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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo conocer el efecto que tiene el
tiempo y la temperatura sobre las células esperméticas y el PSA (Antigeno
Prostatico Especifico) en 48 trozos de tela de algodén de 4 cm? impregnados
con 100 uL de semen. Teniendo como hipétesis que el tiempo tiene un efecto
negativo sobre la conservacion del fluido seminal. La investigacion se desarrollo
en el Laboratorio de Inmunologia de la Escuela Profesional de Biologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas y en el Laboratorio de Biologia del Instituto de
Medicina Legal de Ayacucho, durante los meses de mayo a septiembre de 2019.
La investigacion fue de tipo aplicada y el disefio cuasi experimental y se ejecutd
en tres fases, pre analitica, analitica y post analitica. Las telas fueron incubadas
a 37°C y a 25°C durante 24 dias y la lectura se hizo cada 4 dias, para el caso del
efecto del tiempo y temperatura sobre el PSA se usO pruebas rapidas de la
marca CTK y para la observacidon microscopica de células espermaticas se
utiliz6 el colorante cristal violeta. En los resultados se observo realizando la
prueba de Tukey a una confianza del 95% que existe significancia respecto al
namero de células espermaticas, teniendo en la ultima medida a 37°C una media
de 10,6 células espermaticas en 5 campos, a comparacion de 25°C con una
media de 9,2 células espermaticas en 5 campos y respecto al PSA en todos los
casos fueron reactivos, concluyendo que a 37°C las células esperméticas se
degradaron mas rapido que a 25°C a medida que pasaron los dias.

Palabras clave: Fluido seminal, mancha seminal, células espermaticas, PSA,
factores ambientales.
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l. INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion busca llenar un vacio en el conocimiento respecto
al efecto que tiene el tiempo y la temperatura sobre soportes de telas de algodén
impregnados con fluido seminal, este Gltimo tiene en su composicion elementos
como el PSA, las células esperméticas, entre muchos otros que tienen un valor
importante en el &mbito forense; se destacan estos dos primeros componentes
debido a que en los diferentes gobiernos su presencia se viene tomando como
pruebas confirmativas para casos de violacion sexual siendo relativamente mas
sencillas en cuanto a su procedimiento.

El efecto del tiempo y la temperatura pueden ser factores que reduzcan o en el
peor de los casos lleven a la desaparicion total de alguno o todos los
componentes de las manchas de fluido seminal dejadas sobre algun soporte de
tela, perdiendo asi la evidencia que podria iniciar algan proceso judicial; también
es necesario saber que los delitos sexuales en la actualidad se volvieron mas
frecuentes en toda la sociedad, ya que este delito no discrimina la edad, sexo o
estrato social, siendo la mayoria de victimas mujeres y lastimosamente muchos
de estos delitos no son denunciados inmediatamente y es por este motivo que
los indicios que deja el agresor van disminuyendo progresivamente hasta tal
punto de no encontrar ninguno de estos indicios, ya que teéricamente el tiempo
tiene un efecto negativo sobre el fluido seminal.*

Para analizar esta problematica es necesario estudiar algunos factores como el
tiempo y la temperatura y saber qué efecto tienen sobre algunos componentes
del fluido seminal, como son las células espermaticas y el Antigeno Prostatico
Especifico (PSA) sobre soportes de telas que podrian llegar a ser evidencias
claras para poder esclarecer hechos en una escena de crimen.

Los peritos forenses con su amplia experiencia conocen el comportamiento que
tiene el fluido seminal respecto a algunos factores fisicos, quimicos o biolégicos?;

sin embargo, es importante conocer y detallar estos comportamientos en el fluido



seminal respecto al tiempo y a la temperatura evaludndolos constantemente en

un periodo de 24 dias y es por eso que el interés de esta investigacion radica en

la importancia de conocer el comportamiento de las células espermaéticas y el

PSA respecto a diferentes tiempos y temperaturas; ya que las evidencias de

manchas de fluido seminal sobre soportes de telas en casos de delitos sexuales

son remitidas y almacenadas en cadena de custodia a los laboratorios

correspondientes.

En esta investigacion se usan telas de algodon manchadas con fluido seminal

por ser las que mas se reportan en el Laboratorio del Instituto de Medicina Legal,

las muestras fueron obtenidas de sujetos normozoospérmicos; cada trozo de tela

fue almacenada en sobres de papel Kraff y estas a su vez guardadas en sobres

de manila para ser analizadas.

Objetivo general

Conocer el efecto del tiempo y la temperatura sobre el Antigeno Prostatico

Especifico (PSA) y las células esperméticas en manchas de telas de interés

forense.

Objetivos especificos

1. Determinar la variacion que ejerce el tiempo sobre las células espermaticas
y el Antigeno Prostatico Especifico (PSA) en manchas de telas.

2. Determinar la variacion que ejerce la temperatura sobre las células
espermaticas y el Antigeno Prostatico Especifico (PSA) en manchas de

telas.



.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Cuiza, en el 2011, en Bolivia, en la investigacion titulada. Labor de la seccion de
biologia forense en la investigacién de delitos sexuales en el Instituto de
Investigaciones Forenses IDIF Sucre, refiere que el trabajo pericial en biologia
forense inicia desde la valoracion médica y toma de muestra de la victima, la
investigacion se centra en la busqueda microscépica utilizando la tincién "arbol
de navidad", si el resultado es positivo se guarda las muestras para el analisis de
ADN. La determinacién del PSA, gque es un componente del semen, se realiza
con la técnica de ELISA y se ve afectado por el tiempo. Concluyendo que en los
delitos sexuales durante todo el procedimiento investigativo se ven influenciados
directamente por el tiempo, siendo importante esta variable en la valoracion de la
victima y la toma de muestras para su procedimiento en laboratorio.®

Quispe, en el 2009 en Bolivia, en la investigacion titulada. Pesquisa del fluido
seminal en victimas de violencia sexual por el laboratorio forense, refiere que las
muestras de delitos sexuales deben de ser remitidas al laboratorio en el menor
tiempo posible y la actuacion médico legal debe de ser inmediata. Se analizaron
251 indicios colectados a 215 victimas y se aplicaron tres métodos para la
pesquisa de componentes del semen: Fosfatasa acida, espermatozoides y PSA.
Para la identificacion de espermatozoides utilizaron la Coloracion Fast Nuclear
Red Solution, observando asi y de manera certera 55 laminas con
espermatozoides de manera “abundante”, con toda su estructura diferenciada, a
pesar de que esta haya sido posiblemente contaminada y conservada durante
un tiempo no determinado.*

Martinez, en el 2018, en Arequipa, en la investigacion titulada. Estudio de la
persistencia de espermatozoides en fondo vaginal de mujeres victimas de
violacion sexual peritadas en la DML de Arequipa-2015. Trabajé con muestras

de hisopados tomados del fondo vaginal a mujeres victimas de delitos contra la



libertad sexual, tomando en cuenta las horas transcurridas desde el momento de
los hechos (6, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 horas), donde al inicio de su experimento
visualiza un promedio de 39 espermatozoides entre completos e incompletos y
en la ultima medida es decir a las 96 horas, visualiza solo un promedio de 3
espermatozoides entre completos e incompletos. Concluyendo asi que los
espermatozoides van disminuyendo a medida que pasa el tiempo.®

Esquivias, en el 2018, en Arequipa, en la investigacion titulada. Estudio de las
variaciones morfolégicas y tiempo de permanencia de los espermatozoides
impregnados en dos tipos de soporte sometidos al efecto de Escherichia coli,
con fines en la investigacion forense. En relacion al conteo de espermatozoides
completos, al inicio del estudio (tiempo O horas) se conté 39 espermatozoides
promedio por campo para el soporte de algodén (15,5 %) y 44 espermatozoides
promedio por campo para el soporte sintético (16,1 %) y al final del estudio (45
dias) se contd 2 espermatozoides promedio por campo (0,7 %) para el soporte
de algodoén y soporte de sintético.*

Tineo, en el 2014, en Lima, en la investigacién titulada. Fluidos seminales con
pruebas rapidas de Antigeno Prostatico Especifico (PSA), fosfatasa acida (FAP)
y microscopia, en muestras relacionadas con delitos sexuales. En 43 muestras
se detectdé la presencia de fluidos seminales ya sea por FAP, PSA o
microscopia; 30 muestras resultaron positivas a la prueba de PSA y 34 positivas
a FAP esto significa que hubieron pruebas positivas para FAP, pero negativas a
PSA vy viceversa, en 23 muestras hubo correspondencia entre PSA'Y FAP y en
solo 17 de ellas se observaron espermatozoides ; en el estudio general se
observaron espermatozoides en solo 22 muestras; en 2 muestras que dieron
negativo para PSA y FAP se observaron espermatozoides y en 2 muestras con
PSA negativo y FAP positivo se observaron espermatozoides.”

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Mancha seminal

Viene a ser una mancha de fluido seminal que esta sobre cualquier soporte
sélido y que tiene gran importancia en criminalistica, ya que constituye una
prueba precisa que estd asociada a crimenes de indole sexual y que pueden
estar depositados sobre cualquier soporte. El reconocimiento es sencillo en
manchas seminales de reciente data, pero se complica al transcurrir el tiempo.®
2.2.2. Temperatura

Es un factor abiético que regula procesos vitales para los organismos vivos, asi

como también afecta las propiedades quimicas y fisicas de otros factores



abidticos en un ecosistema. El efecto de la temperatura en el metabolismo, la
nutricion y la reproduccion de microorganismos, asi como el desarrollo de
adaptaciones moleculares para sobrevivir en ambientes con temperaturas
extremas ha sido ampliamente discutida en la literatura cientifica.”

2.2.3. Tiempo

El tiempo se nos presenta como algo que va “pasando”, un presente se va
haciendo pasado y va yendo a un futuro. En su pasar, el tiempo constituye una
especie de linea simbdlica, “la linea del tiempo”. El concepto descriptivo del
tiempo no es sino la descripcién del tiempo como linea temporal.®

2.2.4. Espermatologia forense

Se define como una rama de la Biologia Forense, que tiene por objeto de estudio
la identificacion de los componentes del fluido seminal. Este procedimiento se
fundamenta en la aplicacion de métodos especializados para el desarrollo de la
pericia bioldgica, aportando con informacién precisa, para la relacion de las
evidencias de las victimas y agresores, en los delitos de violacién sexual.’

2.2.5. Antigeno Prostatico Especifico

Es una glicoproteina con un peso de 34 kD, integrado por 237 aminodcidos,
cuyo gen esta activado en el cromosoma 19 del ADN de las células epiteliales de
los ductos prostaticos. EI Antigeno Prostéatico Especifico total consta de dos
fracciones, libre y compleja, susceptibles de ser cuantificadas en el suero de
pacientes afectados por patologias tumorales de préstata, tanto benignas como
malignas. Se considera que el nivel del Antigeno Prostatico es alto cuando se
encuentra por encima de los 4 ng/mL.*°

2.2.6. Células espermaéticas

Los espermatozoides son las células sexuales reproductoras masculinas que se
encuentran dentro de los testiculos donde son incapaces de fertilizar, sin
embargo, esto cambia cuando pasan por el epididimo donde finalizan su proceso
de maduracion. Son células haploides por lo cual solo tienen 23 cromosomas,
los espermatozoides constan de 3 partes bien estructuradas que son la cabeza,
el segmento intermedio o cuerpo y la cola o flagelo.™

2.3. Bases Tedricas

2.3.1. Fluido seminal

El fluido seminal o semen es un fluido organico que solo lo producen los varones
(todos los mamiferos machos lo producen). El fluido seminal sale al exterior con
la eyaculacién, coincidiendo con el orgasmo. Su funcién es reproductora. El

fludo seminal contiene millones de células reproductoras masculinas



(espermatozoides). En cada una de ellas esta incluido el mensaje genético que
se transmitira a los hijos (caso de que se fecunde el 6vulo femenino).*

El fluido seminal recién emitido es un liquido filante, cremoso, de color opalino,
que tiende a amarillo verdoso cuando pasa el tiempo, y de olor tipico, tiene
filamentos vitreos y granos semejantes a los de tapioca. La opalescencia es
proporcional a la concentracién de espermatozoides. Coagula inmediatamente
después de la eyaculacion y luego se licua.

2.3.2. Manchas de fluido seminal en diferentes soportes

Cuando nos encontramos frente a una mancha, esta puede ser visible y como
tal, se presenta de forma almidonada. La morfologia de las manchas es irregular,
con unos contornos bien delimitados. No obstante, puede haber interferencias
segun el mecanismo de produccién, si se debe a una eyaculacién se produce
una gran zona manchada con aspecto tipico, si la mancha se halla depositada
en un sector expuesto al roce con objetos extrafios perdera su tersura y si
ademas se encuentra contaminada con otros fluidos o secreciones, hecho
frecuente en criminalistica, se dificulta la observacion a simple vista.®®

La importancia de las manchas de fluido seminal es considerable, porque su
presencia en muchos casos tiene significado muy preciso y constituye una
prueba acusadora irrefutable ya que entre las huellas que pueden resultar de la
comisién de un delito contra la libertad sexual, figuran este tipo de manchas.™
2.3.3. Aspecto de las manchas segun el soporte donde se encuentra

Sobre la piel, forman débiles peliculas brillantes, de aspecto barnizado.

Sobre telas absorbentes (ropas de cama, ropa interior, pafiuelos, tejidos de
algodon en general y papel higiénico), tienen el aspecto conocido como mapa
geografico, siendo irregulares, de color grisaceo, bordes limpios y almidonados
al tejido.

Sobre telas no absorbentes (lanas, terciopelo, nylon), formando escamas o
peliculas brillantes, también forman la denominada caminata de caracol.®

2.3.4. Formacion del fluido seminal

El fluido seminal comienza su formacion en los tubulos seminiferos de los
testiculos (donde se producen los espermatozoides), son retenidos en el
epididimo, donde estos espermatozoides maduran y son conducidos por los
conductos deferentes a las vesiculas seminales donde el semen adquiere
volumen y fructosa (que sirve de fuente de energia y alimento a los

espermatozoides), finalmente, tras pasar por la prostata y afadir el liquido



prostatico, el semen atraviesa las glandulas de Cowper y Littré que también
secretan un liquido lubricante al semen.*®

2.3.5. Composicion del fluido seminal y su importancia forense

El fluido seminal estd constituido principalmente por la secrecion de las
glandulas sexuales anexas y un pequefio porcentaje (2 a 3%) por
espermatozoides. El 46 al 80 % del fluido seminal es aportado por las vesiculas
seminales, un 13 a 33% es secretado por la glandula prostatica,
aproximadamente el 5% proviene de los testiculos y el epididimo y un 2 a 5 %
procede de la secrecion de las glandulas uretrales y bulbo uretrales. *

En cuanto a la composicibn quimica del fluido seminal, contiene
mayoritariamente acido citrico, aminoacidos libres, fructosa, fibrinégeno, enzimas
(fosfatasa &cida, fibrinolisina, lisozima), fosforilcolina, carnitina, alfa glucosidasa
neutra, prostaglandinas, potasio y cinc.’

a. Células espermaéticas

El semen en promedio tiene un volumen de 3,5 mL, aproximadamente el 10% de
todo este fluido vienen a ser los espermatozoides, el resto del porcentaje viene a
ser el plasma seminal. Estas células esperméticas vienen a ser el elemento
fundamental en la identificacién del fluido seminal. El espermatozoide esta
compuesto por cabeza, segmento intercalar o intermedio y cola o flagelo.*®, sin
embargo, en muchos casos y por diversos factores ya no se logra observar a los
espermatozoides completos (cabeza y cola), sino solamente a los incompletos
(solo cabeza) y en el peor de los casos ya no se encuentran en su totalidad.** En
casos de delitos siempre y cuando la victima no se haya realizado limpieza o
aseo, posterior a la eyaculacion, los espermatozoides tienen un tiempo de
supervivencia, en funcion de la region anatomica donde se hayan depositado.
Asi en el fondo de saco vaginal donde es posible pesquisar espermatozoides de
5 a 7 dias posteriores al acto sexual; en el canal endocervical hasta 4 dias, en la
region rectal hasta 65 horas, en la region anal 46 horas y en la cavidad oral de 6
a 12 horas.™

e Anomalias en el fluido seminal respecto a las células espermaticas
Cuando se habla de anomalias en el fluido seminal principalmente se relaciona a
trastornos que sufre el hombre respecto a sus células espermaticas. Hoy en dia
no conocemos las razones del deterioro del semen en los varones, aunque
algunos estudios apuntan hacia la contaminacion y los malos habitos (alcohol,

tabaco, estrés, entre otros).*



Entre las parejas en edad reproductiva, se considera que del 10 al 15% son
infértiles y alrededor de un 50% se puede detectar el factor masculino como
causa Unica o asociada de la infertilidad.*?

Cuando en una mancha de tela no se observan las células esperméticas que
son los indicadores de presencia de fluido seminal, no significa que no ocurrio
algun hecho delictivo, ya que hay que tener en cuenta que podemos estar ante
sujetos azoospérmicos u oligospérmicos.”

Se estima que en el producto normal de una eyaculacién se encuentran
alrededor de 60 a 100 millones de espermatozoides por mililitro de semen. Y sus
acepciones son la oligozoospermia (menor cantidad de espermatozoides) y
azoospermia (ausencia de espermatozoides).?

b. Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

Es una glicoproteina producida por la glandula prostética y es exclusivo del fluido
seminal, ha sido bastante caracterizada y validada por la comunidad Cientifica
de Forenses, como un marcador especifico de la presencia de fluido seminal.
Los niveles de PSA en la sangre en pacientes con cancer de préstata son en
escala millones de veces mas baja que en el plasma seminal; en muestras de
semen el promedio de PSA es mayor a 820.000 ng/ml.?*

c. Otros marcadores bioquimicos presentes en el fluido seminal

Entre los principales componentes quimicos del plasma seminal, el cinc
secretado por la glandula prostatica, se encuentra en concentraciones cientos de
veces superior al suero sanguineo reuniendo las caracteristicas suficientes para
ser utilizado como marcador forense de presencia de fluido seminal. %

La FAP, es sintetizada por la glandula prostéatica y secretada en el fluido seminal
durante la eyaculacion. La actividad de FAP estd incrementada en el fluido
seminal y su determinacién es un recurso aplicable a la busqueda de semen,
adquiriendo importancia como marcador forense en casos de muestras
azoospérmicas (no contienen espermatozoides en el eyaculado) u
oligozoospérmicos (concentracion espermatica menor a 15 millones por mL de
semen). %

Otro marcador de presencia de fluido seminal, es la determinacion de la enzima
LDH cuya actividad en el semen es superior al valor del suero y ademas la
isoenzima LDH C4 es especifica del epitelio seminal. **

2.3.6. Telade algododn

Las telas de algoddn estan presentes en casi todo tipo de prendas de vestir y

prendas del hogar, por su propiedad de resistencia y absorbencia, adquiere



cierto valor en el ambito de la criminalistica, ya que la mayoria de ensayos
forenses se dan sobre este tipo de soporte de tela, aparte de ser la que mas se
reportan en los laboratorios. La tela de algodén es de origen vegetal, producida
por las plantas del género Gossypium, que son las plantas conocidas también
como las algodoneras o simplemente plantas de algodoén, por lo tanto, su
composicion viene a ser principalmente la celulosa, son absorbentes reteniendo
una humedad del 8% a 10% y de secado lento por la resistencia al calor.?

2.3.7. Tiposy calidades de algodon

El Per( produce las siguientes variedades de algoddn: Tanguis, pima, supima,
del cerro y aspero, de las cuales las dos primeras representan el 90% de la
produccién algodonera nacional.

El algodon pima es el principal algodén que se usa en el Perl, posee las
mejores caracteristicas y pertenece al tipo de algodon de “fibra extra larga”,
cuando es procesado correctamente tiene un brillo especial y una suavidad al
tacto casi como el algoddén puro, a pesar de ser una fibra fina, el algodén pima
es también muy resistente a diferencia de los demas algodones, su uso es muy
variado es por eso que la mayoria de la ropa de algodén que se utiliza en el Peru
viene a ser de este tipo.?

2.3.8. Factores ambientales que afectan al fluido seminal

El fluido seminal se ve afectado negativamente por diversos factores
ambientales como son la humedad, radiacion, temperatura, entre muchos otros.
Una gran problematica que sucede, es que las personas agredidas no acuden a
la Divisibn Médico Legal, por lo tanto, la muestra que puede esclarecer los
hechos se ve muy afectada por los ya mencionados factores, causando una
relacién inversa entre el tiempo y los indicios de violacién sexual.

Sobre la permanencia de las células espermaéticas, la literatura cientifica muestra
una gran variabilidad de datos sobre el tiempo de supervivencia de estos y otros
componentes seminales en cavidades naturales, debido a que estan basados en
declaraciones de las victimas, que por sus niveles de trauma o por alegaciones
falsas no siempre se ajustan a la realidad.?’

2.3.9. Violencia sexual

La violencia es una constante en la vida de gran numero de personas en todo el
mundo y nos afecta a todos de una u otra manera. Para algunas personas
permanecer a salvo consiste en cerrar puertas y ventanas y evitar los lugares
peligrosos. Para otros simplemente no hay escapatoria, porque la amenaza de la

violencia est siempre presente. En esta medida existen sufrimientos colectivos



e individuales, siendo este Ultimo el menos visible. El padecimiento individual y
cotidiano; el dolor de las mujeres heridas o humilladas por parejas violentas, el
dolor de nifios maltratados por sus cuidadores y padres, jovenes intimidados y
maltratados por otros jévenes y miles de personas de todas las clases sociales y
edades que actlan violentamente contra si mismas y contra los otros. Este
sufrimiento, se reproduce a si mismo a medida que las nuevas generaciones
aprenden de la violencia de las anteriores, las victimas aprenden de sus
agresores y se permite que perduren las condiciones sociales que favorecen la
violencia. En general la violencia sexual es una de las formas mas crueles de
violencia de género.”®

Se considera violencia sexual a la imposicién de actos de orden sexual por parte
de un miembro contra la voluntad de otro. De otra manera se puede decir forzar
fisica o psicolégicamente a tener relaciones sexuales o a realizar actos sexuales
humillantes o degradantes.?

Estos actos también tienen lugar, en contextos de paz, en espacios cotidianos
como la escuela, el ambito laboral y el hogar, incluso en el marco de relaciones
familiares, de pareja o de confianza. Diversas formas de violencia sexual estan
asociadas a la violencia fisica ejercida por la pareja. Los casos de violencia
sexual contintian creciendo en ndamero y gravedad, segun reporte de la Policia
Nacional del Perq, se han registrado 7 mil 789 denuncias de casos de violencia
sexual en el afio 2018; lo que significa un aumento del 26,2% con relacion al afio
2012, ademas los datos del INEI del 2018 revelan que del 63,2% de las mujeres
de 15 a 49 afios de edad el 6,8% fueron violentadas sexualmente por su
pareja.*

2.3.10. Laviolaciéon sexual y que pena judicial tiene

Las violaciones sexuales adquieren diferentes conceptos en cada pais, es asi
gue una violacion sexual en el Peru serd conceptuada de diferente manera, por
lo tanto, trae consigo diferentes penalidades contra la o el ofendido.

Para el Peru una violacion sexual difiere de un abuso sexual, donde el primero
involucra necesariamente coito y tiene una sancién; segun el articulo 170 del
codigo penal: Violaciéon sexual, se suscribe que la pena no sera menor de 15
ni mayor de 20 afios e inhabilitacibn segun corresponda, sin embargo el
proyecto de Ley 2316/2017 — CR, propone modificar el articulo 170 del cédigo
penal, proyecto que eleva la pena y precisa el delito de violacién sexual del

agente con vinculacion académica con la victima.

10



2.3.11.Tipos de pruebas para determinacioén de manchas de fluido seminal
a. Orientativas

Las pruebas de orientacion tienen mayor utilidad cuando se trata de localizar el
vestigio entre las ropas de la victima, en superficies grandes tales como
sdbanas, mantas o entre manchas dubitadas recogidas del lugar de los hechos.
El papel de una prueba de orientacién recae mas en su habilidad para descartar
la presencia de semen en una mancha cuestionada que en la de indicar la
presencia de semen. Es necesario un examen visual exhaustivo y minucioso de
las distintas prendas. Las técnicas mas utilizadas en el campo forense son®:

e Luzultravioleta

Bajo la accion de radiaciones ultravioletas, las manchas de fluido seminal
presentan una fluorescencia directa, pero no es especifica, pues existen otros
materiales que producen similar efecto, constituye un recurso util para localizar
manchas sospechosas.®

e Fosfatasa &cida

Es una enzima fosfomonoesterasa no especifica, se encuentra en niveles altos
en el semen, proviene de las células epiteliales de la glandula prostética. El nivel
de la actividad de la fosfatasa acida es 500 a 1000 veces mas alta en el semen
humano que en otros fluidos o secreciones corporales. La deteccion de la fuerte
actividad de la fosfatasa &cida es considerada como un rapido y confiable
indicador de la presencia de semen.®

La fosfatasa acida reacciona con el alfa naftil fosfato, liberando naftol y dando
una coloracion vino tinto; también puede darnos resultados falsos positivos
cuando se presentan reacciones positivas sin la presencia de la fosfatasa acida,
esta reaccibn se da cuando se encuentran presentes en los indicios
contaminantes bacterianas como E. coli, Proteus y levaduras.*

b. Confirmativas

Estas pruebas confirmatorias pueden ser: electroforéticas, enziméaticas,
inmunocromatograficas y microscépicas, sin embargo; las que mas se usan son
la prueba del PSA, que fue validada en la comunidad forense como prueba
confirmatoria y la microscopia de espermatozoides, que en la mayoria de
laboratorios del Peru viene a ser la prueba Gold standar para la confirmacion de
presencia de fluido seminal en algan hecho delictivo y el ADN, que sirve para la

homologacion del culpable si fuera el caso.
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e Determinacidon del PSA mediante pruebas rapidas

El PSA tiene su origen en el epitelio que recubre la glandula prostética, pero
ahora se sabe que se encuentra también presente en orina femenina, leche
materna, liquido amniético en cantidades casi indetectables.®

Este es un ensayo para determinar el PSA, el cassete tiene en su estructura
anticuerpos anti PSA en la zona de la linea de prueba. Durante la prueba, la
muestra del fluido seminal reacciona con la particula recubierta con anticuerpo
anti-PSA. La mezcla migra hacia arriba de la membrana por accién capilar, para
reaccionar con anticuerpos anti-PSA generando una linea de color.

Tiene una linea de prueba (T) una linea de referencia (R), aparte de tener un
control (C), por ende, cuando se hace la prueba se forman 3 lineas, la del
control, la de referencia y la de la muestra que contiene en este caso fluido
seminal; los colores de las lineas que se muestran en el casete si resultan
positivas son de color morado.

e Observacion microscoOpica de células espermaticas

Esta es una prueba que permite observar e identificar a las células esperméticas
directamente, donde es necesario hacer uso del microscopio, previo haber
realizado un extracto del indicio a investigar, del cual se realiza un frotis en una
lamina de vidrio (portaobjetos), el cual es coloreado con diferentes métodos de
coloracién. Principalmente en la busqueda microscépica de espermatozoides en
muestras de hisopados (secrecion vaginal anal, bucal), prendas, etc.; el método
de eleccion es la tincidon “arbol de navidad”, aunque existen otros métodos o
técnicas de coloracién igual de importantes y eficaces que se detallan a
continuacion.*

2.3.12. Técnicas de identificacion microscOpica de células espermaticas

a. Cristal violeta

Colorante utilizado en diferentes microorganismos, debido a su féacil uso y
adquisicion.

El colorante cristal violeta es uno de los colorantes que esta presente en la
tincion Gram, respecto a las células esperméticas actua tifiendo su citoplasma,
no se distingue las estructuras del espermatozoides (cabeza y cola) ya que es un
colorante sencillo, las células espermaticas que fueron fijadas en la laminas
portaobjetos son coloreadas mediante el colorante cristal- violeta en toda la
lamina, esto por un tiempo de un minuto, luego son observadas con el aumento

100x con una gota de aceite de inmersion. *
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b. Tincion de Arbol de Navidad

Lleva su nombre por los diferentes colores que adquieren las células
espermaticas ya que se tifien de rojo y verde.

La tincion del sedimento que contiene células espermaticas sobre una lamina
portaobjetos se realiza con una técnica especial, aplicando los colorantes Rojo
Rapido Nuclear, luego se aplica el picrico indigo carmin y se observa al
microscopio con el objetivo de inmersion. El nicleo se colorea de color rojo, y el
acrosoma de color verde.®

c. Método hematoxilina-eosina

Método conocido y descrito para tinciones citoldgicas, su valor de diagnéstico de
espermatozoides se da dentro de las primeras 12 horas. **

Como su nombre lo dice, esta coloracién utiliza la hematoxilina que tiene un
caracter basico, por ello este colorante tifie estructuras acidas como el nicleo del
espermatozoide de un color azul oscuro o purpura y la eosina que tiene un
caracter acido tiene afinidad por el citoplasma de las células, tifiéndolas de color
rosado.

d. Método de Papanicolaou

Método recomendado por la OMS para la tincion de espermatozoides, sin
embargo, se demostré que solo el 25% de los frotis de las mujeres voluntarias
que habian tenido relaciones sexuales en las ultimas 24 horas presentaban
espermatozoides con esta tincién, lo que excluye el uso rutinario de esta
técnica.*®

Este método utiliza 3 colorantes los cuales son la hematoxilina que tifie
exclusivamente el nicleo, luego tiene el Orange G y la eosina que tifien el
citoplasma, ademas para terminar con la coloraciéon se utiliza como solucién
aclaradora al Xilol, al final puede observarse el nlcleo del espermatozoide de un
color rosado.

2.3.13.Homologacion de ADN

El altisimo poder de identificacion e individualizaciéon humana del ADN nuclear
ha sido documentado en multiples estudios, su aplicacion es rutinaria en las
areas de la criminalistica y la ciencia forense, en suma, se ha convertido en una
prueba pericial de caracter crucial en el proceso penal.®

La presencia de las células espermaticas a través del tiempo, llamada
persistencia, ayuda a esclarecer y permite calcular de manera retrospectiva el

tiempo transcurrido desde su eyaculacion, lo cual podria ayudar a descartar
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individuos involucrados en delitos contra la libertad sexual. Para ello se analizan
muestras para poder determinar la presencia o no de células espermaticas, los
cuales van a ser una prueba irrefutable y fundamental en los delitos contra la
libertad sexual y van a servir para una posterior homologacion de ADN puesto
que esta demostrado que basta una cabeza del espermatozoide reportado para
determinar el perfil genético del supuesto agresor o sospechoso.”

2.4. Marco legal

2.4.1. Resolucién de la gerencia general N°593-2015-MP-FN-GG. Que
aprueba las “Normas para la retencion de evidencias biolégicas en el
laboratorio” sefiala:

Que el Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses, brinda informacion a
través de los estudios que se realizan a las muestras de tejidos, fluidos
corporales y otros especimenes bioldégicos que son procesados a través de su
unidad forense, quienes ademas brindan opinion técnica- cientifica sobre temas
de debate, conforme lo establece el reglamento de Organizacién y Funciones del
Ministerio Publico.

Que, por lo expuesto, resulta de vital importancia establecer los procedimientos
aplicables al manejo de materiales biolégicos que permitan uniformizar el
proceso de retenciobn de evidencia y de los tiempos que permanecen en
custodia, seguin estandares internacionales forenses.*

2.4.2. Resolucion de la Fiscalia de la Nacion N° 1430- 2012 - MP-FN
aprueba la Guia Médico Legal denominada “Evaluacién fisica de la
integridad sexual” elaborado por expertos profesionales del Instituto de
Medicina Legal, sefiala:

Esta guia es una herramienta técnica, cientifica y académica, est4 orientada a
los médicos legistas y personal de salud del Instituto de Medicina Legal y
complementariamente, a los médicos y profesionales de la salud de otras
instituciones, publicas o privadas del &mbito nacional, que pueden ser

designados por los administradores de justicia.*®
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

3.1.1. Ubicacion geografica

La ciudad de Huamanga se encuentra a 2 746 msnm. Esti situada en la
vertiente oriental de la Cordillera de los Andes. Las coordenadas de su centro
geografico son: 13° 09° 26” de latitud sur y 74° 13 22" del meridiano de
Greenwich.

3.1.2. Ubicacion politica

La provincia de Huamanga es una de las once que conforman el departamento
de Ayacucho. Limita al Norte con la provincia de Huanta, al Este con la provincia
de La Mar y el departamento de Apurimac, al Sur con la provincia de
Vilcashuaman y la provincia de Cangallo y al Oeste con el departamento de
Huancavelica.

3.1.3. Ambito de estudio

El presente trabajo de investigacion se ejecutd en el Laboratorio de Inmunologia
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga y en el Laboratorio
de Biologia del Instituto de Medicina Legal de Ayacucho.

3.2. Tipo de investigacion

Aplicado

Esta investigacion servira como un precedente para poder resolver problemas
que se observan en la sociedad en temas de delitos sexuales.®’

3.3. Disefio de investigacion

Cuasi-experimental

Las telas ya estaban asignadas por grupo para cada temperatura la de 37°C y la
de 25°C, por lo tanto, los grupos estaban intactos antes de realizar cualquier tipo

de experimento.*’
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3.4. Metodologiay recolecciéon de datos
Para el desarrollo de la investigacion se dividieron las actividades en tres fases:
Fase Pre analitica, donde se realiz la preparacion de las telas de algodén con
sus medidas correspondientes, obtencion de la muestra de fluido seminal a partir
de donadores voluntarios, la impregnacion del fluido seminal sobre las telas y el
almacenamiento de las mismas a temperaturas de 37°C y 25°C durante 24 dias
por ser el stock de pruebas rapidas de PSA que se pudieron obtener en esta
investigacion ; fase analitica, se procedié a recuperar las muestras cada 4 dias,
para el caso del PSA, mediante la inmunocromatografia; y para la identificacion
de células espermaticas mediante el colorante cristal violeta; fase post
analitica, se realiz6 el andlisis estadistico.

3.4.1. Fase pre - analitica

a) Unidad experimental

Estuvo conformado por 48 trozos de tela de algoddn (color crema, grosor 30/1 y

longitud de malla de 0,19 cm) de 4 cm? impregnados con fluido seminal.

Recoleccion

Preparacion de las telas de algodén

e Se comprd 1 metro de tela de algodén de color crema, grosor de 30/1 y una
longitud de malla de 0,19 cm, por ser la que se reporta mas frecuente en el
Instituto de Medicina Legal de Ayacucho.

e Latela fue recortada en 48 trozos de 4 cm®.

e Los trozos de telas fueron guardados en tapers de plastico con tapa.

Obtencién de la muestra de fluido seminal

e Se seleccion6 a 2 donadores voluntarios de la muestra de fluido seminal,
estos debieron de gozar de un buen estado fisico y estar aparentemente
sanos, por lo que ya no se realiz6 el tamizaje de peso y talla, ademas de
tener un recuento de espermatozoides con valores normales (normo
zoospérmicos) que se realizé en una clinica particular. (ver anexo 13)

e Las muestras de fluido seminal se obtuvieron mediante la masturbacién
realizada por cada voluntario en un ambiente privado y sin ayuda de algun
estimulante quimico, en frascos estériles con boca ancha y fueron
transportadas al Laboratorio de Inmunologia, el volumen de fluido seminal
obtenido fue similar al volumen obtenido en el espermatograma (3,4 mL).
Previa coordinacién se informé a los donadores no realizar alguna actividad

sexual al menos 3 dias antes de la donacién.
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Impregnacion del fluido seminal en la tela

A partir de la obtencion de las muestras de fluido seminal, en el Laboratorio
de Inmunologia, se procedi6 a impregnar 100 pyL de la muestra con una
micropipeta de marca Kacil autoajustable al centro de los trozos de tela,
formandose una mancha en el centro de un diametro aproximado de 0,8 cm?.*

2cm

diametro aprox= 0,8

cm?
2cm

Figura 1. Fotografia del trozo de tela de algodén impregnado con fluido seminal

con las medidas correspondientes. Ayacucho 2019.
Fuente: Elaboracion propia

Almacenamiento

Todos los trozos de algoddn fueron secados completamente a temperatura
ambiente sin ayuda de una secadora o ventiladora durante 1 hora y media.*
Una vez seco el fluido seminal sobre el soporte de tela de algoddn, fueron
guardadas individualmente en sobres de papel Kraff de 9 cm? teniendo
cuidado de no doblarlas, enrollarlas o someterlas a friccion, especialmente la
parte manchada, estas a su vez fueron depositadas en sobres de manila
tamafio A 4, debidamente rotuladas."

Las telas contenidas en los sobres de manila fueron incubadas a diferentes
temperaturas (25°C) en una incubadora marca JSR modelo JSGI-00T y a
temperatura corporal (37°C) en una incubadora marca THELCO durante

diferentes tiempos que fueron: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 dias.

3.4.2. Fase analitica

a) Recuperacion de la muestra de fluido seminal. Se recorté6 0,5 cm? del

centro de la tela impregnada con fluido seminal con ayuda de un disco de
esa medida y estos fragmentos de telas fueron sumergidas durante 30
minutos en 2 mL solucion salina fisiolégica dentro de un tubo de ensayo
realizando movimientos de rotacion cada 10 minutos con la ayuda de un
hisopo estéril, pasado los 30 minutos se retiraron los fragmentos de tela con

la ayuda de hisopos estériles, estrujandolos por las paredes del tubo de
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ensayo, ademas se retiré cualquier retaso de la tela que haya quedado en el
tubo de ensayo. *
b) Determinacién del Antigeno Especifico de Préstata (PSA) mediante
pruebas rapidas
Una vez obtenido el tubo de ensayo con la muestra recuperada se centrifugd a
3500 rpm durante 5 minutos con una centrifuga marca BOECO modelo HC-240,
obteniendo el sedimento y el sobrenadante visiblemente separadas, luego con la
ayuda de la micropipeta marca Kacil autoajustable se absorbi6 80 pL del
sobrenadante y se deposit6é en el posillo del Kit de prueba rapida de PSA marca
CTK americano, se observé si este es reactivo o no por la formaciéon de una
linea de color morada, aparte de las lineas de control y de la referencia.?
c) Conteo de células esperméticas mediante el colorante cristal violeta
A partir del tubo de ensayo donde estaba sumergido el trozo de tela con fluido
seminal y que se usé para la determinacion del Antigeno Prostéatico Especifico
(PSA), se desecho el sobrenadante y se realizé una extension sobre una lamina
con el sedimento, se dejé reposar hasta ver que el sedimento esté totalmente
seco, posteriormente las laminas fueron coloreadas con cristal violeta por un
minuto y luego se observé en el microscopio adecuado con una camara digital
marca LEICA con objetivo de inmersion (100x). Se hizo el recuento de células
espermaéticas en 5 campos al azar."
3.4.3. Fase post analitica
Analisis estadistico
Se aplico el Analisis de varianza para dos factores y la prueba de Tukey (por ser
la que méas se adecua a un emparejamiento de datos) a un 95% de confianza,

ademas los datos cumplian con distribucién normal.
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IV. RESULTADOS

19



50 TEMPERATUTA
n —8— 25°C
\ —m 37

\\
30 L

Media del N° de espermatozoides / 5 campos

. ‘ e,
20 ha .
|
"\._\.--- .
10
4 8 12 16 20 24
Tiempo (dias)

ANVA (tiempo * temperatura): Valor F = 3,68. GL = 5. P valor= 0,013

La curva de color roja representa la T° de 37°C, que va disminuyendo progresivamente
en funcién al tiempo, como se observa la media de las células esperméticas de esta
viene a ser mayor que la curva azul que representa la T° 25°C que tiene una media de
células espermaticas menor.

Figura 2. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre las células espermaticas,
realizado en el Instituto de Medicina Legal. Ayacucho 2019.
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En esta figura se observa como el tiempo afecta de manera negativa y directamente a

las células espermaticas en su conservacion total, observando que hay un descenso mas
progresivo.

Figura 3. Efecto del tiempo sobre las células espermaticas, realizado en el
Instituto de Medicina Legal. Ayacucho 2019.
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Tabla 1. Efecto de la temperatura de 37°C sobre el PSA a diferentes tiempos,
mediante pruebas rapidas, realizado en el Laboratorio de Inmunologia. Ayacucho
20109.

Reactividad del PSA a 37°C

Repeticiones

Tiempo (dias) Control R1 R 2 R 3
negativo
+ + +
+ + +
12 - - * =
16 - - * -
20 . * + 3
24 _ g x "
Leyenda h

R1. Repeticion 1

R2. Repeticién 2

R3. Repeticion 3

En la tabla se observa el efecto de la temperatura de 37°C sobre el PSA,
en diferentes tiempos resultando en todos los casos reactivos mediante
pruebas rapidas para PSA con excepciones de los controles negativos.
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Tabla 2. Efecto de la temperatura de 25°C sobre el PSA a diferentes tiempos,
mediante pruebas rapidas, realizado en el Laboratorio de Inmunologia.
Ayacucho 2019.

Reactividad del PSA a 25°C

Repeticiones

Tiempo (dias) Control R1 R 2 R3
negativo
4 - + + +
8 _ i + N
12 . + + ]
16 . + + ]
20 - + + +
24 - + + +
Leyenda

R1. Repeticion 1

R2 repeticion 2

R3. Repeticion 3

En la tabla se observa el efecto de la temperatura de 25°C sobre el PSA,

en diferentes tiempos resultando en todos los casos reactivos mediante
pruebas rapidas para PSA, con excepciones de los controles negativos.
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Tabla 3. Promedios de las células espermaticas a 37°C, realizado en el Instituto
de Medicina Legal. Ayacucho 2019.

Promedios de las células espermaticas en 5 campos a 37°C

Repeticiones
Tiempo (dias) Control Rep1 Rep 2 Rep 3 Promedio
negativo
4 0 46,8 474 5 48 4
8 0 294 29.8 N 30,1
12 0 22,8 21,8 23 22,5
16 0 18,4 18,8 18,8 18,7
20 0 14,2 17 15 154
24 8 9,6 11,8 10,4 10,6
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Tabla 4. Promedios de las células espermaticas a 25°C, realizado en el Instituto
de Medicina Legal. Ayacucho 2019.

Promedios de las células espermaticas en 5 campos a 25°C

Repeticiones
Tiempo (dias) ni;:t?v . Rep1 Rep 2 Rep 3 Promedio

4 0 41,2 424 414 41,6
8 0 28.2 24 246 25,6

12 0 21,2 214 19,6 20,7
16 0 14,9 15,3 151 151
20 0 134 13,8 10,8 12,7
24 8 9,2 9.8 3.8 9,2
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V. DISCUSION

En la figura 2, se observa el efecto que tiene el tiempo y la temperatura sobre las
células esperméticas durante 24 dias, podemos afirmar que existe un efecto del
tiempo y la temperatura que influye negativamente en la conservacion de las
células esperméticas. ElI valor P es 0,013 < 0,05 rechazando la hipétesis nula
(ver anexo 2), el numero de células esperméticas en promedio para la
temperatura 37°C viene a ser de 10,6 células espermaticas en 5 campos y para
la temperatura de 25°C el promedio es de 9,2 células espermaticas en 5
campos; para el caso del Antigeno Prostatico Especifico, no hubo ninguna
interferencia del efecto del tiempo y temperatura ya que para todos los casos y
para todas las temperaturas fueron reactivas. Cuiza (2011), también coincide con
la afirmacién de que el tiempo influye directamente sobre la determinacion del
namero de células espermaticas, sin embargo, diferimos en su investigacion
cuando menciona que el PSA se ve alterado también por el tiempo, ya que en
esta investigacion el PSA no se vio afectado por cualquiera de los dos factores
ambientales ya sea tiempo o temperatura.®

En la figura 3, se observa la accion del tiempo sobre las células espermaticas,
donde el promedio de la primera lectura (4 dias) fue de 45,0 células
espermaticas en 5 campos y el promedio final (24 dias) fue de 9,3 células
espermaticas en 5 campos, viéndose un descenso progresivo sobre el nimero
de células esperméticas a medida que pasaron los dias. Esquivias (2018)
menciona que a medida que los dias pasan los espermatozoides van
disminuyendo, teniendo para el comienzo del experimento (0O horas), un
promedio de 39 espermatozoides completos y a los 45 dias solo observa un
promedio de 2 espermatozoides completos a una temperatura ambiente
sometidos al efecto de la bacteria E. coli, lo que concuerda con el trabajo al decir
que el tiempo tiene un efecto negativo en la recuperacion de espermatozoides.’

Por otra parte, en esta investigacidbn no se pudieron conseguir muestras de
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hechos de violacion sexual propiamente dicho ya que estas muestras
permanecen en estricto caracter confidencial, se simularon muestras en donde
podria quedar evidencias de algun hecho sexual, para este caso se utilizaron
telas de algoddn por ser la que mas se reportan en el Instituto de Medicina Legal
de Ayacucho, Gémez (2009) menciona que existe una relacion inversamente
proporcional a la entrega de evidencia con el delito de violacion sexual, ya que
las muestras tanto de hisopados y de prendas interiores remitidas demoran en
llegar debido a la formalizacién de la denuncia.®®

También Martinez (2018), toma hisopados vaginales en casos confirmados
donde hace el conteo de los espermatozoides en la cavidad vaginal desde las 6
horas de haber tomado la muestra, reportando que a partir de este punto los
espermatozoides van disminuyendo mas drasticamente, lo que concuerda con
esta investigacion, sin embargo en la cavidad vaginal las células espermaticas
estan sometidas no solo al factor tiempo, sino que se ve perjudicado por factores
biolégicos, sin embargo concuerda con esta investigacion ya que menciona
claramente que a los 4 dias (96 horas), las células espermaticas empiezan a
tornarse incompletas, es decir que muchas células espermaticas van perdiendo
sus estructuras, coincidiendo con los resultados de esta investigacion, donde a
partir de los 4 dias se empezaron a ver muchas células espermaticas
incompletas.

En la tabla 1, efecto de la temperatura de 37°C sobre el PSA a diferentes
tiempos, mediante pruebas rapidas, y en la tabla 2, efecto de la temperatura de
25°C sobre el PSA a diferentes tiempos, mediante pruebas rapidas, se ve una
reactividad para todos los casos (100 % de reactividad) con la excepcién del
control negativo, gracias a esto podemos indicar que el PSA se comporta como
una glicoproteina estable. Tineo (2014) en su investigacion utiliza pruebas
rapidas de PSA de la marca SERATEC de uso forense donde procesa 43
muestras de las cuales solo 30 resultaron positivas (82,6 %), cabe resaltar que
este investigador no precisa de factores ambientales o fisicos que afecten a sus
muestras, en la actualidad el costo de esta prueba con dicha marca no es
empleada para un presunto delito sexual, ya que el costo es muy alto para la
demanda de delitos que se reportan, en esta investigacion mediante pruebas
piloto, se demostré que si se puede realizar esta prueba con kits de pruebas
rapidas de PSA de marcas comerciales mucho mas econdmicas, de esta manera
se puede adecuar marcas comerciales de PSA de la mano de la prueba de

certeza para los espermatozoides. Este test viene a ser una prueba confirmatoria
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para probar que, si existi6 delitos sexuales, ya que es una proteina que se
segrega exclusivamente en la préstata y en el semen se encuentra en grandes.
De esta manera esta prueba viene a trabajar de la mano con la observacién
microscopica de espermatozoides (prueba de certeza), ya que Savino, J y
Turvey (2005) sefialan que el 34% de los violadores sufren alguna anomalia en
el fluido seminal pudiendo ser Azoospérmicos o vasectonizados y el 40% utilizan
preservativos, por lo tanto, el hisopado para la observacion de espermatozoides
podria reportarse como negativo, sin embargo, si existe reactividad del PSA
podemos afirmar que, si hubo un delito sexual, por eso es que requieren de otras
pruebas como el nombrado test de PSA.*

En la tabla 3, Promedios de las células espermaticas a 37°C, realizado en el
Instituto de Medicina Legal. Ayacucho 2019 y en la tabla 4, Promedios de las
células espermaticas a 25°C, realizado en el Instituto de Medicina Legal.
Ayacucho 2019. Se observa que a partir de las lecturas que fueron cada 4 dias
durante 24 dias los promedios fueron disminuyendo y desde la primera lectura (4
dias) muchos de los espermatozoides se empezaron a observar incompletos al
ser coloreados con el colorante cristal violeta y en algunos casos las cabezas de
los espermatozoides podrian haber sido confundido con alguna otra particula
parecida si no se tuviera eficacia en reconocer los espermatozoides con esta
tincion, Quispe (2009) menciona que mediante la Coloracion “Fast Nuclear Red
Solution, los espermatozoides se encuentran de manera certera y completa a
pesar del tiempo que estuvieron en cadena de custodia, con diferenciacion de
sus estructuras, ademds de encontrarse abundantemente en cada una de las 55
laminas que fueron observadas®, lo que difiere de los resultados de esta
investigacion, ya que mencionamos que las células espermaticas empezaron a
disminuir desde las primeras lecturas hasta llegar al punto donde se vieron muy
escasas aparte de perder su estructura , actualmente la mayoria de las
divisiones médico legales del pais, vienen utilizando la coloracion cristal violeta,
pero se sabe que de no tener la destreza para el reconocimiento de los

espermatozoides podrian dar resultados falsos negativos.
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1.

VI. CONCLUSIONES

A medida que transcurrieron los dias las células espermaticas se vieron
afectadas por el factor tiempo y temperatura, ya que se evidencié una
disminucién progresiva con tendencia a la baja. Para el caso del PSA, no se
vio afectado por el factor tiempo y temperatura, ya que se comportan
establemente desde el primer dia de medicion (4 dias) hasta la ultima
medicion (24 dias).

El tiempo ejerce una variacion respecto a las células espermaticas, ya que a
medida que pasaron los dias la diferencia entre los promedios que se
realizaron cada 4 dias fue cada vez menor. Para el caso del PSA mediante
pruebas rapidas para ambas temperaturas y tiempos siguié comportandose
de manera estable dando reactivo a todas las repeticiones.

La temperatura ejerce una variacion sobre las células espermaticas,
evidenciando mediante una curva ajustada que a 37°C las células
espermaticas se degradaron mas rapido que a 25°C a medida que pasaron

los dias.
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1.

VIl. RECOMENDACIONES

A los futuros tesistas e investigadores, realizar investigaciones similares a
este trabajo incrementando el nimero de dias y variando las temperaturas
ademas de incluir mas factores fisicos, quimicos o bioldgicos, también usar
mas pruebas para la deteccién del fluido seminal.

A la Facultad de Ciencias Bioldgicas, realizar mas convenios con el
Ministerio Publico e instituciones afines, para poder realizar practicas pre-
profesionales y facilitar a los tesistas la adquisicion de muestras reales y el
uso de equipos con el fin de hacer mas investigaciones en el &mbito forense.
A la Escuela Profesional de Biologia, actualizar e incluir en sus practicas el
uso de pruebas rapidas para la determinacién del PSA y la adquisicion de
insumos requeridos como colorantes especificos para realizar algunas
practicas, también gestionar que algunas practicas se puedan realizar dentro

de las instituciones Médico Legales o instituciones afines.
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Anexo 1. Curva ajustada del efecto de la temperatura y el tiempo sobre las
células espermaticas. Ayacucho 2019.

60
0 ® 25°¢C
o
£ 5o
g ° e 37°C
Te)
% 40
[}
=]
2
g 30 y =-1.6619x + 46.985
£ R? = 0.8452
g
2 20
[0}
p °
T y =-1.4363x +40.29
z 10 R?=0.8323 s
[}
©
(]
£ 0
2 0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

41



Anexo 2. Andlisis de varianza con dos factores, en soportes de telas impregnado
con fluido seminal, Ayacucho 2019.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Dias 5 4789.61 957.922 601.63 0.000
Temperatura 1 106.78 106.778 67.06 0.000
Dias*temperatura 5 29.33 5.866 3.68 0.013
Error 24 38.21 1.592

Total 35 4963.93

P valor < 0.05 (Se rechaza la hip6tesis nula)
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Anexo 3. Comparaciones en parejas usando el método de Tukey a un nivel de
confianza del 95% entre el tiempo y la temperatura en soportes de telas
impregnados con fluido seminal, Ayacucho 2019.

Dias*Temperatura N Media Agrupacion
4 37°C 3 484000 A
4 25°C 3 41.6667 B
8 37°C 3 30.0667 C
8 25°C 3  25.6000 D
12 37°C 3 22.5333 D E
12 25°C 3 20.7333 E F
16 37°C 3  18.6667 F G
20 37°C 3 15.4000 G H
16 25°C 3  15.0667 G H
20 25°C 3 12.6667 H |
24 37°C 3 10.6000 I
24 25°C 3 9.2667 |
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Anexo 4. Efecto del factor tiempo usando el método de Tukey a un nivel de
confianza del 95% en soportes de telas impregnados con fluido seminal,

Ayacucho 2019.
Dias N Media Agrupacion

4 6 45.0333
6 27.8333

12 6 21.6333 C

16 6 16.8667 D

20 6 14.0333 E

24 6 9.9333 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 5. Efecto del factor temperatura usando el método de Tukey a un nivel de
confianza del 95% en soportes de telas impregnados con fluido seminal,
Ayacucho 2019.

Temperatura N Media Agrupacion
37°C 18 24.2778 A
25°C 18 20.8333 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 6. Fotografia de la impregnacién del fluido seminal sobre los soportes de
algodon, realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de la
Escuela Profesional de Biologia. Ayacucho 2019.
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Anexo 7. Fotografia del rotulado y almacenamiento de las telas secas de
algoddn impregnadas con fluido seminal en sobres de papel kraff, realizado en el

laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de la Escuela Profesional de
Biologia. Ayacucho 2019.
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Anexo 8. Fotografia de la recuperacién de la muestra de espermatozoides con
ayuda de materiales estériles, realizado en el laboratorio de Inmunologia vy
Microbiologia Clinica de la Escuela Profesional de Biologia. Ayacucho 2019.
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Anexo 9. Fotografia de la reactividad del PSA a 25°C (A) y 37°C (B), usando

pruebas rapidas, en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de la
Escuela Profesional de Biologia. Ayacucho 2019.
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Anexo 10. Fotografia de la observacibn microscopica de las células
espermaticas a los 4 dias incubacion a 37°C (A) y 25°C (B), con una camara
marca LEICA en el laboratorio del Instituto de Medicina Legal. Ayacucho 2019.
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Anexo 11. Fotografia de la observacion microscopica de las células
espermaticas a los 24 dias incubacion a 37 °C (A) y 25°C (B), con una camara
marca LEICA en el laboratorio del Instituto de Medicina Legal. Ayacucho 2019.
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Anexo 12. Fotografia de la observacibn microscopica de las células
espermaticas al inicio del experimento (0 horas) 37 °C (A) y 25°C (B), con una
camara marca LEICA en el laboratorio del departamento de Medicina Legal.
Ayacucho 2019.
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Anexo 13. Espermatograma realizado a los donadores voluntarios (pacientes
normozoospérmicos) de la muestra de fluido seminal realizado en la clinica

privada VIDALAB. Ayacucho 2019.

DATOS DE IDENTIFICACION]
Fecta 01052018
Nomors Sef Paoents .
= - 22
Solicitado por PARTICULAR

| CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL SEMEN

Aspecio HOMOGENEO
Licuefaccion COMPLETA Olor .
Viscosidad NORMAL Color OPALESECENTE
Volumen 342
(VR -LIR 15ml) pH 75

(VR -LIR:7.2)
Agregaciones NO Aglutinacion GRADO |

| CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL SEMEN|

NUMEROQ DE ESPERMATOZOIDES

Espermatozoides por ml 71.0 millones/ml (V.R. - LIR: 15 millones/ ml) i
Espermatozoides por eyaculado 2428 millonesfeyac . (VR <LIR: 39millonesleyac) .| f
[MOTILIDAD
76% .. & ;
£ 2 Al
16% ;
8% Z

gt

Madelaine Cérdow"ﬁVé?‘;
' Tecnélogo Médico
CTMP 2882
Laboratorio Biolab

Los Examenes de Laboratorio es una ayuda al Diagnostico Medico
Informes: Celular: # 999204032 - #999205032
Jr.26 de Enero N* 336

53



MORFOLOGIA ESTRICTA

[Porcentaje (%) Anormales |Porcentaje
Normales 62.0% Def. 24.0%
Anormales 38.0% Def. Pieza Int] 5.0%
(V.R. - LIR: 4%) Def. Cola 13.0%
{ERC 2.0% (V.R: < 10%)

VITALIDAD {EOSINA)
Espermatozoides vivos 81% (V.R.-LIR: 58%)
Espermatozoides muertos 19%
DIAGNOSTICO

NORMOZOOSPERMIA 2 -

&k 2 & kS

g

B SR e ne s
.

N -+

basado en lineamientos del 5to Manual OMS 2010.

delaine Cordo

Tecnélogo Médico
CTMP 2882

Laboratorio Biolab

Los Examenes de Laboratorio es una ayuda al Diagnostico Medico

Informes: Celular: # 999204032 - #999205032
Jr.26 de Enero N° 336
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Anexo 14. Constancia de autorizacién para el ingreso al laboratorio de Biologia
Forense del Instituto de Medicina Legal de Ayacucho.

“Afio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad™”

INSTITUTO DE MEDICINA LEGALY
CIENCIAS FORENSES
UNIDAD MEDICO LEGAL Il AVACUCHO

CONSTANCIA

El que suscribe por medio de la presente, doy fe que el Sefior Carlos Junior
SALVATIERRA SAUNE, con DNI 72764347, egresado de la Escuela Profesional de
Biologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de San Cristobal de
Huamanga, como parte de su tesis y solo con fines de Investigacion cientifica, realizo la
observacion y lectura de espermatozoides en el Microscopio con cémara fotografica
Digital en las muestras preparadas por dicho egresado desde el dia 04 de Junio al 12 de
Julio del presente afio; en el Laboratorio de Biologia Forense de la Unidad Médico Legal
IT de Ayacucho, la cual dirijo.

Se expide la presente constancia, a peticion del interesado para los fines que
considere conveniente.

Ayacucho, 19 de Julio del 2019.

MINISTERIO PUBLICO
INSTITUTO DE MEDICINA LEGAL
Y CIENCIAS\FORENSES

; DAVIDCUI%{& mNRbl-nE

3 » /<" MEDICO JEFE D LA UNIDAD MEDICO
LY Vo LEGAL “I{ DE AYACUCHO

\

L
Unidad Médico Legal Il Ayacucho. Av. Las Palmera s/n — Telefax 066-311930 | E-mail: dmlayacucho@yahoo.es
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Anexo 15. Matriz de consistencia

Titulo: Efecto del tiempo y la temperatura sobre el Antigeno Prostatico Especifico (PSA) y las células espermaticas en manchas de telas

de interés forense. Ayacucho 2020

Autor: Salvatierra Saufe, Carlos Junior

- - VARIABLES E :
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
¢Cual serd el efecto Objetivo general Antecedentes La temperatura y el Variable Disefio de
del tiempo y la Conocer el efecto del tiempo Marco conceptual tiempo influyen sobre el  independiente investigacion
temperatura sobre y la temperatura sobre el Bases tedricas Antigeno Prostatico - Temperatura Cuasi-experimental
Antigeno Prostatico Antigeno Prostatico  Fluido seminal Especifico (PSA) y las - Tiempo Tipo de
Especifico (PSA) y las Especifico (PSA) y las Manchas de fluido seminal en células espermaticas Indicadores investigacion
células esperméticas células esperméticas en diferentes soportes en manchas de tela de - °C Aplicado
en manchas de telas manchas de telas interés Aspecto de las manchas segin interés forense. - Dias Muestra.
interés forense? forense. el soporte Variable 48 trozos de tela de

Objetivos especificos

e Determinar la variacion
gue ejerce el tiempo sobre
las células espermaticas y
el Antigeno Prostatico
Especifico  (PSA) en
manchas de telas.

e Determinar la variacion
que ejerce la temperatura
sobre las células
espermaticas y el
Antigeno Prostatico
Especifico  (PSA) en
manchas de telas.

Formacion del fluido seminal

Composicion del fluido seminal.

a. Células esperméticas

b. PSA

c. Otros
bioquimicos

Tela de algodén

Tipos y calidades de algod6n

Factores que afectan al fluido

seminal.

Violencia Sexual

Violacién sexual y pena judicial.

Tipos de pruebas para la

determinacion del fluido seminal

a. Pruebas orientativas

b. Pruebas confirmativas

Técnicas de identificacion

microscopica de células

espermaticas

Homologacion del ADN

marcadores

dependiente

Células esperméticas y

Antigeno Prostatico

Especifico

Indicadores

- Numero de células
espermaticas.

- Reactividad del PSA.

algodén 2 cm x 2 cm
Técnicas
- Observacion directa con

el colorante  cristal
violeta

- Inmunocromatografia
para PSA

- Andlisis estadistico

Se aplicé el Andlisis de
varianza para dos factores
y la prueba de Tukey a un
95% de confianza, debido
a que los datos cumplian
con distribuciéon normal.
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