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RESUMEN.

En genética forense, la determinacion de la presencia de fluidos biolégicos resultar totalmente determinante en ciertas
investigaciones, aportando informacién de utilidad para la reconstruccion de los hechos y el esclarecimiento de la verdad. Dentro de
los fluidos biol6gicos mas frecuentes destacan los siguientes: sangre, saliva, orina, sudor, semen vy fluido vaginal. La genética
forense es una ciencia que esta experimentando grandes avances en los Ultimos afios gracias al uso de nuevas metodologias que
se aplican a la deteccion de fluido seminal. A pesar de que las técnicas inmunocromatograficas siguen siendo ampliamente
utilizadas, las nuevas tendencias se inclinan hacia el estudio de metodologias basadas en la biologia molecular, especialmente las
de ARN mensajero. Aunque existen técnicas bastante seguras para la deteccion de fluido seminal, se debe seguir investigando ya
que aun hay que superar desafios tales como la correcta interpretacién en el contexto forense de pruebas contaminadas o
cruzadas.
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ABSTRACT.

In forensic genetics, the determination of the presence of biological fluids is crucial in certain investigations, providing valuable
information for the reconstruction of events and the clarification of the truth. Among the most common biological fluids are blood,
saliva, urine, sweat, semen, and vaginal fluid. Forensic genetics is a science that has been experiencing significant advancements in
recent years, thanks to the use of new methodologies applied to the detection of seminal fluid. Although immunochromatographic
techniques are still widely used, new trends lean towards the study of methodologies based on molecular biology, particularly those
involving mRNA. While there are quite reliable techniques for the detection of seminal fluid, further research is needed as challenges
such as the proper interpretation in the forensic context of contaminated or cross-contaminated evidence still need to be overcome.

KEY WORDS: FORENSIC GENETICS, SEMINALFLUID, DETECTION METHODOLOGIES, PRELIMINARY ANALYSIS.

CONTACTO: Carla Muiiz McAleer, Email: carla_mm_@hotmail.com

1.INTRODUCCION.

Se define como fluido biolégico cualquier
secrecion producida por nuestro organismo. Los
que habitualmente se pueden encontrar en las
escenas de crimen son: sangre, saliva, orina,
sudor, semen y fluido vaginal (4). Dichos fluidos
contienen ADN que se puede analizar para la
determinacion de un perfil genético de STRs
identificativo. Pero, ademas, la presencia o
ausencia de un fluido biolégico en concreto
puede resultar totalmente determinante en
ciertas investigaciones, aportando informacion
de utilidad para la reconstruccion de los hechos
y el esclarecimiento de la verdad. Sirven para
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establecer un enlace entre el duefio de la
muestra, el tipo de células que se hallan y los
acontecimientos que se produjeron(6)

La identificacién del fluido biologico es una tarea
que entrafa complejidad ya que no siempre
podemos localizar los fluidos a simple vista, no
resulta facil determinar de qué tipo son a simple
vista. Ademas, en caso de que la muestra sea
escasa, lo que suele ocurrir en el ambito de la
genética forense, el perito debera decidir que
analisis priorizar, ya que usualmente cada fluido
requiere de un andlisis independiente. Asi, los
principales métodos que utilizamos en la
actualidad son test quimicos, inmunolégicos, de
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la actividad catalitica de las proteinas, métodos
espectroscopicos y microscopia (7). Otro
problema es la preservaciéon del ADN durante la
realizacion de los analisis preliminares, de ahi
que en la deteccidon se prioricen usen técnicas
seguras, rapidas y no destructivas con la
muestra(8).

En este trabajo se revisaran en profundidad los
métodos empleados para detectar el fluido
seminal. Su importancia radica en que el semen
es el fluido biolégico mas frecuentemente
localizado en los crimenes de tipo sexual.

BIOQUIMICA DEL SEMEN: El semen es un
fluido producido por el aparato reproductivo
masculino. Es de color blanco, viscoso y con un
pH ligeramente alcalino. Esta compuesto por el
por el plasma seminal y los espermatozoides.
Cuando esta fresco, tiene un olor muy
identificativo y cuando estd seco deja unas
manchas que pueden ser de color entre amarillo

y gris(9).

Los espermatozoides se originan en las células
germinales de los tubulos seminiferos. Se
originan en un proceso denominado
espermatogénesis de unos 60 dias de duracion,
aproximadamente, y tienen un tamafio de unos
60 um de longitud. Estan divididos en tres partes
diferenciadas:

« Cabeza, compuesta por el acrosoma
(encargado de facilitar la fecundacién
gracias a las enzimas presentes en su
interior) y el nucleo (que contiene la
informacion genética).

e Cuello o pieza intermedia, zona de vital
importancia ya que es donde estan las
mitocondrias, fuente de energia que permite
el movimiento del espermatozoide.

* Flagelo o cola, estructura filiforme de 50 ym
cuya principal funcién es la movilidad(10).

Nucleo
Acrosoma

e

l ADN  Mitocondria

Cabeza Cuello

Cola

Figura 1. Esquema de cada una de las partes principales de un espermatozoide (Imagen

creada con BioRender).

Por otra parte, el plasma seminal conforma la
parte fluida del semen y sirve como vehiculo
para los espermatozoides, ademas de
aportarles proteccién y nutricién. Se forma
gracias a fluidos procedentes de los testiculos,
epididimo, vesiculas seminales, prostata y
glandulas bulbouretrales. Esta compuesto por
una gran variedad de sustancias, destacando:

* Fructosa, principal fuente de energia paralos
espermatozoides.

« Acido citrico, que sirve para que se
mantengan las condiciones de presién
osmatica.

e Zinc, bactericida.
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+  Magnesio.

« Calicreina 3 o antigeno prostatico especifico
(PSA).

» Fosfatasa acida(11).

Teniendo en cuenta esta definicién, distinguimos
el semen del liquido preseminal. El segundo es
secretado por las glandulas de Littre del aparato
reproductor masculino y tiene una proporcion en
numero de espermatozoides mucho menor. Su
Unica funcion es lubricar las paredes de la uretra
para después poder facilitar la expulsion del
eyaculado(12).

2.0OBJETIVOS.

El primer objetivo del trabajo es clasificar y
describir las caracteristicas, criterios de
aplicacién y ventajas y limitaciones las
diferentes metodologias para la identificacion de
fluido seminal en el contexto de la genética
forense.

El segundo objetivo de este trabajo es analizar
las tendencias actuales en investigacion para la
identificacion de fluido seminal en el contexto de
la genética forense.

3.METODOLOGIA.

En funcion de los objetivos descritos en el
apartado anterior se realizaron dos busquedas
principales:

Primer objetivo: descripcion y clasificacion de
las diferentes metodologias para la
identificaciéon de fluido seminal en el contexto de
la genética forense. Para ello se realizaron dos
busquedas bibliograficas entre los meses de
abril y mayo de 2023 y se identificaron las
fuentes bibliograficas utilizando la base de datos
de PubMed.

- Alosresultados se le aplicaron los siguientes
filtros a través del propio motor de busqueda
de PubMed:

* Tipo de estudio: revisién y revision
sistematica.

* Resumendisponible.

» Textofinal publicado.

* Publicados enlos ultimos 10 afos.
* |diomas: espafiol oinglés.

¢ Estudios en humanos.

- Posteriormente, se realiz6 un segundo
filtrado de las referencias, tras la lectura del
resumen por parte del analista, aplicando los
siguientes criterios:

* Relevantes paralatematica.

* Articulo disponible para estudiantes de la
USC o de acceso gratuito universal.

La primera busqueda se llevé a cabo utilizando
las palabras clave: “body”, “fluid”, “identification”
y “forensic”. En la busqueda inicial se
encontraron 18 articulos. Tras el analisis de los
resumenes se descartaron 6 articulos por no
ceflirse a la tematica del estudio o no hallarse
disponibles. El resultado final fue la inclusién de
12 articulos.

La segunda busqueda, mas genérica, se llevd a
cabo utilizando las palabras clave: “semen” y
“forensic”. En la busqueda inicial se encontraron
11 articulos, de los que tras el analisis de los
resimenes se descartaron 7 articulos por no
ceflirse a la tematica del estudio o no hallarse
disponibles. El resultado final fue la inclusion de
4 articulos.

Finalmente se comprobd que articulos se
solapaban en los resultados de ambas
busquedas, siendo el resultado de 1
coincidencia. De esta manera, el nUmero total de
articulos revisados fue de 15.

A partir de estas referencias se han definido las
clasificaciones y, cuando fue necesario, se
acudié a articulos citados en estas revisiones
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para completar las descripciones de las
metodologias, asi como a la consulta de fuentes
online relevantes.

Segundo objetivo: andlisis de las tendencias
actuales en investigacion para la identificacion
de fluido seminal en el contexto de la genética
forense. Para ello se realizé una busqueda
bibliografica en la base de datos de PubMed
entre los meses de abril y mayo de 2023.

- Alosresultados se le aplicaron los siguientes
filtros a través del propio motor de busqueda
de PubMed:

* Resumendisponible.

» Textofinal publicado.

» Publicados en los ultimos 5 afios.
» Estudios en humanos.

* |diomas: espafiol oinglés.

- Posteriormente, se realizé un segundo
filtrado de las referencias, tras la lectura del
resumen por parte del analista, aplicando los
siguientes criterios

* Relevantes parala tematica.

» Articulo disponible para estudiantes de la
USC o de acceso gratuito universal.

* Presentacion de un nuevo ensayo parala
deteccién de semen.

La busqueda bibliografica se llevo a cabo
utilizando las siguientes palabras clave: “fluid
identification” y “semen”. En la busqueda inicial
se encontraron 61 articulos. Se descartaron 14
articulos por no cefirse a la tematica del estudio
o no hallarse disponibles y 11 por no tratarse de
nuevos ensayos para la deteccién de semen. El
numero final de articulos obtenidos fue de 36.

Dichos articulos fueron analizados para extraer
la siguiente informacién: tipo de metodologia,
referencia, afo, otros fluidos identificados,
numero de marcadores, nimero de marcadores

de identificacion de semen y enumeracion de
estos y comentarios sobre la técnica utilizada
para el analisis genético.

Los datos recuperados durante la exploracion
de las bases de datos mencionadas
previamente fueron archivados en un
repositorio utilizando el software Zotero. En una
primera instancia, se llevo a cabo una
inspeccion exhaustiva de todas las entradas
con el propésito de eliminar los resultados
duplicados. Posteriormente, se procedié a
descartar aquellos articulos que no se
ajustaban adecuadamente a los criterios de
revision, mientras que se seleccionaron
aquellos que se consideraron mas pertinentes
para el estudio y se incorporaron en una
biblioteca comun. Por ultimo, se verifico que
ninguno de los articulos previamente
descartados contuviera informacion relevante
para la presente revision, lo que condujo a la
creaciéon de una biblioteca final. Una vez
establecida la biblioteca, se localizaron todos
los articulos incluidos con el fin de llevar a cabo
surevision, registro y analisis de datos.

4. DESCRIPCION Y CLASIFICACION DE LOS
METODOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE FLUIDO SEMINAL:

En genética forense, se utilizan dos tipos
principales de pruebas para determinar la
presencia o ausencia de marcadores genéticos
en una muestra y establecer la identidad de un
individuo: las pruebas orientativas y las pruebas
confirmatorias.

» Test orientativos/presuntivos: son analisis
preliminares con una alta sensibilidad que
nos ayudan a localizar la mancha, pero es
necesario confirmar posteriormente si es
semen mediante otro método de
identificacion que sea confirmatorio, ya que
tienden a producir una alta cantidad de falsos
positivos. Son pruebas rapidas y menos
costosas que las confirmatorias, cuya
funcion es descartar rapidamente aquellas
muestras que no coinciden con el perfil
genético buscado.
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Dentro de este tipo se encuentran el resto de
los métodos descritos en el siguiente
apartado y que no se mencionan dentro de
los test confirmatorios.

» Test confirmatorios: permiten afirmar con un
alto nivel de certeza que la mancha que se
analiza en el proceso de genética forense es
realmente semen, por lo que son muy
especificos. Estas pruebas suelen ser mas
complejas y tienen un coste mayor. Se
centran en analizar y detectar marcadores
genéticos especificos de la muestra.
Generalmente se realizan primero los tests
presuntivos por su menor coste y si estos
resultan positivos es cuando se realiza un
test confirmatorio para poder afirmar con
seguridad y validar que hay semen en la
muestra.

Dentro de estos se encuentran la
microscopia, y el de la semenogelina, los
cuales se describiran en profundidad en el
siguiente apartado.

4.1. BASADOS EN LAVISUALIZACION.

4.1.1. Fuentes de luz alternativas.

Es una prueba de deteccién rapida basada en
fluorescencia, la propiedad de absorber luz de
longitud de onda corta y transformarla en luz de
longitud de onda larga. Para ello, se utiliza una
fuente de luz que emite ondas entre los 310 y
650 nm. El semen tiene un amplio espectro de
excitacion, ya que cuando se aplica luz UV
(ultravioleta) sobre él usando longitudes de onda
de entre 300 y 400 nm, sus proteinas y acidos
nucleicos son capaces de excitarse emitiendo
fluorescencia, permitiendo de esta manera su
visualizacion.(13).

Este método en ciertos sentidos supone una
ventaja sobre los métodos quimicos habituales,
ya que al ser una prueba portatil permite ahorrar
tiempo y ademas es mas facil de utilizar. Es no
invasiva, segura y sencilla. También tiene la
capacidad de detectar manchas que no se ven a

simple vista. Por otra parte, la deteccion de
manchas de semen es posible en diferentes
tipos de tejido tales como algodoén, poliéster,
nailon y lana. Incluso se puede identificar fluido
seminal enlos preservativos.

Una de sus principales limitaciones es que el no
encontrar semen en la muestra no excluye la
posibilidad de que lo haya. A la inversa, la
presencia de fluorescencia, no siempre indica
que tenga que estar presente el fluido seminal
(14). Ademas, la capacidad para detectarlo varia
dependiendo del color del material. Es mas facil
sielfondo sobre el que se observan las manchas
es de color blanco. Materiales oscuros y/o muy
absorbentes dificultan la precision de la prueba.
Se debe tener en cuenta la posibilidad de que la
ropa o los diferentes elementos analizados
estén contaminados por otro tipo de sustancias
que también emiten fluorescencia (como la orina
o detergentes) y podrian llevar a incurrir en
falsos positivos.

El uso de gafas de colores (naranja, amairillo,
rojo) en combinacién con la fuente de luz permite
incrementar la posibilidad de distinguir las
manchas de semen, debido a que aumentan el
contraste y mejoran la visibilidad de la
fluorescencia(15).

Hay diferentes tipos de marcas de luces
forenses entre las que destacan: Polilight,
Bluemaxx BM500, Mineralight y Luxeon. La que
mejores resultados ha aportado es la
combinacion de Polilight con gafas de color
naranja ya que es la que detecta el semen en
una mayor cantidad de superficies distintas. Por
otra parte, Bluemaxx BM500 ha conseguido
buenos resultados a la hora de detectar
manchas de semen en tela blanca. El resto son
inferiores en cuanto a los resultados obtenidos
(16).

Como conclusion, las fuentes de luz alternativa
son de utilidad cuando se combinan con otros
métodos de deteccidon, ya que estas sirven
principalmente para localizar las manchas, pero
no permiten identificar el fluido con seguridad,
por lo que se trataria por lo tanto de un test de
tipo orientativo.
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4.1.2. Microscopiay tinciones.

Es el gold estandar dentro de las técnicas de
confirmacién. Se basa en la observacion directa
de los espermatozoides a través del
microscopio. Generalmente se suele emplear
primero un test de presuncion como el de la
fosfatasa acida, y después se comprueba
mediante este método.

Principalmente se usa la técnica de tincion
llamada “arbol de navidad”, el resultado es
positivo si se observa al menos un
espermatozoide, negativo si no observas
ninguno, y potencialmente positivo si aparecen
células con caracteristicas semejantes a las
células espermaticas (17). Su nombre se debe a
que las cabezas de los espermatozoides quedan
coloreadas de rojo y las colas de verde (8). Para
llevar a cabo este proceso, se coloca la muestra
en un portaobjetos, se afiade el colorante
Kernechtrol, que tedira las cabezas de rojo
(también llamado Rojo rapido nuclear), se deja
actuar 20 minutos y se lava con agua destilada,
posteriormente se afiade Picrico indigo carmin,
que tefira las colas de verde, se deja actuar 10-
15 segundos y se aclara con etanol al 95%, tras
el secado ya sera posible observar los
espermatozoides al microscopio.

Otras tinciones empleadas son la hematoxilina-
eosina, lade Papanicolau o la de Wright.

Los factores principales que pueden llevar a
fallos en esta técnica son la habilidad de
observacion del investigador, el volumen de
espermatozoides que se encuentran en la
muestra y el tiempo que ha pasado desde la
eyaculacion del semen.

También se pueden obtener falsos negativos en
el supuesto de que el individuo sea
azoospérmico tanto por causas naturales como
por vasectomia.

Una técnica novedosa dentro de las
metodologias de microscopia es el SPERM HY-
LITER™ . Se trata de una técnica de
fluorescencia microscépica, que requiere el uso
de un microscopio especializado. Se utiliza un
reactivo denominado isotiocianato de
fluorosceina verde, que es un anticuerpo

monoclonal que se dirige especificamente frente
a antigenos de la membrana celular de los
espermatozoides y los tifie de color fluorescente.
Su ventaja es que permite detectar pocas células
espermaticas dentro de muestras con grandes
cantidades de células vaginales(18).

4.1.3. Espectroscoépicos.

Se define la espectroscopia como el estudio de
la radiacién emitida por la sustancia que
tenemos como muestra. Los diferentes tipos de
espectroscopia depende de la energia radiante
implicada y de su longitud de onda. Para el
estudio del semen destaca la espectroscopia
Ramany lainfrarroja.

La espectroscopia Raman sirve para identificar
fluidos de manera no destructiva y es un test
confirmatorio que permite obtener los resultados
rapidamente (19). Basa su accién en la
dispersién inelastica de la radiacion procedente
de una luz laser de baja intensidad y
monocromatica(20).

Al principio s6lo se estudiaba para detectar
sangre con propositos de aplicacién a la clinica,
pero en los ultimos afios han aumentado los
estudios sobre su utilidad a la hora de analizar
fluidos corporales. Con los avances recientes, se
ha conseguido que esta técnica identifique
farmacos, fibras, pintalabios e incluso
lubricantes de preservativos (lo cual podria ser
Gtil en algunos casos de violencia sexual).

Sus ventajas son que se necesitan muestras
muy pequefas para el analisis, con picogramos
llega, no necesita reactivos ni ningun tipo de
pretratamiento, no presenta interferencia con el
agua y es capaz de detectar muestras
heterogéneas. No es tan sensible como la
espectroscopia de fluorescencia, pero si tiene
una mayor especificidad y es mas selectiva.

En cuanto al anadlisis del semen mediante esta
técnica, el estudio llevado a cabo por Virkler y
Lednev demostré6 que una muestra de semen
seco contenia tirosina, colina y fosfato de
espermina, lo que nos permite diferenciarlo de
otros fluidos biolégicos(21).
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Actualmente existen espectrémetros de Raman
portatiles, que principalmente se usan para
identificar explosivos y drogas, pero se prevé
que un futuro también puedan ser utiles para el
analisis forense de identificacion de fluidos(22).

Por otro lado, existe la espectroscopia infrarroja.
En el espectro del semen, los componentes
principales resultaron ser la albumina y la
fosfatasa acida, esta ultima también esta
presente en fluidos vaginales lo que podria
provocar falsos positivos, pero, aunque ambos
espectros sean similares tienen las diferencias
necesarias para poder distinguirlos. A diferencia
de la espectroscopia Raman, esta técnica se
lleva utilizando durante décadas de forma
rutinaria para el diagnéstico clinico. De todas
formas, hay muchos menos estudios sobre esta
técnica, asi que se necesitan mas analisis para
determinar de manera certera cual es el
espectro de cada fluido corporal (23).

Por ultimo, hay que destacar que una de las que
esta siendo mas estudiadas en la actualidad es
la espectrometria de masas. Esta basa su
accion en la extraccion y digestion de proteinas
mediante reactivos quimicos consiguiendo la
posterior separacion e identificacion de estas
gracias a un laser asistido por matriz. En esta
técnica los principales marcadores utilizados
para la deteccion de fluido seminal fueron la
semenogelina-1 y la semenogelina-2.
Comparando los otros métodos
espectroscépicos mencionados anteriormente
con la espectrometria de masas, es importante
incidir en las desventajas de esta ultima, ya que
se trata de un proceso destructivo y lento (la
separacion de las proteinas dura al menos 40
minutos)(20).

4.2. BASADOS EN EL ESTUDIO DE
PROTEINAS:

Dentro de este grupo destaca el test de la
fosfatasa acida seminal (SAP). La fosfatasa
acida es una fosfomonoesterasa no especifica,
secretada por la glandula prostatica y que se
encuentra en grandes cantidades en el fluido
seminal. La SAP es una enzima que es capaz de
catalizar la hidrolisis de grupos fosfato dando

lugar a un producto que interaccionara con una
sal cromdgena para lograr el cambio de color. La
actividad de la fosfatasa acida es entre 500 y
1000 veces mayor en el semen que en cualquier
otro fluido biolégico del organismo humano (7).
La fosfatasa acida seminal puede detectarse en
la vagina hasta 72 horas después del coito.

Para su deteccion se utiliza una prueba quimica
que se basa en la deteccion de enzimas
mediante un estudio del cambio de color de la
muestra. Tenemos diferentes tipos de mezcla
sustrato/revelador de color, entre ellos la mas
utilizada es la prueba rapida de la Brentamina
(8). Otros métodos son la reaccion de alfa-naftol
con sal de diazonio (Fast Red AL), la beta-naftol
con sal de diazonio (Fast Garnet B) o lade ZnCI2
con sal de tetrazolio (Fast Blue B)(24).

No sirve como prueba confirmatoria, es un test
presuntivo. Después de obtener un resultado
positivo en esta prueba (un cambio de color), es
necesario confirmarlo mediante otros métodos.
Actualmente esta comercializado el test del
reactivo SM, que se usa en las investigaciones
de crimenes sexuales de todo el mundo(9).

Dentro de los inconvenientes de esta técnica
cabe destacar los siguientes: es una prueba
operador-dependiente, de manera que su
eficiencia tendra relacion con la experiencia y
habilidad del investigador, ademas, retrasos en
la lectura de la prueba pueden provocar la
aparicion de falsos positivos, por ello lo ideal es
detectar el resultado positivo durante los 5-30
segundos posteriores a la realizacion de la
prueba (25). Otro problema, es que la SAP es
una enzima, y como tal, puede degradarse por el
calor, moho, productos quimicos o putrefaccion
(8). También es importante destacar que otra
fuente de aparicion de falsos positivos es la
posible confusion de la SAP con la fosfatasa
acida vaginal (VAP), que se genera de forma
natural en la vagina a una baja concentracion.

Se han empleado otros test de deteccién de
fluido seminal basados en la actividad de otros
enzimas como el test de la leucina
aminopeptidasa (LAP) o el de la glicilprolina
dipeptidasa (GDA), pero ninguno de ellos es tan
popular como el test de la SAP.
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4.2.1. Inmunocromatograficos.

4.2.1.1. Test del antigeno prostatico especifico.

El PSA, también conocido como p30, es una
glucoproteina de cadena simple cuya funcion es
mantener la licuefaccion del semen. Se origina
en las glandulas prostaticas y es secretado en el
fluido seminal. Sus niveles en plasma varian
entre 0.2 y 5.5 pg/L. Habitualmente se usa para
la deteccidon y control del cancer de prostata,
debido a que valores superiores a 4 pg/L hacen
saltar las alarmas y se debe hacer un cribado
para poder tratarlo con precocidad (26).

Se utiliza como prueba presuntiva, ya que tiene
ciertas limitaciones. Se encuentra también
presente en la leche materna, la orina y el sudor
femeninos y es producido por las glandulas
periuretrales de las mujeres (9). De todas
formas, los niveles suelen estar por debajo del
limite de deteccion de los métodos que se
utilizan en la practica forense de manera que se
reducen los falsos positivos. Para el empleo de
la PSA en genética forense no es tan importante
su deteccion en niveles absolutos, sino la
capacidad de detectarlo en muestras
contaminadas, como piezas de ropa lavadas y
cadaveres en descomposicion, en los que
podria encontrarse mezclado con otros fluidos
corporales (27).

Una excepcion es el hecho de que el PSA se
eleva en mujeres que estan a tratamiento activo
con anticonceptivos orales, sin necesidad de
que hayan mantenido relaciones sexuales (28).
También se ha detectado un aumento del PSA
en un 30% de mujeres que padecen de cancer
de mama, y dentro de estas se asocia mas a
tumores benignos con receptores de hormonas
positivos (29). Por ello es necesario elaborar
sistemas con una alta sensibilidad que sean
capaces de evitar la obtencion de falsos
positivos.

Una de las ventajas de su uso es que es que es
posible detectar PSA en individuos
azoospérmicos y en liquido preseminal (30)

Los ensayos iniciales para la deteccién de la

PSA se basaban en pruebas de tipo ELISA, sin
embargo, en la actualidad se estan
comercializando kits rapidos basados en
reacciones antigeno-anticuerpo como el Biosign
PSA test, OneStep ABAcard o SERATEC PSA
Semiquant que son mas sencillos de usar(8).

4.2.1.2. Testde la semenogelina.

La semenogelina es la proteina mas abundante
del plasma seminal humano y se produce en las
vesiculas seminales. Esta formada por dos
compuestos proteicos: semenogelina | (Sg-1) y
semenogelina Il (Sg-Il). Su principal funcién es
ralentizar el proceso de liberacion de
espermatozoides en el aparato reproductor
femenino durante la licuefaccion del semen,
siendo esto posible al formar un coagulo con el
plasma seminal. Este proceso ocurre en los 20
minutos posteriores a la eyaculacién, y durante
este, se produce la escision de la semenogelina
mediante la PSA, dando lugar a la a-inhibina, al
antigeno especifico de la vesicula seminal y al
inhibidor de la motilidad del plasma seminal (32,
37).

La prueba de deteccion de la semenogelina es
un test inmunocromatografico y de tipo
confirmatorio. Utiliza dos anticuerpos
monoclonales especificos para la
semenogelina. La forma de utilizar este método
es la siguiente: se afiade la muestra a la zona de
la almohadilla de conjugado, lugar en el que los
anticuerpos monoclonales se unen a la
semenogelina en caso de que esté presente.
Después, difunde haciala zona de la membrana,
que inicialmente no tiene ninguna raya visible.
La linea de control indica que el test funciona
correctamente, y cuando ambas lineas (tanto
test como control) son coloreadas, es un
indicador de que la prueba es positiva y que
realmente hay semenogelina humana en la
muestra. La intensidad de la linea se compara
con un patrén de control, para asegurar que no
haya mucha variabilidad entre distintos
observadores. Finalmente, el fluido se retiene en
la mecha. Para obtener unos resultados validos,
debe esperarse 10 minutos tras la adiccion de la
muestra para interpretar el test(32).
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Figura 6. Test de deteccion de la semenogelina positivo. (Imagen creada con

BioRender)

Puede dar falsos positivos, ya que la
semenogelina también se encuentra presente
en carcinomas, y en otras partes del cuerpo
como los rifiones, el musculo esquelético, el
colon o la retina; aunque generalmente, esto no
constituye un problema en un contexto forense.
Ademas, la semenogelina tampoco esta
relacionada con ninguna enfermedad, a
diferencia de la PSA que si se vincula con la
hipertrofia y el cancer de prostata. De esta
manera no parece que tenga reacciones
cruzadas con otros fluidos corporales humanos
(33).

El test comercial mas utilizado es el RSID-test
(“Rapid Stain Identification” = Deteccion rapida
de manchas”). En el estudio citado se compara
su sensibilidad y especificidad en relacion con el
test comercial de deteccion del PSA, ABAcard
p30. Los dos métodos utilizan la misma técnica
de ensayo inmunocromatografico de
membrana. La sensibilidad demostrada por
ambos métodos es parecida, siendo la del RSID
un poco superior al ser capaz de detectar la
semenogelina en diluciones de semen de
1:100000, mientras que el ABAcard sélo alcanza
diluciones de 1:50000. EIABAcard p30 es capaz
de detectar cantidades tan bajas de PSA como
4ng/mL, mientras que el RSID-test puede
detectar semenogelina cuando la cantidad a
analizar es superiora 1 ul de semen(33).

Otro test comercial empleado es el Nanotrap Sg,
que tiene una sensibilidad similar al RSID-test.
La principal ventaja de este kit es que consigui6
demostrar la presencia de semenogelina en el
67% de las muestras que no contenian
espermatozoides. La desventaja del Nanotrap
Sg es que tras mas de tres procesos de
congelacion y descongelacion de la muestra, la
sensibilidad caia varios niveles(34).

4.3. BASADOS EN LA BIOLOGIA
MOLECULAR.

4.3.1.Basados en ARN.

4.3.1.1. Basados en ARNm.

Los ARNm (ARN mensajero) son moléculas de
ADN que desempefian un papel fundamental en
la sintesis de proteinas. A partir de una
secuencia de ADN especifica se obtiene una
molécula de ARNm complementaria mediante
un proceso llamado transcripcién, de manera
que se obtiene una secuencia de nucleotidos
formada por los codones. Los codones son
secuencias de tres nucleotidos
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correspondientes a aminoacidos especificos
que son reconocidos por los ARNt (ARN de
transferencia). A medida que el ribosoma se
desplaza a lo largo del ARNm, va reconociendo
las secuencias de nucleotidos y ensamblando
cadenas de aminoacidos para asi sintetizar una
proteina especifica, siendo este proceso
denominado traduccion. Dependiendo de su
funcion, las células transcriben los diferentes
genes en diferentes cantidades, lo que permitira
diferenciar los tejidos y fluidos.

Hasta hace poco se pensaba que el ARN se
degradaba con rapidez, pero recientemente se
ha descubierto que es lo suficientemente
estable y resistente como para poder ser
empleado en la deteccion de fluidos biolégicos
en el analisis forense. En el estudio citado, se
realizaron distintas pruebas que demuestran
que el ARNm del semen se mantenia estable
tras 180 dias en todas las condiciones de
temperatura, ambiente y luz. Su conservacion
era mejor cuando las muestras eran humedas
que en las secas, de hecho, se demostré que era
recuperable durante al menos 547 dias cuando
se guardaban muestras humedas en bolsas de
plastico y se conservaban a temperatura
ambiente. También se descubrié que era
detectable hasta pasado el transcurso de 7 dias
en las muestras que se encontraban en un
espacio exterior sin lluvia(35).

Se puede analizar el ARNm mediante la técnica
RT-PCR combinando la utilizacién de la
trancriptasa inversa para convertir ARN en ADN
complementario con la posterior amplificacion
de los acidos nucleicos mediante una PCR o
reaccion en cadena de la polimerasa. La PCR
permite amplificar el material genético para
analizar el ADN de la muestra, en este caso el
obtenido a través de la transcripcion inversa del
ARNm. Para ello es necesario el ADN molde,
nucledétidos, cebadores (llamados
habitualmente “primers”), una ADN polimerasay
un pH y temperatura adecuados que se
consiguen gracias al tampon y al termociclador.
La primera fase consiste en |la desnaturalizacion
del ADN exponiéndolo a altas temperaturas de
entre 90-95°C. A continuacion, sucede la fase de
hibridacién, en la que se baja la temperatura
hasta los 40-60°C para conseguir la unién de los
cebadores. Por ultimo, se realiza el proceso de

extension, en el que la ADN polimerasa
incorpora nucleétidos a la cadena molde de ADN
desnaturalizada previamente en el extremo 3'.

Las ventajas de este método sobre los analisis
bioquimicos tradicionales son las siguientes: la
posibilidad de coextraer ADN y ARN de la misma
muestra, una mayor especificidad, mayor
rapidez a la hora de realizar la prueba, menor
consumo de recursos. Ademas, existe la
posibilidad de realizar un analisis
semiautomatico y simultaneo de distintas
pruebas ya que usan un formato inicial comun,
permitiendo que estos tests sean menos
operador-dependientes. Otra capacidad de la
RT-PCR es la deteccion de ARNm en muestras
tanto de semen (con presencia de
espermatozoides) como de fluido preseminal
(con ausencia de espermatozoides)(36).

Entre los marcadores utilizados en esta técnica
se encuentran los siguientes. Para los
espermatozoides se pueden utilizar protaminas
(proteinas implicadas en la condensacion de la
cromatina durante la formacién de los
espermatozoides), concretamente la protamina
2, ya que aporta mejores resultados en la
transcripcion del ARNm que la protamina 1.
Independientemente de esto, ambas han
demostrado una alta especificidad en la
deteccion de espermatozoides y manchas de
semen, dado que son marcadores que no se
encuentran en manchas de sangre (tanto
circulatoria como menstrual), saliva o tejido
endometrial. Para el fluido preseminal se usan
las transglutaminas (TGMs), que son proteinas
que se encuentran por los distintos tejidos del
organismo. En concreto, la transglutaminasa 4
(TGM4) es especifica de la prostata y por ello es
la elegida para el andlisis del fluido preseminal
(37).

La principal limitacion de este método es la
mayor inestabilidad de las proteinas del ARN en
comparacién con el ADN, debido a la ubicuidad
de las ARNasas. Pero gracias a los avances en
estudios descritos anteriormente, se ha
descubierto que llevando a cabo técnicas en las
que se aisla a la vez ADN y ARN procedente de
la misma muestra, se pueden evitar estas
limitaciones. Esto permite que a pesar de
obtener manchas heterogéneas de distintos
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fluidos, al analizarlos se pueda distinguir cual es
su procedencia(38).

La RT-PCR también sirve para la deteccion de
otros fluidos biol6gicos tales como la saliva o la
sangre. Esta ultima tiene una gran importancia
en la ciencia forense, sobre todo en los casos de
violencia sexual, ya que permite diferenciar la
sangre procedente del aparato circulatorio, que
podria aparecer en el escenario del crimen tras
un traumatismo, de la sangre de origen
menstrual (39).

4.3.1.2. Basados en ARNmi.

Los microARN son ARNs monocatenarios,
pequefios, no codificantes, de entre 19 y 25
nucleoétidos, que se unen al ARNm para inhibirlo
e impedir la sintesis de proteinas. Los genes que
codifican a los ARNmi se pueden encontrar en
exones e intrones, de manera que aparecen
patrones especificos para cada tejido(40).

Para el estudio de los fluidos corporales en
genética forense se realiza una secuenciacion
de ARNmi a partir de perfiles de STR de la
muestra. Para ello se transcribe el ARN a ADNc
(ADN complementario), que posteriormente se
purifica mediante electroforesis. EI método
elegido para llevar a cabo la deteccion es el
mismo que el del ARNm, una RT-PCR. Mediante
este analisis se diferencian con facilidad los
niveles de expresion en sangre, saliva y semen;
ya que los ARNmi son especificos de cada tejido
y alavez son diferentes entre individuos(41).

Las ventajas del ARNmi es que esta protegido
frente a las ARNasas y que tienen altos niveles
de expresion. Muestran una gran estabilidad
ante condiciones ambientales adversas (como
cambios de temperatura o radiacién UV). Sin
embargo, su analisis aun es una técnica
emergente, y es necesario elaborar una técnica
estandar que aporte reproductibilidad y fiabilidad
para poder aplicarlo en la practica forense (42).

Existen diferentes tipos de marcadores para
cada tipo de fluido corporal permitiendo que se
puedan distinguir entre ellos. Concretamente del
semen hay una gran cantidad de ARNmi

especificos, destacando los siguientes: miR-
888, miR-10by miR135a(43).

4.4.BASADOS EN LAMETILACION DELADN.

El proceso de metilacion del ADN consiste en la
union covalente de un grupo metilo (CH,), cedido
por la S-adenosil metionina (SAM), al carbono 5
de la citosina, siendo esta reaccion catalizada
por las ADN-metiltransferasas (DNMTs). Esta
unién sucede en las zonas del ADN donde se
encuentran los dinucleétidos de citosina y
guanina (CpG), que se agrupan formando las
“‘islas CpG”. Dentro de las funciones de la
metilacion del ADN destacan las siguientes:
capacidad de inhibir la expresién de genes,
inactivacion del cromosoma X, proteccion del
genoma de la transcripcién y tiene cierta
actividad en la huella genémica o “imprinting”.
Asi mismo, errores en la metilacion del ADN
estan implicados en el desarrollo de diferentes
enfermedades tales como cancer, diabetes,
desordenes psicolégicos y enfermedades
autoinmunes(44).

Para el analisis de estos patrones de metilacion
del ADN es necesario llevar a cabo un
tratamiento del ADN mediante bisulfito, que
permite diferenciar posteriormente mediante
secuenciacion o minisecuenciacion aquellas
citosinas metiladas de las no metiladas.
Posteriormente se calcula el nivel de metilaciéon
de los diferentes loci analizados, lo que nos
permitira inferir el tejido de origen mas probable
de la muestra, ya que es un método que permite
identificar diferentes fluidos al mismo tiempo
(45).

Las ventajas de este método son las siguientes:
posibilidad de crear un procedimiento
estandarizado, sencillo y potencialmente
automatizable (debido a que no es observador
dependiente), en el que se evita el consumo de
pruebas potenciales, ya que sélo es necesaria
una pequefia porcion de ADN. Todas estas
caracteristicas, junto con la alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de semen,
permiten conseguir una reduccién de los costes.
Ademas, destaca la mayor estabilidad del ADN
en comparacién con las proteinas utilizadas en
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otros métodos. También cabe destacar la
posibilidad de analizar varios fluidos diferentes a
lavez enlamisma prueba.

La principal desventaja es que es un método que
se basa en la cuantificacion de la metilacion en
diferentes marcadores, lo cual supondria un
problema en muestras contaminadas o mezclas
de diferentes fluidos; mientras que otras
técnicas, como por ejemplo el analisis al
microscopio si que permiten la deteccion de
semen independientemente de que sea un
componente minoritario dentro de la mezcla
(46). Debido a esto, en caso de obtener
resultados no concluyentes, se podria utilizar el
analisis visual para confirmar la existencia de
semen. También hay que tener en cuenta que se
pueden producir falsos positivos en los casos en
los que el individuo sea azoospérmico (47).
Ademas, la conversion con bisulfito es una
técnica muy agresiva que fragmenta el ADN y
reduce su complejidad, porlo que las cantidades
de ADN inicial requeridas son mayores que para
los analisis de ADN destinados a la obtencién de
un perfil identificativo.

Para laidentificacion de los fluidos corporales se
emplean los tDMR (tissue-specific Differentially
Methylated Region), que son regiones del ADN
que muestran diferentes patrones de metilacién,
siendo especificos de cada tipo de tejido y
permitiendo la diferenciacion entre ellos. Dentro
de los marcadores que actualmente estan
siendo estudiados para la identificacion de
semen destacan FGF7, DACT1, USP49 y
ZC3H12D por su elevada especificidad, sin
embargo, aun se necesitan mas estudios para
su correcta aplicacion en la genética forense
(48). Una de las técnicas novedosas que se
podria emplear es la MPS, que es capaz de
combinar la deteccion de marcadores de
diferentes tejidos (49), y ademas resulta util a la
hora de estimar el tiempo que lleva la manchaen
una determinada superficie y para determinar la
edad del donante (50).

Otras utilidades de la metilaciéon del ADN
adicionales a la identificaciéon de fluidos
corporales son las siguientes: determinacion de
la edad del donante de la muestra, deteccion de
ADN artificial y distincién de gemelos
monocigoticos(51).

4.5. MICROBIOMAS.

Es una técnica emergente de la que aun no
existen demasiados estudios. La definicion de
microbioma es la comunidad de
microorganismos con sus elementos genéticos
que ocupan un habitat especifico. Para su
estudio se utiliza técnicas como la MPS que
permite el analisis simultaneo de las secuencias,
siendo posible combinar un gran numero de
muestras y marcadores, y se estudia la
presencia de los diferentes organismos en la
muestra utilizando loci que permiten diferenciar
especies (52). Las posibles aplicaciones de los
microbiomas en genética forense son las
siguientes: determinar la procedencia
geografica, ancestralidad y estilo de vida del
individuo del que procede la muestra,
determinar el fluido biolégico presente en el
vestigio, determinar la causa y fecha de muerte,
investigar crimenes de bioterrorismo o buscar
indicadores de agresion sexual (53).

Las bacterias que aparecen
predominantemente en el semen son:
Prevotella, Lactobacillus y Pseudomonas (54).
Actualmente, falta aun mucha investigaciéon
respecto a las muestras de semen. Para poder
implementar su aplicacion generalizada al
mundo de la genética forense se deben
establecer protocolos estandar sobre la
recoleccion y mantenimiento de las muestras,
que posteriormente tendran que ser validados.
También es necesaria la creacién de una base
de datos fiable y completa para poder interpretar
los resultados correctamente (55).

Los estudios mas avanzados actualmente se
basan en el analisis del microbioma de la piel, la
saliva o los fluidos vaginales para la
identificacién de individuos(56).

5. ANALISIS NUEVAS TENDENCIAS.

Dentro de este apartado el objetivo es describiry
clasificar las tendencias de los nuevos ensayos
que han sido desarrollados durante los ultimos 5
afos para la deteccion de fluido seminal y que
permiten mejorar la sensibilidad y especificidad
de los métodos habituales.
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En primer lugar, los 36 estudios se han
clasificado en funcion de la metodologia
utilizada descrita previamente en el apartado 4,
dando lugar a los siguientes resultados (Figura
8):

* Inmunocromatograficos: 2

* Espectrometriade masas: 2

¢ Metilacionde ADN: 8
¢ ARNmI: 8
¢ Microbiomas: 3

¢« mRNA:13

AMALISIS NUEVAS TENDENCIAS

Figura 8. Clasificacion en funcién de la metodologia utilizada de los nuevos
ensayos de deteccion de fluido seminal desarrollados en los ultimos 5 afios.

De los métodos inmunocromatograficos sélo
se han encontrado dos estudios, uno basado en
reacciones antigeno-anticuerpo y otro en
métodos de fluorescencia, pero ambos utilizan
la semenogelina como biomarcador del fluido
seminal.

En relacion con la espectrometria de masas,
ambos estudios emplean como biomarcador
seminal la semenogelina-2 y que basan su
accién enladigestion de la tripsina.

En la actualidad los métodos mas ampliamente
investigados son los basados en biologia
molecular, incluyendo la metilacion de ADN, el
estudio de los microbiomas y la deteccion de
ARNmMmi, y destacando el estudio de los ARNm.
Se han identificado una serie de biomarcadores
de ARNm que son especificos del fluido seminal,
siendo los mas utilizados: PRM1, PRM2 Y
SEMG-1.

En cuanto a los ARNmi, destaca la gran
cantidad de diferentes marcadores identificados
para la deteccion de fluido seminal, siendo el de
uso mas generalizado el miR-888-5p, y
empleando generalmente la técnica de RT-
gPCR.

Para los ensayos basados en metilacion del
ADN, todos los estudios incluyen marcadores
especificos de la saliva en adiccién al semen.
Los marcadores de fluido seminal mayormente
empleados son SE3 y SE4. Las pruebas que
estan siendo mas utilizadas son el ensayo de
metilacién multiplex mediante
minisecuenciacion o SNaPshoty la ARMS-PCR
(ampilification refractory mutation system-PCR),
previa conversion del ADN con bisulfito.

De entre los métodos basados en biologia
molecular, el que cuenta con menos estudios
publicados recientemente es el analisis de los
microbiomas, esto se debe a que abundan los
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estudios referentes a otros fluidos de
importancia bioldgica, sin embargo, su
capacidad de analizar la presencia de semen
aun esta siendo investigada. Las bacterias mas
frecuentemente detectadas en el fluido seminal
son los Staphylococcus y los Corynebacterium,
empleando para ello la amplificacion de 16S
ADNr (ADN recombinante).

La tendencia generalizada entre las
metodologias basadas en biologia molecular es
que los ensayos permitan la diferenciacion
simultanea de otros fluidos de importancia
bioloégica, destacando: fluido vaginal, sangre
venosa, sangre menstrual y saliva.

Otros fluidos menos utilizados son: heces, piel,
orina y secreciones nasales. Es sumamente
importante este gran avance, ya que al poder
analizar diferentes fluidos al mismo tiempo se
consigue reducir la cantidad de muestra
necesaria, y con ello, disminuir el tiempo de
realizacion de la prueba y también los costes.

6. CONCLUSIONES.

La detecciéon de fluido seminal es de extrema
importancia en la genética forense, destacando
su papel en los casos de investigaciones
relacionadas a delitos sexuales, ya que
confirmar la naturaleza del fluido puede ser un
elemento crucial en la reconstrucciéon de los
hechos.

Las técnicas de microscopia optica y las luces
forenses UV han sido y siguen siendo
ampliamente utilizadas, pero son altamente
dependientes de la habilidad y experiencia del
investigador. Las técnicas
inmunocromatograficas para la deteccion de
fluido seminal, tales como la deteccion de la PSA
o de la semenogelina, son altamente sensibles y
por ello son las mas ampliamente utilizadas en
los laboratorios de genética forense.

Los métodos de identificacion de fluido seminal
que estan siendo mas ampliamente estudiados
en la actualidad son los basados en biologia
molecular, especialmente la deteccion de
mRNA, en ensayos de tipo multiplex que

incluyen varios targets para la deteccion de
fluido seminal y otros fluidos de interés en
genética forense.

Los métodos basados en biologia molecular
permiten la identificacion simultanea de varios
fluidos corporales en un mismo ensayo,
reduciendo la cantidad de muestra utilizada, lo
que evita tener que priorizar unos analisis frente
a otros en casos en los que el vestigio biolégico
es limitante. Sin embargo, para su aplicaciéon en
la rutina forense se requiere un mayor
desarrollo, estandarizacion y validacion.
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