrumento de medicion es de consistencia interna con

tendencia a ser muy alta.

Del mismo modo a partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la
hipdtesis alternativa general que establece que existe significativa relacion
entre la aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica
PAS en el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal

Soleguren, 2017.

Estos resultados guardan relacion con la que sostiene Segun Lopez K.
(2013). Indicando que el reconocimiento e identificacion de manchas de semen
en diferentes soportes de interés forense, es primordial en la blusqueda de
espermatozoides, comprobando la gran importancia de su evaluacion en
criminalistica ya que constituye una prueba precisa y util en una correcta
investigacion pericial mediante una serie de normas o0 protocolos
estandarizados; donde la investigacion esta asociado directamente a Crimenes

de indole Sexual. Ello es acorde con lo que este estudio se halla.

Pero en lo que no concuerdo con la autora referida en su trabajo en la

gque menciona que el reconocimiento de las manchas de semen en los
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diferentes soportes con ambas técnicas de tincion (coloracion Gram y Cristal
Violeta), pueden ser utilizadas en la Prueba de certeza (microscopia) teniendo
en cuenta que la tincion Gram permite una mejor visualizacion y diferenciacion
de otros tipos de células y/o bacterias.

Con respecto a la hipétesis, sobre si es evidente la alta relacion entre la
aplicacion de la inmunotincion del antigeno prostatico especifico PSA con el
estudio morfoldgico del espermatozoide por microscopia en muestras forenses
por violencia sexual, nuestro trabajo de tesis encuentra relacion con Cisneros
y Villarroel (2016) en la cual sostiene que sus estudios aplicando ensayos
inmunocromatograficos para la deteccion de proteina P-30 del cual presenta
como uso comercial las pruebas como PSA-check-1; Seratec® PSA Semiquant
y One Step ABAcard PSA. Su estudio se dirige al kit ABAcard PSA debido a
gue es el mas empleado es en area forense, ya que este reactivo utiliza
anticuerpos monoclonales antiP-30 humanos que se unen al antigeno
prostatico especifico (P-30) formando un complejo antigeno-anticuerpo. Se
demuestra que el limite inferior de deteccion es de 4 ng/l, por lo que una
muestra que contenga una cantidad igual o superior, es evidenciada por la
prueba, determinando un resultado positivo. Del cual concuerdo con el estudio

de investigacion realizado.

Sin embargo nuestro estudio no concuerda con Cuiza, C. (2012), autora
de la investigacion titulada; Labor de la seccion de biologia forense en la
investigacion de delitos sexuales, donde denomina a la tincion “"arbol de
navidad", como especifica debido a los resultados de nuestra investigacion en
la que encontramos que es evidente la alta relacion entre la aplicacion de la
tincion Citoquimica de acido peryddico de Shiff PAS con el estudio morfologico
del espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia sexual.
Se identificé que ambas variables presentan una fuerza de relacion alta (rho =

0.960, p< 0,01), con tendencia de relacion positiva.
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En lo que respecta a los estudios de Cortez, B. y Logrofio, K. (2015)
donde evaluaron los casos forenses provenientes del Centro de Investigacion
de Ciencias Forenses de la ciudad de Ambato por Medicina Forense vy el
Laboratorio en el Ecuador. Nuestro trabajo concuerda con el estudio de
investigacion realizado ya que los investigadores al aplicar 2 métodos de alta
sensibilidad y especificidad para la busqueda de semen: Proteina (P30), y
Antigeno Prostatico Especifico (PSA), el mismo que es un marcador especifico
del vardn, concluyen que el estudio de manchas de liquido seminal constituye
una prueba precisa y util en la resolucion de casos asociados a estos delitos.
Las dos técnicas empleadas en el laboratorio forense son de gran validez,
conclusién que es relacionando con lo hallado en nuestro trabajo ya que es
notoria la alta relacion entre la interpretacion citologica de la inmunotincion PSA
con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual, donde se identific6 que ambas variables
presentan una fuerza de relacion alta (rho = 0.870, p< 0,01) y una tendencia de

relacion positiva.

Los estudios de Cisneros y Villarroel (2016) indican que la visualizacion
microscopica de espermatozoides sigue siendo considerada la prueba
definitiva para la demostracion de espermatozoides en los laboratorios de
biologia forense, y que las técnica histoquimica como se utiliza de forma
corriente como tincién identificativa de células espermaticas, debido a que los
métodos se caracterizan por discernir principalmente espermatozoides
completos o cabezas de espermatozoide de células no espermaticas, bien
células epiteliales o levaduras, que regularmente estan presentes en las
muestras procedentes de una agresion sexual. Asi mismo Cuiza, C. (2012)
concluye que los procedimientos investigacion se ven influenciados
directamente por el tiempo, siendo importante esta variable en la valoracion de
la victima y la toma de muestras para su procedimiento en laboratorio en delitos

sexuales. Estos resultados guardan afinidad con nuestro resultados ya que es
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evidente la alta relacion entre la interpretacion citologica de la tincién
Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en
muestras forenses por violencia sexual, en la cual se identificO que ambas
variables presentan una fuerza de relacién alta (rho = 0.870, p< 0,01) y una
tendencia de la relacion positiva, con un nivel de significancia menor a 0,05 lo
gue significa que existen las evidencias suficientes para corroborar nuestra

tesis.

Finalmente, Bouvet, Pavesi, Paparella, & Ombrella, 2017; en su estudio
titulado, Identificacibn de espermatozoides humanos en muestras
contaminadas con levaduras, indica que el hallazgo de un espermatozoide es
un estandar de oro en la ciencia forense, pero este caso no es de alta
frecuencia, debido a la labilidad del espermatozoide frente a cambios osmoticos
y a la deshidratacién, que trae como consecuencia la observacion de sélo
cabezas de los mismos. El espermatozoide es una célula con caracteristicas
morfologicas especiales, y aplicando diferentes coloraciones se observa
intensamente tefido el nucleo y en forma tenue el acrosoma. Con cuerda
ademas con el trabajo de investigacion de Cuiza, C. (2012), indicando que por
la naturaleza de la muestra con que se cuenta y el tratamiento que se le da en
la preparacion de las muestras, es posible observar morfologias atipicas tales
como la ausencia de cola, razon por la cual es necesario que los peritos sean

debidamente formados y con experiencia para realizar este tipo de analisis.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Existen evidencias en los resultados de una significativa relacion entre la
aplicacion de las técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en
el reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses
por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.,
tal como se demuestra en la fuerza de relacién, igual a (r = 0.860, p < 0.01), en
base a los resultados existe un manejo alto de los estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia, procesamiento de obtenciéon de muestras en
diferentes zonas anatomicas del liquido seminal para la ldentificacién de los

espermatozoides, muestra Forenses en la escena del crimen, marcador
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Inmunocitoquimico (Antigeno Prostatico Especifico) PSA, técnica Citoquimica
(Acido peryodico de SHIFF) PAS, reconocimiento y valoracion Microscopica del
Espermatozoide con el método de Inmunocitoquimica PSA y el reconocimiento
y valoracion Microscépica del Espermatozoide con el método de Citoquimica
PAS.

Existen evidencias de la alta relacién entre la aplicacion de la inmunotincion del
antigeno prostatico especifico PSA con el estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017., tal como se demuestra
en la fuerza de relacion, igual a (r = 0.960, p< 0.01), esta tendencia contrasta
el nivel alto en evidenciar microscopicamente los espermatozoides aplicando
el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual, evaluar la sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad la busqueda de espermatozoides
microscopicamente aplicando el método inmunocitoquimico con el uso del
marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual, la diferencia entre el procedimiento manual y automatizado al aplicar el
método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual, aplicacion del método
inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA que evidencia la reaccion
antigeno anticuerpo de los espermatozoides, puede también evidenciar el

liquido seminal microscopicamente.

Existen evidencias de la alta relacidbn entre la aplicacion de la tincién
Citoquimica de acido peryddico de Shiff PAS con el estudio morfologico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017., tal como se demuestra
en la fuerza de relacion, igual a (r = 0.850, p< 0.01), esta tendencia contrasta

el nivel alto en evidenciar microscopicamente los espermatozoides aplicando
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el método citoquimico PAS en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual y evaluar la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, la
busqueda de espermatozoides microscopicamente aplicando el método
citoquimico PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion

sexual.

Existen notoriedad de una alta relacién entre la interpretacion citolégica de la
inmunotincion PSA con el reconocimiento e identificacion de espermatozoides
en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017., tal como se demuestra en la fuerza de relacion, igual
a (r =0.870, p < 0.01), esta tendencia contrasta el nivel alto de interpretar
citolégicamente la caracteristica microscépica de los espermatozoides con la
inmunocitoquimica utilizando el marcador PSA en muestras forenses obtenidas
en victimas de agresion sexual, la forma de interpretar citologicamente la
presencia 0 ausencia reaccion inmunocitoquimica del marcador PSA con los
espermatozoides provenientes de muestras forenses obtenidas en victimas de

agresion sexual.

Existen evidencias de la alta relacion entre la interpretacion citolégica de la
tincion Citoquimico PAS con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017., tal como se demuestra en la fuerza
de relacion, igual a (r =0.780, p < 0.01), esta tendencia contrasta el nivel alto
de la forma de interpretar citologicamente la caracteristica microscopica de los
espermatozoides con la citoquimica PAS en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresién sexual y la forma de interpretar citolégicamente la
presencia 0 ausencia reaccion citoquimica PAS con los espermatozoides

provenientes de muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual.
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5.2.

1.

RECOMENDACIONES

Con respecto a que existe significativa relacion entre la aplicacion de las
técnicas de la inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS en el
reconocimiento e identificacion de espermatozoides en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017. Se
recomienda incorporar y difundir el presente estudio las autoridades
competentes que solicitan los andlisis en victimas por violencia sexual (fiscales
y jueces), asi como a médicos forenses y demas personas que forman parte
del sistema de justicia peruano, con el fin brindar una herramienta util, respecto
a las bases cientificas de los analisis Inmunocitoquimico y Citoquimico forenses

en casos de violacion sexual.

Con respecto a que es evidente la alta relacién entre la aplicacion de la
inmunotincion del antigeno prostatico especifico PSA con el estudio
morfologico del espermatozoide por microscopia en muestras forenses por
violencia sexual en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017. Se
sugiere la aplicacion del método inmunocitoquimico con el uso del marcador
PSA que evidencia la reaccidn antigeno anticuerpo de los espermatozoides, y

gue puede también evidenciar el liquido seminal microscopicamente.

Con respecto a que es evidente la alta relacion entre la aplicacion de la tincidon
Citoquimica de acido peryoddico de Shiff PAS con el estudio morfologico del
espermatozoide por microscopia en muestras forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017.Se sugiere que para la
aplicacion del método citoquimica PAS para evidenciar microscépicamente los
espermatozoides en muestras forenses, esta sea tomada como minimo en tres
hisopos por regiéon anatomica a estudiar obtenidas en victimas de agresion

sexual para aumentar la sensibilidad y especificidad de la prueba.
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4. Con respecto a que es notoria la alta relacion entre la interpretacion citologica
de la inmunotincibn PSA con el reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017. Se sugiere que sea realizado por
el especialista en histotecnologia 6 Citotecn6logo como perito con respecto a

los analisis inmunohistoquimico a investigar.

5. Finalmente, con respecto a que es evidente la alta relacion entre la
interpretacion citoldgica de la tincion Citoquimico PAS con el reconocimiento e
identificacion de espermatozoides en muestras forenses por violencia sexual
en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Soleguren, 2017. Se sugiere que sea
realizado por el especialista en histotecnologia ¢ Citotecnélogo como perito en

los analisis Citoquimico a investigar.
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ANEXO 1
CARTA DE PRESENTACION
Sefior(a) (ita):
Dra. Angelo Ascarza Gallegos
Asunto: VALIDACION DE INSTRUMENTO A TRAVES DE JUICIO DE EXPERTOS.

Nos es muy grato comunicarnos con usted para expresarle nuestros saludos y asi
mismo, hacer de su conocimiento que como estudiante de la Escuela de Posgrado de
la Universidad Privada Norbert Wiener, de la especialidad de Ciencias Criminalisticas,
le solicito su valiosa colaboracién en la validacion del instrumento para recabar la
informacion requerida para llevar a cabo el desarrollo de mi tema de investigacion y
con el cual optaré el grado de Maestro en Ciencias Criminalisticas.

El titulo correspondiente a mi tema de investigacion es “APLICACION DE LAS
TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL
RECONOCIMIENTO E  IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL
ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.” y siendo indispensable contar con la
aprobacion de expertos para poder aplicar los instrumentos en mencion, hemos
considerado conveniente dirigirme a usted, ante su connotada experiencia profesional
en temas de pericias en violencia sexual, donde sus observaciones vy
recomendaciones contribuiran para mejorar la version final de mi trabajo.

El expediente de validacion, que le hacemos llegar contiene:

Anexo N° 1: Carta de presentacion

Anexo N° 2: Matriz de operacionalizacion de variables

Anexo N° 3: Matriz del instrumento para la recoleccion de datos

Anexo N° 4: Certificado de validez de contenido del instrumento.
Expresandole nuestros sentimientos de respeto y consideracion nos despedimos de
usted, no sin antes agradecerle por su atencion y contribucion al mejoramiento de la
investigacion cientifica.
Atentamente:

LIC. CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ
DNI: 09435522
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ANEXO 1
CARTA DE PRESENTACION
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Lic. Fernando Palacios Butron
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asi mismo, hacer de su conocimiento que como estudiante de la Escuela de Posgrado
de la Universidad Privada Norbert Wiener, de la especialidad de Ciencias
Criminalisticas, le solicito su valiosa colaboracion en la validacion del instrumento para
recabar la informacion requerida para llevar a cabo el desarrollo de mi tema de
investigacion y con el cual optaré el grado de Maestro en Ciencias Criminalisticas.

El titulo correspondiente a mi tema de investigacion es “APLICACION DE LAS
TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL
RECONOCIMIENTO E  IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL
ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.” y siendo indispensable contar con la
aprobacion de expertos para poder aplicar los instrumentos en mencion, hemos
considerado conveniente dirigirme a usted, ante su connotada experiencia profesional
en temas de pericias en violencia sexual, donde sus observaciones vy
recomendaciones contribuiran para mejorar la version final de mi trabajo.

El expediente de validacion, que le hacemos llegar contiene:

Anexo N° 1: Carta de presentacion

Anexo N° 2: Matriz de operacionalizacion de variables

Anexo N° 3: Matriz del instrumento para la recoleccion de datos

Anexo N° 4: Certificado de validez de contenido del instrumento.
Expresandole nuestros sentimientos de respeto y consideracion nos despedimos de
usted, no sin antes agradecerle por su atencion y contribucién al mejoramiento de la
investigacion cientifica.
Atentamente:

LIC. CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ
DNI: 09435522
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mismo, hacer de su conocimiento que como estudiante de la Escuela de Posgrado de
la Universidad Privada Norbert Wiener, de la especialidad de Ciencias Criminalisticas,
le solicito su valiosa colaboracion en la validacion del instrumento para recabar la
informacion requerida para llevar a cabo el desarrollo de mi tema de investigacion y
con el cual optaré el grado de Maestro en Ciencias Criminalisticas.

El titulo correspondiente a mi tema de investigacion es “APLICACION DE LAS
TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL
RECONOCIMIENTO E  IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL
ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.” y siendo indispensable contar con la
aprobacion de expertos para poder aplicar los instrumentos en mencion, hemos
considerado conveniente dirigirme a usted, ante su connotada experiencia profesional
en temas de pericias en violencia sexual, donde sus observaciones vy
recomendaciones contribuiran para mejorar la version final de mi trabajo.

El expediente de validacion, que le hacemos llegar contiene:
Anexo N° 1: Carta de presentacion
Anexo N° 2: Matriz de operacionalizacién de variables
Anexo N° 3: Matriz del instrumento para la recoleccion de datos
Anexo N° 4: Certificado de validez de contenido del instrumento.

Expresandole nuestros sentimientos de respeto y consideracion nos despedimos de
usted, no sin antes agradecerle por su atencion y contribucion al mejoramiento de la
investigacion cientifica.

Atentamente:
LIC. CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ
DNI: 09435522
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ANEXO 2

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

coloreado, al igual que ocurre en todas las
Im‘ *s “- "“m' 1 s-

Las técnicas Citoquims & 1Ribstidnbias
guardan una estrecha relacion y se ocupan de

de Schiff (PAS) es una de las
tecnicas de tincion especial mas
comunmente realizada en el
laboratorio de histopatologia que

aldehidos
. 3 de ; "
« Intensidad de la resocion
e Especificad de la reaccion

ESCALA
INDICES
NARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES Sieeotives) DE
E
MEDICION
SeCRICURIT. 4 Teacachidoadnica | St iy ool Q12 ’:::*““’_“
N l. P - 0 Eensonss
llamada también inmunotincion es un PaA'el . .
< procedimiento Cito-histopatologico e | Marcador tumoral especificamente « Fijador precpitante o coaguiable
< 2 r o expresado por el epitelio prostatico. » Método empleado (Peroxidass
) basa en la utilizacion de anticuerpos que se B PEK ankh - > dasa)
= unen especificamente stancia f =3 3
5 e Mntihonr v o e 5o donsming | Citoplasma del epitelio benigno y | Antigeno Prostatico | * Recuperacién del antigeno
e quiere identificar y al que se denomina : = ) a : o A ol arti
2 antigeno. Ademas, nos dice que estos e, . f . Especifico 0 W,wg
9 5 & Sioa 2 tne 'omwm como eelua . Seﬁsbll..
< puede encontrarse unida a un anticuerpo m Sagetade .esta .mm
& fario que y“mdeonstm»doensusttureoones » Reproduchilidad |
< 5 i AnEe 2 por el anfigeno prostatico « Relacion entre la concentracion
- £ aat : amfm’m."es;:yecil‘ieoP.'%I\yesteasu\vez del anticuerpo e intensidad de Ia Politomica
s :2) organico o un extendido celular, el anticuerpo - - T
':g;' 8 primario se une especificamente al sustrato | que . R o alternativas
g & (Tejido viable antigénicamente “fijado en : 7 s = 2 maltiples)
s 8 formol o producto citologico fijado en alcohol | 708N  anticuerpo  con e s Tposduamsta
2 como también tejido congelado) y se “_” - y espec cidad " . Frousom
Z ¢ h I. .I l . .I. m lvl!w. M ” . F‘wwo
< Al i onlto. B Soks cetohadio 2 uumtoewoqumcaseamapmeba coaguiable
Q actuar la enzima sobre el sustrato """'":hwn"';,"wm“’m"s ‘ | . Meeodoqumoooolorm
E interacciona a su vez sobre el cromogeno y s ST ) Acido peryodicode | « Oxidacion de los carbohidratos
L da lugar a un precipitado insoluble y La tincion acido periodico SHIFF e Formacidn de los grupos
a,
<
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VARIABLE 1
APLICANDO LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS

invesbgar Ia acovidad quimica que tene Tugar |
en las celulas y los tejidos. Sin embargo estas
técnicas son metodologias
de trabajo aplicadas por los Citotecnologos e
Histotecnologos, y consiste en realizar
diferentes tinciones a una porcion de tejido ¢
celulas que se somete a investigacion, las
tinciones se emplean para poder apreciar las
diferentes estructuras que conforman al
tejido estudiado y dependiendo de
la estructura que se desea investigar es la
tincion que se va aplicar.

[(Se ubiliza para poner de reneve 1as
moleculas con alto porcentaje de
ido de carbohid tales
. i jodticas,
parasitarios y para delimitar la
membrana basal en la piel y en
otros tejidos especialmente las que
Neutros. En nuestro caso, nos sirve
de gran  utiidad para |2
visualizacion de las mucinas MUC1
y MUCS presentes en la menbrana
de los espermatozoides
quimicamente demostrado con el
metodo de PAS.

Valoracion
delai tincid

e Sensibmdad 02 13 reaccion

 Patron exaracelular

« Patron citoplasmatioo

« Interpretacidn de resultados

« Débi en cuanto la intensidad de
la reaccion

« Moderado en cuanto la intensidad
de I3 reaccion

« Fuerte en cuanto I3 intensidad de
la reaocion

« Reactividad focal <20% +

» Reactividad vanable 20 - 80% ++

« Reactividad uniforme > 80% +++

(Likert o
multiples)
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VARIABLE 1
APLICANDO LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS

Valoracion de la
histoquimica

reacsion histogquimica

» Patron exdracelular

» Patrén citoplasmatico

s Interpretacion de resultados

+ Débil en cuanto la intensidad de
la reaccion histoquimica

= Moderado en cuanto la intensidad
de I3 reaccion histoquimica

Fuerte en cuanto la intensidad de

la reaccion histoquimica.

(Likert o
muttiples)

Fuente: Elaborado por el investigador de la tesis
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. : INDICES ESCALA DE
VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES ) g
(Reactivos) MEDICION

Chaves, D. (2014). I.M.L.P. Guia Médico Legal (2012) Caracteristicas morfologicas del

Las pruebas determinantes de agresion | El objetivo principal del examen bioldgico es espermatozoide

sexusl pueden ser orientativas, detectar la presencia de semen en las Detalle celular de la Cabeza del

presuntivas y confirmatorias, Las muestras recogidas, como pruebs de espermatozoide normal o con

pruebas orientativas son aquelios actividad sexual. defecto morfoldgico.

estudios de observacion macroscopica El semen tiene dos fracciones: La porcion Detalle celulsr del Acrosoms.

de las manchas de semen con celuler o esperma (5% del volumen), y la Detalle celulsr del Nicleo-

procedimientos directos e indirectos. Las | porcion liquids o plasma seminsl (95% de Detalle celulsr del citoplasma.

PSRN PSRN S0 S0oas Vo). Detalle celuisr de la menbrana
o™ pericias que reslizan analisis cusiitativos | Los espermatozoides son células moviles citoplasmatics. -
'%' que determinan la presencis de un constituidas por una cebezs, cuello, cuerpo | poy i morfolégico Detalle sk dei Guslloy P(ﬁ:f:l?
< componente especifico del fluido de y cola con una longitud que varia de las 50 | espermatozoide Porciba inadid dal alternativas
© mttiples)
>

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES
EN MUESTRAS FORENSES

interés, pero no su concentracion. Las
pruebas confirmatorias lamadas también
especificas o de carteza pueden ser
electroforéticas. enziméticas,
inmunocromatograficos y microscdpico
estas (ltimas permite la visualizacion
microscopica del espermatozoide ya sea
directa o tras una coloracion utilizeds
para su identificacion morfoldgica.

El hallazgo de los espermatozoides
microscopicamente es una pruebs

a 70 micras. Dado que los estudios de
semen se realizan principalmente en base
a la presencia de espermatozoides, es de
cabal importancia el proteger las prendas
que contengan a los mismos. En la
blsqueda microscopica de
espermatozoides en muestras de
hisopados (secrecion vaginal. anal, bucsl),
prendas, etc., el método de eleccion es la
tincion citoldgica “arbol de navidad®
(nuclear fast red and picroindigocarmine).

espermatozoide normal o con
defecto morfoldgico

Detslle celular de la Cola o
fiagelo normal ¢ con defecto
morfoldgico

Espermatozoides
Espermatozoides
morfoldgicamente incompletos.
Grado de celulardad

Células inmaduras
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VARIABLE 2

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES

EN MUESTRAS FORENSES

irrefutable de la presencia de semen en
una mancha hallado en el espécimen
investigado.

Aunque existen otros metodos de tincion
descritos:

Método de Hematoxilina-Eosina

Cristal violeta

Método de Papanicolaou

Método de Fucsina Alcalina

Anslisis de
Identificacion del
espermatozoides

Sustancias extracelulares del

liquido seminal

Estudio microscopico optico por
métodos directos con muestra
sin diluir.

Estudio microscopico con
contraste de fases.

Estudio microscépico de
flucrescencia.

Estudio microscopia electronica
de bamido

identificacidn de fluido seminal
bazados en la apanencia de las
manchas

Tinciones supra vitales
Tinciones Diferenciales
Tinciones simples colorantes
basicos

Tinciones policromatica tipo
romanowsky

Tinciones policromatics
diagnostico hematoldgico
Tinciones citoldgicas

Tinciones nucleares

Tincién de contraste

Felitémica
{Likert o
alternativas
rmilltiplas)

230




VARIABLE 2

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES
EM MUESTRAS FOREMSES

muestra Forenses
en la escena del
crimen

* Hisopado vulvar

+ Hisopado vaginal superior

* Hisopado vaginal inferior

+ Hisopado Orificio cervical externo

+ Lavado vaginal

+ Hisopado perianal

+ Hisopado anal

+ Hisopado bucal

* Lavado bucal

+ Hisopado de piel

* Bisqueda de manchas secas en
diferentes tipo de soporie

* Blsqueda de manchas liquidas en
diferentes tipos de soporie

* Bisqueda de costra
en diferentes tipos de soporte

* Ropa interior de la victima

+ Ropa interior del sospechoso

* Prendas de vestir

* Papel higiénico o toallas

+ Diferentes tipos de soporie texdil.

* Objetos de transporie pequenos

+ Diferentes tipos de superficie.

Politdmica
(Likert o
altemativas
multiples)

Fuente: Elaborado por el investigador de la tesis
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ANEXO 3
INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE DATOS
Tema: “APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL RECONOCIMIENTO E

IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL
ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.”

VARIABLE INDICADORES INDICES ITEMS (REACTIVOS) Escala de
Medicion
Se puede reconocer = identificar
. espermatozoides microscopicamente en
VARIA :
ARIABLE 1 = Tipos de muesira diferentes  tipos  de muestras  forenses Eﬁ:'a:'
Aplicando la inmunocitoguimica PSA | Marcador inmunocitoguimico obtenidos en victimas de agresién sexual Pulttd:nlca

y citogquimica PAS

Inmunocitoquimica < inmunohistogquimica
llamada ftamblén Inmunotincidn 5 un
procedimiento Cito-histopatolSgico que S8
basa en la utilizacion de anticuerpos que se
unen especificamente a una sustancia que se
quiere identificar vy al que se denomina
antigeno. Ademas nos dice gque estos
anticuerpos estan unidos a una enzima o esta
puede enconfrarse unida a un anticuerpo
secundaric que reconoce y se une al
anticuerpo primario. Aplicado a un tejido
organico o un extendido celular, & anticuerpo
primaro se une especificaments al sustrato

Antigeno Frostatico Especifice.
PSA

El antigeno prostatico especifico
(frecuentemente abreviado por
sus siglas en inglés, PSA) es una
sustancia proteica sintetizada
por células de la prostata. Su
funcion es la disolucion del
coagulo seminal. Es una
glicoproteina cuya sintesis es
exclusiva de la prostata. Una
pequefiisima parte de este PSA
pasa a la crculacidn sanguinea
de hombres enfermos.

Inicialmente se crefa gue se

aplicando el métado inMmunocitogquimico
utilizando como marcador el PSA.

= Frotis & extensiones

Se puede reconocer e identificar
espermatozoides microscopicamente en frotis
o extensiones de muestras forenses obtenidos
en victimas de agresién sexual aplicando el
método inmunocitoquimico utilizando e cémo
marcador PSA.

= Fijador precipitante o coagulable

Sera adecuado el uso de un fijador precipitante
o coagulable para la conservacién de los
espermatozoides en  muestras forenses
obtenidos en viciimas de agresidn sexual para
realizar el procesamiento del método
inmunocitoquimico utilizando el marcador PSA

) ) trataba de una proteina El método empleado ({peroxidasa,
(Tejido viable anfigtnicamente fijado en | oporifica del semen, sin antipercxidasa) en la inmunocitoguimica sers
formaol & preducto citoldgico fjado en alcohdl | embargo, se ha determinado = Mitoda smpleado adecuada para detectar espermatozoide
como también tefido congelado) y se | que se puede encontrar en (Peroxidasa. antiperoxidasa) microscopicamente  en muestras forenses

aprovecha la aclividad enzimdlica para

multiples tejidos, incluyendo las

obtenidos en victimas de agresidn  sexual

visualizar la unién, El producto originado al | Mamas,  tumores,  glandulas utilizando como marcador el PSA.
! riuretrales, leche materna
actuar la  enzima sobre el  sustrate | P€ r g ; i
liquido amnidtico, orina | = Recuperacion del antigeno La recuperacion de antigenos permitira que en

interaccicna a su vez sobre el cromogeno vy
da lugar a un precipifado insoluble v
coloreado, al igual que ocume en lodas las
reacciones inmunoldgicas.

femenina y el endometrio. No se
ha detectado la presencia de P-
30 en fluidos  vaginales.
Tampoco se ha identificado su
presencia en el semen de otras
especies animales domésticas
(carnero, toro, cerdo, Eata],

la inmunotincidn la unidn con el anticuerpo sea
la adecuada para detectar espermatozoide en
muestras forenses obtenidas en victmas de
agresion sexual utilizando como marcador el
inmunocitoguimico PSA.
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Las técnicas Citoquimica e  Histoquimicas
guardan una estrecha refacon y se ocupan
de Investigar 1a actividad quimica que tiene
lugar en las céulas y 10s 1efidos. Sin embargo
estas téonicas son  metodologias
de trabajo aplicadas por los Citotecndlogos e
Histotecndlogos, y  consiste  en realizar
diferentes tinciones a una porcion de tefido 6
células que se somete a Investigacion, las
tinciones se emplean para poder apreciar las
diferentes estructuras que conforman al tejido
estudiado y dependiendo de la estruciura que
se desea investigar es la tincion que se va
aplicar. Garcia R (2012)

aunque si se encuentra en
primates tales como el
orangutan y macaco en rangos
de concentracién semejantes al
humano.

El fluido seminal es un buen
marcador forense, ya que es
estable por mucho tiempo,
especifico porque solo estd
presente en varones y su
deteccion en concentraciones
minimas. (Dabbs, 2006)

* Avidez por el antigeno

Existira una adecuada avidez del anticuerpo
utiizado, por el antigeno recuperado en el
método (peroxidasa, antiperoxidasa) en la
aplicacion de la inmunocitoquimica uthzando
como marcador e PSA para detectar
espermatozoide en muestras forenses
obtenidas en victimas de agresion sexual.

* Alta sensibilidad

La aphcacion del método inmunocitoquimico
alcanzara una alta sensibilidad en la deteccidn
de espermatozoide en muestras forenses
obtenidos en victimas de agresion sexual
utilizando como marcador inmunocitoquimico el
PSA

« Alta especificdad

La aphcacion del método inmunocitoquimico
alcanzara una alta especificidad en la deteccion
de espermatozoide en muestras forenses
obtenidos en vicimas de agresion sexual
utilizando como marcador el PSA

El método mnmunocatoquimico obtendra una
adecuada reproducibilidad en la deteccion de
espermatozoide en muestras forenses
obtenidos en victimas de agresion sexual
utilizando como marcador inmunocitogquimico
el PSA

* Refacion entre la concentracion
del anticuerpo e intensidad de la

Se logrard una adecuada relacidon entre la
concentracion del anticuerpo e intensidad de la
reaccion inmunocitoquimica en la deteccion de
espermatozoide microscopicamente en
muestras forenses obtenidos en vicimas de
agresion sexual utiizando como marcador el
PSA
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Tincion citoquimica
Acido peryédico de SHIFF (PAS).

Consiste en oxidar los tejidos
mediante el acido periddico (HIO4)
para incrementar e nimero de
grupos carbeonilo (aldehido o cetona)
presentes en ellos, de forma que
puedan ser demostrados
posteriormente mediante reactivo de
Schiff. Los hidratos de carbono
contienen grupos carbonilos
relativamente aislados, en una
proporcion aproximada de uno por
molécula de monosacarido.
Precisamente por ello es necesario
oxidarios con el fin de incrementar
dichos grupos, que solo pueden ser
detectados por el reactivo de Schiff
si se  encuentran situados en
carbonos contiguos y delimitados
por grupos alcohodlicos o amino.
Para los grupos aldehidos que
aparecen en posicion 1,2 glicoles
estas condiciones se  cumplen
exclusivamente tras la oxidacion del

correspondiente radical hidroxilo.

Tipos de muestra

Se puede reconocer e identificar
espermatozoides  microscopicamente  en
diferentes tipos de muestras forenses
obtenidos en victimas de agresion sexual
aplicando el método citoquimico PAS.

Frotis ¢ extensiones

Se puede reconocer e identificar
espermatozoides microscopicamente en frotis
o extensiones de muestras forenses obtenidos
en victimas de agresion sexual aplicando el
método citoquimico PAS.

Fijador precipitante o
coagulable

Sera adecuado el uso de un fijador precipitante
o coagulable para la conservacion de los
espermatozoides en muestras forenses
obtenidos en victimas de agresion sexual para
realizar el procesamiento del meétodo
citoquimico PAS.

Método citoquimico

El método citogquimico PAS empleado sera
adecuado para detectar espermatozoide
microscopicamente en muestras forenses
obtenidos en victimas de agresidn sexual.

Oxidacion de los carbohidratos

El acido periddico producird la oxidacién de los
mucopolisacaridos gue se encuentra en la
estructura morfoldgica del espermatozoide.

Formacion de los grupos
aldehidos

La formacion de los grupos aldehidos se
incrementara después de la oxidacion de los
mucopolisacaridos gue se encuentra en la
estructura morfologica del espermatozoide.

Reaccion de los
mucopolisacaridos con el
reactivo de Shiff.

La reaccion de los mucopolisacaridos que se
encuentra en la estructura morfolégica del
espermatozoide con el reactivo de Shiff sera
observada microscopicamente.
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« Intensidad de la reaccion

La intensidad de la reaccién sera proporcional a la
cantidad de mucopolisacaridos presentes en la
estructura morfoldgica de los espermatozoides.

+«  Sensibilidad de Ia reaccion

Microscopicamente la aplicacion del método
citoquimico PAS alcanzara wuna alta
sensibilidad de la reaccibn en el
espermatozoide.

» Especificad de la reaccion

Microscopicamente la aplicacion del método
citoquimico PAS alcanzara una alta
especificidad de la reaccion en e
espermatozoide.

+ Reproducibilidad

Reconocimiento y valoracién
Microscapica del
Espermatozoide con el método
de Inmunocitoquimica PSA

Las secreciones de la prostata
contienen varios productos
quimicos, de los cuales
probablemente el mas interesante
es e antigeno especifico de la
prostata. El PSA es una enzima (un

catalizador que favorece una mayor

+ Caracteristica microscopica del
inmunotincion

Microscopicamente el método citoquimico PAS
obtendra una adecuada reproducibilidad en la
deteccion de espermatozoide en muestras
forenses obtenidos en victimas de agresion
sexual.

Es posible que al aplicar el método de la
inmunocitoquimica empleando el marcador
PSA analice los espermatozoides presentando
las caracteristicas microscopicas de la
inmunotincion.

+ Presencia de inmunotincion

La presencia de la inmunofincién empleando el
marcador PSA en los espermatozoides es
adecuada para su reconocimienio e
identificacion celular.
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velocidad de las  reacciones
bioquimicas) de un tipo denominado
coagulasa. La funcion primordial del
PSA es licuar el semen coagulado,
de medo que los espermatozoides
puedan escapar de él y progresar
para fertilizar el ovulo en el tracto
reproductor de la mujer. Con este
concepto

espermatozoide

concluyo  que  un
como célula
especializada, flagelada  esta
constituido en sus tres regiones por
el antigeno prostatico especifico
PSA y este a su vez facilita que se
observable microscdpicamente por
la unidn antigeno anticuerpo con alta
sensibilidad vy especificidad  del
método  pemmitiendo  que la
inmunocitoguimica sea una prueba

confirmatoria en delitos sexuales.

+ Ausencia de inmunotincion

La usencia de la inmunotincion con el marcador
PSA en otros componentes celulares puede ser
verficada microscépicamente.

s Patron nuclear

Es posible que al aplicar el método
inmunocitoguimico utilizando como marcador el
PSA se observara un patron  nuclear
homogéneo en los espermatozoides obtenidos
en muestras forenses en victimas de agresion
sexual.

+ Patron citoplasmatico

La aplicacidn del método inmunocitoquimico
utilizando como marcador el PSA se observara
un patron citoplasmatico homogéneo en el
espermatozoide obtenidos en muestras
forenses aobtenido en victimas de agresion
sexual es homogéneo.

« Interpretacion de resultados

Los resultados obtenidos seran reportados:

o Débil en cuanto la intensidad de la
reaccion
o Moderado en cuanto la intensidad de la
reaccion
o Fuerte en cuanto la intensidad de la
reaccion
* Reactividad focal <20% +
+ Reactividad variable 20 — 80% ++
Reactividad uniforme = 80% +++
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Reconocimiento y valoracion
Microscopica del Espermatozoide
con el método de Citogquimica
PAS.

Muy poco se conoce de esta
proteina en el espermatozoide.
Empleando una amplia bateria de
anticuerpos  en  ensayos  de
aglutinacion de espermatozoides se
encontraron resultados positivos en
distintos  grados

observando que la aglutinacion de

de eficiencia,
espermatozoides moviles ocurria
entre cabezas, pero ademas entre
piezas medias, formando como
resultado rosetas de

espermatozoides agregados.

Se podria decir que la MUC-1
expresada en espermatide,
confribuyese al glicocalix de la
superficie de los espermatozoides,
pudiendo ademas, estar implicada
en fenomenos de antiadhesion entre
ellos y con los tractos reproductores,
al igual que ocurre con la MUC-8, o
podria estar también implicada en la
maduracion y ftransporte de los
espermatozoides y  en el
reconocimiento del dvulo por parte
del espermatozoide.

* Caracteristica microscdpica de la
reaccion Citoquimica

Es posible que al aplicar el método de la
citoquimica PAS, analice los espermatozoides
presentando las caracteristicas microscopicas
de la reaccidn citoguimica.

+ Presencia de la reaccion

Citoquimica

La presencia de la reaccion citoquimica. PSA
en los espermatozoides es adecuada para su
reconocimiento e identificacién celular.

« Ausencia de la reaccion
Citoquimica

La usencia de la reaccién citoquimica. PSA en
ofros componentes celulares puede ser
verificada microscopicamente.

+ Patron nuclear

Es posible que al aplicar el método citoquimico
PAS, se observara un patron nuclear
homogéneo en los espermatozoides obtenidos
en muestras forenses en victimas de agresion
sexual.

+ Patron citoplasmatico

Es posible que al aplicar el método citoquimico
PAS, se observara un patron citoplasmatico
homogéneo en el espermatozoide obtenidos en
muestras forenses obtenido en victimas de
agresion sexual es homogeneo.

« Interpretacion de resultados

o Deébil en cuanto la intensidad de la reaccién
citoquimica PAS en los espermatozoides

= Moderado en cuanto la intensidad de la reaccién
citoguimica PAS en los espemmatozoides

o Fuerte en cuanto la intensidad de la reaccion
citoquimica PAS en los espermatozoides
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VARIABLE INDICADORES INDICES ITEMS (REACTIVOS) Escala de
Medicion
VARIABLE 2
« Caracteristicas morfoldgicas del | Se puede reconocer las caracteristicas morfologicas del
Reconocimiento e identificacion Estudio morfologico del espermatozoide. espermatozoide por microscopia.
de espermatozoides en Saniriaiceakde
muestras forenses. pe por « Detalle celular de la Cabeza del | Se puede observar microscopicamente el detalle celular
microscopia espermatozoide nomal 6 con | de la Cabeza del espermatozoide normal 6 con defecto
Las pruebas determinantes de agresion | o poder observar e identificar | 9¢f€cto morfologico. morfologico.
sexual  pueden  ser orientativas. | | ¢ ochermatozoides es necesario |  Detalle celutar del Acrosoma. Se puede observar el detalle celular del Acrosoma del
presuntivas y confirmatorias. Las pruebas hacer uso del MICroSCopio, previo espermatozoide por microscopia
orientativas son aquellos estudios de | .- .. o iado un extracto del « Detalle celular del Nicleo Se puede observar el detalle celular del nicleo del
i i ozoide por mi ia.
observacion macroscopica de‘ 135 | \ngicio a investigar, del cual se espermat por microscopi Escata
directos e indirectos. Las pruebas espermatozoide por microscopia. Politomica

presuntivas son aquellas pericias que
realizan andlisis cualitativos que
determinan la presencia de un
componente especifico del fluido de
interés, pero no su concentracion. Las
pruebas confimatorias llamadas también
especificas o de certeza pueden ser
electroforéticas, enzimaticas,
inmunocromatograficos y microscopico
estas Ultimas pemmite la visualizacion
microscopica del espermatozoide ya sea

vidrio llamada portaobjetos, el cual
es coloreado con una tincién
especial.

Caracteristica morfologica
Cabeza oval de 4 a 6 micras
contiene  material  genético
haploide y acrosoma. Su cola
constituye en 90% del total de
largo. Su funcién es la motilidad,
contiene las mitocondrias.
Especies con morfologia similar,
conejo, primates camero.

¢ Detalle celular de la menbrana
citoplasmatica.

Se puede observar el detalle celular de la menbrana
citoplasmatica del espermatozoide por microscopia.

e Detalle celular del Cuello y
Porcion media del
espermatozoide nomal 6 con
defecto morfologico

Se puede observar el detalle celular del Cuelloy Porcion
media del espermatozoide nomal ¢ con defecto
morfoldgico por microscopia

« Detalle celular de la Cola 6 flagelo
normal o con defecto morfoldgico

Se puede observar el detalle celular de la Cola 6 flageio
nomal 0 con defecto morfoldgico por microscopia

« Espemmatozoides
morfologicamente completos.

Se puede observar los  espermatozoides
morfolégicamente compietos por microscopia
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directa o tras una coloracion utilizada para
su identificacion morfolagica.

El hallazgo de los espermatozoides

prueba
irefutable de la presencia de semen en

microscopicamente  es  una

una mancha hallado en el espécimen
investigado. Chaves, D. (2014).

Estudio Criminalistica

En la busqueda microscopica del
espermatozoide, los encontramos
completo, cabeza y cola, en frotis
en fresco realizados directamente
de la toma de la muestra en
victimas. Encontramos solamente
la cabeza, cuando se trata de frotis
realizados de muestras tomadas
de indicios, del cual se toma un
pedazo para su extraccion vy
despues  cenfrifugacion, para
concentracion de la misma.

Cisneros & Villarroel, (2018)

» Espermatozoides

morfologicamente incompletos.

Se puede observar los espermatozoides
morfologicamente incompletos por microscopia

+ Grado de celularidad

Se puede obtener el grado de celularidad por microscopia

» Células inmaduras

Se puede hallar las células inmaduras mediante la
microscopia

ligquido seminal

* Sustancias extracelulares  del

Se puede enconfrar las sustancias extracelulares del
liquido seminal por microcopia.

Procesamiento de obtencidn de
muestras en diferentes zonas
anatomicas del liquide seminal
para la identificacion de los
espermatozoides.

En la

investigacién  biologica

forense se analizan los hisopos y/o |

indicios en la bilsqueda de

presencia de semen. lLa
persistencia de semen despues de
una supuesta agresion sexual
varia entre vicimas y esta
influenciada por las actividades
que realiza la victima despues del
hecho (ducha, higiene genital,
otros). Evidentemente, constituye
evidencia en Ia

solo  una

investigacion de agresion sexual.

» Hisopado vulvar

» Hisopado vaginal superior

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente  mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado vulvar en victimas de agresion
sexual

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscépicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado vaginal superior en mujeres
victimas de agresion sexual

» Hisopado vaginal inferior

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscépicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado vaginal inferior en mujeres
victimas de agresion sexual

» Hisopado Orificio cervical externo

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado orificio cervical externo en
mujeres victimas de agresion sexual

» Lavado vaginal

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscépicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en lavado vaginal en mujeres victimas de
agresion sexual

» Hisopado perianal

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente mediante muestras o evidencias
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El semen se puede detectar en
muestras vaginales tomadas hasta
aproximadamente cuatro dias
después del coito; En la mayoria
de los casos, sin embargo, no se
detecta en muestras tomadas mas
alld de las 48 horas después del
coito. 133 La literatura refiere que
se puede recuperar evidencia de
semen hasta una semana
despues. En el recto y la boca el
semen se manfiene durante
periodos mucho mas cortos de
tiempo.135 Por lo general, no se
encuentra en hisopados anales
después de 24 horas del supuesto
incidente, pero las muesfras se
analizan hasta 72 horas despueés.
En las muestras de cavidad oral se
encuentra semen  raramente
después de las 6 horas del
supuesto incidente. Sin embargo,
se recomienda tomar hiscpados
de la cavidad oral hasta las 24
horas posteriores a la supuesta
agresion sexual con sexo oral.
Instituto de medicina legal del
Peru, (2012), pags. 94-106

encontradas en hisopado perianal en victimas de agresion
sexual

» Hisopado anal

» Hisopado bucal

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado anal en victimas de agresion
sexual

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado bucal en victimas de agresién
sexual

« | avado bucal

» Hisopado de piel

Se puede determinar la presencia de espermatozoides
microscopicamente mediante muestras o evidendias
encontradas en lavado bucal en victimas de agresion
sexual

Se puede determinar la presencia de espermatozoides

microscopicamente mediante muestras o evidencias
encontradas en hisopado de piel en victimas de agresién
sexual
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Muestra Forenses en la escena
del crimen

Protocolo  de recoleccion de
indicios  biolégicos  en  delitos
sexuales. En casos en los que se
presume un delito sexual, el
semen puede buscarse en la ropa
de la presunta victima y/ o cadaver
Existen muchos casos en los que
los fluidos biologicos como el
semen se deben retirar de los
solidos

diferentes  soportes

(prendas de vestir, sabanas,
toallas, papel y otros). Para estos
casos, debemos recurmir a un
procedimiento llamado
levantamiento de evidencias en
donde recuperamos los fluidos
bicldgicos para su

estudio. Estévez, (2011)

* Blsqueda de manchas secas de
semen en diferente tipo de
soporte.

Se puede realizar la blsqueda de manchas secas de
semen en diferentes tipos de soporte en la escena del
crimen para determinar microscopicamente el hallazgo de
espermatozoides por el método inmunocitoquimico y
Citogquimico.

+ Busqueda de manchas liquidas de
semen en diferente tipo de
soporte.

» Blsqueda de costra de semen en
diferente tipo de soporte.

Se puede realizar la blsqueda de manchas liquidas de
semen en diferentes tipos de soporte en la escena del
crimen para determinar microscopicamente el hallazgo de
espermatozoides por el metodo inmunocitoquimico y
Citoguimico.

Se puede realizar la blsqueda de costra de semen en
diferentes tipos de soporte en la escena del crimen para
determinar  microscopicamente el hallazgo de
espermatozoides por el método inmunocitoquimico y
Citoquimico.

» Busqueda de semen en la ropa
interior de la victima

respectivo

» Blusqueda de semen en la ropa
interior del sospechoso

Se puede realizar la blsqueda en la ropa interior de la
victima, semen para determinar microscopicamente el
hallazgo de espemmatozoides por el métedo
inmunocitoquimico y Citoquimico.

Se puede realizar la busqueda en la ropa interior del
sospechoso, semen para determinar microscopicamente
el hallazgo de espermatozoides por e método
inmunocitoquimico y Citoquimico.

s Busqueda de semen en la
Prendas de vestir de la victima &
sospechoso

« Busqueda de semen en el papel
higiénico o toallas en la escena del
crimen.

» Busqueda de semen en diferentes
tipos de soporte textil

Se puede realizar la blsqueda en las prendas de vestir de
la victima ¢ sospechoso semen para  determinar
microscopicamente el hallazgo de espermatozoides por el
método inmunocitoguimico y Citoguimico.

Se puede realizar la busqueda en el papel higiénico 0
toallas en la escena del cimen, semen para determinar
microscopicamente el hallazgo de espermatozoides por el
méetodo inmunocitoguimico y Citoquimico.

Se puede realizar la busqueda en diferentes tipos de
soporte en la escena del crimen, semen para determinar
microscopicamente el hallazgo de espermatozoides por el
método inmunocitoguimico y Citoquimico.

« Busqueda de semen en diferentes
tipos de superficie

Se puede realizar la bisqueda en diferentes tipos de

superficie en la escena del crimen, semen para determinar
microscopicamente el hallazgo de espermatozoides por el
méetodo inmunocitoguimico y Citoquimico
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ANEXO 4

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE LA “APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA
INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL ALEERTO SABOGAL SOLEGUREN 2017."

Claridad 3

N° Dimensiones/items Pertinencia’ | Relevancia® Sugerencias

D1 | Marcader Inmunocitoquimico Antigeno Prostatico Especifico

(PSA). 3i No Si No Si No

1 JBxiste forma de evidenciar microscapicamente  los
espermatozoides aplicando el método inmunocitoquimico con &l
uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas
de agresion sexual?

2 iExiste forma de evaluar la sensibilidad, especificidad vy
reproducibilidad la busqueda de espermatozoides
microscopicamente aplicando el método inmunocitoquimico con el
uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en victimas
de agresion sexual?

3 ¢ Existe diferencia entre el procedimiento manual y automatizado al
aplicar el método inmunocitoquimico con el uso del marcador PSA
en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

4 iLa aplicacién del método inmunocitoquimico con el uso del
marcador PSA que evidencia la reaccion antigeno anticuerpo de
los espermatozoides, puede también evidenciar el liquido seminal
microscopicamente?

D> | Técnica Citoquimica Acido peryédico de SHIFF (PAS)

5 iExiste forma de evidenciar microscopicamente  los
espermatozoides aplicando e método citoquimico PAS en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

6 jExiste forma de evaluar la sensibilidad, especificidad vy
reproducibilidad, la  blsqueda de  espermatozoides

! pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado
2 Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o indicador especifica del constructo
3 Claridad: Transparencia y entendimiento del concepto.
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microscopicamente aplicando el meétodo citoquimico PSA en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

D3

Reconocimientc y  valoracién  citolégica de los
Espermatozoides con el método de Inmunocitoquimica PSA

iExiste la forma de interpretar citolégicamente la caracteristica
microscopica de los espemmatozoides con la inmunocitoguimica
utilizando el marcador PSA en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

iExiste la forma de interpretar citoldgicamente la presencia o
ausencia reaccién inmunocitoquimica del marcador PSA con los
espermatozoides provenientes de muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

D4

Reconocimiento y  valoracion citologica de |los
Espermatozoide con el método de Citoquimica PAS

i Existe la forma de interpretar citoldgicamente la caracteristica
microscopica de los espenmatozoides con la citoquimica PAS en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

10

iExiste la forma de interpretar citoldgicamente la presencia o
ausencia reaccion citoquimica PAS con los espermatozoides
provenientes de muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual?

D5

Estudio morfolégico del espermatozoide por microscopia

11

¢ Existe forma de verificar el reconocimiento e identificacion del
espermatozoide morfologicamente por microscopia en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confimacion?

12

ila observacidn de los espermatozoides morfologicamente
incompletos por microscopia es la prueba irrefutable de semen
microscopia en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS para su confirmacion?

13

iExiste la forma de werificar los factores que influyen la
determinacion de espermatozoides por microscopia; ya sea por la
circunstancia o tiempo transcurrido desde la eyaculacion durante la
agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al aplicar las
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tecnicas inmunocitoquimica PSA y cifoquimica PAS para su
confirmacion?

14

iExiste la forma de verificar los factores que influyen la
determinacién de espermatozoides por microscopia; ya sea por el
agresor en este caso el volumen de semen eyaculado al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion?

15

iExiste la forma de verificar los factores que influyen la
determinacion de espermatozoides por microscopia; ya sea por la
victima en este caso la dilatacion del cérvix, cantidad y calidad del
moco cervical al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS para su confirmacion?

Do

Procesamiento de obtencion de muestras en diferentes zonas
anatomicas del liquide seminal para la identificacion de los
espermatozoides

16

¢ Existe forma de analizar mediante hisopados de manchas secas
o humedas de semen, obtenidas en muestras forenses
pertenecientes a victimas de agresion sexual la evidencia del delito
al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confimacion?

17

¢ Existe forma de estudiar |a evidencia de agresion sexual al aplicar
las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoguimica PAS mediante la
técnica del doble hisopado cuya procedimiento es utilizada para el
recojo de muestras de la superficie de la piel u otro soporte no
transportable?

18

¢Existe forma de analizar la evidencia de agresion sexual en
muestras recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que
haya sido eyaculado por el agresor a la victima mediante la técnica
del doble hisopado para aplicar las técnicas inmunocitoquimica
PSA vy citoquimica PAS para su confirmacion?

19

£ El material seminal encontrado en cavidades u orificios como la
vagina, recto, dependera de colectar muestra en un tiempo
adecuado para el reporte y aislamiento espermatozoides para
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
su confirmacion?

D7

Muestra Forenses en la escena del crimen

20

i Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las
manchas de semen que se encuentran en prendas (ropas,
sabanas, fundas, almohadas, toallas) recolectando toda pieza
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evitando dobleces y fricciones en las areas manchadas para aplicar
las técnicas inmunocitoguimica PSA y citoguimica PAS para su
confimacién?

21 | ¢Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las
prendas de vestir, del presunto agresor y/o de la presunta victima,
del cual deben ser empaquetadas en forma separada para su
estudio inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion?

22 | iExiste la manera de analizar por las técnicas inmunocitoquimica
PSA y citoguimica PAS la evidencia del liquido espermatico en la
escena del crimen por el investigador en las cuatro formas distintas
que se presenta: como mancha; impregnado en un tejido; como
fluido, mezclado con ofros fluidos corporales; como la secrecién
vaginal, y por ultimo; como semen o liquido espermatico?

23 | {Existe la forma que las manchas seminales sean localizadas,
protegidas y transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA
y citoquimica PAS en laboratorio, para ello es importante conservar
completa la célula, es decir que la cabeza se mantenga unida a la
cola, por lo que debe evitarse fricciones o manipuleo inadecuado?

24 | iEs importante que los procedimientos posterior a la toma de
muestra, realizado el hisopado de la regién corporal es importante
proceder al extendido del mismo en una lamina portachjeto estéril
del cual es necesario fjar en alcohol absoluto para su
procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico?

Observacionas (PreCisar Sl Ay SU I CIENC B ... e et ettt ettt et e e et e e e et an
Opinion de aplicabilidad: Aplicable ( ) Aplicable después de corregir ( ) No aplicable ( )

Apellidos y nombre del evaluador (JUICIo e X PEri0 ) ..o e e DNI: oo
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23

¢Existe la forma que las manchas seminales sean localizadas,
protegidas y transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA
y citoquimica PAS en laboratorio, para ello es importante conservar .
completa la celula, es decir que la cabeza se mantenga unida a la /
cola, por lo que debe evitarse fricciones 0 manipuleo inadecuado?

24

¢Es importante que los procedimientos posterior a la toma de
muestra, realizado el hisopado de la region corporal es importante
proceder al extendido del mismo en una lamina portaobjeto estéril
del cual es necesano fijar en alcohol absoluto para su
procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico? &

Observaciones (precisar si hay suficiencia): .............ccocevvceiee e e ieeeenins

Opinién de aplicabilidad: Aplicable

Apellidos y nombre del evaluador (juicio de experto): = ’/-‘P /{ o

Aplicable desqués de correglr ()

e

evaluador: Mg. 6 Dr.... é{?@w“x{y‘ ’W W;‘O
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23

¢Existe la foma que las manchas seminales sean localizadas,
protegidas y transportadas para su analisis inmunocitoquimica PSA
y citoquimica PAS en laboratonio, para ello es importante conservar
completa la célula, es decir que la cabeza se mantenga unida a la
cola, por lo que debe evitarse fricciones 0 manipuleo inadecuado?

24

¢Es importante que los procedimientos posterior a la toma de
muestra, realizado el hisopado de la region corporal es importante
proceder al extendido del mismo en una lamina portaobjeto estéril
del cual es necesario fijar en alcohol absoluto para su
procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico?

Observaciones (precisar si hay suficiencia): ..

Opinién de aplicabilidad: Aplicable ?Q) Aplicable después de corregir ( )
Apellidos y nombre del evaluador (juicio de experto) ?w?aaw? EWTW F Doy S\
IR ARTOIN 74 YUTPN

Especialidad del evaluador: Mg. 6 Dr...

Firma: ....

s

Lic. mwmm
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24 | iéEs importante que los procedimientos posterior a la toma de
muestra, realizado el hisopado de la region corporal es importante
proceder al extendido del mismo en una lamina portacbjeto esteril y
del cual es necesario fijar en alcohol absoluto para su ? y \
procedimiento inmunocitogquimico y citoguimico? 1

e

Observaciones (precisar si hay SUfICIBNCIA): ... ..oooieiii e
Opinién de aplicabilidad: Aplicable%‘ Aplicable después de corregir () Mo aplicable { )

Apellidos y nombre del evaluador (juicio de experto): ....A.S.F.Q,'R?:ﬂ...GA.L.(.E&RQ,,,A,E’.'!E&? ....................... pNE: 067 TS
Especialidad del gvaluador: Mg. 6 Dr.....Eﬁﬁﬁﬁ,ﬂﬁ.!—!.?fnﬂ......E,".-.,.,.,,g,',ﬁ..&ﬁ:?-t.‘.*.fsr:%w....FQEF.H“EE........,..,,,,,,...
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ANEXO 5.
CUESTIONARIO DE INSTRUMENTO: APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA
INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA EL
RECONOCIMIENTO E  IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL, DIRIGIDO A LOS
TECNOLOGOS MEDICOS ESPECIALISTAS EN LABORATORIO CLINICO Y
ANATOMIA PATOLOGICA.

Estimado colega, la Institucion requiere conocer su opinion sobre la forma en que se
desarrolla en el Hospital el proceso de la Inmunocitoquimica y citoquimica para
identificar las debilidades y trabajar en muestras forenses y mejorarlas.

A continuacion, le presentamos el cuestionario sobre la investigacion titulada
“APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y
CITOQUIMICA PAS PARA EL RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE
ESPERMATOZOIDES EN MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN
EL HOSPITAL NACIONAL ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.”, las
respuestas que desarrolle, son confidenciales, por lo tanto, le solicitamos, responder
con honestidad y marcar con una X (aspa) en la casilla que muestre la alternativa

gue represente su opinion.

1 2 3 4 5
) Totalmente en En Totalmente de
Indeciso De acuerdo
desacuerdo desacuerdo acuerdo
Sexo: ... Edad: ...

APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA
INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL

Dimension: Marcador Inmunocitoquimico Antigeno
Prostéatico Especifico (PSA).

N© PREGUNTAS 1121324
¢Existe forma de evidenciar microscépicamente los
1 | espermatozoides aplicando el método inmunocitoquimico con el
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uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

¢Existe forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad la bldsqueda de espermatozoides
microscépicamente aplicando el método inmunocitoquimico con
el uso del marcador PSA en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

¢ Existe diferencia entre el procedimiento manual y automatizado
al aplicar el método inmunocitoquimico con el uso del marcador
PSA en muestras forenses obtenidas en victimas de agresion
sexual?

¢La aplicacion del método inmunocitoquimico con el uso del
marcador PSA que evidencia la reaccion antigeno anticuerpo de
los espermatozoides, puede también evidenciar el liquido
seminal microscopicamente?

Dimension: Técnica Citoquimica Acido peryddico de
SHIFF (PAS)

NO

PREGUNTAS

¢Existe forma de evidenciar microscopicamente los
espermatozoides aplicando el método citoquimico PAS en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

¢Existe forma de evaluar la sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad, la  busqueda de  espermatozoides
microscopicamente aplicando el método citoquimico PSA en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

Dimension: Valoracién citolégica de los
Espermatozoides con el método de Inmunocitoquimica
PSA

NO

PREGUNTAS

¢ Existe la forma de interpretar citoldgicamente la caracteristica
microscopica de los espermatozoides con la inmunocitoquimica
utilizando el marcador PSA en muestras forenses obtenidas en
victimas de agresion sexual?

¢Existe la forma de interpretar citologicamente la
presencia o ausencia reaccion inmunocitoquimica del marcador
PSA con los espermatozoides provenientes de muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

Dimension: Valoracién citolégica de los
Espermatozoide con el método de Citoquimica PAS
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NO

PREGUNTAS

¢Existe la forma de interpretar citol6gicamente la caracteristica
microscoépica de los espermatozoides con la citoquimica PAS en
muestras forenses obtenidas en victimas de agresion sexual?

10

¢ Existe la forma de interpretar citolégicamente la presencia o
ausencia reaccion citoquimica PAS con los espermatozoides
provenientes de muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual?

RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE
ESPERMATOZOIDES EN MUESTRAS FORENSES

Dimension: Estudio morfolégico del espermatozoide
por microscopia

NO

PREGUNTAS

11

¢ Existe forma de verificar el reconocimiento e identificacién del
espermatozoide morfologicamente por microscopia en muestras
forenses obtenidas en victimas de agresion sexual al aplicar las
técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion?

12

¢La observacion de los espermatozoides morfolégicamente
incompletos por microscopia es la prueba irrefutable de semen
microscopia en muestras forenses obtenidas en victimas de
agresion sexual al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA'y
citoquimica PAS para su confirmacion?

13

¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la
determinacion de espermatozoides por microscopia; ya sea por
la circunstancia o tiempo transcurrido desde la eyaculacion
durante la agresion sexual hasta la recoleccion de la muestra al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion?

14

¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la
determinacién de espermatozoides por microscopia; ya sea por
el agresor en este caso el volumen de semen eyaculado al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion?

15

¢Existe la forma de verificar los factores que influyen la
determinacion de espermatozoides por microscopia; ya sea por
la victima en este caso la dilatacion del cérvix, cantidad y calidad
del moco cervical al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA
y citoquimica PAS para su confirmacion?

Dimension: Procesamiento de obtencién de
muestras en diferentes zonas anatdémicas del liquido
seminal para la identificacion de los espermatozoides
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NO

PREGUNTAS

16

¢Existe forma de analizar mediante hisopados de manchas
secas 0 humedas de semen, obtenidas en muestras forenses
pertenecientes a victimas de agresion sexual la evidencia del
delito al aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS para su confirmacién?

17

¢ Existe forma de estudiar la evidencia de agresion sexual al
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
mediante la técnica del doble hisopado cuya procedimiento es
utilizada para el recojo de muestras de la superficie de la piel u
otro soporte no transportable?

18

¢ Existe forma de analizar la evidencia de agresion sexual en
muestras recolectadas en todas las areas de la piel sin lavar, que
haya sido eyaculado por el agresor a la victima mediante la
técnica del doble hisopado para aplicar las técnicas
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para su
confirmacion?

19

¢, El material seminal encontrado en cavidades u orificios como la
vagina, recto, dependera de colectar muestra en un tiempo
adecuado para el reporte y aislamiento espermatozoides para
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion?

Dimension: Muestra Forenses en la escena del
crimen

NO

PREGUNTAS

20

¢Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las
manchas de semen que se encuentran en prendas (ropas,
sabanas, fundas, almohadas, toallas) recolectando toda pieza
evitando dobleces y fricciones en las areas manchadas para
aplicar las técnicas inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS
para su confirmacion?

21

¢Existe forma de hallar evidencias de agresion sexual en las
prendas de vestir, del presunto agresor y/o de la presunta
victima, del cual deben ser empaquetadas en forma separada
para su estudio inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS para
su confirmacion?

22

¢(Existe la manera de analizar por las técnicas
inmunocitoquimica PSA y citoquimica PAS la evidencia del
liquido espermatico en la escena del crimen por el investigador
en las cuatro formas distintas que se presenta: como mancha,;
impregnado en un tejido; como fluido, mezclado con otros fluidos
corporales; como la secrecion vaginal, y por ultimo; como semen
o liquido espermatico?
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23

¢Existe la forma que las manchas seminales sean localizadas,
protegidas y transportadas para su analisis inmunocitoquimica
PSA y citoquimica PAS en laboratorio, para ello es importante
conservar completa la célula, es decir que la cabeza se
mantenga unida a la cola, por lo que debe evitarse fricciones o
manipuleo inadecuado?

24

¢Es importante que los procedimientos posterior a la toma de
muestra, realizado el hisopado de la region corporal es
trascendental proceder al extendido del mismo en una lamina
portaobjeto estéril del cual es necesario fijar en alcohol absoluto
para su procedimiento inmunocitoquimico y citoquimico?

GRACIAS POR SU COLABORACION

Fuente: Elaborado por el investigador de la tesis
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ANEXO & Eﬁ.ﬁ ;%ﬁ ﬁ

‘Afio del didlogo y reconciliacién nacional”

Callaoc 13 de marzo del 2018
Dra. Maritza Hipdlito Pittar

Jefa del Servicio de Patologia Quinirgica.

Asunto: Autorizacion para el cuestionario de Instrumento aplicado para
Tecnélogos Meédicos

Mos es muy grato comunicarnos con usted para expresarle nuestros saludos y
asi mismo, hacer de su conocimiento que como estudiante de la Escuela de
Posgrado de la Universidad Privada Norbert Wiener, de |a especialidad de
Ciencias Criminalisticas, le solicito su valiosa colaboracién y autorizacion para
el cuestionario aplicado para Tecndlogos Meédicos para recabar la
informacion requerida para llevar a cabo el desarrollo de mi tema de
investigacion y con el cual optaré el grado de Maestro en Ciencias
Criminalisticas.

El titulo correspondiente a mi tema de investigacion es “APLICACION DE LAS
TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS PARA
EL RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN
MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA SEXUAL EN EL HOSPITAL
NACIONAL ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017." vy siendo
indispensable contar con la aplicacion del cuestionario contando con todos los
Licenciados Tecndlogos Medicos de los servicios correspondientes de Patologia
donde sus observaciones y recomendaciones contribuiran para mejorar la
version final de mi trabajo.

El expediente de validacion, que le hacemos llegar contiene:
Anexo N® 1: Carta de presentacion
Anexo N° 5: Instrumento aplicado para Tecndlogos Médicos |

Expresandole nuestros sentimientos de respeto y consideracion nos despedimos
de usted, no sin antes agradecerle por su atencion y contribucion al
mejoramiento de la investigacion cientifica.

Atentamente:
LIC. CARLOS HUGO GARCIA VASQUEZ

DNI: ©9435522
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Anexo N° 7:

Matriz de consistencia: “APLICACION DE LAS TECNICAS DE LA INMUNOCITOQUIMICA PSA Y CITOQUIMICA PAS
PARA EL RECONOCIMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPERMATOZOIDES EN MUESTRAS FORENSES POR VIOLENCIA
SEXUAL EN EL HOSPITAL NACIONAL ALBERTO SABOGAL SOLEGUREN, 2017.”

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

DIMENSIONES E INDICADORES

METODOLOGIA

Problema General.

¢Qué relacion existe entre la
aplicacién de las técnicas de la
inmunocitoguimica PSA y
citoquimica PAS en el
reconocimiento e identificacién de
espermatozoides en  muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

Problemas especificos

1. ¢Cdmo se relaciona la aplicaciéon
de la inmunotincion del antigeno
prostatico especifico PSA con el
estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia
en muestras forenses  por
violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

Objetivo General

Determinar la relacién que existe
entre la aplicacion de las técnicas de
la inmunocitoquimica PSA vy
citoguimica PAS en el
reconocimiento e identificacién de
espermatozoides en  muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017

Objetivos Especificos

1. Determinar la relacion entre la
aplicacién de la inmunotincion
del antigeno prostéatico
especifico PSA con el estudio
morfolégico del espermatozoide
por microscopia en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Hipoétesis General
H1:Existe significativa relacion
entre la aplicacion de las técnicas
de la inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS en el
reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

HO: No existe significativa relacion
entre la aplicacion de las técnicas
de la inmunocitoquimica PSA y
citoquimica PAS en el
reconocimiento e identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

Hipdtesis Especificas

1. Es evidente |a alta relacion entre
la aplicacion de la inmunotincién
del antigeno prostético
especifico PSA con el estudio
morfolégico del espermatozoide
por microscopia en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Variable 1 (x)

Aplicacién de las
técnicas de la
Inmunocitoquimica
PSA
y Citoquimica
PAS

DV1-1:
Marcador Inmunocitoquimico
Antigeno Prostético Especifico
PSA
1V1-1:
¢ Tipos de muestra
e Frotis 6 extensiones
e Fijador precipitante o coagulable
e Método empleado (Peroxidasa anti-
peroxidasa)
e Recuperacion del antigeno
¢ Avidez por el antigeno
e Alta sensibilidad
¢ Alta especificidad
¢ Reproducibilidad
¢ Relacién entre la concentracion del
anticuerpo e intensidad de la
reaccion.

DV1-2:

Técnica Citoquimica
Acido peryédico de SHIFF PAS

IV1-2:
Tipos de muestra
Frotis 6 extensiones
Fijador precipitante o coagulable
Método quimico colorimétrico
Oxidacion de los carbohidratos
Formacion de los grupos
aldehidos
Reaccion de mucopolisacaridos
e Intensidad de la reaccion
e Especificad de la reaccion

Tipo de
investigacion:
aplicada

Nivel de
investigacion:
Correlacional.

Métodos:
Correlacional.

Disefio:
No Experimental

Técnicas:
Observacion
Escala de Likert

Instrumento:
Escala de Likert
Aplicacion de
instrumento para
recoleccion de
datos
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2. ¢ Como se relaciona la aplicacién
de la tincion Citoquimica de &cido
peryodico de Shiff PAS con el
estudio morfolégico del
espermatozoide por microscopia
en muestras forenses  por
violencia sexual en el Hospital
Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

3. ¢Qué relacién existe entre la
interpretacion citolégica de la
inmunotincion  PSA con el
reconocimiento e identificacién de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

4. ¢;Qué relacibn existe entre la
interpretacion citolégica de la
tincion Citoquimico PAS con el
reconocimiento e identificacién de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal
Soleguren, 20177

2. Determinar la relacién entre la

aplicacion de la tincion
Citoquimica de acido peryédico
de Shiff PAS con el estudio
morfolégico del espermatozoide
por microscopia en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Evaluar la relacién que existe
entre la interpretacién citolégica
de la inmunotincién PSA con el
reconocimiento e

identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Evaluar la relacién que existe
entre la interpretacién citolégica
de la tincién Citoquimico PAS
para el reconocimiento e
identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

2. Es evidente la alta relacién entre

la aplicacion de la tincion
Citoquimica de acido peryodico
de Shiff PAS con el estudio
morfologico del espermatozoide
por microscopia en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Es notoria la alta relacién entre
la interpretacion citoldgica de la
inmunotincion PSA con el
reconocimiento e

identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

Es evidente la alta relacion entre
la interpretacion citolégica de la
tincion Citoquimico PAS con el
reconocimiento e

identificacion de
espermatozoides en muestras
forenses por violencia sexual en
el Hospital Nacional Alberto
Sabogal Soleguren, 2017.

e Sensibilidad de la reaccién
e Reproducibilidad

DV1-3:
Valoracién citologica de los
Espermatozoide con el método de
Inmunocitoquimica PSA
1V1-3:
e Caracteristica microscopica del
inmunotincion
e Presencia de inmunotincion
e Ausencia de inmunotincion
e Localizacion extracelular de la
inmunotincion
e Patron nuclear (cabeza)
e Patron citoplasmatico (cola)
e Interpretacion de resultados
¢ Reactividad

DV1-4:
Valoracién citologica de |
Espermatozoide con el método de
Citoquimica PAS.
IV1-4:
e Caracteristica microscépica de la
reaccién histoquimica
¢ Presencia de la reaccion
histoquimica
¢ Ausencia de la reaccion
histoquimica
¢ Localizacion celular de la reaccion
histoquimica
¢ Localizacion extracelular de la
reaccién histoquimica
¢ Patron nuclear (cabeza)
¢ Patron citoplasmatico (cola)
e Interpretacion de resultados

(cuestionario de
24 preguntas)

Poblacion:
Totalidad de los
casos atendidos

por violencia
sexual, en el
servicio de
Ginecologia del
Hospital Nacional
Alberto Sabogal
Soleguren, 2017

Muestra:

La muestra estuvo
constituida por 87
pacientes
atendidos por
violencia sexual,
en el servicio de
Ginecologia del
Hospital Nacional
Alberto Sabogal
Soleguren, 2017.

Muestreo
Probabilistico
donde el criterio
de clasificacion de
la poblacién, se
sustent6 en un
muestreo
probabilistico
aleatorio simple,
porque las
muestras fueron
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Variable 2 (y)

reconocimiento e
identificacion de
espermatozoides

en muestras
forenses por
violencia sexual

Dv2-1.

Estudio morfoldgico del

espermatozoide por microscopia

1V2-1:

e  Caracteristicas morfoldgicas del
espermatozoide

e Detalle celular de la Cabeza del
espermatozoide normal 6 con
defecto morfoldgico.

e Detalle celular del Acrosoma.

e Detalle celular del Nucleo-

e Detalle celular del citoplasma.

e Detalle celular de la menbrana
citoplasmatica.

e Detalle celular del Cuelloy
Porciéon media del
espermatozoide normal 6 con
defecto morfolégico

e Detalle celular de la Cola 6
flagelo normal o con defecto
morfolégico

e  Espermatozoides
morfolégicamente completos.

e Espermatozoides
morfolégicamente incompletos.

e Grado de celularidad

e  Células inmaduras
Sustancias extracelulares del
liquido seminal

Dv2-2:

Procesamiento de obtencidén de
muestras en diferentes zonas
anatémicas del liquido seminal
para la Identificacion de los
espermatozoides

IV2-2:
Hisopado vulvar
Hisopado vaginal superior
Hisopado vaginal inferior
Hisopado Orificio cervical externo
Lavado vaginal
Hisopado perianal

seleccionadas al
azar.
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Hisopado anal
Hisopado bucal
Lavado bucal
Hisopado de piel

DVv2-3:

Muestra Forenses en la escena del
crimen

1V2-3:
Busqueda de manchas secas en
diferentes tipo de soporte
Busqueda de manchas liquidas
en diferentes tipo de soporte
Busqueda de costra en diferentes
tipo de soporte
Ropa interior de la victima
Ropa interior del sospechoso
Prendas de vestir
Papel higiénico 6 toallas
Diferentes tipos de soporte textil.
Objetos de transporte pequefios
Diferentes tipos de superficie.
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ANEXO 8
FOTOS DE ESTUDIO ANALITICO
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