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RESUMEN

El estudio de manchas de semen tiene gran importancia en criminalistica, constituye una
prueba precisa y estd asociada a crimenes de indole sexual. El semen estd constituido por las
secreciones provenientes de los testiculos, el epididimo, la glandula prostatica, las vesiculas
seminales, las glandulas de Cowper y de Litreé. La prostata aporta al fluido seminal
marcadores especificos como la fosfatasa acida prostatica (FAP) y concentraciones elevadas
como el cinc con niveles cien veces superior a la concentracion sérica, al igual que la actividad
de lactato deshidrogenasa (LDH), con elevada actividad en el fluido seminal. Si bien el
diagnostico de certeza de la presencia de semen es el hallazgo de al menos un espermatozoide,
la deteccion de componentes del plasma seminal es importante y adquiere relevancia en
delitos sexuales donde participan varones azoospérmicos u oligozoospérmicos. El
reconocimiento es sencillo en manchas seminales de reciente data, pero se complica al
transcurrir el tiempo y estar sujeto a condiciones ambientales desfavorables. Nuestro objetivo
fue evaluar la actividad de FAP y de LDH y los niveles de cinc en telas con manchas de
semen incubadas a 56°C y su aplicacion en el Laboratorio Forense. Se trabajo con muestras de
semen provenientes de hombres que consultaron por infertilidad en el Servicio URHMA
(Unidad de Reproduccion Humana Médicamente Asistida) y cuyas muestras seminales se
procesaron en el Laboratorio Mixto de Reproduccion del Hospital Centenario de Rosario.
Luego de completar los estudios de interés clinicos, con el remanente del plasma seminal se
realizaron manchas aplicando 200ul de muestra seminal sobre trozos de lienzo (n=50) y se
dejaron secar por simple exposicion al aire. Se extrajeron con sacabocados fragmentos de tela
de 0.5 cm de diametro que se colocaron en tubos y se eluyeron mediante incubacion a 56°C en
un medio acido compuesto por acido sulfirico y nitrico (1:3). Luego de centrifugar en el
sobrenadante se determin6 actividad de FAP y de LDH mediante métodos cinéticos a 30°C y
la concentracion de cinc mediante espectrofotometria de absorcion atomica. Se procesd un

trozo de lienzo sin semen como control. Se aplico la prueba z-Student para comparar los
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promedios de la actividad de FAP, LDH y concentracioén de cinc en las muestras respecto del
control obteniéndose los siguientes resultados: FAP (U/ml): Xy: 248.8 £45.8 vs X¢: 2.2+ 0.5
(p< 0.0001); LDH (U/1) Xm: 707 £114 vs Xc: 59 £ 16 (p< 0.0001); cinc (ug/ml): Xy 247
+114 vs Xc: 3.0 £ 0.1; (p< 0.0001). Los resultados muestran que la actividad FAP y LDH
como la presencia de cinc es detectable aun en muestras expuestas a temperaturas elevadas.
Los marcadores de plasma seminal evaluados pueden ser utilizados en el laboratorio forense

como indicadores de presencia de semen en manchas.
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INTRODUCCION

El estudio del semen en Quimica Forense esta relacionado con el Derecho Penal e involucra
delitos de indole sexual, siendo un hecho frecuente en Medicina Legal (1).

El semen estd compuesto mayoritariamente 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 (2). En cuanto a la composicion quimica
del semen contiene mayoritariamente acido citrico, aminoacidos libres, fructosa, fibrindgeno,
enzimas (fosfastasa acida, fibrinolisina, lisozima), fosforilcolina, carnitina, alfa glucosidasa
neutra, prostaglandinas, potasio y cinc (3).

El elemento fundamental en la identificacion del fluido seminal es el hallazgo del
espermatozoide, compuesto por cabeza, segmento intercalar o intermedio y cola o flagelo (4).
Entre los componentes quimicos del plasma seminal, el cinc secretado por la glandula
prostatica, se encuentra en concentracion cien veces superior al suero sanguineo reuniendo las
caracteristicas suficientes para ser utilizado como marcador forense de presencia de semen (5).
La FAP es sintetizada por la glandula prostatica y secretada en el semen durante la
eyaculacion. La actividad de FAP esta incrementada en el fluido seminal y su determinacion
es un recurso aplicable a la bisqueda de semen, adquiriendo importancia como marcador

forense en casos de muestras azoospérmicas (no contienen espermatozoides en el eyaculado) u
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oligozoospérmicas (concentracion espermatica menor a 15 millones por mL de semen) (6).
Otro marcador de presencia de fluido seminal es la determinacion de la enzima LDH cuya
actividad en semen es superior al valor del suero y ademas la isoenzima LDH C4 es especifica
del epitelio seminal (7). La deteccion de componentes del fluido seminal es importante, sin
embargo el diagndstico de certeza de la presencia de semen es el hallazgo de al menos un
espermatozoide. En el caso de no observar un espermatozoide en las muestras examinadas no
excluye la presencia de semen. Dada la elevada frecuencia de muestras forenses clasificadas
como presuntivas, es un desafio buscar métodos confiables que permitan corroborar la
presencia de fluido seminal siendo un aporte importante en la Quimica Forense. El hecho de
no hallar al menos un espermatozoide en el material proveniente de una violacién puede
deberse a que el causante del delito es azoospérmico, oligozoospérmico o puede haber
utilizado preservativo (8) (9).

Nuestro objetivo fue evaluar la actividad de FAP y de LDH vy los niveles de cinc en telas con
manchas de semen incubadas a temperaturas elevadas (56°C) y su aplicacion en el Laboratorio

Forense.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con muestras de semen provenientes de hombres que consultaron por infertilidad
en el Servicio URHMA y cuyas muestras seminales se procesaron en el Laboratorio Mixto de
Reproduccion del Hospital Centenario de Rosario. Luego de completar los estudios de interés
clinicos, con el remanente del plasma seminal se realizaron manchas aplicando 200ul de
muestra sobre trozos de lienzo (n=50) y se dejaron secar por simple exposicion al aire. Se
extrajeron los fragmentos de tela de 0.5 cm de didmetro con sacabocados, se colocaron en
tubos Khan y se eluyeron mediante incubacion a 56°C en un medio 4acido compuesto por
acido sulftrico y nitrico (1:3) diluido al décimo con agua bidestilada. Luego de incubar
durante 1 hora con agitacion periodica, se centrifugd y en el sobrenadante se determino la
actividad de FAP y de LDH mediante métodos cinéticos optimizados a 30°C y la
concentracion de cinc mediante espectrofotometria de absorcidon atomica (4). Se procesod

como control un trozo de lienzo sin semen.



Determinacion de FAP

La determinacion de la actividad de FAP en los eludios de las muestras y el control se realiz6
utilizando un kit comercial con alfa-naftil fosfato como sustrato en buffer citrato a pH 4,9 y
L+ tartrato para la inhibicion de la isoenzima prostatica. Las lecturas espectrofotométricas se

realizaron en Espectrofotoémetro Wayeers 4001 a 30°C.

Determinacion de LDH
Para evaluar actividad LDH en los eluidos de muestras y el control se utilizé un kit comercial
cinético UV optimizado de acuerdo a la Sociedad Alemana de Quimica Clinica (DGKC). Las

lecturas espectrofotométricas se realizaron en Espectrofotometro Wayeers 4001 a 30°C.

Determinacion de cinc

En los eluidos de las muestras y el control se determinoé la concentraciéon de cinc aplicando
espectrofotometria de absorcion atdmica con espectrofotdmetro Metrolab 250 AA, lampara de
catodo hueco de Zn (L.233-30NQ Hamamatsu Photonics KK) y con una intensidad de
corriente de 7 mA. Se seleccion6 la longitud de onda de 214,50 nm para realizar las lecturas
de absorbancia de las distintas soluciones; la composicion de la llama fue aire-acetileno. Las
concentraciones de cinc se obtuvieron por extrapolacion en una curva de calibracion
efectuada con testigo de cinc preparado a partir de granallas de cinc en medio acido

clorhidrico.

Analisis estadistico
Se aplico la prueba ¢ de Student para comparar los promedios de las variables entre ambos

grupos. Un valor de p < 0.05 se consider? significativo.

RESULTADOS
Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de las tres
variables (actividades de FAP y LDH y concentracion de cinc) cuantificadas en los eluidos de

los lienzos con las manchas de semen (Xy1) y en el control de lienzo sin semen (X¢). Figuras 1,

2y3 (p<0.0001). Grupo 1: Xy  Grupo 2: Xc¢



Figura 1: Actividad FAP
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Figura 2: Actividad LDH
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DISCUSION

Los Laboratorios Criminalisticos cuentan con una demanda creciente de muestras
provenientes de delitos sexuales y los recursos disponibles para la justicia no son suficientes
en su esclarecimiento. El Laboratorio Forense necesita herramientas cientificas para resolver
este problema (8).

El semen esta constituido por las secreciones provenientes de los testiculos, el epididimo, la
glandula prostatica, las vesiculas seminales, las glandulas de Cowper y de Litreé. Varios
autores se abocaron al estudio de los distintos componentes del fluido seminal y su rol como
marcadores de presencia de semen en muestras forenses. La mayoria de las investigaciones se
focalizaron en la busqueda de los espermatozoides, seguidos por los marcadores de las
glandulas anexas como FAP y cinc que adquieren relevancia en casos de delitos sexuales

realizados por sujetos azoospérmicos (6) (7) (10).



El estudio de manchas de semen tiene gran importancia en criminalistica, ya que constituye
una prueba precisa y estd asociada a crimenes de indole sexual. El reconocimiento es sencillo
en manchas seminales de reciente data, pero se complica al transcurrir el tiempo. Las muestras
que debe analizar el bioquimico criminalistico-forense pueden estar sujetas a variaciones
climaticas que alteran los marcadores bioquimicos de presencia de semen en el material sujeto

a la investigacion forense (8).

CONCLUSIONES

El diagnostico genérico del semen se ha detenido en su evolucion debido a la falta de
aplicacion de técnicas adecuadas y modernas que aporten mayor credibilidad al hallazgo.
Contribuir en el esclarecimiento de la problematica planteada es un desafio del Laboratorio
Bioquimico Forense. La aplicacion de técnicas especificas desarrolladas para identificar
marcadores bioquimicos del plasma seminal, por los niveles elevados en que son secretados
por las glandulas anexas y en algunos casos como la FAP la especificidad de localizacion de la

secrecion pueden ser aplicados en la resolucion de la problematica planteada.
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