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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion “Influencia de la temperatura y el tiempo en la
preservacion de la proteina P30 en soportes solidos™ fue realizada con la finalidad de
determinar este marcador en diferentes soportes solidos como hisopados de genitales,
internos y externos, prendas intimas y de vestir, ropa intima, sabanas, toallas, papel,
guantes de manejo, alfombras a diferentes temperaturas guardadas previamente durante
cinco afios, como respaldo para el laboratorista en caso de cualquier experticia forense.
Dicha proteina es detectada, aun cuando el presunto agresor sufra de azoospermia, 0 se
halla sometido a vasectomia, cuya preservacion fue demostrada con mencionada
prueba, especificamente con un ensayo inmunocromatografico, previo a la recuperacion
de dicha proteina mediante la técnica establecida que reaccionara con el anticuerpo
monoclonal movil antihumano P30 y un complejo antigeno-anticuerpo movil que
formara la segunda raya en el cassette, confirmando la positividad de la prueba al
detectar proteina P30 en diferentes soportes sélidos donde se puede adherir liquido
seminal. Considerando que para que la desnaturalizacion de dicha proteina, donde
puede ser indetectable mediante la ayuda de esta prueba en el soporte solido ocurre a
temperaturas superiores a 90°C o més. Como resultado del andlisis se reflejé que la
congelacion es la temperatura mas Optima de conservar soportes solidos considerando
que la congelacion preserva intacta la proteina P30 obteniendo un 100% de positividad,
seguida de refrigeracion obteniendo un 89% y temperatura ambiente un 87% tomando
en cuenta que las muestras que salieron negativas no estuvieron embaladas ni

conservadas de manera correcta.

Palabras Claves: Soportes sélidos, proteina P30, inmunocromatografia, vasectomia,

azoospermia.
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ABSTRACT

The present research "Influence of the Temperature and the Time in the Preservation of
the Protein P30 in Solid Supports was made with the purpose of determining this score
in different solid supports as hisopados of genitals, internal and external intimate
articles and dressing, intimate clothes, sheets, towels, paper, gloves of managing,
carpets to different temperatures kept them previously before five years, as support for
the laboratorist in case of any forensic expertise. The mentioned protein is detected,
even if the supposed aggressor suffers of azoospermia, or submitted to vasectomy,
which preservation was demonstrated by mentioned test, specifically by a test
inmunocromatografic, previously the recovery of the mentioned protein through of the
established technology that will react with the antibody monoclonal mobile inhumanly
P30 and one complex mobile antigen - antibody that was forming the second stripe in
the cassette, confirming the positivity of the test on detected protein P30 in different
solid supports where seminal liquid can stick fast. Considering that the denaturalization
of the mentioned protein, where can be undetectable through the help of this test in the
solid support that happen to high temperatures to 90°C or more. As a result of the
analysis reflected that the freezing is the most ideal temperature of preserving solid
supports thinking that the freezing preserves intact the protein P30 obtaining 100 % of
positivity, followed by refrigeration obtaining 89 % and temperature sets 87 % taking
account that the tests that came out negative they weren’t packed and preserved in a
correct way.

KEYWORDS: Solid supports, P30 protein, inmunochromatography, vasectomy,
azoospermia.




INTRODUCION

Uno de los inconvenientes de la preservacion de las muestras biologicas es que no
existe un articulo en el Coddigo Integral Penal que delimite el tiempo para la
conservacion de dichas muestras vulnerando de esta manera el principio a la defensa y

al principio de contradiccion en casos de reapertura de casos 4.

En el afio 1935 Edmund Locard, considerado el Padre de las ciencias forenses manifestd
“cada vez que se hace contacto con otra persona, lugar, o cosa, el resultado es un
intercambio de materiales fisicos” como por ejemplo huellas, elementos pilosos,
maculas de sangre, liquidos corporales, liquido seminal, tejidos, entre otros, y como
resultado de este principio, estos indicios que al ser analizados se convierten en
evidencias que es lo que permite ayudar a determinar responsabilidad del hecho

cometido @,

La determinacion de proteina P30, una glicoproteina producida por la préostata que esta
presente en el semen humano, y que al pertenecer a la familia de proteinas, son
sustancias quimicas que forman parte de la estructura de las membranas celulares y es el
constituyente esencial de las células vivas; sus funciones biologicas principales son la
de actuar como biocatalizador del metabolismo y la de actuar como antigeno que por
medio de una prueba imnucromatografica o reaccion antigeno anticuerpo ayuda a
esclarecer presuntos hechos de agresion sexual, esta proteina tiende a degradarse por
factores como temperatura, tiempo, humedad y pH por lo cual es importante su
preservacion, razén que impulsa a efectuar esta investigacion que se realizd en muestras

conservadas hace cinco afios preservadas a diferentes temperaturas .

Una de las técnicas mas rapidas y sencillas de diagnostico utilizadas, mediante la
utilizacion de antigenos (Ag) o Anticuerpos (Ac) es la llamada inmunocromatografia,
técnica que se basa en el paso de una muestra a través de a una membrana de
nitrocelulosa. En la zona del conjugado donde se encuentra un Ac., contra los epitopos
del Ag que se desea detectar y un reactivo de deteccion. Si la muestra contiene el
antigeno objeto de estudio formara un conjugado que viajara a través de esta membrana,
de lo contrario viajaran por separado, posteriormente en la zona de test se encuentra un
segundo anticuerpo especifico contra otro epitope del Ag., el complejo formado por la

unién Ag.-Ac. Quedara atrapado en esta zona y formara un color en linea que es el



indicativo de una prueba positiva. Finalmente en la zona de control se encuentra un
tercer Ac. Que reconoce el reactivo de deteccion y que se une al conjugado libre, que

finalmente al pintar la linea de color indica la validez del ensayo ©.

Entre los soportes mas comunes en delitos sexuales son las prendas intimas, ropa,
colchones, sabanas, toallas, entre otros. Debido a las caracteristicas del semen y
especificamente a la fructuosa un tipo de azlcar que hace que el semen sea pegajoso, y
hace que sea posible su preservacion e identificacion en materiales textiles, entre otros.
En materiales bien embalados y conservados la sensibilidad para su deteccién alcanza
los 2 ng/ml.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Segun la OMS la violencia sexual es todo acto en forma directa, indirecta, fisica

psicoldgica, verbal escrita o en cualquier otra forma de interaccion con el préjimo,
donde no existe un consenso o consentimiento de ambas partes, independientemente del
lugar, edad, sexo o religion donde, se vulnera la privacidad de una persona y el derecho
de elegir cuando, como, donde y con quien compartir su vida sexual, generando todos

los perjuicios fisicos y psicoldgicos como consecuencia de este acto delictivo ©),

Segun el COIP (Cdédigo Organico Integral Penal) en su paragrafo primero de Delitos de
violencia contra la mujer o miembros del nucleo familiar en su articulo 158 manifiesta
que “La persona que, con manifestacion de violencia contra la mujer o miembro de
ndcleo familiar, se imponga a otra y la obligue a tener relaciones sexuales u otras
practicas analogas, seran sancionadas con las penas previstas en los delitos contra la

integridad sexual y reproductiva” El cual determina hasta 25 afios de cércel ©,

A nivel mundial evidenciar la presencia de semen en todo acto relacionado a delitos
sexuales es el objetivo mas grande que persiguen y se han propuesto las autoridades y
los investigadores en ciencias forenses. En consecuencia y debido a que esta
demostrado estadisticamente que se puede recuperar evidencia fisica en el lugar de los
hechos y o victimas, se implementd como una prueba aceptada por las autoridades
competentes la técnica de ABAcard P30 que alcanza una sensibilidad de 0.4 ng/ul, a
nivel latinoamericano el ABAcard P30 es una técnica validada internacionalmente para
estos procedimientos en el area forense ("),

En ecuador esta es la técnica que actualmente se utiliza en los laboratorios de ciencias

forenses, razon que motiva y por la cual se hace evidente la necesidad de conocer los



factores como el tiempo y la temperatura, esta prueba estd disefiada para alcanzar una
sensibilidad que llega a las 72 horas pos coito 0 en casos de agresion sin penetracion en
los perjurios sexuales. Cuando y en consecuencia a los factores mencionados la muestra
se puede perder, debido al hecho de que es un liquido que se puede degradar como
consecuencia de sus caracteristicas y a que las victimas realizan las denuncias después
de horas, dias 0 aun méas tiempo de transcurrido el quebrantamiento de su integridad por
miedo, verglienza, amenazas u otros factores inherentes al acto, lo que puede arrojar
falsos negativos, en consecuencia a un mal embalaje lo que no permite la preservacién
de esta muestra de liquido seminal, deslingando responsabilidades. Estos factores son
las variables que se procedera a investigar mediante la realizacion del test de ABAcard
P30 en los diferentes soportes sélidos previamente conservados en un tiempo
determinado estimado de 5 afios y a diferentes temperaturas, mediante lo cual se
evidenciara el tiempo y temperatura real en la cual esta proteina se conserva en los

soportes donde fueron hallados, para su determinacion.

JUSTIFICACION
Gracias a la realizacion de este ensayo se contribuird a corroborar o confirmar la

eficacia de la preservacién de P30 estableciendo métodos, protocolos, mediante la
observacion de los factores que afectan o degradan a esta proteina y asi de esta manera
mantener intacto el indicio que se convirtié en evidencia y luego en una prueba de la
presunta culpabilidad del agresor sexual, mediante, la presencia de liquido seminal aun
cuando el agresor no eyacule, sufra de azoospermia, o se halla sometido a la
vasectomia, la presencia de dicha proteina aparecerd y ayudara a determinar
responsabilidades con un examen complementario como la tincion Christmas Tree
(arbol de navidad), ademéas de un examen de ADN posterior que sera aplicado en
personas victimas de un presunto delito sexual con la finalidad contribuir a una correcta
aplicacion de justicia en conformidad a los establecido en el COIP en vigencia. El
proposito de la investigacion es la determinacion de la influencia de la temperatura y
tiempo de la proteina de origen prostatico humano (P30) en soportes sélidos, cuya
preservacion se demostrada con la prueba de deteccion de esta proteina, especificamente
con el ensayo inmunocromatografico, en los diferentes soportes sélidos que contienen
las caracteristicas necesarias donde se puede adherir liquido seminal, como por ejemplo

las prendas de vestir, alfombras, colchones, prendas intimas entre otras.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Evaluar cdmo afecta la temperatura y tiempo en la preservacion de proteina P30

en soportes solidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar las muestras preservadas de diferentes soportes solidos.
e Determinar la proteina P30 en los diferentes soportes sélidos.

e Comparar los resultados en los diferentes soportes solidos influidos en la

temperatura y tiempo.



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

Uno de los principales problemas que se presenta en los delitos de indole sexual es el
demostrar la presencia de semen a través de la deteccidon de la proteina P30 en las

presuntas victimas.

Debido a diferentes factores que afectan a su preservacion como el tiempo y la
temperatura en los diferentes soportes en los que se presume la presencia de dicho
liquido, ademas de la ausencia de espermatozoides, por razones tales como vasectomia
0 azoospermia, razones por la cual las ciencias forenses han aceptado como un

marcador valido la técnica de deteccion del antigeno especifico de prostata o P30 (7,

La preservacion de la escena del hecho o indicios segin ordena el COIP en su articulo
458, estd a cargo del servidor publico que tome contacto en primer lugar con la escena e
indicios en primer lugar, luego el personal especializado del Sistema integral de
investigacion de medicina legal y ciencias forenses es el encargado de la preservacion
de estos indicios especificamente para este proyecto las prendas o cualquier soporte con
semen, que lamentablemente es necesario recalcar que en el COIP aln existen vacios en
el aspecto relacionado al tiempo real en la que una muestra biolégica debe ser
conservada , lo cual genera una necesidad imperante en consecuencia de que los
principios constitucionales y penales que nos rigen en la actualidad permite el derecho a

la defensa, al principio de contradiccion y de igual manera en la reapertura de casos @.

PROSTATA

Glandula impar y Unica situada debajo de la vejiga rodea la uretra y los conductos
eyaculadores miden 4 cm. de longitud por 3 cm. de alto y 2 de ancho, produce un

liquido con un pH de 6.5 y esta compuesto por:

e Acido citrico.- utilizado por los espermatozoides quienes a través del ciclo de
Krebs obtiene ATP (Adenin Tri Fosfato).

e Enzimas proteoliticas.- tales como el PSA o P30, pepsindgeno, lisozimasa,
amilasa y hialuronidasa cuya funcién es descomponer las proteinas producidas
por las vesiculas seminales encargadas de la coagulacion.

e Fosfatasa acida.- cuya funcion es desconocida.



e Seminoplasmina.- antibiotico natural que restringe el crecimiento bacteriano en

la cavidad vaginal ®.

FISIOLOGIA

La formacion del Liquido seminal inicia en los tubos seminiferos de los testiculos,
dando inicio con la espermatogénesis gracias a la accion de las hormonas testosterona y
la Foliculo Estimulante, luego a medida que van creciendo los espermatozoides pasan al
epididimo para su maduracion en el cual pasaran de 10 a 14 dias.

Una vez que el espermatozoide ha alcanzado su nivel fertilizante y de movilidad los
conductos deferentes los transportan hacia la uretra; las vesiculas seminales producen
una espesa secrecion que representara entre el 60% al 80 % que envolvera a los
espermatozoides, esta sustancia es rica en fructosa lo cual servird de energia a los
espermatozoides para llegar al ovulo, ademés de ello la préstata también aporta entre un
15% a 30% del total con liquido prostatico que es rico en enzimas y &cido citrico que en
combinacion con el liquido de las vesiculas seminales daran un pH ligeramente alcalino
entre 7,2 y 7,8 caracteristico y 6ptimo para que las células sexuales masculinas cumplan
su funcién. Ademas de ello las glandulas de Cooper aportan con un 10 % del total que
secretan liquido lubricante.

LIQUIDO SEMINAL

Compuesto principalmente por liquido seminal formado por las secreciones de la
prostata, glandulas bulbouretrales, tdbulos seminiferos, las vesiculas seminales y
espermatozoides, el volumen por eyaculacion varia entre 2.5 y 5 ml normalmente,

dentro del cual existen de 50 a 150 millones de espermatozoides.

Aunque el liquido prostéatico le confiere acidez, el semen es ligeramente alcalino entre
7,2y 7,7, este liquido es el medio ideal de transporte, proteccion del medio acido hostil
ademas de conferirle nutrientes necesarios para cumplir con su funcién, después de la
eyaculacion alrededor de los 5 minutos se coagula, sin embargo entre los 10 a 15

minutos se vuelve liquido debido a la accion de proteinas como el PSA o P30 ©),



PROTEINA P30

La proteina P30 o Antigeno Prostatico Especifico (PSA) es una glicoproteina producida
por la glandula prostatica en el vardn, en muestras de semen el promedio de PSA es
mayor a 820.000 ng/ml ),

La proteina P30 es una Kkalicreina secretada por la prostata, es una proteasa
desnaturalizante sobre las semenogelinas, descubiertas en 1930 y llamadas enzimas
proteoliticas, aislada en el tejido prostatico en 1970, y utilizada para identificacion del
semen de violadores en 1973 por Li y Beling, la Kalicreina 3 es una glicoproteina de
cadena simple que tiene un peso molecular de 33.000 daltons compuesto de 237

aminoacidos.

La principal funcion es la licuefaccion del semen al contrario de la semenogelina que

protege a los espermatozoides al producir la coagulacion @9,

DETECCION DE LA P30

La prueba para la deteccion de la P30 es una técnica forense nueva donde se detecta la
presencia de esta proteina en el plasma seminal que es una glicoproteina de ese origen,
que es idéntica al antigeno de préstata especifico, y que corrientemente viene siendo
estudiado como un marcador de cancer en la prostata. La proteina llamada P30 no ha
sido encontrada en ninguna de las secreciones femeninas, por lo que es exclusivamente
masculina. Es importante recordar que la ausencia de espermatozoides, no garantiza la

entelequia de una agresion sexual.

Los espermatozoides pueden no ser encontrados si han transcurrido mas de 24 horas
entre el asalto y la recoleccion de la evidencia, como consecuencia de azoospermia,
vasectomia, degradacion o si el atacante no eyaculd, pero si puede ser encontrar la

proteina P30, esto tltimo es poco conocido entre los ofensores sexuales V).

La proteina P30 es un marcador aceptado internacionalmente para la deteccion de
liquido seminal en casos donde se sospecha abuso sexual, es detectable también en

individuos con vasectomia y azoospermia 12



MUESTRAS DONDE SE PUEDE ESTUDIAR LA DETERMINACION DE P30

Cuando los peritos forenses han realizado el examen completo de la escena del crimen
se procede al levantamiento de los indicios donde se presume la presencia de este

liquido con la ayuda de la luz forense.

» Hisopados Genitales: Genitales internos y externos, periné y ano
» Hisopados Paragenitales: Superficie interna de los muslos, nalgas, pubis.

> Hisopados Extragenitales: Superficie externa restante de la cavidad genital %),

Existen muchos casos en los que los fluidos bioldgicos como el semen se deben retirar
de soportes sélidos (prendas de vestir, sabanas, toallas, papel y otros) para posterior

estudio de la proteina P30.

Para estos casos, debemos recurrir a un procedimiento Ilamado levantamiento de

evidencias en donde recuperamos los fluidos bioldgicos para estudio.

TEMPERATURA

Se puede definir temperatura como el grado de energia térmica calor medida en una
escala definida.

La temperatura de un cuerpo es su intensidad de calor, o sea la cantidad de energia que
puede ser transferida a otro cuerpo 4,

Para nuestro estudié se tomo en cuenta al hecho de que es un liquido que se puede
degradar como consecuencia de sus caracteristicas y se estudid tres temperaturas la
ambiental, en refrigeracidn, y congelacién como base de estudio dentro de las cuales se

detallaré las diferentes temperaturas en donde se conservo las muestras que se estudio.

TEMPERATURA AMBIENTE EN LA REGION INTERANDINA

Se puede definir temperatura como el grado de energia la temperatura ambiente es
aquella que puede ser medida en un sitio y momento determinado, sin embargo desde el
punto de vista cientifico se ha tomado como temperatura ambiente la que se encuentra

los 20 °C y los 25 °C, es decir, que el promedio de éstas es de 23 °C 1),



REFRIGERACION

La refrigeracion consiste en extraer la energia térmica de un cuerpo para reducir su
temperatura. Por las propiedades termodinamicas, dicha energia es transferida hacia
otro cuerpo. Cabe destacar que el frio propiamente dicho no existe, sino que la

temperatura es el reflejo de la cantidad de energia que posee un cuerpo 9,

Pueden precisar temperatura de refrigeracion de 4 a 8 C y de 0 a 4°C, para

conservacion de sustancias liquidas 7).
CONGELACION

Todos los microorganismos detienen su actividad microbiana cuando alcanzan una
temperatura inferior a los — 10°C. Usualmente cuando son almacenados entre — 18 y -
25° C. los microorganismos no mueren pero ya no pueden alimentarse ni desarrollarse,

la velocidad de las reacciones quimicas se reducen notablemente 8,

Es importante la congelacion rapida de los indicios que deseamos preservar debido a
que podemos congelar las soluciones acuosas intra y extra celular, cuando la
congelacién es lenta solo congelamos el agua pura extra celular que es la que sufre el
cambio de estado y quedando solamente los solidos generando un desequilibrio que es
compensado por mecanismos osmoticos dando como resultado una célula deshidratada

y la desnaturalizacion de las proteinas.

Estudios han demostrado que las proteinas no se ven afectadas por los procesos de
congelacion @9,

TIEMPO

Las proteinas como cualquier estructura organica tienen un tiempo de vida variable
dependiendo de su funcion y estructura, las células cambian su composicion proteica

para poder cumplir con diferentes funciones.

Por ejemplo la hemoglobina tiene un tiempo de vida de aproximadamente 120 dias, por
otra parte las células del cristalino del o0jo no son reemplazadas y las neuronas no se

regeneran 0,



PRINCIPIO DETRAS DE ESTA PRUEBA

Si P30 esta presente en la muestra de semen, reaccionaré con el anticuerpo monoclonal
antihumano P30 y se forma asi un complejo de anticuerpo antigeno movil. Este
complejo anticuerpo-antigeno maévil migra a través del dispositivo absorbente hacia el
area de prueba T. En el area de prueba "T", se encuentra inmovilizado un anticuerpo
P30 antihumano monoclonal. Este anticuerpo inmovilizado captura el complejo anterior
de modo que se forma un emparedado de anticuerpo-antigeno-anticuerpo. Las particulas
de colorante rosado conjugado se concentran en una zona estrecha de la membrana.
Cuando la concentracion de P30 en la muestra excede de 4 ng / ml, las particulas de
colorante rosado formaran una banda de color rosa en el area de prueba T "indicando un
resultado positivo. Como control positivo interno, los conjugados de anticuerpo P30 no
pueden unirse al anticuerpo en el area de prueba T, pero son capturados por un
anticuerpo inmortalizado de inmunoglobulina presente en el area de control 'C' que
forma un complejo. Las particulas de colorante rosado capturadas formaran una banda
en el area de control 'C', lo que indica que la prueba funciond correctamente y se
siguieron los procedimientos adecuados. Por lo tanto, la presencia de dos lineas de
color, una en el area de prueba T y otra en el area de control "C" indica un resultado
positivo, mientras que una linea solo en el area de control "C" indicar un resultado

negativo (siempre que no haya un "efecto de gancho de dosis alta™) ?9.

FUNDAMENTO DEL METODO

En este procedimiento, 750ul de muestra es adicionado al pocillo “S”. Si P30 esta
presente en la muestra de semen esta reaccionara con el anticuerpo monoclonal mévil
antihumano P30 y un complejo antigeno-anticuerpo movil se forma entonces. Este
complejo movil antigeno-anticuerpo migra a través del dispositivo absorbente hacia el
area “T” de la prueba.

En el area “T” un anticuerpo monoclonal anti humano P30 es inmovilizado. Este
anticuerpo inmovilizado captura el complejo de arriba, formando un Sandwich
anticuerpo-antigeno-anticuerpo. El conjugado concentrado de particulas se colorea en
rosa en una zona estrecha sobre la membrana. Cuando la concentracion de P30 en la
muestra excede 4ng/ml las particulas marcadas en rosa formaran una banda coloreada

rosa en el area “T” del test indicando un resultado positivo de la prueba. Como un

10



control positivo, los anticuerpos conjugados P30 marcados no pueden ligarse al
anticuerpo en el area “T” de la prueba pero son capturados por un anticuerpo anti
inmunoglobulina inmovilizado presente en el area “C” del control formado un

complejo.

Las particulas marcadas en rosa capturadas formaran una banda en el area “C” del
control indicando que el test funcion6 correctamente y los procedimientos apropiados se
siguieron. La presencia de dos lineas coloreadas, una en el area “T” y otra en el area

“C” podrian indicar un resultado negativo (siempre que no haya un “efecto prozona de

la dosis alta”) @Y.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

— F— —
c C
T T

A B C
[@J CBJ

Fuente: Manual de Procedimiento de laboratorio de Biologia forense

Imagen 1: La imagen A me representa con resultados positivo, La imagen B~ |12,
indica un resultado negativo y la imagen ¢ me indica un resultado no valido

Positivo: Si existen dos lineas rosadas, una en el area “T” de la prueba y en el area

control “C”, el resultado es positivo e indica que los niveles de P30 estan sobre 4 ng/ml
Negativo: Si existe solo una linea rosada en el area de control “C” el test es negativo.

Esto puede indicar que:

a) La sensibilidad es menor a 4ng/ml en diez minutos.

b) Presencia de efecto prozona.

Que podria dar un resultado falso negativo debido a la presencia de altas
concentraciones de P30 en la muestra, como por ejemplo liquido seminal no diluido. En

este caso la muestra de ser ensayada huevamente usando una dilucion 10 a 10.000.

Invalido: Si no existe linea rosada visible en el drea de control “C” el test no es

concluyente. Repetir el test y examinar el procedimiento cuidadosamente.
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Control de calidad: La linea control en el area de control “C” puede ser considerada un
control interno del procedimiento. Otra linea rosada aparecerd siempre si el test se ha

desarrollado correctamente.

Si la linea de control “C” no aparece el test es invalido y un nuevo test debe ser
desarrollado siguiendo los correctos procedimientos. Se podria realizar un test de

control de calidad usando estandares de controles positivo y negativo 2,

SOPORTES SOLIDOS

Un soporte solido es toda superficie que contiene las caracteristicas necesarias donde se
puede adherir liquido seminal como prendas intimas, ropa, alfombras, colchones, piso

paredes, u otros soportes sélidos 2.

CARACTERISTICAS DEL LIQUIDO SEMINAL EN LOS SOPORTES

Sobre materiales absorbentes las manchas de semen presentan un color grisaceo que con
el tiempo puede cambiar a amarillento, si este material es flexible como por ejemplo las
telas el semen presentara un aspecto apergaminado al tacto. Sobre soportes no
absorbentes al secarse tiene una caracteristica muy especial que se asemeja con un
dep6sito constituido por una pelicula o escamas brillantes, la luz ultravioleta
evidenciara una fluorescencia amarilla que aunque no es especifica es de gran ayuda
para localizar en el lugar de los hechos. Cuando la mancha se encuentra en soportes no
transportables como colchones tapices o paredes, se debera recolectar la muestra muy
cuidadosamente debido que al secarse su consistencia apergaminada es facilmente
desprendible lo que puede provocar perdida del indicio, este problema se complica en

soportes no absorbentes donde la pelicula o escamas brillantes se desprende al tacto 2.

RECOMENDACIONES PARA EL EMBALAJE DE INDICIOS

» Manipular lo menos posible y siempre embalar la evidencia en forma individual
(por separado), identificandolos por su tipo, caracteristica y ubicacion.
» Los materiales mas recomendables para el embalaje son: sobres de papel,

cajas con tapa, bolsas de primer uso o bolsa transparente con cierres
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herméticos, envases de plastico (esterilizados de boca ancha con tapa rosca,
tubos y frascos con tapa)

» Registrar fotograficamente, siempre que sea posible, los indicios antes de
su embalaje, durante el embalaje y al finalizar su embalaje y rotulado.

» Embalar los indicios inventariados en el empaque o contenedores adecuados
(limpios y estériles, de tamafio apropiado), de acuerdo a las técnicas y

protocolos de recoleccion.

Nota. Si se trata de prendas humedas o fragmentos de tela que contengan
manchas himedas y, no se dispone de tiempo para el secado, introducir en bolsa
de papel con un rétulo que diga “INDICIO MOJADO, FAVOR PONER A SECAR
INMEDIATAMENTE”

Sellar el contenedor o embalar con la cinta establecida o con los medios
adecuados que brinden seguridad y preservacion tanto al embalaje como al
indicio.

Cuidado de las evidencias de liquido seminal:

a. En materiales porosos o absorbentes, se presentan de color grisaceo, que cuando
envejecen se tornan amarillentos, presentan bordes irregulares (a manera de
mapa geografico) y si el soporte es flexible adquieren una consistencia
apergaminada o acartonada al tacto y en lo posible se deberan remitir con
su soporte 0 en caso contrario se recogeran las muestras con ayuda de
hisopos de algoddn estéril, empapados en agua destilada y luego secados al
ambiente.

b. En materiales compactos, no absorbentes, dejan un deposito constituido
por una pelicula de escamas brillosas costrosas, en estos casos se pueden
raspar Y retirarlos de la superficie sobre la cual estan adheridos y guardarlos en
sobres de papel nuevo y limpio.

c. En la piel forma débiles peliculas brillantes de aspecto barnizado, las
cuales pueden ser retiradas con una pinza limpia o raspadas con un bisturi
nuevo Yy limpio y guardados en sobres de papel nuevos y limpios.

d. Las muestras que deben enviarse para estudio:

e Prendas de vestir de la victima

e Prendas de vestir del sospechoso o persona incriminada
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e Prendas de cama

e Hisopo o liquidos del lavado vaginal, rectal o bucal (en el caso de la persona de
sexo femenino) o en su defecto solicitar examen bio-forense en la persona, para
la toma de la muestra adecuada.

e Hisopo o liquidos del lavado balanoprepucial o rectal (en el caso de la persona
de sexo masculino) o en su defecto solicitar examen bio-forense en la persona,
para la toma de la muestra adecuada.

e Condones, con datos referentes a donde se los encontrd, condiciones de
recoleccion y marca.

e Papel higiénico, que hayan sido utilizado luego del delito ¥,

LA DESNATURALIZACION PROTEICA

Cuando se hierve una solucion de una proteina, la proteina frecuentemente se vuelve
insoluble, es decir, se desnaturaliza, y permanece insoluble incluso cuando la solucion
se enfria. La desnaturalizacion de las proteinas de la clara de huevo por calor, como
cuando se hierve un huevo, es un ejemplo de desnaturalizacion irreversible. La proteina
desnaturalizada tiene la misma estructura primaria que la proteina original o nativa. Sin
embargo, las fuerzas débiles entre los grupos cargados y las fuerzas mas débiles de
atraccion mutua de grupos no polares se ven alteradas a temperaturas elevadas; como
resultado, la estructura terciaria de la proteina se pierde. En algunos casos, la estructura

original de la proteina puede regenerarse; el proceso se llama renaturalizacion @)

Algunas de las proteinas mas pequefias, sin embargo, son extremadamente estables,
incluso contra el calor; por ejemplo, las soluciones de ribonucleasa pueden exponerse
durante cortos periodos de tiempo a temperaturas de 90 ° C (194 ° F) sin experimentar
una desnaturalizacion significativa. La desnaturalizacion no implica cambios idénticos
en las moléculas de proteinas. Sin embargo, una propiedad comun de las proteinas
desnaturalizadas es la pérdida de actividad bioldgica, por ejemplo, la capacidad de
actuar como enzimas u hormonas. Aunque la desnaturalizacién se habia considerado
durante mucho tiempo una reaccion de todo o nada, ahora se piensa que existen muchos
estados intermedios entre la proteina nativa y la desnaturalizada. Sin embargo, en
algunos casos, la ruptura de un enlace clave podria ir seguida de la ruptura completa de

la conformacion de la proteina nativa %),
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METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

TIPOS DE INVESTIGACION:

Descriptiva: A través del cual se detallo la investigacion y el procedimiento realizado,
mediante el cual se determind las caracteristicas y diferencias principales de la técnica

aplicada.

Cuasi Experimental: Debido a que es una derivacion de un estudio ya realizado en el
cual se evalud la existencia de P30 en muestras conservadas hace cinco afos a

diferentes temperaturas.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Bibliogréfica: Basada en la recopilacion de informacion consultada en revistas,
bibliotecas, sitios web, libros, blogs y revistas virtuales para en base a la lectura
comprensiva extraer resimenes Utiles en la investigacion sustentadas dentro de un

marco tedrico.

De Laboratorio: Se realizd una aproximacion de tipo exploratoria, ya que se
permanecio en contacto directo con las muestras previamente conservadas, ademas esta
investigacion estd basada en hechos reales, manipulando las variables para obtener

resultados utiles en el informe final.

METODO DE INVESTIGACION
Cualitativo: Mediante este metodo se ayudd a determinar la presencia o ausencia de
proteina P30 en muestras previamente conservadas durante cinco afios.

Cuantitativo: Mediante este método se determind en cuantas muestras preservadas a

diferentes temperaturas por el lapso de cinco afios, se obtuvo P30 positivo y negativo.
Tipo de estudio:

Transversal: Debido a que se realizo en un periodo de tiempo determinado entre
Octubre 2017-Febrero 2018
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POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: Cincuenta muestras previamente en preservacion a diferentes temperaturas.

Muestra: Se trabajo con el total de la poblacion conservada durante cinco afos.

Técnicas e Instrumentos de recoleccién de Datos:

Técnicas: Observacion

Instrumento: Guia de Observacién y Técnica.

PROCEDIMIENTOS PARA LA OBTENCION DE MUESTRA SOBRE UN
SOPORTE SOLIDO

1.
2.

N o g &

9.

10.
11.
12.
13.

14.
15.

Observar el soporte sélido en la luz forense.

Identificar la zona en donde existe fluorescencia para determinar la ubicacion
del supuesto fluido bioldgico.

La extraccidon de muestras en soportes solidos se realizara mediante un corte de
0.5 x 0.5 cm. o con un corte longitudinal en el hisopo.

Se procede a colocar en un tubo ependorf.

Agregar una alicuota con 750 ul de buffer de extraccion.

Agitar en un dispositivo Vortex por 5 minutos.

Colocar en refrigeracion por dos horas (2-8°C) Este procedimiento recupera
aproximadamente el 99% de P30 extraida del hisopo.

Se pone la muestra en el Vortex cada 20 minutos mientras reposa en
refrigeracion.

Dejar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.

Centrifugar la muestra 3 minutos a 3.600 rpm después del paso de extraccion.
Remover el dispositivo y el gotero del paquete sellado.

Etiquetar el dispositivo con el nimero de caso.

Adicionar 300ul (6-7gotas con el gotero) de la muestra al pocillo “S” del
dispositivo.

Leer los resultados a los 10 minutos.

Esta alicuota podria ser almacenada entre 2-8 ° C sino se usa inmediatamente.

Los resultados positivos se pueden ver después de un minuto dependiendo de la

concentracion de P30.

Para resultados negativos se deben esperar 10 minutos 2,
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TECNICAS PARA EL PROCESO

La técnica utilizada para el analisis y procesamiento de las muestras impregnadas en los

diferentes soportes consistio en tres etapas:

La primera etapa consistié en la observacion, proceso dentro del cual se pudo identificar
el nimero real de muestras a analizar, se logré observar los tipos de soportes donde se
encontraban las muestras de liquido seminal y se consiguié caracterizar todas y cada
una de ellas con lo que se consiguio obtener datos estadisticos relevantes que a la postre

aportaron con datos relevantes de su estado de conservacion previo al analisis.

En la segunda etapa se procedié a cumplir con las normas establecidas para la
recuperacion de la proteina del soporte donde se encuentra la muestra de liquido

seminal de acuerdo al inserto de la prueba.

Las muestras o hisopos congelados se deben descongelar por completo y llevar a
temperaturas entre 2-8 ° C.

A estas muestras colocadas en un tubo ependorf se debe agregar 750 ul de tampdn de
extraccion durante 2 horas a temperaturas entre 2-8° C. este procedimiento recupera
aproximadamente el 99% de la P30 extraible en el hisopo

"Centrifugue la muestra anterior durante 3 minutos después de la etapa de extraccion
anterior. Retire 300 ul del sobrenadante para fines de prueba. Esta alicuota se puede
almacenar entre 2-8° C si no se usa de inmediato. Inmediatamente antes de la prueba de
uso, la muestra debe volver a temperatura ambiente. La muestra restante puede usarse

para analisis adicionales de ADN.

En la tercera etapa se realizo una prueba rapida de cassette 0 inmunocromatogréafica

cumpliendo con los pasos establecida en el inserto de la prueba.
PROTOCOLO DE PRUEBA
1 Tome la muestra del sitio de almacenamiento.

2 Retire el dispositivo y el cuentagotas de la bolsa sellada.

3 Etiquete el dispositivo con el nimero de caja
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4 Agregue 200 ul (o 6-7 gotas con el gotero) de muestrea el pozo sdmpico 'S' del
dispositivo de prueba.

Los resultados de esta prueba inmunocromatografica se leeran a los 10 minutos.

Los resultados positivos se pueden ver a una velocidad de 1 minuto, dependiendo de la
concentracion de la proteina. Para los resultados negativos, se debe esperar 10 minutos
completos @),

ANALISIS DE DATOS

Para este estudio investigativo se empled un sistema estadistico mediante la ayuda del
programa informatico Excel donde se analizd el total de muestras previamente

conservadas hace cinco anos.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Con el fin de evaluar como afecta la temperatura y el tiempo en la proteina P30

caracterizo determind y comparo los resultados de la temperatura y tiempo de diferentes

soportes s6lidos.

Tabla 1 Resultados obtenidos del procesamiento de muestras a temperaturas
controladas

TEMPERATURA | NUMERO P30 PORCENTAJE | RESULTADOS | P30
DE POSITIVOS POSITIVOS NEGATIVOS NEGATIVOS
MUESTRAS
14.7 9 7 77.8% 2 22.2%
15 8 8 100% 0 0%
20 6 5 83.3% 1 16.7%

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

Figura N° 2: Porcentaje de P30 positivo y negativo a 14.7°C

TEMPERATURA 14.7°C

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura N° 1: Porcentaje de P30 positivo y negativo a 15°C

TEMPERATURA 15 °C

Figura N° 3: Porcentaje de P30 positivo y negativo a 20°C

TEMPERATURA 20°C

m POSITIVO
B NEGATIVO

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once
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Se analizé tres diferentes temperaturas controladas:

De las 9 muestras que se analizaron a 14.7°C, 7 que representa el 77.8% arrojaron

resultados positivos y 2 que representa el 22.2% negativos.
De las 8 muestras que se analizaron a 15°C, se obtuvo el 100% de P30 positivo.

Finalmente las 6 muestras que se analizaron a 20°C, 5 el 83.3% fueron P30 positivos y
1 que es el 16.7% P30 negativo.

Se hace notorio el resultado positivo en el 100% de muestras donde no hubo un
deterioro significativo de los soportes sélidos con muestras de liquido seminal, lo que
indica que en estos soportes la proteina en las temperaturas mencionadas y a pesar del
paso de cinco afios, aun conserva suficiente muestra que permite la obtencion de un

resultado positivo.

En las tres muestras que se analizaron y en las que precisamente se obtuvo P30 negativo
se observo la presencia de hongos ya sea porque no cumplieron con los procedimientos
de levantamiento, embalaje, transporte o conservacién correspondiente, donde se pudo
haber vulnerado uno o varios de estos procedimientos y que como consecuencia produjo

en las prendas intimas femeninas proliferacién de hongos, o la perdida de muestra.

Esta es la principal razon que impulsa a la realizacion de un control de calidad del
estado de conservacién de los mencionados soportes que en este preciso caso son
prendas intimas y que motiva a la realizacion de esta prueba que finalmente valida la

presencia o no de la proteina P30

Tabla 2 Resultados obtenidos del procesamiento de muestras en refrigeracion.

CEMPERATURA ggMERO P30 PORCENTAJE RESULTADOS | P30
MUESTRAS | POSITIVOS POSITIVOS NEGATIVOS NEGATIVOS
4 5 5 100% 0 0%
5 4 3 75% 1 25%
7 3 3 100% 0 0%
8 6 5 83.3% 1 16.6%

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once
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Figura N° 5: Resultado de P30 positivos y negativos a 4°C Figura N° 4: Resultado de P30 positivos y negativos a 5°C

TEMPERATURA 4°C TEMPERATURA 5°C

| POSITIVO m POSITIVO
m NEGATIVO m NEGATIVO
Figura N° 7: Resultado de P30 positivos y negativos a 7°C Figura N° 6: Resultado de P30 positivos y negativos a 8°C
TEMPERATURA 7°C TEMPERATURA 8°C
m POSITIVO m POSITIVO
B NEGATIVO B NEGATIVO

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

Se analiz6 cuatro diferentes temperaturas en refrigeracion:
Entre las 5 muestras que se analizd a 4°C se obtuvo un 100% de resultados positivos.

Al analizar las 4 muestras preservadas a 5°C, en 3 equivalente al 75% se encontré P30

positivos y 1 que es el 25% resultd negativa.
De las 3 muestras que se analiz6 a 7°C el 100% de estas muestras fueron positivas

De las 6 muestras que se analiz6 a 8°C, se encontrd que el 83.3% que son 5 de estas

muestras presentaron P30 positivo y la muestra restante el 16.6% fue negativa.

En el andlisis de muestras en las que se obtuvieron resultados positivos se puede indicar
que su estado de preservacion al momento del analisis era bueno por lo que no hubo

interferencia de otros factores a excepcion del tiempo y la temperatura.
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De las dos muestras del total analizadas que se obtuvo P30 negativo en refrigeracion
fueron de una alfombra y una toalla higiénica, que al momento del levantamiento de
indicios estuvieron humedas y los peritos no dejaron secar para embalar, por lo que al
momento instantdneo de hacer el andlisis obtuvieron P30 positivo pero con la
preservacion de cinco afios atras obtuvimos P30 negativo al haber en las prendas

mencionadas hongos.

Tabla 3 Resultados obtenidos del procesamiento de muestras en congelacion.

CEMPERATURA EEMERO P30 PORCENTAJE RESULTADOS | P30
MUESTRAS POSITIVOS |POSITIVOS NEGATIVOS NEGATIVOS
-18 3 3 100% 0 0%
-20 2 2 100% 0 0%
-27 4 4 100% 0 0%

FUENTE: Jeniffer Paola Sdnchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

Figura N° 9: Porcentaje de P30 positivo y negativo a -18°C

TEMPERATURA -18°C

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura N° 8: Porcentaje de P30 positivo y negativo a

-20°C

TEMPERATURA -20°C

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura N° 10: Porcentaje de P30 positivos y negativos a -
27°C

TEMPERATURA -27°C
0%

m POSITIVO
B NEGATIVO

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once
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Se analizo tres diferentes temperaturas en congelacion:

Del total de 3 muestras que se analiz6 a -18°C, el 100% fueron P30 positivo.

De las 2 muestras que se analiz6 a -20°C, se obtuvo P30 positivo en el 100% analizado.
De las 4 muestras que se analizé a -27°C, se encontré el 100% de resultados positivos.

Con los resultados obtenidos del presente analisis se pudo comprobar que la
congelaciéon es la mejor temperatura para preservar indicios que contienen liquido
seminal, ademas cabe recalcar que las muestras que se investigaron a esta temperatura
como los hisopos, guantes de vinilo, preservativos y papel higiénico al momento en que
se realiz6 el andlisis, se pudo observar que se encontraban correctamente embalados y
preservados, por lo que no hubo la presencia de factores que pudieran alterar a la
proteina como son: la deshidratacion celular como consecuencia de la congelacion intra
y extra celular logrando de esta manera preservar a la proteina y ademas no se evidencio
la presencia de actividad microbiana, alcanzando los resultados que se observan en al
analisis garantia de un resultado positivo, lo que finalmente contribuye a la preservacion
de indicios que es el objetivo primordial que persiguen las autoridades judiciales para

cualquier experticia en el campo forense y legal.

Es necesario sefialar la enorme importancia que tiene el cumplir con los protocolos de
recoleccion, embalaje y preservacion de los indicios referentes a liquido seminal factor

coadyuvante responsable de los resultados que se obtendran en futuros analisis.
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Tabla 4: Caracteristicas del estado de conservacion de los soportes solidos en sus temperaturas de

estudio
ESTADO
INICIAL EN

a EL QUE SE TEMPERATURA a a

SOPORTES SOLIDOS CONSERVAR CONTROLADA REFRIGERACION CONGELACION
ON LAS
MUESTRAS
BUEN MAL BUEN MAL BUEN MAL
ESTADO e e e ESTADO ESTADO ESTADO | ESTADO

PRENDAS INTIMAS
FEMENINAS Al . 2 . v £ v
PRENDAS INTIMAS
MASCUL INAS g g . ; 5 L 5
ALFOMBRA 2 1 0 0 1 0 0
COLCHON 4 2 0 2 0 0 0
PAPEL HIGIENICO 3 1 0 1 0 1 0
GUANTES 2 1 0 0 0 1 0
PRESERVATIVOS 7 4 0 2 0 1 0
TOALLAS HIGIENICO 1 0 0 0 1 0 0
HISOPADOS 11 4 0 5 0 2 0
COBIJAS 1 0 0 1 0 0 0
SABANAS 2 2 0 0 0 0 0
TOTAL 50 20 3 16 2 9 0
PORCENTAJE 100% 87% 13% 88% 11% 100% 0%

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

Figura N° 12: Porcentaje del estado de conservacion a
temperatura controlada

TEMPERATURA DEL
AREA

m BUEN ESTADO
= MAL ESTADO

Figura N° 11: Porcentaje de estado de conservacion a
refrigeracion

REFRIGERACION

B BUEN ESTADO
u MAL ESTADO

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once
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Figura N° 13: Porcentaje de estado de conservacion en congelacion

CONGELACION

m BUEN ESTADO
= MAL ESTADO

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

Se analiz6 cincuenta diferentes soportes sélidos que previamente fueron preservados
con fines investigativos y como respaldo judicial de la sentencia establecida en su
debido momento, por lo que para su respectivo estudio se tomo en cuenta para su

analisis el estado de conservacion que obtuvieron las muestras durante cinco afos.

A temperatura controlada se obtuvo 87% de muestras en buen estado entre las cuales
tenemos: 3 prendas intimas femeninas, 2 prendas intimas masculinas, 1 de alfombra, 2
de colchén, 1 de papel higiénico, 1 de guantes, 4 de preservativos, 4 de hisopados y 2 de

sabanas.

Un 13% de muestras se encontraban en mal estado, entre las cuales se encontraban 2 de

prendas intimas femeninas, y 1 de prendas intimas masculinas.

En refrigeracion se obtuvo el 88% de muestras en buen estado entre las cuales se
describen: 3 prendas intimas femeninas, 2 prendas intimas masculinas, 2 de colchén, 1

de papel higiénico, 2 de preservativos, 5 de hisopados y 1 de cobijas,

Entre las muestras en mal estado que se encontraban en refrigeracion se obtuvo un 11%

entre las cuales son: 1 muestra de alfombra y 1 de toalla higiénica.

De las muestras analizadas en congelacion los resultados obtenidos evidenciaron un

100% de muestras en buen estado en las que se describe 3 prendas intimas femeninas, 1
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prenda intima masculina, 1 de papel higiénico, 1 de guante, 1 de preservativo y 2
hisopados.

Es necesario hacer hincapié en que las prendas intimas a temperatura ambiente y
refrigeracion que no estuvieron bien conservadas y expuestas a humedad sufrieron un
deterioro que origino la presencia de hongos, y es precisamente en estas muestras donde
se encuentran los resultados negativos, a estos resultados negativos se suma la falta de
conocimiento por parte por parte de todo el personal involucrado en la recoleccion,
embalaje, transporte y conservacion de los indicios que al momento de tomar el soporte
en el que se presume contiene liquido seminal no permitié que secara a temperatura
ambiente en el caso de muestras liquidas, hubo exceso de manipulacion, no se utilizo
guantes de nitrilo (los azules) que son los apropiados para el tratamiento de este tipo de
muestras, no utilizaron guantes o embalaron en contenedores no adecuados para su
transporte ocasionando alteracion del indicio al no cumplir correctamente con la cadena

de custodia, finalmente.

Tabla 5 Comparacion resultados en los diferentes soportes sélidos influidos por la
temperatura y tiempo

ALMACENAMIENTO A LA 87% 13%
TEMPERATURA DEL AREA

A REFRIGERACION 89% 11%
A CONGELACION 100% 0%

FUENTE: Jeniffer Paola Sanchez Martinez —Luis Eduardo Marquez Once

De los resultados de las cincuenta pruebas rapidas de cassette analizadas en las tres
diferentes temperaturas mencionadas se refleja que la congelacion es la temperatura méas
Optima para conservar soportes solidos con P30 positivos ya que de las diferentes
temperaturas analizadas en la de congelacion se obtuvo un 100% de positividad,
seguidamente la temperatura de refrigeracion obteniendo un 89% de positividad y 11%
negativo dentro de lo cual se debe tomar en cuenta que los soportes solidos utilizados
para el andlisis no estuvieron embalados ni conservados de manera correcta pese que

hace cinco afos todas la placas de P30 salieron positivas.
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En cuanto a la conservacion de soportes sélidos a temperatura ambiente de la zona
obtuvimos como resultado un 87% positivo y un 13% de negativo que al igual que en
refrigeracion los soportes sélidos estuvieron expuestos a humedad mal embalados y
porque no se cumplio con los protocolos de conservacion y embalaje; razon por lo que
se origind hongos en las prendas interiores que es una de las causas de que esas prendas

analizadas presentaran resultados negativos.

Dichas muestras han sido conservadas fines investigativos y por la posible reapertura de
casos, ademas y por la falta de normas que establezcan el tiempo real que se deben

conservar.

Estas muestras han sido conservadas durante cinco afios atras a diferentes temperaturas,
como por ejemplo temperaturas controladas del sector, refrigeracion y congelacion con
el propdsito de confirmar resultados positivos en caso de reapertura de caso para

verificar responsabilidades.

Se debe tomar en consideracion todas las normas, medidas y recomendaciones

necesarias para evitar la pérdida o alteracion de las muestras.

En primer lugar tomando en cuenta que no existe la reglamentacion necesaria en el
COIP para la conservacion de muestras de este tipo, y al no haber un tiempo limite
establecido, lo que motiva a que los Institutos de Ciencias Forenses del nuestro pais a

buscar métodos de conservacion éptimos y valederos que garanticen su preservacion.

En segundo lugar se debe cumplir con las medidas de recoleccion, embalaje, transporte
y almacenamiento, que finalmente son los que garantizaran un resultado confiable, al
evitar la pérdida de muestra ya sea por una mala recoleccion, mal embalaje, o

transporte.

Finalmente para la preservacion de estas muestras es de vital importancia mantener la
cadena de frio y no variar las temperaturas en las que en un principio fueron
almacenadas, evitando que la muestra sude y la posible desnaturalizacion de las

muestras como resultado de la deshidratacion celular.

Al preservar las diferentes muestras en congelacion especificamente a (-18, -20 y -27
°C.), se logra congelar la solucion acuosa intra y extra celular evitando la deshidratacion
y reduciendo de esta manera los procesos del metabolismo y la actividad microbiana
logrando asi de esta manera preservar la proteina, propdsito de nuestra investigacion. A
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esta temperatura los resultados obtenidos fueron de un 100% de positividad, con lo cual
confirmamos que la proteina esta presente en las muestras analizadas a esta temperatura
y demostrando que aunque hayan pasado 5 afios se puede afirmar con un 100% de
veracidad que a esta temperatura, en una posible reapertura de caso y un nuevo analisis

de estas muestras obtendremos un resultado positivo.

En las muestras conservadas en refrigeracion (-4, -5, -6, -7 °C.), se obtuvo un 89 % de
positividad y 11 % de resultados negativos sin embargo estos resultados negativos no
son concluyentes en consecuencia a la presencia de otro factor como la presencia de
hongos que pudieron interferir con el analisis arrojando estos resultados, sin embargo se
debe recalcar que el analisis de las muestras a esta temperatura donde no hubo la
presencia de hongos los resultados arrojaron un 100% de positividad, validando el

correcto embalaje y preservacion de la proteina a esta temperatura.

Las muestras analizadas en este proyecto conservadas en temperatura ambiente fueron
conservadas y almacenadas a las temperaturas ambientales de Riobamba
aproximadamente entre 13°C. a 14°C. Y Ambato entre 14°C. a 15°C. y otra a 20°C. en
la bodega del instituto de ciencias forenses.

Con mucha similitud a las muestras analizadas en la temperatura anterior la
interferencia de hongos en los soportes analizados y especificamente en los que
arrojaron resultados negativos fueron un factor de gran importancia como consecuencia
de estos resultados, si se toma a consideracion que todas las muestras analizadas en las
que no hubo la presencia de este agente microbiano nos presentaron resultados positivos
en un 100% confirmando asi de esta manera que la proteina P30 se conserva a esta

temperatura adn los cinco afos.

Con los resultados obtenidos se confirma que el tiempo considerado para este estudio
(cinco afos) y las diferentes temperaturas analizadas, donde no hubo interferencia de
otros factores como en este caso fueron los hongos los resultados confirmaron un 100%
de positividad, estableciendo que la proteina P30 permanece inalterable bajo estas
condiciones pudiendo validar, confirmar o verificar la responsabilidad del agresor del

hecho delictivo pasado imposibilitando la evasion de culpas y confirmando sentencias.
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CONCLUSIONES:

Los soportes sélidos fueron caracterizados en funcion de la textura, color, forma,
consistencia, con la finalidad de confirmar que el soporte solido sea el mismo
descrito en la cadena de custodia y de reafirmar o confirmar culpabilidades, al
igual que se pudo determinar un cambio de color del semen de grisaceo a
amarillento en los cinco afios de estudio.

La proteina P30 fue determinada mediante la técnica inmunocromatogréafica de
cincuenta soportes sélidos diferentes preservados por un tiempo de cinco afios a
temperaturas de refrigeracion de congelacion y temperatura ambiente teniendo
como resultado que la congelacion es la temperatura mas optima para conservar
soportes solidos con P30 positivos ya que de las diferentes temperaturas
analizadas en la de congelacién se obtuvo un 100% de positividad,
seguidamente la temperatura de refrigeracion obteniendo un 89% de positividad
y 11% negativo dentro de lo cual se debe tomar en cuenta que los soportes
solidos utilizados para el analisis no estuvieron embalados ni conservados de
manera correcta pese que hace cinco afios todas la placas de P30 salieron
positivas. En cuanto a la conservacién de soportes solidos a temperatura
ambiente obtuvimos como resultado un 87% positivo y un 13% de negativo que
al igual que en refrigeracion los soportes solidos estuvieron expuestos a
humedad mal embalados y porque no se cumplié con los protocolos de
conservacion y embalaje.

Se realiz6 una comparacion de los resultados de los diferentes soportes solidos
analizados hace cinco afios a la temperaturas de temperatura ambiente,
refrigeracion y congelacion donde se obtuvo un 100% de positividad de las
muestras en las tres temperaturas analizadas congelacion refrigeracion y
temperatura ambiente  donde se estudio los mismos soportes sélidos
encontrando el 89% de positividad en los soportes que fueron conservados en
refrigeracion el 87% de positividad de soportes que fueron conservados en
temperatura ambiente y un 100% en congelacién considerando que el soporte

solido del guante de vinilo y algunas prendas intimas estuvieron mal embaladas
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y guardadas lo que origino hongos y que dichos soportes s6lidos mencionados
dieran P30 negativo.

RECOMENDACIONES:

Confirmar que los soportes sélidos a analizar por los investigadores en cualquier
experticia forense coincidan con los descritos en la cadena de custodia inicial,
tomar en cuenta que el cambio de color de la zona donde se encuentra el liquido
seminal cambia de color grisaceo a amarillento, observar cualquier rastro de
alteracion en el soporte y reportarlo antes de su analisis.

Cumplir con los protocolos de conservacion y embalaje evitando que los
indicios estén expuestos a humedad o a otros factores que puedan contaminar y
generar la proliferacion de hongos, en caso que se tome un indicio humedo
dejarlo secar previamente a temperatura ambiente

Conservar en congelacion los indicios puesto que es la temperatura mas optima
para preservar la proteina P30 y asegurarse de mantener la cadena de frio hasta

su andlisis pericial.
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ANEXOS

ANEXO 1. Inserto de la Técnica de Determinacion de P30
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ANEXO 2. CERTIFICADO DE CALIDAD DE LA PIPETA VARIABLE DE 100
A 1000 ul. SUMIDEX

All Digital Micropipettes are warranted to
period of 3 years from the date of purchase. Yo
in compliance with the following conditions.
Defects or damages ¢ hysical and/or chej
being used in any than

The buyer shall
Routinecleaning:

Report No : 536081
Prod Cat.No: VAP-600
Volume Range : 100-1000
Temperature: 24.50
Air Pressure: 1013

1000.00 ul

PASSED |
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ANEXO 3. CERTIFICADO DE PRESERVACION DE LOS SOPORTES
SOLIDOS UTILIZADOS PARA LA INVESTIGACON

CERTIFICADO

Yo MsC. Veronica Paulina Caceres Manzano con nimero de cedula 060408976-3
certifico que los soportes solidos utilizados por el analisis del proyecto “Influencia de la
temperatura y el tiempo en la preservacion de la Proteina P30 en soportes sélidos™
realizado por los estudiantes Jeniffer Paola Sanchez Martinez y Luis Eduardo Marquez
Once fueron muestras preservadas con fines de investigacion hace cinco afios atras en el

Instituto de Investigacion y Ciencias Forenses en la Cuidad de Ambato.

- -

Mﬁ RONICA CACERES

TUTORA DEL PROYECTO
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Anexo 4. GUIA DE OBSERVACION

© © N o

Verificar la cantidad exacta de muestras en las que se realizard el analisis
forense.

Identificar el numérico exacto de los soportes donde se encuentran las muestras
de liquido seminal de acuerdo a la temperatura de conservacion.

Caracterizar los soportes de acuerdo a su actual estado de conservacion para
identificar alteraciones significativas que puedan influenciar en los resultados.

Instruirse y ejercitarse en la técnica de extraccion de muestras de acuerdo al
procedimiento establecido por la Fiscalia General del Estado.

Realizar una praxis sistematica con el fin de formar la destreza necesaria para la
realizacion de la técnica de recuperacion de la proteina que se desea analizar.
Rotular los soportes, los tubos ependorf y los cassettes para su identificacion.
Realizar la técnica de recuperacion de la proteina P30.

Ejecutar la técnica inmunocromatografica de acuerdo al inserto.

Observar el resultado y realizar las estadisticas necesarias.
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Anexo 5. FOTOS DE LA INVESTIGACION REALIZADA

Ee\'d&ftﬂé"l 2]

Imagen N 4: Materiales utilizados

Imagen N 3: Resultados de la calibracion

Imagen N 5: Muestras de prendas intimas en hisopados Imagen N 6: Cassettes de identificacion de p30

Imagen N 8: Muestra conservada en guantes

Imagen N 7: Buffer para la recuperacion de p30
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Ifhagen N 15: Técnica dké vortexeo durante 1° imagen N 16: refrigeracion pos vortexeo durante 10
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Imae N 17: técnic'ue se repite cada 10"por 2 horas

Imagen N 19: Rotulacion de los cassettes de P30
cassette

N o

Imagen N 21: Eliminacion de los desechos

TOV.UNACH T2

Imagen N 23: Resultado positivo

Imagen N 18: La refrigeracion se repite luego de cada
vortexeo

N

A e
Imagen N 20: Adicién de 200 ul 0 6 a 7 gotas en el

Imagen N 22: lectura posterior a los diez minutos

Canv uNseH P oug

Imagen N 24: Resultado negativ
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