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INTRODUCCION



La identificacion de fluido seminal constituye un viejo problema en

medicina legal, pese a no haber sido estimado como tal para la mayoria de la
bibliografia anterior al siglo XIX. Florence publicé un interesante estudio de los
procedimientos usados en el examen de supuestas victimas de agresién sexual

previo al siglo XX.

Los primeros esfuerzos sistemdticos para identificar fluido seminal
mediante tests quimicos, tuvieron lugar al mismo tiempo que surgian los
procedimientos analiticos para identificar sangre en investigaciones
médico-legales. En 1826, Olliver d’Angers y Barruel informaron de un caso de
agresion sexual en el que ellos habian sido consultados. La sospecha se inclinaba
a que ciertas manchas en la ropa fueron hechas con grasa de carne animal no
cocinada. Los expertos examinaron las dreas manchadas de la ropa frente a
controles de ropa sin manchar y las compararon con respecto a: la
humidificacién con agua, la naturaleza y color del extracto acuoso, y la
conducta del extracto con alcohol absoluto. El extracto tenia un olor
"espermdtico", era alcalino, y su residuo después de secado era pegajoso.
Concluyeron que la mancha no podia haber sido hecha con grasa animal, y que

era una mancha seminal.

En 1827, Orfila, que fue uno de los mds respetados médico-legistas de la

época, informd de una serie de tests quimicos para la identificacion de fluido
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seminal. Habia sido consultado en un caso en el que existia la sospecha de que
una nina de 13 afos habia sido victima de abusos sexuales. Un médico vio a la
nifia 9 dias después y publicé un informe de sus hallazgos en el que daba a
conocer su criterio acerca de que la nifa habfa sido agredida sexualmente,
basado en el hecho de que habia recuperado semen de la vagina. Orfila objet6
a estos hallazgos en dos planos: primero, al aseverar gque era altamente
improbable que el semen persistiese en la vagina de la victima durante 9 dias,
especialmente después de que ella estuviera sufriendo una descarga de flujo; y
segundo, que no habian sido utilizados métodos quimicos sistemadticos para
asegurar que la identificacion del fluido seminal era correcta. Los tests que €l
ideé para la identificacién de semen estaban basados en: la apariencia de las
manchas, cambios de color y consistencia obtenidos mediante la accién del calor
e inmersién en agua, olor emitido por la mancha humedecida, y la conducta del
extracto acuoso frente a un nimero de reactivos y tratamientos. Las manchas
seminales fueron comparadas, al seguir estos criterios, con un nimero de otros
tipos de secreciones vaginales, y con manchas de mucus nasal y saliva. Orfila
dijo en este trabajo que, mientras él no habia tenido dificultad en encontrar
espermatozoides en muestras seminales frescas, e incluso en una muestra de 18
afios de semen seco, con la ayuda del microscopio, le falté la confianza al
emplear la técnica microscopica para manchas seminales en tejidos. Aseverd que
era muy dificil, si no imposible, encontrar células intactas en extractos de

manchas, y que los procedimientos quimicos deberian ser empleados siempre.

En 1834, Chevallier, al informar de sus exdmenes en un caso de agresion
sexual, confirmé que los métodos empleados eran esencialmente los que habian

sido descritos por Orfila. En 1839, Devergie, publico un trabajo con los signos



de muerte por colgamiento, (1839a). Uno de los cuales era el hallazgo de
espermatozoides en el canal uretral de la victima, efectuado con examen
microscopico. Asegur6 que habia encontrado células de esperma en manchas
seminales de 10 meses, y afirmé que la confirmacién de la presencia de
espermatozoides en una mancha era un criterio mds cierto para diagnostico de
manchas seminales que los métodos quimicos. Orfila en 1839 discrep6 con
Devergie por una serie de motivos, y Devergie (1839b) le contestd

oportunamente.

En 1837, Rattier habia publicado un documento sugiriendo que las células
de esperma podian ser identificadas en manchas seminales presentes en tejidos
y recomendado el correspondiente procedimiento para las investigaciones
médico-legales. Rattier aseguré haberse informado, a través del microscopista
Charles Chevalier, acerca de los trabajos previos al asunto, y comprobé que
Lebaillif habfa identificado una mancha seminal por deteccién microscépica de
espermatozoides aigunos afios antes en ¢l denominado caso Contrafato, aunque
no lo habia publicado. Chevalier mencioné este hecho indirectamente en su libro
en 1839 y Florence en 1896 afirmé que Chevalier habia llegado a los mismos

resultados que Lassaigne en 1858,

En 1839, Bayard publicé un extenso documento acerca del uso del
microscopio en el examen de manchas seminales para comprobar la presencia
de espermatozoides. Otros procedimientos cuidadosos fueron detallados para
realizar correctamente la técnica, y el método comenzé a ser generalmente
aceptado poco después. Los primeros métodos quimicos fueron gradualmente

abandonados por muchos profesionales, aunque pese a ello los experimentos
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para encontrar métodos no microscépicos para la diferenciacién de manchas de
fluido corporal, persisten todavia. Lassaigne, en 1858, sefialé una serie de
reactivos definidos para dar diferentes tipos de reacciones con manchas
seminales y otras clases de manchas que podian asemejarlas. Brouardel revisé
las técnicas para la identificacién de manchas seminales en 1879, recomendando
el microscopio como la técnica principal. No obstante, en ausencia de
espermatozoides no se podia sacar la conclusién de que el semen estuviera
ausente, porque era conocido el hecho de que un cierto nimero de hombres eran
azoospérmicos. En 1880, Boutmy y Brouardel fueron solicitados por la Sociedad
de Medicina Legal para la evaluacién de una técnica, que habia sido propuesta
por Petel y Labiche, para la identificacién de manchas seminales. Petel y
Labiche habfan informado que muchos fluidos corporales y otras manchas
tomaban color de la tintura carmin, pero éstos se decoloraban de forma diferente
en solucion de carbonato sddico. Las manchas seminales requerian 12 horas
para decolorarse, mientras que otras manchas, que ellos habian estudiado,
necesitaban mucho menos tiempo. Boutmy y Brouardel no pudieron aceptar el
test como suficiente por si mismo para la identificacién, pero informaron que

podia ser util para proveer de evidencia adicional en algunos casos.

Ninguno de los tests no morfolégicos usados durante la mayor parte del
siglo XIX han sobrevivido. La mayoria de las autoridades empezaron a confiar
mds en la deteccion de células de esperma para la identificacion de manchas
seminales alrededor de 1840. El test Florence para identificacion de manchas

seminales fue introducido en 1896.



METODOS DE EVALUACION

La identificacion de células de esperma no es el método mds antiguo para
la identificacion médico-legal de manchas seminales pero puede ser todavia el
mds seguro. Las técnicas son relativamente simples y el hallazgo de
espermatozoides constituye una prueba indiscutible de que la mancha es de
origen seminal. Durante mucho tiempo, hasta alrededor de 1900, no habia
realmente otros métodos seguros para identificar semen. Reese en 1891 enfatizé
sobre este punto en su texto. Menger en 1887 dio un informe de un caso en San
Antonio (Texas) en el que un hombre mayor era acusado de violar a un nifo.
En unas 30 placas preparadas de las manchas de la ropa interior de la victima,
sin embargo, no pudo encontrar células de esperma y dijo que no podia asegurar

la presencia de semen.

Se han recomendado diversos procedimientos para la identificacion de
espermatozoides en manchas seminales. Todos pueden ser clasificados dentro
de uno de los siguientes procedimientos, de acuerdo con Pollack en 1943. (1)
separacion de células del material o substrato provisto e identificacion
microscépica; (2) destruccién parcial o total del material provisto; y (3)
identificaciéon de células de esperma "in situ”, casi siempre con varias manchas

biologicas sometidas a tincién para proceder posteriormente a la identificacion.

En 1987 Bolton y Thorpe comparan manchas de semen por un método de

absorcion elucion (Elisa) facilitando la determinacién de los grupos ABO.



FOSFATASA ACIDA SEMINAL (PROSTATICA)

Es conocido hace mucho tiempo que al semen le pueden faltar
espermatozoides. Hay muchas diferentes razones para esta circunstancia,
incluyendo defectos congénitos, patologias y vasectomia. El examen de
evidencia fisica en casos de agresion sexual es mds dificil en la identificacién
de semen que carece de espermatozoides. Durante muchos afos, cientificos
forenses han estado interesados acerca de este problema, y se han ofrecido un

cierto nimero de métodos como soluciones.

El test de la “fosfatasa dcida” es una de las técnicas mejor conocida y mds
ampliamente empleada para la identificacion de semen, aparte de la
identificacién de las células de esperma. Se basa, en sus muchas variaciones, en
la presencia en semen humano de altos niveles de concentracién de una

fosfohidrolasa no especifica de origen prostitico.

En 1935, Kutscher y Wohlbergs informaron que la eyaculacidn masculina
contenia una enzima que hidrolizaba varios ésteres fosfato a un pH dcido
Optimo, Los primeros estudios de Kutscher en 1935 de fosfatasas en orina
habian impulsado la investigacién. Su origen fue establecido como perteneciente
a la glindula prostdtica y la enzima se llamé "fosfatasa prostdtica”. El origen
prostdtico de la enzima se confirmd por Gomori en 1941 usando técnicas de

coloracién histoguimicas.

En 1945, Lundquist, en Copenhagen, sugirié que las extraordinariamente

elevadas cantidades de fosfatasa dcida prostdtica presentes en semen humano
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podian usarse para la identificacion de semen en situaciones médico-legales. Los
estudios de esta posibilidad se llevaron a cabo en Dinamarca por Riisfeldt en

1964, Rasmussen en 1945 y Hansen en 1946,

Rasmussen no se refirié al documento de Lundquist, y aunque la
publicacion de su documento parece tener precedentes en el de Lundquist, seria
correcto, por esta razdn, acreditar el origen de la utilizacién médico-legal de
fosfatasa dcida seminal como una técnica de identificacion de semen a ambos
investigadores. Rasmussen recomendé el test como de utilidad en Ia
identificaciébn de manchas seminales en medicina legal, especialmente en

muestras azoospérmicas.

Hansen en 1946 determiné la actividad de fosfatasa 4cida en un ndimero
sustancial de muestras seminales, y de muestras de otras secreciones corporales.
Las medidas se hicieron en liquidos donde las unidades de actividad podian
focilmente referirse a volumen, asi como en manchas. En las manchas, las
unidades de actividad eran referidas al drea ocupada por la mancha con el fin

de comparar diferentes materiales.

Se informd que solamente las secreciones prostdticas de hombre y mono
contenian elevadas concentraciones de fosfatasa dcida, y que este test podia, por
esta razon, ser de gran valor en la discriminaciéon de semen animal si fuera
necesario. Los valores exclusivos se atribuian a la identificacién de semen
azoospérmico. Hansen informé de que la primera parte de la eyaculacién era
particularmente rica en fosfatasa dcida prostdtica. Esta fraccién contenia una

minima cantidad de espermatozoides, aunque las ultimas fracciones son mds



ricas en células y tienen menos fosfatasa dcida. En exposiciones médico-legales,
no se encontraron casos en fos que el esperma estuviera presente, pero la
fosfatasa dcida era negativa. Hansen manifesté que el test era especifico para
semen, pero no obstante recomendé que fuera usado en conjuncién, y no como

sustituto, con la buisqueda para su identificacion de células de esperma.

El tercer estudio importante se llevé a cabo por el Dr. Ove Riisfeldt en
1946. Valores altos de actividad de fosfatasa dcida se encontraron en todas las
eyaculaciones excepto en aquellos sujetos prostatomizados. Para manchas,
Riisfeldt estaba convencido de que el método era especifico de semen, y creyé
que cuando daba resultados positivos, uno podia concluir con certeza que el
semen estaba presente., Sin embargo, en los casos en que el test de fosfatasa
dcida era negativo, la bisqueda de células tenia que intentarse. Si no se
detectaba la enzima, y no se encontraban espermatozoides, la conclusion de

ausencia de semen estaba garantizada.

En 1947, Kaye recomendo el test de fosfatasa dcida para identificacién de
manchas seminales. Manchas de fluido seminal contendrian un minimo de 30
unidades King Armstrong de actividad de fosfatasa dcida, y cualquier mancha
conteniendo ese nivel de actividad o mds alto podia considerarse que era de
origen seminal. Recomendd que se hiciera también una buisqueda de células de
esperma. Manchas de hasta 6 meses dieron fuertes reacciones positivas, La
tinica posibilidad de obtener un valor alto de fosfatasa dcida de otro fluido
corporal seria en sueros de pacientes con metdstasis de carcinoma de prdstata.
En 1936 Gutman y colaboradores observaron que la actividad de la fosfatasa

acida era elevada en pacientes con cdncer de préstata, entonces sugirieron que
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las pruebas en suero de fosfatasa dcida podian ser ttiles como ayuda en el
diagnostico de carcinoma de préstata, esta idea gané rdpidamente adeptos como
por ejemplo en el afo 1946 por Benotti y colaboradores. En 1951, Kaye
informé de que manchas guardadas a temperatura ambiente durante 3 afios

todavia daban fuertes positivos al test de fosfatasa dcida.

En 1950, Lundquist revisé {a experiencia del Instituto de Ia Universidad
de Medicina- Legal de Copenhagen con el test de la fosfatasa dcida. Mds de
2000 manchas correspondientes a 346 casos se examinaron en un periodo de
varios afios. Los exdmenes cuidadosos para comprobar la presencia de
espermatozoides fueron efectuados, en muchos de los casos, en adicién al test
de la fosfatasa dcida y se encontré que dicho test podia dar negativo atn cuando
el esperma estuviera presente. Similarmente, el test era a veces positivo en
ausencia de células de esperma. El test, no obstante, carece de valores iitiles
negativos, aunque Lundquist afirmé que los test de fosfatasa dcida controlados
apropiadamente no dejaban duda acerca de la presencia de semen, incluso si no

se encontraban células de esperma.

No todos los autores han estado de acuerdo en que un solo test de
fosfatasa dcida positivo, en ausencia de otra evidencia, podria tomarse como
prueba concluyente de la presencia de semen. Hauck y Lithoff en 1959
revisaron este asunto finalmente, concluyendo que un test de fosfatasa dcida solo
no deberia considerarse concluyente para la identificacion de semen. Mostraron
que un nimero variado de sustancias de origen vegetal daban altos valores de
fosfatasa dcida. Kind en 1964 también revisé este test, y estuvo parcialmente de

acuerdo con Hauck y Leithoff. Kind también discutio la reaccion del test de
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fosfatasa dcida como un instrumento de bisqueda para manchas seminales
localizadas en prendas y superficies, y Fonzak en 1977 recomendé esta técnica

como util.

Un nimero de autores han definido los ensayos cuantitativos de fosfatasa
dcida para determinaciones médico-legales de semen y manchas seminales,
insistiendo en que es la elevada concentracion de fosfatasa dcida y no su mera
presencia la que caracteriza al plasma seminal. (Rasmussen en 1945; Kind en
1964; Nakamura y colaboradores en 1959; Kaye en 1947; Hazen en 1955;
Walther y Hohn en 1971; Gémez y colaboradores en 1975; Davis y Gémez en
1975). Un nimero de autores que emplean ensayos cuantitativos han sefialado
valores "cut-off", en unidades por volumen o drea; muestras que contienen
valores de fosfatasa 4cida en exceso a estos valores, deberfan ser definitivamente
considerados como de origen seminal. En muchos casos, estos valores han sido
establecidos empiricamente a través de la medida del contenido en fosfatasa
dcida en un gran niimero de sustancias, y seleccionar después aquellos valores

por encima de los observados en todas las sustancias que no eran seminales.

Kind en 1964 dijo que él no asegurarfa la presencia de semen en una
mancha basdndose solo en el test de la fosfatasa dcida, ya que seria necesaria
la corroboracién de la identificacion mediante hallazgos de células de esperma,
o con un test Florence positivo. Pinto en 1959 dejo constancia de que él
presentaria el dato de un alto valor de fosfatasa dcida, bien en ausencia o en
presencia de espermatozoides, con una adecuada explicacién y dejar al
demandante o a la autoridad judicial juzgar oportunamente. Schiff en 1978

discrepd de esta idea ya que pensé que el testigo experto darfa una opinién de
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nivel cientifico, la cual estim6 que seria bastante compleja para que los no
cientificos fueran capaces de evaluvarla apropiadamente. Revisé el test de
fosfatasa dcida, y estaba convencido de su autenticidad como indicador de la
presencia de semen, incluso en ausencia de esperma y preconizo la ejecucion de
un test cualitativo siempre en las manos de un profesional experimentado.
Afirmd que si se usaba un test cuantitativo se requicre mds tiempo y debe
seleccionarse un punto "cut-off" arbitrario. Afiadié que su experiencia con el

test durante muchos afios le habfa mostrado que era fiable para semen

az00Spérmico,

En 1971 Gotfried por electroforesis separa dos isoenzimas permitiendo la

diferenciacion de la fosfatasa dacida en el semen humano.

Owen y Smalldon en 1975 incorporaron el resultado del significado
evidente de los hallazgos del test de fosfatasa dcida positivo. En el examen de
las chaquetas de 100 hombres, y 100 pares de pantalones de hombre
seleccionados al azar en una tintoreria, se informé que 44 pares de pantalones
mostraban dreas de significada actividad de fosfatasa dcida y 37 de ellas eran

suficientemente altas como para indicar un posible origen prostdtico.

Schiff en 1977 llega a la conclusidn de la presencia de fosfatasa dcida en

clen muestras de semen.

Duenhoelter, en 1978, en trescientos casos de violacidn, establece la

correlacién entre la deteccidn de esperma y la fosfatasa dcida.
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Rand en 1986 investiga la actividad de la 8GM por medio de la
electroforesis en manchas seminales. Variando la actividad en el sedimento
espermdtico, hay una diferencia de actividad entre el sedimento y el plasma
seminal en la proporcion de 1:0,3 a 1:4. Existiendo 100 millones de

espermatozoides por mililitro de plasma seminal.

Baechtel en 1987 toma muestras “in situ" de la mancha en prendas de
algodon, detectando la presencia de la actividad de la fosfatasa dcida prostdtica,

determinando (SAP) por 5 bromo 4 cloro- 3 metal fosfato (BCIP).

PERMANENCIA DE FOSFATASA ACIDA. PERMANENCIA DE LA
ENZIMA EN UNA MANCHA SEMINAL SECA.

Es evidente la importancia de la supervivencia de la actividad de la
fosfatasa dcida en manchas en funcién del secado y del tiempo transcurrido.
Faulds en 1951 estudié este asunto con detalle. Para ello preparaba y guardaba
las manchas a diferentes temperaturas durante un cierto nimero de meses. En
el transcurso de aproximadamente 5 meses, ia actividad de la fosfatasa dcida en
las manchas descendia como mdximo un 78% y como minimo un 48%. La
disminucidn en actividad era de andloga magnitud en una mancha mantenida a
-14° como en otra guardada a 37°. También observé que la actividad de
fosfatasa dcida del semen podia alterarse en el 50 % en un simple secado. Pérez
de Petinto en 1953 indicé que un semen conteniendo 2000 unidades de
actividad/m! muestra solamente 90 unidades/cm?2 en 6 horas de envejecimiento.
A los 3 meses, permanece una actividad de 20 - 25 unidades/cm2. Kaye en

1951 mostré que manchas guardadas a temperatura ambiente durante 3 afios
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mantenian actividad. Kerck en 1972 indicé que manchas seminales guardadas
a temperatura ambiente retenian actividad durante al menos 14 meses y dicha
actividad podia mantenerse después de 4 afios y medio si se almacenaban a

-20°.

Hay que dejar claro que se ha utilizado un variado nimero de distintos
substratos y técnicas de ensayo en los estudios de las fosfatasas, y que diferentes
autores han hecho uso de muchas unidades de actividad diferentes. Naturalmente
no es de esperar que la enzima exhiba la misma afinidad por todos los
substratos, asf como que la sensibilidad de los ensayos no ha de ser la misma.
Muchas de las aparentes discrepancias en las estimaciones de la supervivencia
de actividad enzimdtica pueden probablemente explicarse debido a que son
ocasionadas por tal variedad. Ademds a menudo es imposible comparar los
resultados de un autor con los de otro; incluso si se han usado unidades
comparables, no son homologadas en material o sustancia que ha sido ensayado

pese a la utilizacion de una metédica andloga.

METODOS INMUNOLOGICOS PARA LA IDENTIFICACION
DE SEMEN.

En 1963 Coombs y colaboradores, prepararon antisuero de conejo con
plasma seminal humano, que podia ser interpretado semen-especifico por
absorcién con suero y con saliva hervida. El antisuero no reaccionaba
cruzadamente con extractos de manchas de sudor, sangre o semen de varios
animales. Habia una débil reaccién cruzada con semen de cerdo, que podia

eliminarse por absorcion. Este trabajo, que provocd un interés renovado en el
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asunto, fue aparentemente inspirado por los estudios inmunoelectroforéticos de
Hermann en 1960 con plasma seminal humano, demostrando que mientras el
semen compartia algunas proteinas en comiin con ¢l suero, habfa un nimero de
proteinas semino-especificas que también lo compartian. Mischler y Reineker
en 1966 recomendaron el método inmunolégico y pudieron demostrar que la
reaccion ocurria con extractos de mancha seminal, incluso después de que las
manchas se hubieran lavado con agua jabonosa o caliente. Culliford en 1964 y
1967 confirmd muchos de los hallazgos de Coombs y colaboradores, afirmando
la importancia de usar antisueros preparados contra el fluido corporal especifico
que uno quiere identificar en cualquier test de identificacién inmunolégico.
También demostré que el test podia lHevarse a cabo por métodos
electroforéticos. El antisuero de semen humano, preparado por Coombs y
colaboradores en 1963, podia tener una concentracion tan alta como 1:8000
contra plasma seminal humano. Cernov en 1971 logrd la preparacién de un
antisuero de semen humano en conejos que no reaccionaban cruzadamente con
sangre capilar o menstrual, saliva, orina, mucus nasal, extracto de rdbano o
secreciones vaginales. Este suero era especifico de la especie también. El
problema de reacciones cruzadas con mucus vaginal es obviamente muy critico
si el antisuero se usa para la identificacion de semen. Kerek en 1972 obtuvo
reacciones inmunoldgicas positivas con extractos de mancha seminal después de
almacenar las manchas a temperatura ambiente durante 14 meses y a -20°
durante 4 anos y medio. Thornton y Dillon en 1968 demostraron que el test
inmunolégico para el semen podia llevarse a cabo por inmunodifusién de
membranas de acetato de celulosa. No se obtuvieron reacciones cruzadas por
este sistema con sangre, saliva, orina o secreciones vaginales usando un

antisuero de semen humano comercial. Troger y Jungwirth en 1974 manifiestan
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que la inmunoelectroforesis es mds sensible que la inmunodifusion (en geles),
un antisuero ensayado por ellos detectaba diluciones 1:1500 de semen con
aquella técnica, y solo 1:600 diluido por inmunodifusién. En 1963, Suyama y
Sawada publicaron que habfan preparado un anticuerpo de fosfatasa dcida
antiseminal especifico por inmunizacién de conejos con tejido prostitico
homogéneo con la consiguiente absorcion con suero. El antisuero podia usarse
para identificar manchas de hasta 4 afios y 2 meses en un test de
inmunodifusién, pero era negativo en una mancha de 9 anos y 4 meses. El
anticuerpo no reaccionaba con saliva, mucus nasal, orina o fosfatasas dcidas de
plantas, pero si con suero de pacientes afectos de carcinoma prostdtico

metastdsico.

Hay que hacer notar que la mayoria de los procedimientos mencionados
en las manifestaciones precedentes se basaban sobre sueros tomados contra el
plasma seminal humano de fondo. Los estudios en la composicién antigénica de
semen humano han indicado que el fluido puede de hecho contener varias
proteinas antigénicas especificas. Si una proteina plasma-especifica seminal
podia aislarse, y formarse antisueros especificos contra ella, las condiciones para

la identificacién estarfan logradas.

OTROS TESTS INMUNOLOGICOS

Como asunto de interés histdrico, deberia tenerse en cuenta que un cierto
nimero de investigadores examinaron la aplicabilidad de la anafilaxis como un

método inmunoldgico para la deteccidon y determinacidn de especies de plasma
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seminal. Cualquier método basado en fenémenos inmunolégicos podia adaptarse
a las necesidades y requerimientos de tests médico-legales. Una vez que se ha
comprobado que un antisuero exhibe especificidad apropiada, cualquiera de una
variedad de métodos inmunolégicos son capaces para detectar la reaccién
antigeno-anticuerpo, incluyendo precipitacién, reacciones de aglutinacidn,
fijacién de complemento y anafilaxis. Las aplicaciones de todas estas técnicas
se han empleado varias veces por varios investigadores. Mds trabajo se ha
llevado a cabo en determinacién inmunolégica de especies de origen de manchas
de sangre que para cualquier otro proposito en inmunologia forense. Por varias
razones, muchos profesionales han preferido reacciones de precipitina para

detectar reacciones antigeno-anticuerpo, y todavia se sigue haciendo.

En 1974 Owen y Smalldon publican un resumen de técnicas y de la

marcha analitica en manchas de semen.

En 1982 Matsuzawa y colaboradores realizaron un método para la

determinacion inmunoldgica de semen empleando latex microtiter.

Samuel Baechtel en 1985 por una técnica de hemoglutinacién inhibicién

establece la estabilidad y concentracién de los grupos ABH en manchas de

semen,

Craig y Scott en 1985 establecen la correlacion existente entre grupos de
manchas de sangre y manchas de semen, aunque siendo la correlacién muy

buena encuentran excepciones,
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Scheithauer y Lotterle en 1986 establecen que la distribucion de los
grupos ABH en manchas de semen es mds alta en la periferia de la mancha,

empleando un método de absorcidn-inhibicion.

Rand y colaboradores en 1986 establecen en manchas de sangre el sistema
Km1+4:15% y Km 3+: 98%.

Brinkmann y colaboradores en 1986 realizan la deteccién
inmunohistoquimica de antigenos ABH en manchas de saliva, siendo la principal
ventaja positiva la reaccion de la tincién de la membrana celular por lo que se
distingue de las reacciones falso positivas de bacterias. Es independiente del

status secretor y s¢ puede discriminar entre dos poblaciones celulares ABO (A
y O).

Lotierle y Heine en 1986 realizan los grupos ABO por medio de

inmunoperoxidasas.

Lincoln en 1986 comunica en una carta a su editor el hallazgo de la

aparicién de grupos ABQ en poca cantidad dentro de la estabilidad de la mancha

de semen.

Kamala en 1986 realiza en manchas una investigacién preliminar en ABH,
llegando a la conclusidén que en manchas A y B se pierde el antigeno A a
temperatura ambiente y por mas de 5 anos y también que si estos se guardan

himedos se pierde el A de los grupos A y B.
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TESTS CRISTALOGRAFICOS.

Los tests cristalogrdficos fueron los primeros tests no morfolégicos
propuestos para semen cuya vigencia ha persistido hasta relativamente hace poco
tiempo. El primer documento sobre el tema aparecio en 1896, y los tests son
todavia usados en algunos laboratorios. Algin niimero de modificaciones se han
propuesto, y otros tests de este tipo, basados en diferentes constituyentes activos
de plasma seminal, han sido publicados. El reportaje inicial de un test
cristalografico para semen estimulé en parte la actividad en la comunidad
médico-legal, ansiosa de tener un test no morfologico digno de confianza a su

disposicidn.

En 1895 y 1896, el Dr. Florence en Lyon publicé una serie de
documentos refiriendo sus estudios en fluido semmnal y su aplicacién
médico-legal. En el tercer documento, el ahora familiar test de Florence fue
introducido y parece haberse considerado principalmente como un test
presuntamente util que ahorraria el tiempo requerido para concluir una bisqueda
cuidadosa para células de esperma en cada mancha seminal sospechosa. El
reactivo se prepara con 1.65 g de Kl y 2.54 g de iodo en 30 ml de agua. Se
comprobd que el test era bastante sensible y siempre se obtenia positividad con
manchas seminales. Los cristales caracteristicos que aparecian no se formaban
a partir de mucus nasal, vaginal, orina, sudor, saliva, ldgrimas, leche, fluido
cerebral o descarga leucorreica, ni con varias muestras de semen animal

ensayados. El componente seminal que daba origen a los cristales fue llamado
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virispermina. Johnston en 1896 confirmé los resultados de Florence. En 1909
y 1910, Dervieux dijo que el test de Florence no tenia valor médico-legal, tanto

si los resultados eran positivos como negativos.

De Dominicis en 1912 propuso una modificacion del test. Pensé que este
método era especifico, y tenia valor médico-legal. En 1907, Lecha-Marzo dijo
que el test no era especifico para semen humano. Hektoen y McNally en 1923
consideraron que un test de Florence positivo podfa entrafiar una posibilidad,
pero un test negativo indica la ausencia de semen inequivocamente. En 1939,
Bagchi dejo constancia personal de haber observado muchos ejemplos de tests
de Florence negativos con indudable presencia de semen, y que por lo tanto no
podian ser extraidas consecuencias negativas al respecto. Sin embargo, creia que
el test era especifico de semen y que los resultados positivos eran prueba de la
presencia de semen. Forbes en 1940 no estaba de acuerdo. Un resultado positivo
era presunta evidencia y los resultados negativos no significaban necesariamente

la ausencia de semen.

Takemoto en 1970 basdndose en el método de Florence llegd un test

personalizado de fosfatasa dcida.

Kerek en 1972 comunicd la ausencia de dificultades en obtener el test de

Florence positivo en manchas que habian sido guardadas hasta 14 meses.

Debe hacerse notar que Kahane y colaboradores llevaron a efecto un
nimero de estudios en la bioquimica, metabolismo y distribucion tisular de

colina. La colina seminal fue tratada por Kahane y Levy en 1937. Se dice que
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el semen humano contiene de 11,2 a 14.4 mg de colina/100 ml de semen
(Sangre y Otros Fluidos Corporales, 1961). Cualquier tejido o material
bioldgico que tuviera concentraciones de colina suficientemente altas darian el

test de Florence.

EL TEST BARBERIO

En 1905, Barberio en Ndpoles publicé un test-cristal diferente para fluido
seminal. Se notd que las propuestas originales presentadas por el Dr. Florence
en su test de cristal no habian resistido el escrutinio experimental al que habia
sido sometido. El test Barberio empleaba una solucidn saturada de dcido picrico.
Podian obtenerse resultados positivos con semen, manchas seminales y material
seminal parcialmente podrido. Mucus vaginal, mucus nasal y saliva no daban
la reaccion. Barberio pensé que la sustancia en semen responsable para la
reaccién era orgdnica, se hallaba presente en plasma seminal, incluso en
ejemplares azoospérmicos, y era diferente de la sustancia reactiva en el test de

Florence.,

Cevidalli en 1906 propuso que el test fuera llevado a cabo con glicerina
conteniendo soluciones saturadas de dcido picrico en alcohol. No obtuvo los
cristales con semen de perro, caballo o cerdo, y pensé que el principio activo
en semen humano que reaccionaba con el reactivo podia ser protamina. Bokarius
en 1907 uso dcido picrico en soluciones de dcido citrico conteniendo dcido
acético glacial o ioduro de cadmio para el test. Posner en 1907 dijo que el test
era especifico para semen humano. Lecha-Marzo en su revision de 1907 discutié

el procedimiento de Barberio con algin detalle. Lo consideré preferible.
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Littlejohn y Pirie en 1908 dijeron que en su experiencia el test habia justificado
ser especifico para semen. El test podia, sin embargo, ser negativo en presencia
de espermatozoides, pero estos resultados habian sido observados también en
especimenes de orina, con diferente sensibilidad que en las seminales. Notaron
que obtenian mejores resultados con el reactivo original que con la solucién
modificada por Cevidalli. Cuando era positivo, el resultado era considerado ser
una mejor indicacion de la presencia de semen que si se tratase de un test de
Florence positivo, Dervieux en 1909 y 1910 dijo que no tenia confianza en un
test cualquiera, indiferente de si los resultados obtenidos eran positivos o
negativos. Lecha-Marzo volvié sobre el asunto otra vez en su revision de 1918,
e hizo notar que muchos otros fluidos corporales, incluyendo mucus vaginal y

un nimero de extractos vegetales, daban resultados negativos.

Baecchi en 1913 sugirié que los cristales podian ser de picrato de
espermina. Rosenhein en 1924 mencioné también que los cristales de Barberio

eran de picrato de espermina.

TEST DE PURANEN

En 1936, Puranen propuso un test microquimico para semen usando dcido
dinitronaftolsulfénico, o Naftol Amarillo S, como reactivo. Este compuesto,
como ¢l dcido picrico, reacciona con espermina para formar cristales naranja

caracteristicos.

Berg en 1949 estudié la reaccién en profundidad. Pensé que el test era

seminal- especifico pero no humano-especifico.
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METODOS CROMATOGRAFICO Y ELECTROFORETICO.

Los métodos cromatogrdfico y electroforético que se han propuesto como
adecuados para identificar manchas seminales estdn basados en la separacién ¢
identificacion de una o mds sustancias de peso molecular mds bajo encontrado
en semen en concentraciones particularmente altas. En principio éstos son

colina, espermina y espermidina.

En 1957, Fiori noto que la espermina y la espermidina podian separarse
de manchas seminales por cromatografia en papel. Thomas y colaboradores en
1959 propusieron un procedimiento en el que la espermina era extraida con
cloroformo. Con la fase de cloroformo se aplicaba una cromatografia de papel.
Giltingen en 1961 estudié esta técnica y concluyé que era incierta. Levonen
empleé cromatografia de papel en extractos de mancha seminal. Giiltingen en
1961 dijo que €l no pensaba que los métodos de cromatografia de papel fueran
muy seguros. Djalalov en 1974 publicé un procedimiento cromatogrifico de
papel para separacion y deteccidon simultineamente de espermina, colina,

fosfatasa 4cida y aminodcidos seminales.

Hessel y colaboradores en 1967, publicaron la deteccién de espermina y
colina por cromatografia en capa fina. Yano en 1970 comunicé un método para
la deteccion de espermina y colina por cromatografia en placa fina. No se
encontré colina o espermina detectable en los jugos de un mimero de frutas.

Hallcock en 1974 informé sobre un método similar al de Hessel y colaboradores
en 1967.
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Bures en 1968 uso electroforesis de papel para la separacion de espermina

y colina.

Kosatik y colaboradores en 1966, usaron cromatografia en papel para
detectar dcido citrico en la identificacion de semen. Kirk ya habia sugerido el

posible uso de dcido citrico como un marcador seminal en 1953.
Kirk en 1953 noto que cierto método cromatogrdfico en papel muy similar

al que habia sido descrito para separacidon en manchas de sangre era aplicable

a la separacion de sustancias en manchas seminales.

CREATINA FOSFOQUINASA

En 1964, Griffiths y Lehman sugirieron usando los altos niveles de
creatina fosfoquinasa en semen como una base para la identificacidn

médico-legal de manchas seminales.

De acuerdo con estos investigadores el semen contiene una concentracion

mds alta que cualquier otro fluido corporal ensayado.

LA ISOENZIMA LACTICO DESHIDROGENASA

La presencia de actividad de LDH en semen humano fue comunicada en

principio por Mc Leod y Wroblewski en 1958. En 1963, Blanco y Zinkhan
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publicaron que habian observado una isoenzima LDH especifica del esperma
humano. La enzima no se encontraba en plasma seminal. Goldberg, en el mismo
afio, independientemente confirmo la observacion. En 1967, Farriaux y
colaboradores, aplicaron la nueva isoenzima, que habia sido aplicada por sus
descubridores, al diagnéstico de manchas seminales. Naturalmente el

procedimiento carece de valor en el diagndstico de muestras azoospérmicas.

ESTERASAS DE ESPERMA Y SEMINAL

Esterasas no especificas en esperma fueron descritas por Beckman y
Kjesslar en 1968.

De gran interés para la identificacion de mancha seminal eran las esterasas
de plasma seminal. Tran Van Ky y Muller, 1968, llevaron a cabo un estudio
claramente extenso de alguna de las enzimas en plasma seminal humano. En
1970, Darwiche y colaboradores, usando una variedad de método electroforético
cruzado, ensayaron el método de identificacion de esterasa con manchas
seminales. Comprobaron que las enzimas eran relativamente termoestables.
Hermann en 1972a describié una colinesterasa y una aliesterasa no especifica
en plasma seminal, ambas de las que eran detectables en complejos
antigeno-anticuerpo seguido de inmunoelectroforesis. Mds tarde se aseverd que

era de origen prostdtico.

OTROS METODOS

Dos marcadores enzimdticos adicionales se han sugerido como bases para
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tests de identificaciéon de manchas seminales. En 1948, Berg encontré que el
semen y la sangre retroplacentaria contienen niveles mucho mds altos de
diaminaoxidasa que otros fluidos corporales. La diaminaoxidasa es una
histaminasa y actiia sobre otros substratos que contienen grupos amino. Mostré
que la enzima estaba presente en muestras azoospérmicas, y pensé que este seria
un buen método para diagnostico de manchas seminales. puesto que la sangre
presente en el nacimiento o en el aborto podia excluirse. Laves en 1948 ensayé
hialuronidasa seminal, componente de la célula de esperma, pero que podia
encontrarse en plasma seminal en alguna extensién también. Pensé que esta
enzima podia usarse como un marcador para semen en manchas en casos
médico-legales. Ninguna de estas técnicas han sido extensamente usadas. Berg
en 1954 las menciond, y advirtié que los ensayos eran particularmente dificiles
y complicados, y que la determinacién de fosfatasa dcida es probablemente

mejor aceptada por la mayoria de los profesionales.

Blake y Sensabaugh en 1976 realizan una revisién sobre marcadores
genéticos,estableciendo la presencia de plasma seminal y esperma en grupos
ABO, Rh, MN, Lewis, HI-A, T y ax(P). En 1978, junto con Grim, cuantifican
los polimorfismos proteinicos, estableciendo marcadores genéticos en semen,

comparando la actividad entre las enzimas con el esperma y las células rojas.

Sutton en 1979 isoelectrofocusion establece nuevos alelos para la
fosfoglucomutasa en semen, elevando el poder de discriminacién cuando solo

se detectaba por almidon.

Enos y Beyer en 1981 publican la importancia del examen de la piel y
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pelos, en caso de violacion dejados por el violador.

Parkin y colaboradores en 1981, estudia la peptidasa A en semen hallando
el valor polimérfico en negros, los blancos poseen peptidasa A-1 en el cien por

cien de los casos.

Stubbings y Newal en 1985 efectiian una valoracidn de la Gamma glutamii
transpeptidasa y la P30, en los restos de secreciones de semen postcoital,
evidenciando que la gamma glutamil transpeptidasa es no adecunada, y la P30 es
totalmente especifica en semen durante las seis primeras horas posteriores al

coito vaginal.

Martin en 1986 comprobd que el acido ldctico presente estd elevado a
altos niveles en la secrecién vaginal, mientras que el dcido citrico es un buen
indicador de secrecion androgénica. En la mujer madura el dcido ldctico
proviene del exceso de glucégeno en las células epiteliales, mientras que en
semen es mucho menor, teniendo por el contrario que el dcido citrico, su
concentracion de semen es mucho mayor, pues es un activador de la fosfatasa
dcida prostdtica. Para comprobar esto se usd isotachophoresis capilar que solo

requiere pequefias cantidades de muestra.
Establecié que el nivel de lactato es muy variable de 1-10 mM sin tener

relacién con las horas transcurridas después del coito, mientras que el nivel de

citrato, asi como la fosfatasa dcida, se afectan con el paso del tiempo.
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Suzuki en 1981 establece por un método enzimdtico la presencia de colina

en manchas de semen.

Noppinger en 1987 detecta la colina en el 85% de las manchas de semen,

frente al 40% del test de Florence.
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El estudio que vamos a exponer tiene como fundamento la formulacion

y consiguiente puesta a punto de un nuevo método analitico de dosificacién
de Zn en manchas de semen en telas,con el fin primordial de poder ser aplicado
con la mdxima fiabilidad en la identificacién de dicha sustancia bioldgica en
manchas presentes en prendas de ropa de vestir, pertenecientes a personas en

las que sea necesario demostrar que han sido victimas de posibles casos de

violacion.

Dada la escasez de datos al respecto, creemos firmemente que se trata de
una metddica original, ya que en la literatura internacional no hemos
encontrado antecedentes de estas caracteristicas. El desarrollo pormenorizado
del trabajo que hemos planteado y resuelto lo constituye un estudio completo
y definitivo de las condiciones del método aludido,que consiste en una técnica
de dosificacion analitica de Zn mediante el empleo de la espectofotometria de
Absorcion Atomica, de marcada sencillez y fdcil ejecucion, que posibilita, a
partir de las determinaciones analiticas del citado metal en ciertas manchas
existentes en telas correspondientes a ropas de uso de personas que hayan
podido sufrir actos de violacidn, comprobar y aseverar en funcidn de los valores
de Zn hallados, que dichas manchas pertenecen ciertamente a especies
seminales, ya que solamente éstas pueden contener en su composicién una
cantidad de Zn susceptible de ser cuantificada con completa fiabilidad, lo que
constituye un hecho mucho mds problemdtico, caso de tratarse de otras especies

bioldgicas, que pudieran ser las causantes del origen de la mancha, cuyas
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concentraciones del elemento han de ser inferiores a las del semen, Por ello,
la prdctica especificidad del Zn en estas evaluaciones, inclusive frente a otros
metales que forman parte relevante de la composiciéon de dicha especie
bioldgica y lo suficientemente importantes como para obligar a pensar de
entrada en una posible y también sencilla dosificacion (ejemplo: Mg y Ca), se
pone de relieve de una forma evidente no sélo porque estos ultimos elementos
citados se hallan presentes también en aquellas otras sustancias bioldgicas que
pudieran proporcionar las aludidas manchas, pero a concentraciones muy
superiores en tales sustancias a las que se encuentra el Zn en las mismas, hecho
que en principio parece ha de privarles de su calidad especifica, ya que son
diversas las especies biol6gicas capaces de proporcionar manchas de
concentraciones mensurables en los metales indicados, aunque muchas veces
superiores a las que puede suministrar el semen, hecho que detallaremos mds
adelante,sino porque en el desarrollo y realizacion de nuestro trabajo hemos
podido comprobar experimentalmente que la concentracién de ellos, presentes
en la composicion propia de las telas, llega a veces a alcanzar valores de
magnitud suficiente para suministrar, al aplicar la metddica correspondiente
para su determinacién, unos blancos tales que pueden alterar notablemente o
inclusive enmascarar el resultado analitico buscado, en la mayoria de las

numerosas ocasiones en las que se ha efectuado dicha comprobacion.,



JUSTIFICACION E HIPOTESIS



Después de una larga experiencia en los andlisis de semen, cercana a las 1.200 especies
analizadas, fundamentalmente encaminada a las determinaciones de cinc y después de
examinar profunda y detenidamente todos los antecedentes existentes en la literatura
internacional acerca de los andlisis de manchas de posibles casos de violacion, en los que se
determinaban sustancias componentes del semen como pruebas de conviccién, se nos ocurrié
pensar en la posibilidad de que tenia que haber alguna manera de identificar el semen, tenia
que tener algo este fluido, alguna sustancia de su composicién que en mayor o menor cuantia

nos debia de dar su diferenciacion respecto a los otros fluidos corporales.

La hipdtesis estaba apoyada por la concentracién de cinc que lievan las especies seminales,
que es notablemente superior a la que poseen las diferentes sustancias organicas como la
sangre, orina, etc. que también podian proporcionar manchas en tela en los casos de

confrontacion violenta, generalmente en las situaciones forzadas como las violaciones.

Esta hipdtesis se ampliaba a otros metales también presentes en el semen como son el calcio
y €l magnesio, cuyos andlisis en el semen nos habfan otorgado la misma experiencia que la
adquirida con el cinc, pero al realizar los andlisis en las telas nos dimos cuenta que no daban

los resultados satisfactorios que podiamos esperar.

Efectivamente, en primer lugar son las concentraciones de cinc en semen las que nos
suministran en las manchas obtenidas unos valores discriminatorios tales, que frente a los
encontrados en las otras especies biolégicas que puedan originar manchas, mientras que las
concentraciones de calcio y magnesio que pueda proporcionar el semen en las manchas, son
en muchisimos casos inferiores a los que nos puedan suministrar orinas de concentracion muy

elevadas.
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En una serie de andlisis de calcio y de magnesio, en orinas realizadas durante estos afios y
superior a las mil determinaciones, nos permitié descubrir valores de concentracidn muy

superiores a los que ha de proporcionar el semen, lo que invalida la especifidad de los andlisis

de estos dos metales.

Desde otro punto de vista, estd la presencia de los metales de las telas manchadas, la cual
puede y de hecho asi ocurre, que enmascara el resultado analitico. En la practica totalidad
de los ensayos llevados a efecto por nosotros a lo largo de estos afios que ha durado el
trabajo experimental de esta tesis, hemos podido comprobar con estos dos metales, el calcio
y el magnesio, que su presencia en las telas analizadas (catorce tipos de tela) era superior en

tal grado que anulaba el valor hallado en la mancha.

Esto con el cinc no ocurre, puesto que a pesar de este metal estd presente en la composicion
de las telas, siempre y como hemos comprobado en todas nuestras determinaciones ha sido
inferior al determinado en la mancha, lo que nos ha obligado a prescindir de aquellos metales

por imposibilidad de obtencién de las pruebas necesarias.

Respecto a otras sustancias como la sangre o inclusive el agua sus concentraciones, como en

su momento comprobamos, tampoco pueden competir con el cinc.

En el desarrollo del trabajo se comprobé también el efecto de la composicién y textura de la
tela frente a la obtencién de la mancha y también a su efecto en el momento de analizarla,
Esto se verificé cuando se obtuvieron las manchas, ya que en unas se conseguian
rdpidamente, mientras que en las otras era necesario la utilizaciéon de mayor tiempo para su

consecucion.

Las muestras de semen utilizadas para manchar las telas se obtuvieron de igual forma que las
utilizadas en los servicios de andrologia, para Jos andlisis rutinarios de la composicién de la

especie seminal a estudio.

31-c



PARTE EXPERIMENTAL

(I}  Instrumentacion.-

Todo el trabajo experimental se ha llevado a efecto con el empleo de un
equipo instrumental suministrado por la firma PERKIN-ELMER, formado por
un espectrofotometro de absorcion atomica modelo 1100, con corrector de
absorcion de fondo de arco de deuterio incorporado, sistema de atomizacién

convencional de llama e impresora para recogida de datos EPSON FX-85.

Las condiciones operatorias del equipo instrumental aparecen consignadas
en la TABLA 1.

(1) Pinzas de Hartmann.-

Pinzas nasales cortantes de 5 mm. de didmetro (Medicon Instruments,
referencia 663201). Se han utilizado para cortar circulos de tela cuyo drea ha

de ser el valor de referencia conocido para efectuar los cdlculos obligados."

n

Todo nuestrotrabajo se ha realizado con circulos de tela obtenidoscon las pinzas consignadasy los cdlculos estdn basados
en los valores de drea proporcionados por ¢llos.

Aquelios profesionales que deseen aplicar nuestro método, por motive personal o por imperativos de su trabajo, pueden
correctamente, si lo estiman opertuno, utilizar pinzas que permitan obtener eirculos de mayor superficie; ahora bien, es
condicion indispensable que efectien siempre los necesarios ensayos previos de comprobacion del método,

Existen en of mercado pinzas nasales cortantes de la misma {irma comercial con didmetros superiores (7, 9y 11 mm).
En ¢l apartado  referido a los cdleulos consignamoes el valor medio de los valores correspondicntes a las dreas  de los
circulos que se obticnen  con ¢l empleo de las pinzas utilizadas ¥ recomendadas por nosotros, asi como la forma de
determinarlo.

También y come hemos demostrado en ¢l presente trabajo puede emplearse mas de un eirculo para cada determinacion
anaditica.
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Es condicion indispensable que este valor sea establecido siempre con la
médxima exactitud antes de proceder a la ejecucidn del método, para ser luego
aplicado de forma continua y sistemdtica. Es evidente que cuando sea
necesaria la sustitucion de unas pinzas usadas por otras nuevas, deberd volverse

a establecer el correspondiente valor de referencia, con idénticas exigencias.

Caso de utilizar pinzas que posean mayor didmetro, y con anterioridad a
la realizacion de los correspondientes estudios de comprobacidén y puesta a
punto del método de la forma recomendada por nosotros en el presente trabajo
habrd de realizarse evidentemente una cuidadosa evaluacién del valor numérico

del drea del circulo que se obtiene al cortar la mancha de tela para analizar.

(ITI) Reactivos.-
a) H, SO, concentrado (Merck Suprapur. referencia 714).
b)  HNO, concentrado (Merck Suprapur. referencia 441).

c) Solucién patrén de Zn concentrada. Solucién de Zn de 1mg/ml en HNO,

diluido. (Fisher, referencia SZ.13-500).

d) Solucién patrén de Zn diluida. Solucién de Zn de 10 ug/ml preparada

a partir de la solucién (¢) mediante dilucién acuosa conveniente.

e) Soluciones patrén de trabajo. Soluciones de Zn de 0.200, 0.500, 1.000

pg/ml, obtenidas por dilucién acuosa de la solucién (d).
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El agua empleada en el presente estudio, tanto para la preparacién de los

reactivos como para el lavado del material de trabajo utilizado, ha sido agua

Milli-Q (referencia ZFMQ 230 04) Millipore.

(IV) Material de Trabajo.-

a)

b)

Todo el material utilizado en el presente trabajo para la recogida y
preparacion de las muestras, asi como para su almacenamiento en caso
de necesidad de retrasar el andlisis, (matraces, pipetas, tubos de ensayo,
etc), ha sido de vidrio neutro (para ataques dcidos) o de pldstico
desechable, lavado con dcido nitrico diluido y/o solucién acuosa
detergente (Triton X 100, al 0,5 %) y enjuagado sucesivas veces con

agua hasta hallarse totalmente libre de Zn.

Las muestras a investigar han sido seleccionadas entre prendas de ropa de
diversa calidad y textura, manchadas con semen, asi como con otras
sustancias biolégicas (sangre, orina) cuyas manchas han de contener el
elemento en diferentes cantidades y también con soluciones de distintas
concentraciones conocidas de Zn, con el fin de poder, en primer lugar,
proceder al estudio completo del desarrollo y formulacién correctos del
método analitico que se ha de emplear, pieza fundamental del presente
trabajo, para una vez establecido y puesto a punto definitivamente
pasar, mediante una serie completa de andlisis de comprobacion del
mismo a través de su ejecucidn en todos aquellos casos que se puedan
presentar en el momento de su futura aplicacién, a culminar finalmente

con el examen global de la totalidad de los datos obtenidos y las
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conclusiones oportunas que de ellos puedan deducirse.

(V) Procedimiento analitico.-

a) Preparacion de las muestras

A partir de la tela manchada y en la zona interior de la mancha
seleccionada se verifica la toma de la correspondiente muestra mediante el corte
de un circulo con las pinzas de Hartmann cortantes (II); este circulo se deposita
en un tubo de vidrio graduado, y su andlisis final nos proporcionard el contenido
de Zn en la sustancia que mancha la tela mds el contenido del metal en ésta.
Después y de la misma tela,pero en una zona alejada de la mancha, que esté
completamente limpia, se corta con las pinzas otro circulo, que se deposita
también en otro tubo graduado; el andlisis de este tltimo nos dard el valor del
blanco, esto es el contenido de Zn en la tela, y que habra que sustraer del valor
anterior obtenido; la diferencia entre ambos nos dard la cifra correspondiente
a la cantidad de Zn presente en la sustancia que ha producido la mancha. Una
vez depositados los circulos en los tubos correspondientes, se le anaden a cada
uno de ellos cuidadosamente 0.4 ml de H, SO, concentrado (IlI-a) y se espera
hasta que se impregne bien el circulo, para después adicionar 0.6 ml de HNO,
concentrado (III-b); se deja estar unos minutos y se someten a continuacién a
una calefaccion relativamente suave, al mantenerlos a una temperatura entre 60°
C y 70° C durante 1 hora, 6 mds tiempo si fuera necesario, con el fin de

obtener una disolucién completa de la muestra.

Durante este proceso, conviene mantener una vigilancia discreta de su
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desarrollo para evitar cualquier ataque turbulento o cualquier proyeccién que
permitan originar pérdidas de la misma. Una vez conseguida la total
solubilizacion de la muestra se deja estar hasta alcanzar la temperatura ambiente,
y acto seguido se adiciona agua a cada tubo hasta un volumen final de 4 ml.
A partir de estas dltimas soluciones, que denominaremos soluciones de ataque,

se procede a la dosificacién analitica de Zn en ellas.

b)  Andlisis

Fijadas las condiciones de trabajo del equipo instrumental consignadas
en la Tabla 1, se construye la correspondiente grifica de calibracién con el
empleo de las soluciones patrén de trabajo (III-e), al ser aspiradas en la llama.
Establecida aquella, se pasa a continuacion a procesar las diferentes muestras
ya preparadas, para que una vez recogidos los datos analiticos proporcionados
por las mismas se proceda a la realizacidon de los cdlculos oportunos que a

continuacidon se detallan:

Cs = Crm - Cr (I)

C,: Concentracién de Zn en la solucidn de ataque de la muestra de la mancha,
correspondiente solo al contenido del metal existente en la especie,

medido en pg/ml. @

Misma solucidn.



Cin: Concentracién total de Zn en la solucién de ataque de la muestra de la

mancha, correspondiente al contenido del metal de la especie mds el Zn

de la tela, medido en ug/ml.

C,: Concentracién de Zn en la solucién de ataque de la muestra de la tela

solamente, medido en pg/ml, que es igual al blanco.

A partir del valor C; obtendremos el valor de concentracion del metal en
la mancha de la tela, procedente de la especie exclusivamente, al aplicar la

siguiente férmula:

c -lyc (I1)

en la que:

C.: Concentracién de Zn en la mancha, medido en pug/cm? (concentracion de
Zn exdgeno, procedente exclusivamente de la especie que ha dado origen

a la mancha).

C.: Concentracién de Zn de la solucién de ataque una vez corregido el

blanco, medido en pg/ml. @

Misma solucion.



V:  Volumen final de la solucién preparada para analizar, medida en ml.
a: Area de la superficie del circulo de tela analizado, medida en cm?.

La férmula (I} representa las condiciones generales de aplicabilidad para
cualquier valor de a y V, cuya eleccién y posterior comprobacién pueden ser

optativas.

En el presente trabajo, en funcién de los valores de a y V que hemos

seleccionado:

a=0.192cm*®

V = 4 mi

(3 Para la obtencién del valor de a, se ha sepguido el siguiente criterio:  Se han cortado 15 circulos diferentes y se ha
determinado de forma independienteel drea de cada wno de ellos. El cdlculo del valor de dichas dreas se ha llevado a efecto con el
empleo de un analizador de imdgencs IBAS KONTRON, especialmentediseiiado para medir dimensiones espaciales. Es evidente que
cualquier método que se utilice para realizar tales mediciones cuyoes datos sean de probada exactitud puede ser aplicado.
Posteriermente mediante el cdleulo estadistico correspondiente, se ha hallado el valor medio del drea de todas las superficies cortadas,
obteniendo los siguientes datos estadisticos:

Valor medio = 19.1714 mm?
Desviacidn estdndar = 1.5087 mm®
Coeficiente de variacion = 7.8693%
Error estandar medio = 0.4032%
Intervalo de confianza (p < 0.05) para la media:
18.3811] —-mmemmm 19.9617
Expresado en cm? | ¢l valor seleccionado nos queda:
a = 0.192 ¢m?
ds = 0.0t5 cm?
I/a = 5.208 cm® (I}
que llevado a la féemula (11) nos da la formula (IT).

Hemos de hacer hincapic aqui pese a cacr en la reiteracion, que todo aquel profesional que vaya a aplicar ¢l método, una vez que
haya adquirido las pinzas cortantes que vaya a ulilizar, deberd hallar, bien a través de un seguimiento de las pautas que nosotros
hemos dejado consignadas, hien mediante ¢l propio criterio que estime correcto, el valor medio del drea del circulo que se obtiene
€on sus pinzas, para que a partir de dicho dato poder  efectuar los cdleulos oportunos de forma sistemdltica.

38



la férmula (II) queda:

C,= 20.83 C, (I

RESULTADOS (METODO)

Los resultados que a continuacién se consignan y que aparecen en las
figuras comprendidas entre la: la y 1b hasta la 12 y en las tablas desde la: 2
hasta la 13, todas inclusive, constituyen la seleccién de los datos mds
representativos del trabajo y por ello los hemos considerado suficientes para

expresar una significativa sintesis de la totalidad del mismo.

DISCUSION (METODO)

Para establecer la metddica analitica que previamente se ha detallado ha
sido necesario seguir con meticulosidad todos los pasos sucesivos que se
requieren para la correcta formulacion de un nuevo método de andlisis, esto es,
un estudio completo de los distintos factores que han de influir en su ejecucion,
a través de todas y cada una de las diferentes etapas que en conjunto lo han de
constituir, y que van desde el momento en que se verifica la toma de muestra
hasta su culminacién con la obtencion del dato analitico y el correspondiente

calculo del resultado final.
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siempre es casi un deber recordar, entraremos a repasar con detalle todo el

proceso experimental elaborado y su desarrollo correspondiente.

En primer lugar, comenzaremos con ¢l comentario acerca del paso inicial:
La toma de muestra. Para ello era fundamental seleccionar la forma de que
fuera lo mds exacta exigible: Con la utilizacién de las pinzas nasales cortantes,
para la obtencion de circulos en la tela manchada, que proporcionan una ficil
y ciertamente repetible técnica de toma, que ha de suponer por ello el tener una
franca aceptabilidad, creemos haber encontrado una solucién ingeniosa y
prdctica, muy superior a otros sistemas empleados (ej: utilizacién de fracciones

de hilos, etc.).

Una vez establecida la opcidn mencionada, la siguiente etapa ha sido
conseguir la correspondiente solubilizaciéon de la muestra, condicién
imprescindible para continuar con las operaciones posteriores. Se han ensayado
diversos procedimientos de ataque, con el empleo de diferentes dcidos
oxidantes, para la necesaria destrucciéon de la materia organica (tela y
sustancia biologica generadora de la mancha) y el método mds sencillo, rdpido
y eficaz que se ha podido conseguir, es el descrito con el empleo de los dos
dcidos mencionados (sulfirico y nitrico) que nos permite una disolucién del
circulo en unas condiciones de poca complejidad operatoria. La utilizacién de
los dos dcidos, asi como la calefaccidn aplicada ha sido obligatoria, ya que
algunas telas no podian destruirse con el empleo de uno sélo de los reactivos,

aun con aplicacion de calor.
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Una vez conseguida la disolucion de la muestra, ha sido necesario
determinar la dilucidn a la que habria de llevarse, tanto para poder trabajar en
un orden de concentracién que permitiese obtener datos de toda fiabilidad, as{
como para eliminar el efecto concominante de los posibles agentes interferentes

presentes en la muestra (dcidos empleados, residuo inorgdnico, etc).

En las figuras la y 1b, asi como en la tabla 2, queda perfectamente
demostrado que en la solucion obtenida a partir del circulo disuelto, levada
hasta un volumen final de 4 mi o superior a éste, no existen acciones
interferentes por parte del resto de sustancias presentes en la muestra que
puedan modificar el resultado analitico; es evidente pues que la dilucién a
seleccionar puede ser elegida libremente por el analista, si bien ha de tenerse en
cuenta de forma ponderada el efecto de la dilucidon sobre la precision de las
mediciones, cuyo estudio aparece reflejado en la curva de precisién representada
en la figura 2. En funcién de todo ello, nosotros hemos realizado
definitivamente todas las mediciones con el apoyo de los datos de este primer
estudio y es lo que recomendamos preferentemente en la sistemadtica a seguir,
esto es, verificar la aspiracion en la llama con el empleo de un volumen final

de la soluctén de ataque de 4 ml.
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TABLA 1

Condiciones operatorias del equipo instrumental

PERKIN-ELMER PRINTER: ON DATE:
BG CORR: ON

COOKBOOK VALUES

ELEMENT: ZN WAVELENGTH (NM): 213.9 SLIT (NM):0.7
VN '00.0.0.0.0.0.0.0.0.¢.0.0.0.0.0.0.0 5.0 00.0.0.0.6.0.¢.0.4 <
SICIEED $0.0.0:6.0.0.90.09.0.0.0.00.0.0. & 0.6.00.99.0.0.6.¢6.1 <
ENERGY: 61 WAVELENGTH: 213,9 SLIT: 0,7 H LAMP CURRENT: 15
PROGRAM ELEMENT MODE FLAME DATE:
ELEMENT: ZN WAVELENGTH (NM): 2139 SLIT (NM): 0,7H
TECHNIQUE: AA-BG LLAMP CURRENNT (MA): 15
SIGNAL PROCESSING: HOLD INTEGRATION TIME (SEC): 1.0
READ DELAY (SEC): 2.0 PRINTER: DATA
REPLICATES: 3 OXIDANT: AlR
FUEL FLOW (L/MIN): 2.5 OXIDANT FLOW (L/MIN): 8.0

CALIBRATION: AUTO  STANDARD UNITS: MG/L SAMPLE UNITS: MG/L

S1: 0.200 §2: 0.500 S3: 1.000
S4: S5: S6:
S7: S8: RESLOPE:
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TABLA 2

Valores de Zn en manchas de semen en tela. (¥)
Muestras atacadas y llevadas a volimenes finales diferentes.

Conc. de Znen sol. de  Conc. inicial de Zn Conc. de Znen la

Muestra Dilucién 1/n ™ ataque (ug/mly=Cs ™ en la superficie mancha (pg/fcm?) =
analizada (ug) Cm=Co¢/a=5.21 Co
Co=n.Cs
1 1/20 0.020 0.400 2.08
2 1/10 0.039 0.390 2.03
3 1/9 0.044 0.396 2.06
4 1/8 0.051 0.408 2.13 9
5 1/7 0.058 0.406 2.12
6 176 0.067 0.402 2.09
7 1/5 0.079 0.395 2.06
8 1/4 0.101 0.404 2.10
9 1/3 0.117 0.351 1.83
10 1/2 0.156 0.312 1.63
(™.- Misma mancha en misma tela.
(¥*).- n = n" de ml de volumen final.
(***).- Estos valores ya llevan efectuada la correccidn del blanco.
(****).-  Cm £ d.s = 2.08 + 0.03 ; para valores de n > 4 el método es aplicable; para

valores de n < 4 no lo es.
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Tanto en la tabla 3 como en la figura 3 puede observarse con claridad la
necesidad de efectuar la correccion del blanco correspondiente. En la
comprobacion de tal necesidad se puede apreciar que en la variacién del
resultado a obtener, caso de no realizarse la citada correccién, existe la
posibilidad de superar la cantidad correspondiente al nivel de concentracién

verdadero en valores que van desde un 7.2% hasta un 133.0% en exceso.

En la tabla 4, independientemente del estudio previo de la precision ya
consignado (Figura 2), se pone de relieve una vez mds la correcta repetibilidad
de método. Los datos presentados en ¢lla se han obtenido mediante la siguiente
experiencia: A partir de 16 especies diferentes de semen se han efectuado las
correspondientes manchas en una misma tela; de cada mancha se han tomado
3 circulos diferentes, que se han analizado cada uno de forma independiente;
como puede apreciarse, los valores hallados para el contenido de Zn en la
mancha de cada uno de los circulos, correspondientes a la misma especie,

poseen una evidente similitud.

Otra experiencia de gran interés es la plasmada en la figura 4 donde
presentamos unos resultados obtenidos con manchas sobre 6 telas diferentes.
De cada mancha s¢ han tomado sucesivamente 1, 2 y 3 circulos, que se han
depositado en esas condiciones en 3 tubos diferentes, conteniendo cada tubo los
1, 2 y 3 circulos respectivamente. Realizado todo el proceso analitico y
hallados los resultados correspondientes, al representarlos en la forma que
aparecen en dicha figura, podemos comprobar lo que esta experiencia nos
demuestra, esto es, que los resultados hallados guardan entre si el mismo factor

de proporcionalidad que las cantidades de muestra tomadas.
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TABLA 3

Valores de concentracion de Zn en manchas de diferentes especies de semen en distintas telas. Efecto de la concentracion del

metal procedente de éstas.

Conc. de Zn, en

Conc, de Zn en tela

Conc. de Zn en superficie manchada

Semen sol. de ataque sin manchar -BCO- Diferencia % de
(xg/ml.) (ng/ml.) (ug/ml.) Valor sin corregir beo. Valor corregido variacion
(,ug /cml) (,ug/cmz) €n exceso
44 0.110 0.010 0.100 2.29 2.08 10.1
45 0.099 0.008 0.091 2.07 1.90 8.9
47 0.081 0.027 0.054 1.69 1.12 51.0
48 0.099 0.014 0.085 2.07 1.77 16.9
49 0.097 0.019 0.078 2.02 1.62 24.7
52 0.132 0.018 0.114 2.75 2.37 16.0
33 0.198 0.051 0.147 4.12 3.06 34.6
54 0.157 0.018 0.139 3.27 2.90 18.8
56 0.074 0.007 0.067 1.54 1.40 10.1
58 0.105 (.060 0.045 2.19 0.94 133.0
59 0.078 0.019 (0.059 1.62 1.23 31.7
60 0.114 0.017 0.097 2.37 2.02 17.3
61 0.059 0.012 0.047 1.23 0.98 25.5
62 0.049 0.018 0.031 1.02 0.65 56.9
63 0.122 0.010 0.112 2.54 2.33 9.0
64 0.090 0.015 0.075 1.87 1.56 19.9
65 0.214 0.015 0.199 4.45 4,15 7.2
67 0.122 0.018 0.104 2.54 2.17 17.1
68 0.132 0.015 0.117 2.75 2.44 12.7
69 0.061 0.011 0.040 1.27 1.04 22.1
70 0.088 0.048 0.040 1.83 0.83 120.5
71 0.049 0.022 0.027 1.02 0.56 82.1
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TABLA 4

Manchas de semen (distintas especies) en la misma tela.

Tres tomas (3 circulos) de muestra diferentes de cada una de las manchas, preparadas y
analizadas independientemente. ©”

Zn en mancha (pg/cm?) Zn en mancha (ug/cm?)

Semen Semen

(n%) Tomal Toma2 Toma3 (n®) Tomal Toma2 Toma3
44 2.21 2.19 2.10 53 1.67 1.83 1.73
45 2.19 2.15 2.12 54 0.67 0.65 0.67
47 1.71 1.77 1.77 55 0.77 0.75 0.7t
48 2.12 2.02 2.12 56 1.17 1.21 1.23
49 1.29 1.27 1.23 58 0.98 1.12 0.83
50 1.92 1.94 1.98 59 1.15 1.24 1.19
51 0.92 0.99 1.04 60 1.04 1.17 1.12
52 1.79 1.67 1.69 61 071 0.74 0.71

{*) Repetibilidad

(**} En todos fos andlisis se ha verificado la correccion del blanco.
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Ello puede servir de base en el futuro y como ya hemos indicado
anteriormente al describir el método, para efectuar las determinaciones con
tomas de muestra cuyas circunferencias tengan un didmetro superior a las
utilizadas por nosotros o bien, utilizar un mimero de circulos iguales superior
a la unidad. Evidentemente, en paralelo se han verificado las correspondientes
determinaciones de los blancos con los I, 2 y 3 circulos correspondientes a cada

lote.

En una serie de figuras que se incluyen a continuacion (figuras 5, 6, 7y
8) vy que todas ellas presentan analogia, aparecen reflejados los resultados
obtenidos a partir de un conjunto de ensayos, realizados con una serie de
criterios que hemos considerado necesarios y procederemos a dejar expuestos:
En la figura 5, se presentan los datos que se obtienen a partir de los resultados
del andlisis de diferentes circulos tomados de varias manchas conseguidas al
manchar una tela con diversas muestras de un mismo semen, al que se le han
realizado una serie de adiciones de cantidades conocidas de Zn. Como puede
apreciarse, existe una total recuperacion de las cantidades anadidas, lo cual,
ademds de constituir una base de sustentacién para confirmar la exactitud del
método, nos hizo especular acerca de la posibilidad de que se pudiera evaluar
la concentracién de Zn en la especie seminal originaria de la mancha, a través
de los valores hallados en ésta ultima, mds una serie de ellos obtenidos al

manchar nosotros Ia teia con soluciones conocidas de Zn.
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De acuerdo con lo indicado anteriormente, en la figura 6, se representa
una experiencia andloga a la de la figura 5, pero acompaifiada de una serie de
determinaciones complementarias con circulos obtenidos a partir de manchas
realizadas en la misma tela que las de un semen adicionado, pero con
soluciones acuosas de Zn de concentraciones conocidas. Esta experiencia,
corrobora los datos antes encontrados, pero pone en evidencia la imposibilidad
de poder deducir el valor de la concentracién del elemento en la especie
originaria de la mancha ya que, como puede apreciarse por las pendientes de las
rectas obtenidas, la propia composicion del semen (ya que se trata de la misma
tela) ejerce un efecto concominante y ello no nos permite aplicar ninguna
formula que nos pueda dar, a través del valor conocido de las soluciones
acuosas utilizadas por nosotros en provocar manchas y luego determinar
analiticamente sus valores correspondientes para, en funcién de éstos y el del
correspondiente al hallado en la posible mancha de semen, poder descubrir la
concentraciéon Zn en la especie buscada. No obstante, la grdfica de
recuperacion demuestra, al igual que la anterior figura, que existe una total
recuperacion de las cantidades del metal adicionadas al semen, lo que vuelve a
poner en evidencia la exactitud del método. Por lo tanto segtin las experiencias
recogidas en las figuras: 5, 6, 7 y 8, estas tres dltimas obtenidas a partir de un
mismo criterio de reafirmacion experimental, no se puede deducir el valor de
[a concentracion inicial del Zn en el semen, o de [a sustancia que originé Ia
mancha analizada, a través de manchar nuevamente la tela con las soluctones de
Zn de concentracién conocida y realizar los andlisis en paralelo, ya que no
es solo por el efecto de ia especie, demostrado por el hecho que las pendientes

de las curvas son diferentes, sino también por el efecto que ha de generar la tela
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debido a su envejecimiento, ya que la consistencia de la misma tela en el
momento de producirse la mancha puede evolucionar, y al manchar
posteriormente en el laboratorio cabe la posibilidad de que la impregnacién
difiera de la conseguida en el momento anterior, motivada por un posible

cambio de textura en la tela.

Con el fin de estudiar la concentracion de Zn en manchas que pudieran
proporcionar otras sustancias bioldgicas con posibilidad de generar manchas
andlogas, las cuales pudieran crear confusion en el momento de adjudicdrselas
a la presencia de semen, en el caso de suministrar valores de concentracién

similares.

Se ha experimentado mediante obtencién de manchas con semen, sangre
y orina sobre diferentes telas, para comprobar los resultados que puedan
aparecer y establecer la comparacidon entre ellos. En las tablas § y 6 quedan
consignados los resultado obtenidos y a tenor de ellos aparece demostrado, en
funcién de las diferencias encontradas, que la dnica sustancia capaz de producir
manchas identificables a través de las determinaciones analiticas de Zn en las
mismas, es el semen y por ello estd fundamentado el desarrollo e introduccién
del método propuesto valores de concentracién simifares, se ha experimentado
mediante obtencion de manchas con semen, sangre y orina sobre diferentes
telas, para comprobar los resultados que puedan aparecer y establecer la
comparacion entre ellos. En las tablas 5 y 6 quedan consignados los resultados
obtenidos y a tenor de ellos aparece demostrado, en funcion de las diferencias
encontradas, que ]a dUnica sustancia capaz de producir manchas identificables a

través de las determinaciones analiticas de Zn en las mismas, es el semen y por
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ello creemos firmemente que estd fundamentado el desarrollo e introduccién

del método propuesto y formulado por nosotros.

En la figura 9, aparecen expuestos graficamente los resultados obtenidos
al manchar 3 telas diferentes con un mismo semen adicionado y con soluciones
acuosas de Zn de diferentes concentraciones, para estudiar el efecto

concominante de la tela en las determinaciones,

Como puede comprobarse, las pendientes de las curvas obtenidas varian
de una tela a otra; asi mismo las pendientes de las soluciones acuosas también
difieren entre si, segun la tela que se haya manchado, y son distintas a su vez
de las pendientes obtenidas a partir del semen, lo que reafirma que no sélo
influye en el resultado la composicién del semen, como ya habiamos dejado
evidenciado, sino que también la tela, en funcién de sus caracteristicas, ejerce

su accion concominante en el proceso analitico.

En la tabla 7, aparecen tabulados los resultados que se hallan al analizar
diferentes manchas de distintas especies de semen sobre una misma tela. Las
concentraciones de Zn encontradas difieren entre si, lo que obliga a pensar que
ello es la consecuencia de los diferentes valores del metal en cada una de las

especies, hecho confirmado en las experiencias anteriores.
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TABLA 5

Determinacion de Zn en telas manchadas.

Cone. Zn en Conc. de Zn Conc. de Zn en Valor medio
Especie Tela sol.de ataque en tela (BCO) Diferencia mancha comparatativo
(ng/ml) (ug/ml) (ng/cm?®) *)
Semenl1 B 0.048 0.005 0.043 0.90 —
Semen2 B 0.080 0.005 0.075 1.56 1.23
Agua B 0.000 0.005 - 0.005 — -
Orina 1 B 0.004 0.005 - 0.001
Sangre! B 0.013 0.005 0.008 0.17 0.17
Orina 1 \Y 0.061 0.061 0.000 0.00 —
Sangre |V 0.069 0.061 0.008 0.17
Semen
(*) Valor medio comparativo Sangre
Orina
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TABLA 6

Determinaciéon de Zn en telas manchadas de diferentes especies bioldgicas.

Diferentes telas.

Conc. de Zn en Conc, de Zn en Diferencia Valor comparativo Conc. de Zn en  Valor comparativo
Especie Tela sol. de atagque tela (BCO) (Cs) (ug/ml) (misma tela) mancha, @ (misma tela)
(Cs) (pg/ml) (pg/ml) (ng/cm?) (Cm) (pg/cm?) (ug/cm?)
Orina 1 0.015 0.015 0.000 0.000 0.00 0.00
Orina 2 0.019 0.018 0.001 0.02
Orina 3 0.129 0.026 0.003 0.06
Orina 4 0.046 0.044 0.002 0.04
Sangre 1 (.028 0.013 0.013 0.27 0.27
Sangre 2 0.038 0.020 0.42
Sangre 3 0.047 0.021 0.44
Sangre 4 0.076 0.032 0.67
Semen A 1 0.139 0.124 0.0163 + 0.074 2.58 3.40 + 1.54
Semen B I 0.168 0.153 3.19
Semen C 1 0.228 0.213 (x +2ds) 4.44 (x +2d.s.)

(* Cm = 20.83 Cs
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TABLA 7

Determinacién de Zn en manchas de semen.

Diferentes especies seminales en una misma tela.

Conc.de Zn en Conc.de Zn en Conc.de Zn en
Semen  sol.de ataque tela (BCO). Diferencia mancha.
(Cs) (ug/mi) (pg/mi) (ug/ml) (Cm) (pglem?) (*)
1 0.103 valor medio a 0.088 1.83
2 0.091 partir de 7 0.076 1.58
3 0.151 determinaciones 0.136 2.83
4 0.093 _ 0.078 1.62
5 0.197 [Zn{ + 2d.s. = 0.182 3.79
6 0.062 0.015 + 0.003 0.047 0.98
7 0.113 0.098 2.04
8 0.072 0.057 1.19
9 0.056 0.041 0.85
10 0.106 0.091 1.90
11 0.064 0.049 0.83
12 0.147 0.132 2.75
13 0.102 0.087 1.81
14 0.125 0.110 2.29
15 0.100 0.085 1.77
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Para profundizar en dicha situaciéon acabada de mencionar hemos
realizado la siguiente experiencia que aparece expuesta en la figura 10 yenla
tabla 8. Como se puede comprobar en ellas, existe una correlacion lineal entre
los niveles de concentracién de Zn en cada especie de semen (determinados por
el método de Arroyo y col.) y los valores del metal encontrados en las manchas
correspondientes. Al aplicar el método estadistico a los resultados obtenidos se

ha encontrado para dichos valores un coeficiente de correlacién de 0.96581.
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TABLA 8

Determinacion de Zn en semen {distintas especies) y manchas de tela correspondientes.

£G

SEMEN | MANCHA (misma tela)
Muestra Conc.de Zn en | Muestra Bco Conc.de Zn en Diferencia Conc.de Zn
la especie Corres- (ug/ml) sol.de ataque (ug/ml) en mancha,
(ng/ml) pondiente (ug/ml) (pg/cm?)
As 168 Am 0.022 0.100 0.078 1.62
Bs 45 Bm 0.041 0.019 0.40
Cs itl Cm 0.059 0.037 0.77
Ds 128 Dm 0.060 0.038 0.79
Es 157 Em 0.085 0.063 1.31
Fs 209 Fm 0.118 0.096 2.00
Gs 67 Gm 0.044 0.022 0.46
Hs 140 Hm 0.077 0.055 .15
Ls 153 Lm 0.082 0.060 1.25
Ms 191 Mm 0.112 0.090 1,87




Finalmente, en las figuras 11 y 12 y en las tablas 9, 10, 11 y 12, quedan
recogidas las experiencias ultimas que confirman todo cuanto hemos venido
detallando hasta ahora. El estudio ha consistido en manchar una serie de telas
de diferente composiciéon una a una con otra serie de distintas especies de

semen, cuyas concentraciones han sido determinadas previamente.

En la figura 11, quedan en evidencia dos hechos ya demostrados: en
primer lugar que las manchas de cada tela proporcionan valores de
concentracion de Zn diferentes segun sea el contenido del metal en las especies
y en segundo término que, pese a no seguir una variacion lineal, y para cada
una de las telas, los valores de Zn hailados en las manchas correspondientes son
mayores al incrementar el nivel del metal en el semen que ha producido la
mancha. Esto se manifiesta de una forma mds generalizada en la figura 12, en
la que se comprueba también todo lo expuesto en la figura 11, con la
observacidon acabada de aludir referente al incremento irregular de los valores
de Zn hallados en las manchas y de la variacién de éstos en funcién de la
concentracién del metal en relacién con el semen que las ha originado; los
valores medios de Zn encontrados en las diferentes manchas obtenidas para
cada especie, presentan en su prictica totalidad un aumento, que aunque
irregular, guarda relacién con los valores ascendentes del elemento en la
correspondiente especie seminal. Todo lo expresado grdficamente en ambas
figuras se recoge con datos numéricos en las tablas 9 y 10. A su vez las tablas
11 y 12 muestran el estudio  estadistico referente a todos los datos

correspondientes a las experiencias consignadas en las figuras 11 y 12 y las

tablas 9 y 10.
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TABLA 9

Valor medio de las concentraciones de Zn en la totalidad de las superficies de las manchas en siete diferentes telas, para

distintas especies de semen {ug/cm’).

SEMEN Concentracion de Zn en el total de las manchas (ug/cm?).
n* Conc. de Zn Valor Desviacidn Intervalo de confianza
(png/ml) Medio standard para la media (P < 0.05)
1 (A) 48 1.00 0.76 0.43 - 1.56
2 (B) 62 1.74 1.01 0.99 -2.48
30 75 1.56 0.91 0.88 -2.23
4 (D) 31 0.59 0.46 0.25 -0.94
5 (E) 28 0.65 0.45 0.32 -0.98
6 (G) 123 1.65 1.02 0.89 -2.41
7 (H) 58 1.32 0.84 0.69 -1.93
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TABLA 10

Valor medio de las concentraciones de Zn en la totalidad de las superficies de las manchas obtenidas con siete diferentes especies

de semen, para distintas telas (pg/cm?).

Concentracién de Zn en el total de las manchas (xg/cm?).
TELA
Valor Desviacion Intervalo de confianza
Medio standard. para la media (P < 0.03)
T-1 0.55 0.40 0.26 - 0.85
T-2 0.28 0.25 0.09 -0.46
T-3 0.93 0.31 0.71 -1.16
T-4 1.45 0.47 1.10 - 1.80
T-5 2.03 0.84 1.41 -2.65
T-6 2.08 1.00 1.34 -2.82
T-7 1.17 0.75 0.62 -1.72




TABLA 11

Estudio estadistico de la relacién comparativa entre los valores medios de concentracion de Zn en manchas de semen en distintas

clases de telas, correspondientes a siete especies de semen diferentes con las que se han manchado aquéllas.

1L

Pares de espe- Valor Pares de Valor
cies de semen estadistico especies de semen estadistico
A-B No signif. C-D P < 0.05
A-C LA C-E P < 0.05
A-D oo C-G No signif.
A-E o C-H .o
A-G v D-E "o
A-H o D-G P < 0.05
B-C "o D-H P <0.10
B-D P < 0.05 E-G P < 0.05
B-E P < 0.05 E-H P < 0.10
B-G No signif. G-H No signif.
B-H v




TABLA 12

Estudio estadistico de la relacién comparativa entre los valores medios de concentracidn

de Zn en manchas correspondientes a siete telas diferentes, manchadas cada una de ellas

con distintas especies de semen.

Pares Valor Pares Valor Pares Valor
de telas. estadistico. de telas.  estadistico. de telas. estadistico.
Ti -T2 No signif, T2 - TS P < 0.01 T4 - T7 No signif.
Tl -T3 P < 0.10 T2 - T6 P < 0.01 T5 - T6 No signif.
T1-T4 P < 0.01 T2 -T7 P < 0.05 TS5 - T7 P < 0.10
Tl - TS P < 0.01 T3 - T4 P < 0.05 T6 - T7 P < 0.10
Tl - T6 P < 0.01 T3-T5 P < 0.05
Tl -T7 P < 0.10 T3 - T6 P < 0.05
T2 - T3 P < 0.00!1 T3 -T7 No signif.
T2 - T4 P <000l T4-T5  No signif.

T4 - T6 No signif.
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Como dato final que corrobora todo cuanto hemos detallado, hemos
incluido la tabla 13, en la que se presentan los resultados de las
determinaciones de Zn efectuadas por nosotros con la ayuda del método
propuesto, en manchas de telas correspondientes a prendas de vestir de mujeres
que habian sido violadas y confirmadas pericial y judicialmente las violaciones

correspondientes.

Como puede comprobarse en dicha tabla existe positividad en todas las
pruebas analiticas, que confirman la presencia de Zn en dichas manchas, lo que

demuestra la efectividad del método.

En virtud de ello esperamos que el método pueda ser utilizado en el
presente y en el futuro para la obtencién de pruebas valiosas que confirmen la
existencia de violacién en todos aquellos casos dudosos en los que existan ropas

con manchas originadas por la presencia de especies seminales.
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TABLA 13

Determinacién de Zn en manchas de tela (prendas de vestir) en casos de violacién comprobada.

Concentracion de Zn  Concentracion de Zn Diferencia Concentraciéon de Zn
CASO en solucién de ataque en la tela (blanco) en mancha
Cs (ug/ml) (ng/ml) (ug/ml) Cm (ug/cm’)
| 0.016 0.009 0.007 G.15
2 (3.150 0.095 0.055 1.15
3 0.153 0.003 0.150 3.12
4 0.072 0.030 0.042 0.87




ILa determinacién analitica de un elemento o compuesto que forma parte como

componente de una sustancia (en nuestro caso el Zn presente en el semen), que
pueda realizarse a partir de una mancha de la misma presente en una prenda de
vestir de tela, que nos permita identificar tal sustancia a través de una
dosificacion del componente, tanto por su presencia como por la magnitud de
su concentracion, ha sido un tema, que en el caso del semen se ha dado

cumplida cuenta de €l en la introducidn del presente trabajo.

En nuestro caso particular, la evaluacidén cuantitativa de un metal, el Zn,
presente en el semen en una concentracion muy significativa, a través de un
andlisis en manchas de tela, ha de servir para identificar la presencia de una

especie seminal en [a prenda de ropa manchada.

Estos elementos o compuestos, cuya presencia en diferentes medios o sustancias
nos han de servir para la identificaciéon de la especie a la que pertenecen,
podriamos denominarlos "indicadores” ya que hemos de considerarlos como
tales de la presencia de ia especie buscada (en nuestro caso el semen) en
cualquier variedad de materiales de forma general, y en telas en lo que a

nosotros nos atafie en particular.

La condicién necesaria para culminar con éxito una prueba de este tipo, esto es,

la determinacion de una sustancia exdégena en un material a estudiar debe llevar
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implicitos los siguientes puntos:

- La existencia de uno o varios "indicadores".

- La existencia de un método analitico lo suficientemente exacto, sensible

especifico para efectuar la correspondiente dosificaciéon del "indicador".
y esp p

- La posibilidad de aplicacién de dicho método a muestras convenientes.

En nuestro caso concreto el "indicador” es el Zn, presente en la sustancia que
q

mancha la ropa (semen) y la muestra a analizar la tela correspondiente.

Si procedemos a una ampliacién detallada de cuanto acabamos de exponer y en
funcién de la importancia que puede llegar a alcanzar dentro del campo de la
medicina forense el método propuesto en el presente trabajo y su posible futura
aceptacion, hemos de dar paso a una nueva serie de consideraciones

fundamentales que consignamos a continuacion.

El método ha de cumplir un nimero de objetivos o requerimientos exigibles
todos ellos para la utilizacion de los anadlisis de Zn en manchas de tela como
"Indicadores" de la presencia de semen en dichas manchas, procedentes de casos

de violacidon, que podemos identificar y enumerar como los siguientes:

- Que se pueda determinar efectivamente su presencia en ropas de

mujeres sometidas a violacion.
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- Que permita el establecimiento de valores de referencia, en funcién de

los valores de concentracién hallados.

- Que exista relacién entre dichos valores y los que se vayan a encontrar,

la cual permita extraer las conclusiones oportunas.

- Que pueda integrarse en programas de investigacién futuros, con el

cardcter de prueba necesaria.

- Que ademds sirva de ayuda a otras pruebas que se hallen vigentes, como
complemento especifico de ellas; en este caso existe la posibilidad de que sea
una prueba mds efectiva que ellas, en los diversos aspectos que pueda entrafnar
(costo, rapidez, sencillez, sensibilidad, especificidad, etc.), lo que da paso a una

situacién mejor aun.

- Que ¢l tiempo en que se tarde en realizar la prueba, desde ¢l momento
en que se manché la tela hasta el de su correspondiente andlisis, no sea un
impedimento para poder efectuarla con absoluta garantia en su ejecucidn y en

sus resultados.

- Que la posible contaminacion de la muestra no alcance una

concentraciéon cuya magnitud sea capaz de enmascarar un resultado correcto.

El repaso detallado de estos requerimientos, junto con el estudio concienzudo
del método propuesto, deja en evidencia que éste encaja perfectamente en los

condicionamientos necesarios para su viabilidad y su consiguiente y futura
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aplicacién generalizada.

Una de las caracteristicas mds relevantes del método que proponemos la
constituye su especificidad, reforzada a su vez por la ventaja de que sirve
también para muestras azoospérmicas, puesto que en éstas no faita la presencia
de Zn. Nos limitaremos aqui, puesto que una mayor extensién no es necesaria,
a presentar una serie de datos que sintetizan cuantos han aparecido en la
literatura internacional y que confirman nuestras experiencias ya consignadas en
el estudio del metal, esto es, que las concentraciones de Zn en los liquidos
bioldgicos capaces de manchar las telas en caso de agresién o por cualquier otra
causa, son tan inferiores a las del metal en el semen, que a la hora de verificar
su determinacién a partir de una mancha de tela no se alcanza su limite de
deteccién, o la cantidad hallada ha de ser tan inferior a la encontrada para
cualquier tipo de semen, aun procedente de una especie seminal de contenido
bajo en el elemento, que ha de resultar discriminatoria. En la tabla 14
presentamos unos datos comparativos oportunos, seleccionados entre los mds
recientes y representativos entre los midltiples existentes, con los que guarda una
total similitud. En ella podemos comprobar la apreciable diferencia existente
entre las concentraciones de Zn de las otras especies y la del semen, que son
de un orden de superioridad lo suficiente como para conferir a éste ultimo el

cardcter de especificidad, incluso en especies azoospérmicas.

Respecto a los posibles antecedentes relacionados intimamente con nuestro
estudio, existe un trabajo de Suzuki y colaboradores (1983) en el que se da
cuenta de un método cualitativo para la identificacion de manchas de Zn,

mediante una reaccion con 1- (2-piridilazo)-2 naftol que desarrolla un color rojo
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TABLA 14

Concentraciones de Zn en las principales especies biolégicas capaces de
generar manchas en prendas de ropa de vestir (valores medios).

Concentracion
Especie media de Zn Referencia
en mg/l
Sangre 6.35 E. Sabbioni y cols. (1990)"”
(total) 6.40 G. V. lyengar y cols. (1988)"?
Suero 0.92 (*)
0.93 (**)
Orina 0.45 (*)
0.46 (**)
Semen (n° espermios) M. Arroyo y cols. (1978)
0 (azoospérmicos) 173
0-10x 10° 155
(10.1 - 20) x 10° 145
(20.1 - 30) x 10° 124
(30.1 - 40) x 10° 129
> 40.1 x 10° 152
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y que ha sido aplicado por Scheithauer y Luta (1988). Es evidente que la
diferencia entre una prueba cuantitativa y especifica como la que nosotros
proponemos y no otra cualitativa mediante la obtencién de una mancha

coloreada evita cualquier comprobacién.

El hecho de que el método propuesto no ha de suponer problema alguno para
cualquier facultativo con cierta experiencia profesional, no significa que por ello
deje de entranar ciertas dificultades, inherente al tipo de muestra que se ha de
manipular y a la concentracién del elemento a analizar, ya que el problema de
la contaminacién no debe soslayarse, y dada la notoria importancia y
responsabilidad de los resultados que se hayan de suministrar, cualquier fallo en

eilos puede desacreditar al laboratorio correspondiente.

Los errores fundamentales que se puedan cometer hemos de adjudicarlos
preferentemente a la contaminacion, que puede ocurrir no solamente durante [a
fase de ejecucion del andlisis, sino también en la etapa anterior al mismo. Para
elio, es de relevante importancia un exdmen y conocimiento previo de las
caracteristicas de la muestra que se ha de analizar (naturaleza de la tela, estado

de conservacién, la forma en que ha sido recogida, etc).

Cualquier muestra que no reuna las necesarias condiciones que avalen un
andlisis correcto, debe ser rechazada, ya que asi lo exige la seguridad obligada
para garantizar la certeza de los datos que se han de suministrar, basados en una

excelente prdctica profesional de laboratorio firmemente establecida.

80



CONCLUSIONES

PRIMERA.- Se propone un nuevo método analitico, para Ia determinacion de

Zn en manchas de telas de ropa de vestir procedentes de casos de violacion,

mediante el empleo de la espectofotometria de absorcion atémica.

SEGUNDA.- La existencia de Zn en dichas manchas debe considerarse como
"indicador" de la presencia de semen en la misma, ya que se trata de una
sustancia biolégica poseedora de un alto contenido en el metal y capaz de poder
discriminarla de otro tipo de material biolégico y ser determinada

cuantitativamente.

TERCERA.- La prueba demostrativa de la presencia de semen en las manchas
de tela a través de su "indicador” el Zn, abre un nuevo horizonte en las
investigaciones que puede utilizar la medicina legal ya que ademds de
proporcionar un nuevo test de identificacion para afadir a los ya existentes, es

muy estable.

CUARTA.- Esta nueva prueba puede utilizarse no solamente como tal para la
exclusidn del semen, sino también como complemento confirmatorio de las que

ya constituyen rutina en este tipo de andlisis, para reforzar los datos obtenidos.

QUINTA.- El método propuesto posee la ventaja de su gran simplicidad
operatoria, lo que supone que ha de poseer cierto atractivo, pese a su novedad,
para ser incorporado en los laboratorios dedicados a la especialidad y con

dotacion adecuada.
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SEXTA.- El método posee ademds otra ventaja que podriamos denominar
"elasticidad”, esto es, que puede modificarse oportunamente con gran facilidad
(utilizar mas circulos de la mancha, etc) con posibilidad de mejora en el limite

de deteccidn, caso de que ello fuese necesario.

SEPTIMA.- El método posee todos los requerimientos necesarios para su futura

aceptacién generalizada, en medicina legal.
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