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INTRODUCCION



Cuando sin méritos propios se pertenece a una Catedra de tan rancio
abolengo como la de Medicina Legal de la Facultad de Medicina de Va-
lencia, regentada por el Profesor y Maestro Dr. D. Leopoldo Lépez Gémez,
puesto que no sélo es poseedor de los conocimientos de una disciplina,
con docencia oficial, sino que ademds ensefia, haciendo del discipulo no
un almacén y si un productor, obliga a los que tenemos la posibilidad de
colaborar con €l, a trabajar con todo nuestro esfuerzo ¥y a no permanecer
como sarmientos secos, sino como tallos vivos capaces de dar fruto. Con-
vencido de esta necesidad surgié el motivo de realizar esta tesis doctoral.

Conocida mi idea, encontré inmediatamente eco favorable para el des-
arrollo de la misma. Durante los avatares surgidos en su gestacién he
hallado en el profesor Lépez Gémez, sincero celo y amor al discipulo, ilus-
trdindome, dirigiéndome y animédndome para llevar a buen puerto el trabajo
propuesto. Mi m4s sincera gratitud, pues su recia y vigorosa vocacién
cientifica es mi mejor padrinazgo.

Desde aqui también, mi sincero reconocimiento al Profesor Gisbert
Calabuig, Catedratico de Medicina Legal de Granada, por aquel entonces
Profesor adjunto de la misma Disciplina en Valencia, cuya sélida prepa-=
racién y capacidad de observacién, servidas con un criterio de absoluta
imparcialidad, tanto me han ayudado en la resolucién de algunos de los
escollos surgidos durante la iniciacién de este trabajo.

Este trabajo ha sido para mi estimulo y no molestia, y si los resultados
obtenidos ‘son pobres es tnicamente debido a la cortedad de mis conoci-
mientos y a mi falta de facultad critica.

Con mi trabajo pretendo aportar mi grano de arena al comprometido
y extenso campo de la Medicina Legal en el problema del Diagnéstico
Especifico de las Manchas de Sangre, capitulo éste sobre el cual mucho
y excelente se ha publicado, pero que a medida que las técnicas comple-
mentarias se perfeccionan, mueve al estudioso a intentar aplicarlas a la
Medicina Legal, para ver si es posible, mejorar y facilitar la resolucién de
problemas fundamentales. '



DIAGNOSTICO ESPECIFICO DE LAS MANCHAS DE SANGRE

ANTECEDENTES

La Mancha, como la huella, es un,vestigio de primera categoria; ahora
bien, mientras que en la huella lo que interesa es la forma, en la mancha
interesa su naturaleza o materia de que estd constituida. El diagnéstico
especifico de las manchas de sangre ocupa un importante capitulo en la
Medicina Legal criminalistica. Es cuestién amplia, que frecuentemente
plantea problemas en la praictica médico legal corriente.

Dos cuestiones se plantean en presencia de una mancha que parece
-estar constituida por un liquido biolégico: 1.° Determinar su naturaleza,
es decir, saber si nos encontramos én presencia de una mancha de sangre,
esperma, moco, etc. Esta cuestién se resuelve, por una parte, por una serie
de pruebas histolégicas, microquimicas o fisicas, y por el descubrimiento
de ciertos elementos caracteristicos, hemoglobina, espermatozoides, célu-
las del epitelio vaginal que permitan identificar las manchas de sangre,
esperma y moco vaginal. 2.° Determinar el origen bioldgico, es decir, el
saber si el origen es humano o animal. Esta segunda cuestion presenta
dificultades mucho mds grandes.

Los primeros intentos para resolver esta segunda cuestién, en lo que
respecta a las manchas de sangre, y que es el objeto de nuestro trabajo,
consistieron en calentar la presunta mancha con 4cido fosférico y segin
el olor que se percibia perteneceria a una especie animal u otra. Posterior-
mente fueron utilizdndose diversas técnicas que para mayor claridad clasi-
ficaremos en técnicas fisicas y bioldgicas.

— i1 —



JOSE LUIS GARCI MONTESINOS

TECNICAS FISICAS

ESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS HEMATIES

Los glébulos rojos son elipticos en las. aves, reptiles batriceos y peces.
Los mamiferos tienen los glébulos rojos circulares, excepto los camélidos.
Dentro de los redondeados y carentes de nicleo, la medicién del didmetro
permite diferenciar los hematfes de los distintos mamiferos. Pero en la
mayoria de las peritaciones, no podemos extraer hematies integros y sin
deformar; por otra parte, pueden aparecer en el hombre hematies nuclea-
dos, y la dispersi6én en los valores de los didmetros es demasiado pequena
de unas a otras especies, aparte las variaciones individuales en la especie
humana.

MICROQUIMIA DE LA HEMOGLOBINA

La cristalizacién de la hemoglobina obtenida por el procedimiento de
la saponina de Amantea, estd todavia muy lejos de suministrar datos segu-
ros en el campo de la aplicacién médico legal, pues aparte de requerir
una sangre donde no se haya iniciado la separacién de la globina (muestras
muy recientes) y una delicada técnica de cristalizacién (pues se trata de
una molécula grande), precisa profundos conocimiento de interpretacién
cristalogréfica.

ESPECTROSCOPIA DE LA CLOROHEMOGLOBINA

La especificidad de la sangre se puéde manifestar también en el espec-
trograma. Ya Sorby, en 1876, habfa demostrado que los espectros de las
diversas hemoglobinas no eran iguales. Vles llama de nuevo la atencién
sobre esta cuestién, y mds tarde Barcroft comprueba que los estudios de
Sorby no estaban exentos de razén. La espectroscopia de la clorohemo-
globina requiere igualmente trabajar sobre sangre muy reciente e inmodi-
ficada y la valoracién de las intensidades relativas de sus cuatro bandas
de absorcién (que es lo que permite la identificacién de la especie), supone
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el empleo de aparatos costosos y la posesién de una técnica depurada.
Todo ello fuera del alcance del Médico Forense préctico. No obstante
reconocer que este finfsimo medio analitico puede ser un excelente control
de la prueba biolégica.

Por todo ello nos vemos obligados a emplear los métodos biolégicos.

TECNICAS BIOLOGICAS

A principios de siglo, los descubrimientos de Bordet permitieron a
Uhlenhuth introducir en la praictica médico legal los métodos inmunolé-
gicos recurriendo a la reacci6n antigeno-anticuerpo. La publicacién origi-
nal de Uhlenhuth data de 1901 y la revisién de conjunto de 1905. Casi
simultdneamente, Wassermann expuso idénticos resultados ante la Socie-
dad de Fisiologia de Berlin.

El hecho biolégico fundamental en que estd basada la reaccién de
Uhlenhuth es la propiedad que adquiere el suero sanguineo de un animal
inyectado con un liquido albuminoso de una especie animal diferente, de
precipitar las albiminas procedentes de la misma especie que proporcioné
las albiminas inyectadas. " A

Precisa, pues, la preparacién de un suero precipitante o antisuero que
serd el reactivo que hemos de emplear para el diagnéstico especifico de
la sangre de una mancha.

En 1905 Neisser y Sachs aplicaron a los fines médico legales la reac-
cion de desviacion de complemento de Bordet y Gengou, basada en el
principio siguiente: Un animal que ha recibido inyecciones intraperito-
neales de glébulos rojos (antigeno) de otro animal, posee un suero que
tiene la propiedad de hemolizar los hematies de la misma especie que
aquellos que le han sido inyectados. La propiedad nueva de este suero
es debida a la presencia de dos principios: la sensibilizatriz o ambeceptor
y la alexina o complemento. El método de la desviacién del complemento
se funda en el hecho de que cuando sobreviene la reaccién entre el anti-
geno (hematies) y el amboceptor hemolitico (suero inmune inactivado), el
complemento queda fijado. La fijacién del complemento puede verificarse
cuando se usa como antigeno proteinas como las que se encuentran en
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los extractos de sangre de una mancha y como amboceptor el suero anti
correspondiente.

Este fenémeno no es visible, y precisa para poner en evidencia esta
fijacién del complemento, colocar un segundo sistema antigénico incom-
pleto, o sea, hematies y suero hemolitico. Si el complemento quedé fijado
en el primer sistema no tendri lugar la hemdlisis en el segundo (fenémeno
bien visible), y por el contrario, si en el primer sistema antigénico quedé
libre el complemento (por no corresponderse el antigeno y el anticuerpo),
se fijara al segundo sistema y la hemdlisis sera evidente. En resumen, si se
produce hemdlisis indica que el antigeno (mancha) y el suero precipitante
utilizado no se corresponden antigénicamente. Si no se ha producido hemé-
lisis hay correspondencia antigénica entre la mancha y el suero precipi-
tante, indicando éste la especie animal correspondiente a las albiminas
que componen la mancha analizada.

También pertenecientes al grupo de las reacciones antigeno-anticuerpo
{como la reaccién de Uhlenhuth) es el método anafilictico o reaccion Pfeif-
fer, con la caracteristica de practicarse no in vitro sino in vivo. El fené-
meno de la anafilaxia descubierto por Richet y definido por Von Pirquet
fue aplicado a la medicina legal por Pfeiffer, Uhlenhuth, Thomsen y
Sleeswijk, quienes, independientemente los unos de los otros, demostraron
que era posible, mediante esta reaccién, el reconocimiento especifico de
las proteinas.

Como su nombre indica, dicha reaccién estd fundada en el fenémeno
de la anafilaxia, y en la prictica, consiste en inyectar a un animal, el
cobaya (animal reactivo de la anafilaxia), albiminas de otra especie. Des-
pués de cierto tiempo (15 a 20 dias) se practica otra inyeccién con las
albiminas cuya procedencia se quiere averiguar. Si estas albiminas perte-
necen a un animal de la misma especie que aquel cuyo suero se utiliz6
en la primera inyeccién, aparecen graves accidentes anafilicticos de inten-
sidad variable, pero en los que el fenémeno de la hipotermia es constante
y caracteristico.

La reaccion de eritroaglutinacion de Marx y Ehrenrooth consiste en
poner en presencia del extracto de la mancha los hematies del observador,
haciendo a continuacién un examen microscépico, poniendo de manifiesto
la aglutinacién o no de los hematies. Esta reaccién merece citarse como
recordatorio histérico, ya que el fenémeno de la isoaglutinacién de Lands-
teiner suponia un error que desvirtuaba todo el valor de la citada reaccion,
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aunque también hay que recordar que la modificacién de Lattes utilizando
hematies del grupo O (refractarios a la isoaglutinacién) devolvié en parte
la validez perdida.

En 1955 Vacher, Sutton, Derobert, Moullec, Ruffie y Ducos, propu-
sieron un nuevo método para identificacién de la sangre humana: La
inhibicion de la antiglobulina. Se funda este método en la existencia, den-
tro del sistema Rh, de anticuerpos bloqueantes o aglutininas incompletas
y que se unen a los hematies correspondientes bloquedndolos.

El método de la inhibicién de la antiglobulina humana experimentado
por Wierner, aplicado al estudio de las manchas de sangre por Allison
y Morton en 1953 y por Anderson en 1954, fue aplicado en medicina legal
en 1955 por Vacher, Sutton, Derobert, Moullec, Ruffie y Ducos. Este mé-
todo tiene como principio el que los glébulos rojos, “sensibilizados” por
contacto con un suero conteniendo anticuerpos incompletos, no se aglu-
tinan. La adicién de antiglobulina antihumana (suero antihumano obteni-
do inyectando al conejo la fraccién globulinica del suero humano) pro-
duce la aglutinacién. Ahora bien, si este suero antiglobulina ha estado
en contacto con albimina humana, al afadirlo a los hematies recubiertos
con anticuerpos incompletos, la aglutinacién no se produce: la antiglobu-
lina ha sido inhibida. .

En 1956 Ducos propuso el método de la hemoaglutinacion pasiva. Se
funda en el hecho demostrado por Boyden en 1950, de que los hematies
tratados por el dcido tdnico adquieren la propiedad de fijar ciertas protei-
nas y que los hematies asi tratados, al reaccionar con un suero antiglo-
bulina humano, se aglutinan si la mancha estaba constituida por sangre
humana.

Todos estos métodos anteriormente resefiados tienen sus ventajas e
inconvenientes.

La reaccién de precipitacién tiene una especificidad y sensibilidad por
todos reconocidas, no se altera en nada por los efectos del aire, la luz,
la sequedad o el frio; la putrefaccién sélo la impide cuando se han degra-
dado totalmente las albtiminas. La antigiiedad tampoco altera su sensi-
bilidad, y asi Hanseman ha obtenido reacciones positivas con tejidos de
momias de 4.000 afios.

Frente a estas ventajas, la reaccién de precipitacién presenta incon-
venientes: Uno de ellos es el que la lectura, bien en tubos de hemdlisis
o en tubos especiales de Uhlenhuth, conlleva una importante apreciacién

—_—15 —



JOSE LUIS GARCI MONTESINOS

subjetiva; otro, que en ocasiones la solucién de antigeno no es limpia
o el inmunosuero es ligeramente lactescente, y siendo la reaccién un fené-
meno de enturbiamiento y precipitacidn, la apreciacién de la positividad
resulta dificultada si la maceracién es turbia, y un tercer inconveniente es
que la fotografia de los tubos con las reacciones es siempre dificil, siendo
necesario recurrir a artificios técnicos, cosa no facil, salvo en laboratorios
muy especializados. Finalmente, y como principal inconveniente, la espe-
cificidad de grupo, es decir, que un suero que precipita la sangre humana
precipita asimismo, aunque en menor grado, la de los cuadrumanos supe-
riores: un suero que precipta la sangre de caballo precipita también la
de asno, etc. .

Ahora bien, la relatividad de la especificidad del suero precipitante
puede ser suplida por su sensibilidad; empleando diluciones extremas de
sangre, un suero precipitante para la sangre humana proporcionard una
reaccién netamente positiva con la sangre humana, ligera precipitacién
con la de monos superiores y sélo enturbiamiento ligero con la de sangre
de monos inferiores, pero con la de otros mamiferos se obtendrd una
reaccién negativa. Por ello deben emplearse en la practica médico legal
soluciones muy diluidas de sangre y sueros de alto poder precipitante.

A pesar de todo no puede evitarse que las albiminas de los animales
mas préximos en la escala zooldgica, concedan resultados equivocos, y
para soslayarlo se han descrito diversos métodos que -enumeraremos su-
cintamente :

A) METODO DE LA SATURACION ESPECIFICA (WEICHARTD)

El suero antihumano es saturado de suero de mono mientras precipite ;
cuando no precipita se centrifuga y el liquido claro se usa como suero pre-
cipitante que no es capaz de producir el error expuesto.

B) METODO DE LAS PRECIPITACIONES SERIADAS (CASTELLANI)

Se pone el extracto de la mancha en contacto de suero antimono, se
centrifuga y al liquido se afiade suero antihumano; con la primera preci-
pitacién se ha eliminado del extracto de la mancha todo lo que hubiera
en ella de antigenos de grupo, por lo que si hay precipitacién en la segun-
da se deberd exclusivamente a las albiminas de procedencia humana.
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C) PREPARAR EL SUERO ANTIHUMANO EN EL MONO (UHLENHUTH)

Basado en que ningin animal produce anticuerpos para sus propias
albiiminas.

D) COMPROBACION NEFELOMETRICA DE LA INTENSIDAD DE LA REACCION
(GRADWOHL)

El fundamento del método consiste en medir el grado de turbidez de
la reaccién de precipitacién, trasformdndola de cualitativa en cuantitativa.
Se utiliza para ello el Fotorefectémetro de Libby, que detecta las particu-
las suspendidas en la solucién. La luz reflejada por dichas particulas incide.

* sobre una célula fotoeléctrica, generando una corriente que desvia pro-
porcionalmente la aguja del galvanémetro, de tal suerte, que si la reaccién
se practica con soluciones crecientes de antigeno y fijas de antisuero, la
suma de las turbideces medidas fotoeléctricamente con dicho aparato nos
darj el total de la reaccién. Como es légico suponer el grado de turbidez
serd mayor en las reacciones especificas que en las de grupo.

Finalmente, y con el fin de acrecentar la sensibilidad de la reaccién
de precipitacién, han sido propuestos diferentes métodos, asi Hanser pro-
pone el examen de la reaccién en tubo capilar; Derobert y colaboradores,
la ultracentrifugacién destinada a aumentar la accién de la globulina res-
ponsable de la formacién del precipitado; Huber, el examen microscépico
del precipitado, y Szollosy y Rengei, la utilizacién de un enzima proteo-
litico para la constatacién especifica de la sangre.

Por todos los inconvenientes resefiados es por lo que se han buscado
nuevos métodos para la identificacion de la sangre humana, y de todos
ellos la inhibicién de la antiglobulina es a nuestro juicio el mejor, junto
con la reacciéon de Uhlenhuth. Decimos esto porque la técnica de la inhi-
bicién de la antiglobulina es de empleo ficil, concede resultados muy
precisos, reducen a nada la interpretacién subjetiva y posee una segura
especificidad -semejante a la reaccién de precipitacién. Sin embargo, los
reactivos necesarios s6lo pueden obtenerse de un centro de transfusiones
bien equipado.
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PROPOSITOS DEL PLAN DE TRABAJO

La finalidad del presente trabajo es la de averiguar-si por medio de la
electroforesis en papel del liquido restante, tras haber practicado la reac-
«cién de Uhlenhuth, era posible continuar diferenciando de una manera
especifica (valorando las alteraciones en los porcentajes de las distintas
fracciones proteicas) una mancha de origen humano de una de origen
animal. '

Era légico pensar que si un estracto de mancha de origen humano
tratado con un inmunosuero antihumano de conejo produce una reaccién
de Uhlenhuth positiva, es decir, un precipitado evidente (expresién de la
correspondencia antigeno-anticuerpo) y que ese mismo inmunosuero pues-
to en contacto con un estracto de mancha de otra especie animal daba una
reaccién negativa (ausencia de precipitado), la electroforesis en papel del
liquido sobrenadante tras la centrifugacién deberia continuar mostrando,
en ambos casos, una diferencia. Segiin esto seria posible afirmar ante una
curva electroforética su procedencia humana o animal.

Al reunir bibliografia sobre el tema, se vio que Luigi-Ambrosi habia
publicado en Giornale de Medicina Legale Infortunistica e Tossicologia
(Vol. III, nim. 4, Diciembre 1957), un trabajo titulado “El método elec-
troforético en hematologia Forense”.

La idea base es la misma, pero la técnica seguida es completamente
distinta, ya que L. Ambrosi trabaja sobre el precipitado y en el estudio
presente se ha partido del liquido sobrenadante.

Este trabajo ha sido completado estudiando: 1.° La reaccidn de
Uhlenhuth, no en tubo de ensayo, sino en Agar, con el fin de ver si era
posible obviar algunos de los inconvenientes que la cldsica reaccién de
Uhlenhuth conlleva, a saber:

@) Que la lectura en tubo de Hemolisis conlleva una importante apre-
ciacién subjetiva.
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b) Que la solucién de antigeno no es siempre limpia, y siendo la
reaccién un fenémeno de enturbiamiento y precipitacién, la apreciacién
de la positividad resulta dificultada si la maceracién es turbia.

¢) El que el extracto de mancha hay que diluirlo de una manera bas-
tante empirica.

2° Estudio inmunoelectroforético de los extractos de mancha huma-
na, comparindolos con los extractos de mancha de animales superiores
(monos) para ver si era posible evitar la especificidad de grupo, y ver
- de precisar qué constituyentes de la mancha persisten y por tanto cuél es
el elemento que interviene en la reaccion, y qué alteraciones se produ-
cen a medida que la mancha envejece. '

Los estudios inmunoelectroforéticos, cada vez mds interesantes y suges-
tivos por el dilatado campo de posibilidades que descubren, no constitu-
yen en Espafia, todavia, métodos corrientes de investigacion, quizd por
llevar consigo, a la par de una técnica complicada, un elevado coste de los.
elementos necesarios para su realizacién.

Como se ha dicho, su técnica es delicada, requiere gran paciencia y
habilidad, aparte de acertados conocimientos tedricos para su correcta
interpretacidn.

Muchas horas han sido dedicadas a este menester, grandes los sinsa-*

bores que su aprendizaje nos ha acarreado, pero todo ello compensado
con creces por la satisfaccién que supone haber conseguido para Valencia
las primicias de estos estudios en la Cdtedra de Medicina Legal.

— 20 —
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-MARCHA EXPERIMENTAL

A) OBTENCION DEL SUERO ANTIHUMANO

Si uno de los reactivos que hemos de emplear para el diagnéstico espe-
cifico de la sangre de una mancha es un suero precipitante, nuestra pri-
mera tarea consisti6 en obtener un suero antihumano.

En la obra Técnica Médico Legal (Criminalistica) del Profesor Lépez
Goémez se hace constar la dificultad progresiva que se ha observado en
la obtencién de sueros precipitantes para la practica de la reaccién de
Uhlenhuth sin que a ciencia cierta pueda saberse el motivo. Para orillar
esta dificultad, y con el fin de conseguir un suero de alta titulacién, se
han seguido las técnicas siguientes: '

1.° Técnica del Instituto de Serologia de Bucarest

Teniendo en cuenta de que no todos los animales son capaces de pro-
porcionar un suero activo y que en el curso de las inyecciones se puede
perder algin ejemplar, elegimos seis conejos machos de un peso aproxi-
mado de dos kilos. El suero humano utilizado para las inyecciones endo-
venosas provenia siempre de varios individuos. El ritmo de las inyecciones
fue el siguiente:

1.* inyeccién: 4 c. c. de suero.

2.2 inyeccién (a los cinco dias): 4.c. c. de suero.

3.® inyeccién (a los cinco dias): inyeccién desensibilizante de 1 c. c.
de la dilucién de suero al 1/10.

4.* inyeccién (una-dos horas después): 4 c. c. de suero. :

5.* inyeccién (a los cinco dias): inyeccién desensibilizante de 1 c. c.
de la dilucién de suero al 1/10.

6.* inyeccién (una-dos horas después): 4 c. c. de suero.
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A los ocho dias, sangria de prueba. Si el titulo precipitante es sufi-
ciente, se sangra y se recoge el suero precipitante. En caso contrario, se
deja descansar al conejo dos meses, pasados los cuales se le inyecta de
nuevo 1 c. c. de la dilucién de suero al 1/10 y luego un c. c¢. de suero puro.
Ocho dias después, nueva sangria de prueba. Si el titulo no es todavia sufi-
ciente, se le inyectan 10 c. ¢. de suero puro previa desensibilizacién.

22 Técnica de V. Pérez Argilés y J. M.* Bastero Beguiristain

Se utiliza el plasma humano desecado lidfilo y gamma globulina,
siguiendo la técnica siguiente:

1.* inyeccién. Inyeccién endovenosa de 14 c. c. de plasma humano
liéfilo en disolucién.

2.* inyeccién (cinco dias después): 14 c. c. de plasma humano liéfilo
en disolucién.

3.* inyeccién (a los cinco dias): si el descenso de peso del conejo no
es alarmante, 14 c. ¢. de plasma endovenosos. En caso contrario, 14 c. c.
subcutdneos.

4.* inyeccién (a los cinco dias): 14 c. c. de plasma humano subcutdneos
y 81’25 mgr. de globulina gamma en inyecciéh intraperitoneal.

5.* inyeccién (a los cinco dias): 14 c. c. de plasma humano subcutdneos
y 81’25 mgr. de globulina gamma intraperitoneal.

6.* inyeccion (a los cinco dias): 7 c. ¢. de plasma humano subcutdneos
y 162,5 mgr. de globulina gamma intraperitoneales.

7.* inyeccién (a los cinco dias): 325 mgr. de globulina-gamma intra-
peritoneales. ]

A los ocho dias de la iltima inyeccién se procede a titular, y en caso
de que el titulo sea satisfactorio, se sangra y se recoge el suero precipitante.

El plasma humano inyectado ha sido el procedente de los laboratorios
Grifols y la globulina gamma de la Casa Letti (Frascos con 325 mgr. de
globulina gamma extraida de sangre placentaria).

32 Técnica de Gradwohl

1> Preparar una solucién de suero o plasma humano al 1/10 en suero
fisiolégico (5 ¢ c. de suero o plasma y 45 c. ¢. de suero fisioldgico).

2.° Inyectar 2 c. c. de dicha solucién endovenosos, diariamente du-
rante seis .dias.
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3. Descansar una semana. .

4.° Dos c. c. de dicha solucién intramusculares (para evitar anafilaxia).
Al dia siguiente seguir con 2 c. c. endovenosos (en total, cinco inyecciones).

5.° Descansar una semana.

6.° Repetir otra serie,

7.° Descansar una semana.

8.° Sangrar y titular.

9.° EIl suero obtenido se inactiva a 56° para destruir el complemento
y evitar la contaminacién bacteriana. '

10> Afadir Mertiolato (0’1 c. c. de una solucién al 10 por 100 por
cada 100 c. c. de-suero).

11> Envasar en ampollas de 1. c. c.

Con estas tres técnicas anteriormente resefiadas hemos obtenido un
antisuero con un poder precipitante que oscila entre 1/10000 y 1/30000.
Los titulos mds bajos corresponden a la técnica de Bucarest y los mas
altos a la técnica de Gradwohl. ‘

Como es légico hemos utilizado en nuestras experiencias el antisuero
obtenido con la técnica de Gradwohl. Con la técnica de Pérez Argiles y
Bastero se obtuvieron antisueros cuyo titulo era de 1/20000, que perfecta-
mente podria haber sido utilizado en nuestro trabajo, pero tiene el incon-
veniente de su elevado coste, pues el plasma liofilizado y la globulina
gamma son productos de alto coste en el mercado nacional.

B. ELECTROFORESIS EN PAPEL DE LA REACCION DE UHLENHUTH

De los dos métodos que pueden ser utilizados para practicar la reac-
cién de precipitacién, técnica de la floculacién y técnica del anillo, se ha
utilizado la segunda, porque se requieren pequefias cantidades tanto de
extracto como de antisuero.

Para la prictica de la reaccién se ha utilizado tubo de vidrio de 2 mm.
de diametro y 10 cm. de longitud, uno de cuyos extremos est4 cerrado a
la ldmpara.

Las manchas fueron maceradas en suero fisioldgico durante 24 horas
obteniendo una solucién muy diluida, aproximadamente al 1/1000 lo cual
se conoce por que, agitada fuertemente, da una espuma persistente. Como
generalmente la solucién no es transparente hay que centrifugar y filtrar.

En cada tubo capilar se introduce una columna de 2/3 centimetros del
extracto de la mancha, utilizando una pipeta Pastéur y una columna de un
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centimetro de antisuero. Si la reaccién es positiva a los 5 minutos aparece
una opalescencia en el punto de contacto y en algunos casos, el fenémeno
del doble anillo, cuando la superposicién de antigeno y anticuerpo es cui-
dadosa. A las 24 horas de haber mantenido los tubos a 37° se forma un
precipitado en el fondo del tubo. A continuacién se centrifuga con lo que
dicho precipitado aumenta y el liquido sobrenadante queda transparente
y limpio. :

Del liquido sobrenadante y utilizando una pipeta Shandon para elec-
troforesis, se extrae 0’01 c.c. y con ellos se practica la electroforesis.

El aparato de electroforesis usado ha sido un aparato marca Shandon
que puede trabajar simultineamente con cuba vertical y horizontal.
Aunque la mayoria de nuestros electrocromatogramas han sido obtenidos
con la cuba vertical (pues de todos es conocido que se consigue una sepa-
racién mucho més amplia y correcta) nos hemos visto precisados, dado el
gran ntmero de pruebas realizadas, a utilizar en ocasiones la cuba hori-
zontal lo que explica la cortedad en la separacién de algunos de los elec-
trocromatogramas.

El tampén utilizado ha sido el de veronal, veronal sédico a Ph. 8,6
(veronal sédico 10,33 gr.; veronal 1,84 gr. agua destilada 1000 c.c.). El
papel utilizado ha sido el papel Wathmann n.° 1; voltaje 120 voltios; du-
racién de la electroforesis 12 horas. Terminada la electroforesis las bandas
eran secadas a 100° durante cinco minutos con el fin de fijar los compo-
nentes proteicos. La tincién de las bandas con Amidoschwartz (Colo-
rante proteico que no necesita de un factor de correccién) segin la técnica
siguiente: :

Solucién de tincién: 0,2 gr. de colorante disueltos en 100 c.c. de Meta-
nol con 4cido acético al 10 % (90 c.c. de Metanol y 10 c.c. de 4dcido acé-
tico glacial).

Coloracién: 1. Las bandas son sumergidas durante 10 minutos en
el colorante.

2.° Cuatro bafios de metanol al 50 % con 10 % de acético hasta que
queda blanco el fondo.

.3.° Sumergir las bandas una vez decoloradas en agua acética al 10 %
durante 10 minutos.

4.° Riépido lavado de las bandas decoloradas con agua.

5.° Secar a la estufa.

— 24 —



ESTUDIO EXPERIMENTAL ELECTROFORETICO...

La lectura de las bandas, se ha realizado por el método de Grasmann
y Hannig, haciendo trasparente el papel por mezcla de acéite de parafina
y Bromonaftol y fotometria subsiguiente con aparato Elphor y los valores
de las extinciones llevados sobre papel milimetrado correspondlendo un
milimetro de desplazamiento a una unidad de densidad optlca

nimetro de compensacién (OTT —-Kompensatlons—- Polarplammeter Nr. 19
palax) ya que este método aunque engorroso parece mis exacto que el de-
terminar las dreas (proporcionales a la cantidad de proteina) por el teorema
de los rectdngulos, trapecios, tangentes o ecuacién de Sipsom. :

Realmente el problema médico legal del diagnéstico especifico de la
sangre no se plantea nunca con un suero sino con una mancha, pero desde
un punto de vista experimental era preceptivo iniciarlo en condiciones
6ptimas, dado que, los extractos de mancha contienen hern_bglobina que
légicamente tenfa que dificultar la electroforesis y persiguiendo el dife-
renciar una reaccién de U. positiva de una negativa,” es decir, una sangre
humana de una sangre de otra especie, es por lo que se ha realizado un
primer. ensayo con sueros diluidos al 1/1000, seguidos de otros utilizando
extractos de manchas de sangre humana y animales (cerdo, toro y caballo)
de distintas datas cuyos resultados se exponen a continuacién :

SUEROS ALBOMINA ALFA 1  ALFA 2 BETA GAMMA
Humano n° 1 ... ... ... 59,20 4, 5,— 9,40 2240
Humano n.° 2 ... ... ... 59,30 3,70 7,40 11— 18,60
Cerdo ... ... ... ... .. 64,50 3,50 8,70 7,50 17,80
Toro ... ... vev v e ... 67,10 2,50 6,20 10,80 13,40
Caballo ... ... ... ... ... 68,20 2,— 7— 7,30 15,50
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Electroforesis, reaccién de Uhlenhuth realizada con manchas de san-
gre. Data 1-5 dias.

MANCHAS ALBUMINA ALFA 1  ALFA 2 BETA GAMMA
Humana n° 1 ... ... ... 43,35 3,94 11,33 14,28 27,10
Humana n° 2 ... ... ... 51,56 4,06 7,38 12,55 24,35
Humana n° 3 ... ... ... 52,28 4,06 7,10 10,66 26,90
Humana n° 4 ... ... ... 55,51 4,24 7,20 10,17 22,88
Cerdon®1 ... ... ... ... 57,50 3,12 6,25 8,12 25,01
Cerdon®2 ... ... ... ... 48,80 3,66 10,16 17,68 19,50
Toro n° 1 ... ... ... ... 52,30 3,55 8,63 10,15 25,37
Toro n.° 2 ... ... ... ... 60,87 3,10 . 7,45 9,94 18,64
Caballo n® 1 ... ... ... 52,20 4,88 8,29 12,19 22,44
Caballo n° 2 ... ... ... 45,45 6,20 11,57 13,22 23,56

Electroforesis, reaccién de Uhlenhuth realizada con manchas de san-
gre. Data 30 dias.

MANCHAS ALBUMINA ALFA 1  ALFA 2 BETA GAMMA
Humana n° 1 ... ... ... 63,20 3,20 8,— 6,40 16,—
Humana n° 2 ... ... ... 61,30 4,70 6,60 9,40 18,—
Humana n° 3 ... ... ... 69,40 3,40 5,40 7,— 12,50
Humana n° 4 ... ... ... 67,50 4,20 7,10 6,70 14,50
Cerdon®l1 ... ... ... ... 69,70 4,— 5— 7,10 14,20
Cerdon®2 ... ... ... ... 53,10 5,70 6,30 8,60 23,50
Toro n° 1 ... ... ... ... 63,60 5,60 6,90 8,40 15,50
Toro n° 2 ... ... ... ... 59,80 2,60 6,— 10,20 21,40
Caballo n® 1 ... ... ... . 60,50 5,60 6,10 12,90 12,90
Caballo n° 2 ... ... ... 61,80 6,90 8,40 9,90 13—
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Electroforesis, reaccién de Uhlenhuth realizada con manchas de san-
gre. Data 180 dias.

MANCHAS ALBUMINA ALFA 1 ALFA 2 BETA GAMMA
Humana n° 1 ... ... ... 63,30 4,30 7,70 9,20 15,50
Humana n.° 2 ... ... ... 61,80 5,80 9,10 10,40 12,90
Humana n.° 3 ... ... ... 58,20 — 6,70 . 12,20 22,90
Humana n® 4 ... ... ... 53,— — 7,50 13,60 25,90
Cerdon1.. ..... .. 70,60 5,90 5,90 12,90 4,70
Cerdon2 ... ... ... ... 71,50 6,30 7,70 10,40 4,10
Toro n® 1 ... ... ... ... 68,10 4,04 6,10 7,29 10,92
Toro n° 2 ... ... ... ... 68,50 4,50 4,50 9,— 9,80
Caballo n° 1 ... ... ... 68,80 7,— 6,60 9,40 8,20
Caballo n° 2 ... ... ... 73,50 5,— 5,40 9,— 7,10

Electroforesis, reaccion de Uhlenhuth realizada con manchas de san-
gre. Data 360 dias.

MANCHAS ALBUMINA ALFA 1  ALFA 2 BETA GAMMA
Humana n° 1 ... ... ... 44,— — 9,40 23,30 23,30
Humana n° 2 ... ... ... 43,40 — 8,50 13,20 - 34,90
Humana n°® 3 ... ... ... 46,50 - 9,20 14,60 29,70
Humana n® 4 ... ... ... 58,50 — 3,19 13,83 24,46
Cerdo ... ... ... ... .. 52,60 — 8,20 18,70 20,25
Toro ... ... ... ... ... .. 53,40 —_ 7,20 20,— 19,40

Caballo ... ... ... ... .. 51— — 10,90 16,30 21,80

C) REACCION DE UHLENHUTH REALIZADA EN MEDIO GELIFICADO

De los dos procedimientos que pueden ser utilizados para la practica
de la reaccién de precipitacién en medio gelificado, sobre goma de acacia
y agar se ha utilizado este iltimo, con la diferencia de haber empleado
agar tamponado (del utilizado para la inmunoelectroforesis) en lugar de
agar simple al 1,5 por 100 como proponen Hartman y Toilliez.
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Como soporte para la prictica de la reaccién antigeno anticuerpo en
medio gelificado, se han usado placas de Petri de 6 cm. de didmetro y
portas de 7 por 2 cm.

El agér, tamponado y fundido al bano marfa, se vierte sobre las
placas de Petri hasta formar una capa de unos 3 mm. de espesor. Para los
portas, se sitdan éstos en un recipiente rectangular de fondo perfectamente
plano sobre los que se vierte la gelosa tamponada y fundida hasta conse-
guir un espesor aproximado de 1 mm.

Se deja solidificar-a la temperatura ambiente, y conseguido esto, me-
diante un instrumento cortante (bisturi), se recorta a ras de los bordes
de cada porta, y con ligero movimiento de palanca se extraen los portas
sobre los cuales ha quedado adherida la ldmina de agar.

Asi, preparadas las placas de Petri y los portas, se colocan sobre un
papel milimetrado (Muller y Fontaine) sobre el que se ha marcado un
punto de referencia y otros cuatro equidistantes, 0,5 cm. Con un sacabo-
cados se practican cinco orificios en las placas de Petri y tres en los portas,
procurando realizar esta opéracién cuando la gelosa estd perfectamente
solidificada con el fin de que la extraccién del pequefio tapén gelosado sea
perfecta. Para esta tdltima operacién puede utilizarse la punta del bisturi
0 una pequefia espatula. De esta forma se consiguen reservorios de paredes
perfectas, que a continuacién se rellenan de la siguiente forma:

El reservorio central con antisuero y los laterales con el extracto de
la mancha correspondiente (fig. 1). Dato muy importante y al que damos
gran importancia es el que no es necesario utilizar el extracto de mancha
a determinada concentracién, como ocurre con la reaccién de precipitacién
de Uhlenhuth, sino que cualquier concentracién del extracto reacciona,
si los antigenos se corresponden con los anticuerpos del antisuero corres-
pondiente, formando arcos de precipitacién especificos. Esto facilita extra-
ordinariamente la prictica de la reaccién, puesto que el preparar una dilu-
cién del extracto de mancha al 1/1000 es tarea de dificil exactitud. Con-
viene sefialar, no obstante, que si se utilizan extractos muy concentrados
los reservorios laterales quedan aureolados de una mancha circular fuer-
temente tefiida, pero que no interfiere la interpretacién de los resultados.

El relleno de los reservorios debe hacerse con pipeta Pasteur y con
suma delicadeza para evitar su desbordamiento, ya que se trata de conse-
guir una perfecta difusién de extracto y antisuero a través de la gelosa.
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Rellenados los reservorios, las placas y portas se llevan a una cdmara
 himeda para evitar la desecacién del agar. Conviene evitar asimismo la
contaminacién microbiana, para lo cual se rocia la superficie con un deri-
vado orgdnico de mercurio o amonio cuaternario. En nuestra opinién
este procedimiento no da buenos resultados, puesto que es muy dificil
conseguir una uniforme distribucién del antiséptico sobre la superficie
del agar y por lo mismo no evita totalmente su contaminacién, como puede
apreciarse en algunas preparaciones. Por el contrario, si el antiséptico se
incorpora al agar tamponado en el momento de su fusién, se evita este
inconveniente.

A las 24 horas, si la reaccién es positiva, aparecen arcos de precipita-
cién simétricos que son perfectamente visibles al trasluz. No creemos ne-
cesario recargar los reservorios en el transcurso de la prueba.

A continuacién se lavan las preparaciones con suero fisioldgico durante
dos dias para eliminar el exceso de proteinas que no hubieran reaccionado,
_y en el caso de los extractos de manchas, eliminar los trazos de hemo-
globina que orlan los reservorios laterales y que afean las preparaciones.
Seguidamente, y cuando se ha realizado la reaccién de precipitacién en
placa de Petri, se extrae el molde de agar colocindolo sobre una placa de
vidrio, con lo que se evita la dificultad de la lectura, dado que el fondo
de la placa es irregular. Se recubren los portas y los moldes de agar con
papel de filtro Wathman de grano fino y se colocan en estufa a 37° hasta
su completa desecacién.

Los arcos de precipitacién para su conservacién indefinida pueden ser
tefiidos con cualquier colorante especifico de proteinas (amidoschwarz,
10 B. Negro naftol beta, azocarmin o Bromofenol). En nuestras pruebas
se ha utilizado el azocarmin, sumergiendo las preparaciones en una solu-
cién tampdén de acetato glicerinado, en la cual se disuelven 0,5 gr. de
azocarmin por litro. Tiempo de tincién, 3 horas. Se lavan con una solucién
de agua, 4cido acético y glicerina (agua, 380 ml.; acético, 20 ml., y glice-
rina, 150 ml.} hasta dejar el fondo blanco. La incorporacién de la glicerina
a la solucién de tefiido y lavado permite despegar de los vidros los moldes
de agar. Con el azocarmin la tincién es perfecta, pero de débil intensidad,
por lo que si después se quiere fotografiar la preparacién es mejor utilizar
como colorante el amidoschwartz. Finalmente las placas se secan bien a
la temperatura ambiente o estufa a 37° durante 24 horas.

Los liquidos problemas utilizados han sido:
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En portaobjetos: Suero humano diluido al 1/20.

Extractos de mancha de animales (toro, perro, cerdo, carnero y mono).

Extractos de mancha de sangre humana con datas distintas (24 horas,
S, 10, 180, 360 y 720 dias).

En placas de Petri: Suero humano diluido al 1/20.

Extractos de mancha de animales (toro, perro, cerdo, carnero y mono).

Extractos de mancha de sangre humana con datas distintas (24 horas,
S5, 10, 360 y 720 dias).

Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

a@) Con suero diluido al 1/20: Arcos de precipitacién miltiples de
intensidad, decreciente a partir del reservorio del antisuero, aprecidndose
en los mds internos un aparente relieve.

b) Con manchas de sangre de animales: No se han obtenido arcos
de precipitacién con los extractos de mancha de toro, perro, cerdo y car-
nero. Con el extracto de mancha de sangre de mono se obtienen arcos de
precipitacién, pero dichos arcos son de menor intensidad cromdtica, mayor
anchura y menor nitidez.

¢) Con manchas de sangre humana: Arcos de precipitacién de inten-
~ sidad y nitidez perfectas, tanto en las recientes como en las antiguas.

D) INMUNOELECTROFORESIS

Si para la practica de la inmunoelectroforesis es necesario el dominio’
de la electroforesis, en medio gelificado es 16gico que primero se adquiera
la técnica necesaria en este proceder.

1. Electroforesis en medio gelificado

1. Preparacion del agar. La mayor parte de las gelosas del comercio
no estdn lo suficientemente purificadas y por ello precisa una purificacién
previa a su utilizacién. Para ello se pesan 30 gramos de gelosa comercial,
a los que se afiaden 400 mililitros de agua destilada neutra, se calienta
al bafio maria hasta su completa fusiéon y se vierte sobre un recipiente -
de fondo plano. Una vez gelificado el agar se corta en pequefios trozos
que se lavan durante tres dias con agua destilada, cambiandola, a ser posi-
ble, mafiana y tarde. Sin embargo, existen preparados de pureza suficiente
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para poderlos utilizar directamente, como sucede con el agar especial
(noble). N. D. 142 de la casa Difco.

Con uno u otro de estos productos se prepara una solucién al 2, 5 6 3
por 100 en agua destilada neutra; hervir 10/15 minutos al bafio maria;
anadir, tras haberlo enfriado a 50°, un volumen igual de solucién tampén
de Veronal Sédico de Ph. 8,2 y fuerza iénica 0,05. Esta solucién tampén
de Veronal Sédico de Ph 8,2 se prepara de la siguiente forma: Disolver
47,6 gramos de Veronal Sédico en 4,3 litros de agua destilada, afiadiendo
69 mililitros de 4cido clorhidrico normal. De esta forma se obtiene una
solucién de agar tamponado al 1,5 6 1,25 por 100 respectivamente. Con-
viene filtrar varias veces a través de una gasa fina para obtener un pro-
ducto de limpeza absoluta. Seguidamente se afiade mertiolato al 1/10000,
y el agar asi obtenido se reparte en frascos, cada uno de los cuales con-
tiene la cantidad necesaria para una experiencia.

2.° Preparacion de las placas de gelosa. Se pueden utilizar placas de
vidrio fotogridfico de 13 por 18, 9 por 12, o portaobjetos, si se sigue el
micrométodo Scheidegger. '

Sobre las placas (lavadas con gran cuidado) se colocan algunas gotas
de agar al 1 por 100, que se secan a la estufa a 80 por 100. Esta operacién
permite que el agar tamponado se adhiera mejor a la placa de vidrio. Sobre
el fondo de una cubeta perfectamente horizontal se coloca la placa asi
preparada. Dos bandas de papel cromatogrifico (Arches 304 6 Wathman
nim. 1) para electroforesis impregnadas de tampén, se colocan en cada
extremo de la placa. La extensién total de las bandas es de cuatro centi-
metros y su colocacién se hace de la forma siguiente: 1 centimetro sobre
la placa de vidrio y 3 centimetros fuera de ella.

Placa y papel se recubren de gelosa tamponada en cantidad suficiente
para obtener una pelicula con espesor de 4 milimetros. En el micrométodo
el espesor de la pelicula es de 1 milimetro.

Conviene mediante una pequena espitula mantener sumergidas las
tiras de papel, con el fin de que queden bien adheridas a la placa de
vidrio. .

Cuando el agar estd completamente solidificado, recortarlo con un
bisturi alrededor de la placa y el papel con el fin de separarlo del fondo
de la cubeta.

Para que la extraccién sea perfecta es imprescindible practicar dos
incisiones en la gelosa, a lo largo de la linea de unién del borde de la placa
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" de vidrio con el papel, sin llegar a lesionar el mismo. Con un movimiento
“de palanca se levanta la placa de vidrio y el papel quedara plegado en
dngulo recto. Finalmente, y para asegurar la continuidad del gel, se relle-
nan las hendiduras con gelosa tamponada fundida mediante una pipeta
capilar. :

En las placas asi preparadas y sobre el agar, se practican uno o dos
reservorios rectangulares en la parte media y perpendiculares al eje de
emigracién. En efecto, la gelosa no es una substancia inerte, y bajo la
accién del campo eléctrico da lugar a un movimiento de electroendésmosis
del liquido contenido en el gel. Asi, aunque todos los elementos se des-
placen hacia el polo + su posicién final en el gel serd la resultante de su
migracién electroforética en un sentido y de su transporte por electro-
endésmosis del liquido que embebe el gel en sentido contrario. Las subs-
tancias poco mdviles se encuentran de esta forma al terminar la electro-
foresis en el lado opuesto respecto su posicién de partida. Pero las
relaciones de movilidad de los respectivos componentes permanecen
- inalterables. En nuestras experiencias estos reservorios se han obtenido
mediante un molde de plata construido “ad hoc™.

Para evitar las fugas de problema en el reservorio, se introduce una
pequefia gota de agar que obture el fondo.

Las soluciones a estudiar se depositan en los reservorios después de
haber sido mezcladas volumen a volumen con agar al 2,5 por 100, man-
teniendo la gelosa fundida a 42°. Para la electroforesis simple se utiliza
el suero previamente diluido con agua destilada neutra, y para la
inmunoelectroforesis, el suero puro. La cantidad de liquido a situar en los
reservorios, oscila entre 0,1 y 0,3 mililitros.

3.° Electroforesis. Dado que el aparato utilizado para electroforesis
en papel no permitia la prictica de la electroforesis simple en gelosa:
a) Porque la distancia entre las cubas era excesivamente pequefia. b) Esca-
“sa su capacidad. Y ¢) La no tolerancia de intensidades altas por parte del
rectificador, fue necesario, ante la imposibilidad de adquirir un aparato
especialmente construido para este fin, improvisar el utillaje necesario.
Para ello se construyeron dos cubas de plastico y un aparato rectificador
de corriente que nos permitia intensidades del orden de 40 a 50 miliam-
perios.

Con este utillaje se dispone la operacién de la siguiente forma: Las
placas recubiertas de gelosa se colocan sobre los bordes de las cubas de

— 32 —



ESTUDIO EXPERIMENTAL ELECTROFORETICO...

forma que el papel de filtro quede sumergido en la solucién tamponada de
veronal sédico de fuerza iénica, 0,05 que rellena las mismas. Esta soluci6n
tampén debe llenar la cuba casi hasta el borde, con el fin de minimizar
la pérdida de corriente en los papeles de filtro que sirven de unién entre
las cubas y el gel de las placas.

A seguido se aplica una corriente para obtener un gradiente de poten-
cial de 5 a 6 voltios por centimetro en el interior del agar. ’

La duracién de la electroforesis es variable, dependiendo del tamafio
de las placas. Las placas de 13 por 18 requieren una electroforesis media
.de cuatro horas, noventa minutos las de 9 por 12 y treinta y cinco minu-
tos para las placas sobre porta.

Es posible seguir la migracién electroforética de los distintos compo-
nentes, en especial de la albtimina, durante la prueba, hasta el punto que
se ve perfectamente (dada la transparencia del agar) como el reservorio
en donde se ha colocado la mezcla a analizar va decolordndose paulati-
namente, a la vez que una mancha amarillenta, redondeada, se desplaza
hacia uno de los polos. Esto permite poder objetivar el tiempo de elec-
troforesis termindndola cuando la separacién se supone suficiente.

4.° Fijacién. Terminada la electroforesis debe inmovilizarse en el gel
los constituyentes de la mezcla separados tras su migracién electroforé-
tica. Para ello las placas de gelosa desembarazadas de sus conexiones de
papel de filtro, se sumergen en un bafio fijador.

De los que pueden ser utilizados es el 4cido acético en solucién acuosa
-al 2 por 100, el que proporcwna mejores resultados. A los pocos minutos
de sumergidas las placas en la solucién fijadora aparecen unas manchas
blanquecinas cuya intensidad aumenta con el tiempo y que corresponden
a los distintos componentes separados por electroforesis. El tiempo de
fijacién no debe ser inferior a tres horas, pero puede prolongarse hasta
veinticuatro, sin que por ello se dificulten las operaciones sucesivas.

5.° Desecacién. A continuacién, se procede a la desecacién de las
placas, lo que se realiza aplicando una hoja de papel de filtro de grano
_fino sobre la placa y colocindolas en estufa a 37° durante 24 horas. El
papel de filtro tiene como finalidad facilitar la desecacién gradual del agar
y evitar la apariciéon de grietas. Caso que tras la desecacién el papel de
filtro haya quedado fuertemente adherido al agar, no. conviene despegarlo,
ya que al colorear se desprende ficilmente.
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6.° Coloracion. De los colorantes susceptibles de ser utilizados: ami-
doschwartz, azul de bromofenol, azocarmin y rojo amapola, ha sido utili-
zado el primero.

Solucién colorante:

Negroamido ... ... ... ... ... ... ... ... 1 gramo
Acido acético, 1 M. . ver eee w.. 450 mililitros
Acetato sédico 0,1 M (86 gr./1) . 450 ”
Glicerina ... ... ... ... ... ... ... ... ... 100 ”

El tiempo de coloracién oscila entre un minimo de 3 a 4 horas y un
méximo de 24.

Sacadas las placas del bafio de tincién, se lavan con una solucién acuo-
sa de 4cido acético al 2 por 100 conteniendo un 10 al 15 por 100 de glice-
rina hasta la completa decoloracién del agar.

Finalmente, secadas las placas a 37° se procede a la separacién de la
membrana de gelosa de su soporte de vidrio. Esta pelicula de gelosa
desecada es de conservacién practicamente indefinida.

2. INMUNOELECTROFORESIS

El procedimiento cldsico para separar los constituyentes proteicos de
una solucién compleja, como es el suero, consiste en agregar en determi-
nadas condiciones de concentracién y temperatura, un agente que preci-
pite las propias proteinas separandolas de acuerdo a su solubilidad rela-
tiva. Cada una de las fracciones obtenidas se compone, sin embargo, de
un ndmero mayor o menor de proteinas diversas, tan semejantes quimi-
camente entre si, que ya no se pueden distinguir una de otra.

Al someter a examen electroforético una de las fracciones que ya no
es posible separar, en base a la solubilidad, pueden identificarse otras
fracciones en base a la velocidad con que emigran hacia un determinado
electrodo; pero cada una de estas subfracciones representa todavia una
mezcla de proteinas. La fraccién globulinica, como todos sabemos, se
divide entres subfracciones: alfa, beta y gamma. La alta especificidad con
que cada anticuerpo reacciona con su sustancia complementaria, eviden-
cia la falta de selectividad de las técnicas de fraccionamiento proteico a
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nuestra disposicién, ofreciendo al mismo tiempo, por lo menos tedrica-
mente, un criterio de gran valor para la identificacién de las proteinas.

Para la identificacién de las diversas fracciones proteicas de una mezcla,
la bioquimica cuenta hoy con un método de grandisima utilidad: La
inmunoelectroforesis, que consiste en: Separacién de las protefnas en base
a su diferente movilidad electroforética y luego su definicién y enumera-
cién a expensas de la reaccién especifica de precipitacién.

El método de la doble difusién de Quchterlony sobre el que se basa
la inmunoelectroforesis, se funda en el siguiente principio: La linea visible
de precipitado que se forma sobre una plancha de agar, posteriormente a
la reaccién de un determinado antigeno con su anticuerpo, puede ser
“identificada” siempre y cuando se dispongan tanto del antigeno como del
anticuerpo purificados. El precipitado de la toxina diftérica, por ejemplo,
puede ser identificado en una plancha de agar, colocando en un reservorio
la toxina y en otro el anticuerpo. La difusién de ambos produce al reaccio-
nar entre si varios arcos de precipitacién. Si se llena un tercer reservorio
con toxina purificada, ésta difundird pasivamente hasta encontrar su pro-
pio anticuerpo y reaccionard con él. El arco de precipitacién que se produce
coincidird con el arco que se ha formado anteriormente en virtud de la
misma reaccién. Tal reaccién de “identidad” permite dar un nombre a
cada uno de los componentes de una mezcla. El método de Ouschterlony
no permite identificar todos los antigenos de una mezcla, por lo que Grabat
introdujo la inmunoelectroforesis o anélisis inmunoelectroforético.

Parti6 Grabar de la idea de que sobre una placa de agar, la electrofo-
resis dispondria los antigenos a lo largo de su eje de migracién bajo la
forma de manchas, difundiéndolos radialmente. Se practica a continuacién
un reservorio alargado paralelo al eje de migracién electroforética sepa-
rado del reservorio central que contiene la mezcla problema, a una distan-
cia determinada. Los antigenos y los anticuerpos se difunden a través del
gel y cuando ambos se encuentran en proporciones convenientes forman
complejos insolubles que precipitan. Estos pares antigeno anticuerpo no
precipitan como segmentos de recta, sino como arcos de elipse. Puesto
que cada par reacciona y precipita independienteménte de los demds, su
arco se intersecta con el de los otros pares: Estos arcos cruzados indican
que los respectivos reactivos son proteinas diferentes desde el punto de
vista clinico inmunolégico.
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En resumen, para realizar una inmunoelectroforesis se necesita:
1.° Una sustancia problema formada por varios constituyentes que quere-
mos identificar; esta sustancia debe tener cardcter antigénico o por lo
menos actuar como hapteno. 2.° Un inmunosuero rico en anticuerpos, los
cuales nos identificardn los constituyentes de la mezcla problema. Estos
inmunosueros pueden ser de tres tipos: g), inmunosuero antihumano nor-
mal obtenido por inyeccién al caballo de suero y plasma humanos. Con-
tiene una gran variedad de anticuerpos contra las protefnas del suero
humano, estudidndose con ¢l de manera global una mezcla problema. El
Instituto Pasteur (36, Rue Dr. Roux, Paris 15) proporciona este suero en
ampollas de 1 y 10 c. ¢. b) Inmunosuero dirigido contra una proteina, es
decir, que sélo y exclusivamente revela dicha proteina, por ejemplo, la
seroalbimina, la siderofilina, 1a B, macroglobulina, la gama globulina, etc.
¢) Inmunosuero antihumano normal especificamente absorbido. Este inmu-
nosuero revela todos los componentes de la mezcla, salvo el correspon-
diente al antigeno, que previamente ha sido absorbido. Si lo que se quiere
poner de manifiesto son las B, globulinas —cuyos trazos de precipitacién
estdn frecuentemente enmascarados por los de la gamma globulinas—, serd
necesario poner en contacto con gamma globulina pura el inmunosuero
a utilizar, con lo que desaparecers del mismo el anticuerpo antiglobulina
gamma. De tal suerte que al hacer el estudio inmunoelectroforético, colo-
cando en uno de los canales laterales el inmunosuero absorbido y en el
otro el inmunosuero completo, aparecerd en la parte correspondiente al
inmunosuero absorbido un arco menos, que si aparecerd por el contrario
en la parte del inmunosuero completo.

TEcNICA

La mezcla a estudiar se coloca en el reservorio central siguiendo las
mismas directrices que para la electroforesis simple. Terminada la elec-
troforesis se retiran las placas y se separan los papeles de filtro que han
servido de puente de conexién. Las placas se colocan sobre un papel mili-
metrado, en el que se han dibujado dos pequefias canales que sirven de
referencia, y con la ayuda de un bisturi se recortan en el agar dos reser-
vorios paralelos al eje de migracién electroforética y perpendiculares al
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reservorio central. Su anchura debe ser de 4/5 mm. y su longitud casi igual
a la de la placa.

Los reservorios laterales deben estar separados del central 5/8 mm.
Finalmente, con una pequefia espdtula se vacian.

Depositado el inmunosuero en los reservorios laterales, se colocan las
placas en camara hﬁineda, siendo conveniente colocar en el fondo de
ellas un papel de filtro embebido de una solucién de sulfato de cobre con
el fin de evitar el desarrollo de mohos. Aunque se pueden mantener las
cdmaras a la temperatura ambiente, si se quiere acelerar la aparicién de
los arcos de precipitacién pueden introducirse en estufa a 37°.

Con el fin de evitar la proliferacién de microorganismos es conveniente,
aparte de incorporar un antiséptico (mertiolato al 1 por 100), al gel,
distribuir unas gotas en la superficie del mismo antes de colocar las placas
en la cdmara humeda.

La aparicién de precipitados especificos en el gel no es simultdnea.
Normalmente los primeros arcos se hacen visibles a las 24 horas y algunos
tardan a desarrollarse de 5 a 7 dias. Si se utiliza el micrométodo la reac-
cién es completa a las 24 horas.

Los resultados observados pueden ser anotados, bien en forma de es-
quemas, bien por fotografia o bien por coloracién tras el lavado y secado
de la placa. Si se sigue el método de coloracién, las placas se someten
previamente a un lavado durante 2/3 h. con suero fisioldgico, con el fin
de eliminar el exceso de proteinas que no ha participado en la reaccién
: espéciﬁca. Terminado el lavado, se aplica sobre la placa un papel de filtro
embebido en agua y se deseca el gel en estufa a 37°.

Si los precipitados especificos estdn constituidos por proteinas es evi-
dente que podemos aumentar su visibilidad utilizando un colorante pro-
teico; de todos ellos el azocarmin y el Rouge Ponseau son los colorantes
selectivos. ‘ '

Las placas se sumergen durante tres horas en una solucién tampén
de acetato sddico glicerinado en la cual se disuelve 0,5 gr. de azocarmin
por litro. A continuacién, las placas se lavan con dcido acético al 2 por 100
en solucién acuosa conteniendo un 10 por 100 de glicerina. Tras el lavado,
secar las placas a la estufa a 37 por 100. Finalmente, si se desea, se puede
despegar la pelicula de gelosa del vidrio.
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PRINCIPIOS DE INTERPRETACION DE LOS DIAGRAMAS INMUNOELECTROFORETICOS

El andlisis de un diagrama inmunoelectroforético conlleva en primer
lugar el descubrir las lineas de precipitacién en cada zona electroforética
y el de comparar su nombre y aspecto a los dados por un suero normal
de referencia.

Los estudios inmunoelectroforéticos realizados sobre suero humano
normal, han permitido identificar quince componentes distintos, aunque
légicamente este nimero debe ser mayor, puesto que es muy probable
que el suero contenga otras muchas proteinas, pero en cantidad tan peque-
fia que no son capaces de ser detectadas por un inmunosuero por rico que
éste sea. _

Los sueros inmunizantes han permitido evidenciar la existencia de los
siguientes componentes :

1. Grupo p (ro). A este grupo corresponde una linea de precipitacién
fina e incurvada, méas rdpida que la de la albimina, por lo que algunos auto-
res le llaman prealbimina. Su aparicién no es constante.

2.° La albumina. El arco de precipitacién especifico que forma la albi-
mina es generalmente el primero en aparecer. Es fuertemente marcado, bas-
tante incurvado y extendiéndose ampliamente hacia las alfa globulinas a
las que enmascara parcialmente. Este arco pude sufrir modificaciones.

a) Extenderse progresivamente formando estrias.

b) Dividirse en dos o m4s lineas que se unen por sus extremidades.

¢) Desaparecer por redisolucién.

Todas estas modificaciones son consecuencia de un exceso de antigeno,
en la mayoria de los casos, o dependen del inmunosuero utilizado, asi la q)
es frecuente cuando se utiliza el inmunosuero de conejo, la b) si se utiliza
el de caballo.

3° Alfa cero globulinas (a,). Se manifiesta en forma de un arco de
precipitacién largo y fino practicamente incluido en el de la albimina,
pero siempre por debajo de aquél. Se le llama seromucoide 4cido.

4° Alfa uno globulinas (a,). Aunque generalmente se aprecia un solo
arco neto y bastante alargado, aparecen en ocasiones otros dos arcos por
debajo del primero que reciben el nombre de Alfa 1 By Alfa 1 C.

5.° Alfa dos globulinas (a,). La zona de las alfa dos globulinas es una
zona compleja en donde la numeracién de las proteinas es dificil, porque
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a menudo los arcos de precipitaciéon se entrecruzan. Grabar utilizando -
sueros muy ricos ha podido describir hasta diez componentes. Por ello
cuando se quiere estudiar las alfa dos globulinas conviene alargar la elec-
troforesis con el fin de separar al maximo sus componentes.

De todas ellas cuatro son las mas principales :

a) La haptoglobulina. Da un trazo de precipitacién fino, pero lim-
pio, de curvatura bastante marcada y préximo a la canal que contiene el
inmunosuero. La haptoglubulina es una glico proteina que forma un com-
plejo con la hemoglobina.

b) La ceruloplasmina. Es una proteina que contiene cobre descubier-
ta por Holmberg y Laurell y que. presenta una marcada actividad oxid4-
sica. Esta proteina da- un arco bastante débil situado generalmente entre
el de la haptoglobulina y el de la alfa dos macroglobulina.

¢) La alfa dos macroglobulina. Se revela por un arco de precipitacién
bastante denso, fuertemente incurvado y asimétrico, que aparece por de-
bajo del de la ceruloplasmina. Esta alfa dos macroglobulina es una glico
protefna y que cuantitativamente representa el 2 por 100 de las proteinas
del suero.

d) Alfa dos lipoproteina (o,). Se revela por un corto arco y el mas
préximo al eje de migracién electroforética.

Aparte de estas alfa dos globulinas citadas, existen otras muchas, pero
que permanecen todavia sin identificar.

6.° Beta 1 globulinas (8,). Hay aparentemente tres beta 1 globulina
importantes. La mdas conocida de todas es la siderofilina o transferrina
descrita por Koechlin. Ella da un arco de precipitacién acerca de la canal
del inmunosuero. Dentro de la beta 1 globulinas hay otros dos constitu-
yentes importantes: la beta 1 A y la beta 1 B. De movilidad casi idéntica
y cuyos trazos se cruzan a menudo. Hay que sefialar que para poner de
manifiesto estas dos globulinas beta 1 se necesita de  inmunosueros
especiales. ‘

7° Beta 2 globulina (8,). La zona de las globulinas beta 2 encierra
dos componentes ficilmente visibles y casi con seguridad otros dos, que
s6lo con dificultad pueden ser separados. A los dos primeros se les designa
con los nombres de beta 2 A y beta 2 M. La beta 2 A globulina da un
arco de precipitacién bastante recto y recubierto en su mayor parte por
el de la gamma globulina. La beta 2 M globulina da un arco muy débil y
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siempre lejos de la canal del inmunosuero; con frecuencia presenta una
doble curvadura. En ocasiones es posible descubrir entre los arcos de las
beta 2 A y beta 2 M otros dos, uno de ellos bastante rectilineo y que
corresponde a la beta 2 B globulina y el otro mds incurvado que corres-
ponde a la beta 2 C globulina.

8.2 Gamma globulina (y). Su anilisis inmunoelectroforético muestra
una larga linea de precipitacién que no solamente recorre toda la zona
‘electroforética gamma, sino que penetra en la zona beta y se prolonga hasta
la zona alfa 2. Numerosas comprobaciones han demostrado que la exten-
sién de esta linea no se debe a retenciones por parte del gel, sino a la
existencia de globulinas que tienen propiedades antigénicas semejantes a
la de la globulina gamma, pero con movilidades diferentes.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para su anlisis dividiremos este Capitulo en tres apartados:

*A. La Electroforesis en papel y la Reaccién de Uhlenhuth.
B. La reaccién de Uhlenhuth en medio gelificado.
C. La inmunoelectroforesis y la Reaccién de Uhlenhuth.

A. LA ELECTROFORESIS EN PAPEL Y LA REACCION DE UHLENHUTH .

Conviene recordar la idea fundamental de este trabajo, cual es el dife-
renciar por electroforesis en papel una reaccién de Uhlenhuth positiva de
una negativa. Si la reaccién de Uhlenhuth positiva condiciona la formacion
de un precipitado debido a la correspondencia antigeno-anticuerpo y la
reaccién de Uhlenhuth negativa una ausencia por falta de dicha correspon-
dencia, la electroforesis en papel del liquido, tras la centrifugacién deberia
seguir mostrando ‘diferencias entre una y otra.
~ Es légico se objete: ¢Para qué recurrir a la electroforesis en papel
(técnica lenta y compleja) si la reaccién de Uhlenhuth cldsica resuelve con
gran margen de seguridad el problema Médico Legal del diagnéstico espe-
cifico de las Manchas de Sangre?
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A ello se puede contestar:

1.° Que si bien es cierto que la reaccién de Uhlenhuth clésica resuelve
dicho problema, no es menos cierta la inclinacién del investigador iniciado
en aplicar una técnica complementaria, como es la Electroforesis en papel,
al estudio de las manchas de sangre, puesto que, siendo los elementos que
intervienen en la reaccién, extracto de mancha e inmunosuero, complejos
proteicos, el estudio electroforético era perfectamente aplicable a este caso
concreto.

2.° Averiguar si mediante dicho estudio electroforético y en esto radi-
ca el motivo e interés de este trabajo, era posible estudiar el mecanismo
intimo de la reaccién de Uhlenhuth, y ello porque l16gicamente si dicha
reaccién es una reaccién de precipitacién antigeno-anticuerpo y los anti-
«cuerpos van en la fraccién globulinica del inmunosuero, el liquido restan-
te estudiado electroforéticamente deberfa mostrar un déficit de globulina
gamma, debido a que los anticuerpos, al unirse con los antigenos de la
mancha, absorberian toda o parte de dicha globulina gamma. Por el con-
trario, en aquellos casos de reaccién de Uhlenhuth negativa no se produ-
cirfa déficit de globulina gamma y por lo tanto la curva de electroforesis
darfa un porcentaje de dicha globulina, muy superior al obtenido en el
caso anterior. En resumen :

Reaccién de Uhlenhuth electroforética positiva, déficit de globulina
gamma.

Reaccién de Uhlenhuth electroforética negativa, porcenta]e normal de
- globulina gamma.

Como se decia en la parte experimental, el estudio electroforético de
la reaccién de Uhlenhuth ha sido practicado con sueros y con extractos
de manchas de distintas datas, cuyo estudio comparativo permite llegar
a las siguientes conclusiones:

1. Reaccién de Uhlenhuth electroforética realizada con sueros humanos
y de animales.

@) Un aumento de la albtimina en la electroforesis de sueros animales.
b) Una muy discreta disminucién de las “alfa 1”.

¢} Valores practicamente idénticos para las “alfa 27.

d) Valores dispares para las “beta”.

e) Disminucién de las “gammas”.
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2. Reaccién de Uhlenhuth electroforética realizada con Manchas de San-
gre humana y de animales; DATA 1-5 dias.

Valores practicamente idénticos para todos los componentes, pues las
diferencias que se aprecian son a todas luces insuficientes para establecer
deduccién alguna. Es interesante sefialar que no se producen diferencias
en lo que respecta al porcentaje de las globulinas gamma, pues los valores
de las manchas de sangre humana oscilan entre un maximo de 27 por 100
y un minimo de 22 por 100, y para las de animales, entre un minimo de
19,5 por 100 y un méximo de 25 por 100. No hay, pues, disminucién apre-
ciable en las Manchas de Sangre humana en cuanto a los porcentajes de
globulina gamma se refiere.

3. Reaccién de Uhlenhuth electroforética realizada con Manchas de San-
gre humana y de animales; DATA 30 dias.

Tampoco aqui es posible llegar a deducciones definitivas, puesto que
los valores porcentuales son prdcticamente idénticos en las manchas huma-
nas y animales.

Solamente en el caso Cerdo nim. 2 se aprecia un aumento evidente
de la globulina “gamma” y “beta” y una disminucién de “albimina” y
“alfa 1”. Es de destacar que sélo este caso coincide con la teorfa en lo
- que respecta a los valores de globulina “gamma” aumentadas con relacién
a las humanas.

4. Reaccion de Uhlenhuth electroforética realizada con Manchas de San-
gre humana y de animales; DATA 180 dias.

a) Se aprecia un aumento de la albdimina.

b) Valores idénticos respecto a las “alfa 17 y “beta”.

¢) Ligera disminucién de las “alfa 2”.

d) Con respecto a la globulina “gamma” los valores son extremada-
mente dispares; en general hay una disminucién con valores extremos en-
_ tre 4,1 y 10,9 para los animales, frente a 12,9 y 25,9 para las humanas.

5. Reaccion de Uhlenhuth electroforética realizada con Manchas de San-
gre humana y de animales; DATA 365 dias.

a) Disminucién de las albdminas.
b) Valores idénticos para las “alfa” y “beta”.
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¢) Disminucién de la globulina “gamma”, aunque aqui las variaciones
son discretas.

A la vista de los resultados expuestos, se deduce claramente que si bien
es posible encontrar matices diferenciales entre una electroforesis de una
Reaccién de Uhlenhuth positiva procedente de una mancha de sangre
humana y la electroforesis de una reaccién de Uhlenhuth negativa proce-
dente de una mancha de sangré animal, lo que no es posible es, basdn-
dose exclusivamente en una curva electroforética, poder afirmar que dicha
curva proceda de una mancha humana o animal, ya que la Medicina legal
exige seguridades absolutas, puesto que en multitud de ocasiones estd en
juego la vida de un ser humano.

Ahora bien, llama la atencién, que con los resultados obtenidos no
sélo no es posible esta diferenciacién, sino que en algunos casos aquéllos
son contrarios a lo que: teéricamente deberia haberse obtenido.

Ya se ha dicho anteriormente que las reacciones de Uhlenhuth posi-
tivas deben manifestarse en un proteinograma con un descenso en los
valores de globulina “gamma” en relacién a los obtenidos en las negativas
y en los resultados anteriormente comentados, se ha obtenido todo lo
contrario, es decir, que dicho descenso es mds manifiesto en la reaccién
negativa que en la positiva. ;Por qué este contrasentido?

La contestacién puede estar en el mecanismo patogénico de dicha reac-
cién de precipitacién. En ella, la reunién de precipitina y precipitinégeno
da por resultado la formacién de un precipitado de tal suerte, que las
emulsiones coloidales que caracterizan a los cuerpos reaccionantes, pasan
. del estado de sol al de gel. Si uno de los cuerpos reaccionantes se en-
cuentra en exceso, entonces su afinidad por el agua que lo contiene pre-
domina y el complejo formado continda en forma dispersa.
~ Se concibe, pues, que debe existir una proporcién adecuada entre los
cuerpos reaccionantes para que la precipitacién sea 6ptima. Ahora bien,
no es forzoso que el resultado de dicha precipitacién sea la total elimi-
nacién del medio de los cuerpos reaccionantes, es decir, que puede quedar
algo de ellos en la solucién. De ello se deduce que la precipitacién se -
produce al maximo dentro de ciertos limites; por fuera de ellos, bien por
exceso o por defecto, de los cuerpos reaccionantes, la precipitacién se
retarda o puede faltar en absoluto (fenémeno de zona).
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Si trasladamos estos conceptos patogénicos a las experiencias realiza-
das, pueden deducirse varias explicaciones que aclaran la inversién de los
valores obtenidos:

1° Los extractos de mancha de sangre diluida al 1/1000, tienen for-
zosamente que hacerse de una forma empirica, desconociéndose, por tan-
to, la concentracién exacta del antigeno existente en dichos extractos. Por
ello la proporcién de antigeno en las distintas pruebas indudablemente
ha sido variable y muy posiblemente no ha llegado a obtenerse esa con-
centracién 6ptima necesaria para que todo el antigeno se uniera con el
anticuerpo. Al quedar probablemente un exceso de anticuerpos, estas pro-
tefnas son las que la electroforesis evidencia.

2° Teniendo en cuenta que en la reaccién de precipitacién se ha
utilizado la técnica del anillo, en la cual la positividad se produce en la
superficie de contacto de los dos liquidos reaccionantes, y que por tanto
s6lo una pequefia proporcién antigeno-anticuerpo es responsable de dicha
positividad, es l6gico suponer quedan una gran cantidad de anticuerpos
sin reaccionar, y como por otra parte el antigeno se utiliza fuertemente
diluido y el anticuerpo puro, las electroforesis del liquido restante tras
la reaccién de Uhlenhuth, no seran otra cosa que electroforesis de inmu-
nosuero con discretas variantes. Basta comparar las curvas electroforéti-
cas de un suero antihumano de conejo con las obtenidas en estas expe-
riencias, para ver que son préacticamente idénticas. Se deduce por todo
lo expuesto que las curvas electroforéticas procedentes de las distintas
reacciones de precipitacién realizada, no son en nuestro concepto mis que
proteinogramas de suero antihumano de conejo. ‘

3° Esta tercera explicacién quiza sea la més simple, pero no por ello
carente de grandes posibilidades de ser real. Es sencillamente que tan
proteinas son las del cerdo, toro o caballo como las humanas, y dado que
las manchas obtenidas proceden de animales y caddveres normales es 16gi-
co que no se aprecien diferencias acusadas en ambos proteinogramas tras
lIa adicién del inmunosuero.

Por todo lo expuesto consideramos que la electroforesis de la. reaccién
de precipitacién no resuelve, ni mucho menos aporta luces nuevas al pro-
blema Médico Legal del diagnéstico de las manchas de sangre.
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B. DE LA REACCION DE UHLENHUTH EN MEDIO GELIFICADO

Los resultados obtenidos con este procedimiento han sido altamente
satisfactorios, pues no sélo se obtienen bellas imdgenes, sino que con
€l se obvian muchos de los inconvenientes que la clisica reaccién de pre-
cipitacién tiene, aparte de que la sensibilidad y la especificidad de este
procedimiento corren parejas con la técnica cldsica.

La reaccién de Uhlenhuth clasica en tubo conlleva como es sabido
varios inconvenientes:

1. Los extractos de mancha deben ser transparentes, lo que obligan,
si no lo son, a la centrifugacién y filtracién.

2. Son necesarias soluciones muy diluidas (1/1000) con el fin de sos-
layar, en parte, la especificidad de grupo.

3. Los inmunosueros han de ser de alto poder precipitante y com-
pletamente limpidos. ' ‘

4° La lectura conlleva una importante apreciacién subjetiva.

5.° Es preciso recurrir a la fotografia, no siempre viable y facil, dado
que a las veinticuatro horas el anillo de precipitacién se dep051ta en el
fondo del tubo en forma de gruesos grumos.

Todos estos inconvenientes se soslayan perfectamente haciendo la
reaccién en medio gelificado. Su técnica, como ya se ha sefialado en su
momento, es sencilla; no requiere grandes conocimientos técnicos, y sus
resultados son tan precisos que reducen a la nada la interpretacién sub-
jetiva, ya que en los casos positivos los arcos de precipitacién aparecen
con tal nitidez que no es posible dudar en su interpretacién.

Desde el punto de vista de la técnica médico legal hay dos hechos muy .
importantes que es necesario valorar debidamente:

1° Que no es preciso que la solucién fisiolégica del extracto de man-
cha sea transparente; extractos muy concentrados, sucios y turbios, sirven
perfectamente para la reaccién. No es necesario diluir dicho extracto, por-
que a cualquier concentracién los arcos de precipitacién aparecen en los
casos de positividad. A estas dos ventajas cabe afiadir una mds, cual es
el que el inmunosuero de débil titulo (aunque siempre no inferior a
1/10000) e incluso antiguo de fecha (en estas experiencias casi un afio
desde el momento de su obtencién), de reacciones positivas evidentes en
medio gelificado.
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2° Con este procedimiento siempre queda constancia de la reaccién,
lo cual es muy importante, ya que siempre puede ser exhibida como prue-
ba de conviccién en los problemas que pueda plantear un hecho juridico
concreto. \

Finalmente, y compendiando todo lo expuesto, puede asegurarse que
esta modalidad, o mejor dicho, modificacién técnica de la cldsica reac-
cién de Uhlenhuth en tubo, participa de todas las ventajas de ésta y nin-
guno de sus inconvenientes.

Como ya quedé expuesto en la parte experimental de este trabajo, esta
reaccién ha sido practicada sobre “porta” y sobre placa de Petri, utilizando
como sustancia problema suero humano al 1/20, extractos de mancha de
sangre humana y extractos de mancha de sangre animal, incluido el mono.
Los extractos de mancha con datas de veinticuatro horas, 5, 10, 180, 360
y 720 dias, tenfan como finalidad, aparte la positividad de la reaccién,
puntualizar si la antigiiedad de la mancha influia sobre la intensidad de
los arcos de precipitacién y con ello tratar de fijar la data de la misma
valorando dichas intensidades.

Ante los resultados obtenidos puede decirse que sea cual fuere la anti-
giiedad de Ia mancha, los arcos de precipitacion son de intensidad y niti-
dez semejantes, es decir, no es posible predecir la data de una mancha por
el solo estudio del arco. Que los extractos de mancha de sangre de mono
dan igualmente arcos de precipitacién, si bien su intensidad es menor, su
nitidez disminuida e incluso los bordes de los arcos aparecen difuminados.

C. LA INMUNOELECTROFORESIS Y LA REACCION DE UHLENHUTH

Muy breve va a ser el comentario a la primera parte de este apartado,
porque en realidad nada tiene que ver con la idea de este trabajo, pero
dada la necesidad de adquirir experiencia en la electroforesis simple en
agar como paso previo a la inmunoelectroforesis, y dado también que en
Valencia es la primera vez que se pone en practica esta técnica, es por lo
que se ofrece una serie de dichas electroforesis simples en agar, en las
que cabe destacar, aparte de su belleza, que no debe ser valorada en Medi-
cina, los siguientes extremos: ‘

a) Su técnica es tan sencilla como la de la electroforesis en papel.

b) TUtilizando placas de 13 por 18 es posible practicar tres electro-
foresis simultaneas. "
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¢) Una de las limitaciones de la determinacién de las seroproteinas
en papel es la absorcién de las proteinas sobre el soporte de papel, lo
que no permite una separacién perfecta de las diversas fracciones, porque
.en el intervalo entre las mismas queda siempre una pequeiia cantidad de
proteina que parece estar constituida por albiimina, la cual se fija sobre el
papel durante la separacién, amén de otros inconvenientes como la estruc-
tura reticular del papel y la anisotropia del medio que condicionan que el
curso de las particulas proteicas sea tortuoso, en especial la albimina. El
uso del agar como soporte evita esos inconvenientes.

d) Basindose en esta separacién perfecta de las distintas fracciones
es posible, en multitud de ocasiones, obtener un nimero superior de frac-
ciones a las cuatro cldsicas que la electroforesis en papel obtiene.

"~ Con el estudio inmunoelectroforético de las manchas de sangre animal
y humana, se han obtenido los siguientes resultados:

1.° La ausencia de arcos de precipitacién en aquellas inmunoelectro-
foresis en las que se ha utilizado como sustancia problema extractos de
mancha de distintos animales, exceptuando los extractos de manchas de
sangre de mono que en virtud de la especificidad de grupo contindan
dando arcos de precipitacién de situacién y aspecto superponibles a los que
dan las manchas de origen humano, debido a que la inmunoelectroforesis
no es mas que una reaccién de precipitacién en la que el antigeno (extrac-
to de mancha) es desdoblado mediante una corriente eléctrica en sus
distintos componentes proteicos, que son revelados por el inmunosuero
anti -corespondiente.

De ello se deduce que el estudio inmunoelectroforético de las manchas
de sangre de mono no permite eliminar la especificidad de grupo.

2.° En cuanto a las manchas de sangre humana se refiere, los hechos
observados son: '

A) Manchas de sangre humana. Data 1|5 dias.

Arco de precipitacién intenso, neto y bien delimitado, correspondiente
a la albdmina, y otros dos correspondiendo uno a la “alfa 2” y el otro a
la “beta 1”.

B) Manchas de sangre humana. Data 10 dias.

S6lo se aprecian arcos de precipitacién en la zona albuminica, inten-
sos, netos y bien delimitados. '
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C) Manchas de sangre humana. Datas 30, 180 y 360 dias.

A medida que la antigiiedad de la mancha aumenta, la intensidad y
nitidez de los arcos disminuye hasta tal punto que mdas que arcos se
observan franjas o zonas de precipitacién, pero siempre en la zona de las
albiminas.

Estos resultados se prestan al siguiente comentario:

1° Que una mancha de sangre humana, de no ser muy reciente, lo

“tnico que persiste es la albimina y que los arcos de precipitacién corres-
pondientes a la misma van decreciendo en intensidad y nitidez a medida
que la mancha envejece. Ahora bien, cabe preguntarse el por qué en una
mancha no reciente sélo la albimina es detectable.

Ello pudieré ser debido a dos causas:

@) Que con el envejecimiento, las fracciones globulinicas de la man-
cha sufren un proceso de descaracterizacién que las haga indetectables
frente al suero antihumano.

b) Que aun existiendo las fracciones globulinicas, bien sea por estar
en escasa cantidad, o por falta de poder precipitante del antlcuerpo dichas
fracciones quedan sin manifestarse.

De estos hechos parece mas aceptable el de que con el transcurso del
tiempo la fraccién globulinica desaparece y solamente la albimina persiste. .
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CONCLUSIONES

1.* Que el método de los sueros precipitantes (reaccién de Uhlenhuth)
continda teniendo en el diagnéstico especifico de las Manchas de Sangre
un valor preponderante,

2* Que el estudio electroforético de la reaccién de precipitacién no
aporta ventaja alguna sobre los métodos hasta ahora conocidos.

3.* Que la reaccién de Uhlenhuth, practicada en medio gelificado, es
un método sencillo, seguro y .especifico que, conservando todas las venta-
jas del cldsico método, orilla todos sus inconvenientes.

42 Que la reaccién de Uhlenhuth en medio gelificado no es utilizable
para determinar la data de una mancha de sangre.

5% Que la inmunoelectroforesis de las manchas de sangre revela que
en las manchas recientes los arcos de precipitacién obtenidos correspon-
den a la albimina, “alfa 2” y “beta 1. :

6.* Que a medida que la mancha envejece, la fraccién globulinica des-
aparece, persistiendo solamente la albiimina.

7% Que en todas nuestras experiencias no ha sido posible soslayar
el problema de que las albliminas de los animales mds préximos en la
escala zool6gica (monos superiores) conceden resultados equlvocos (espe-
cificidad de grupo).
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL



Lo

Fotografia de tres electroforesis simples en gelosa. (Placa 13 X
18.) 1-2-3. Sueros humanos normales




o

Fotografia de tres electroforesis simples en gelosa. (Placa 13 X
18.) 1, Suero humano normal: 2 y 3, suero humano mieloma
“Beta”



Fotografia de una electroforesis simple en agar realizada sobre
vidrio lector “Elphor”



Reaccién de U. en medio gelificado. Soporte: Vidrio lector
“Elphor”. Canal: Suero antihumano de conejo. Reservorio
l.—Exto. mancha sangre humana, data 24 horas. Reservorio
2.—Exto. mancha sangre toro. Reservorio 3.—Exto. mancha
sangre perro. Reservorio 4.—Exto. mancha sangre huma-
na, data 2 afos. Reservorio 5.—Exto. mancha sangre cerdo.
Reservorio 6.—Suero humano. Reservorio 7.—Exto. mancha
sangre carncro. Reservorio 8.—Exto. mancha sangre mono.
Arcos precipitacion en 1-4-6 y 8. Obsérvese que no hay di-
ferencia en cuanto a la intensidad de dichos arcos de pre-
cipitacion
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Reaccidn  de  precipitacién en medio gelificado. Soporte

% -

Portaobjetos”.  Extracto de mancha de sangre humana.
Data 24 horas



1 2

Reaccidn  de precipitacién en medio gelificado. Soporte
“Portaobjetos”. 1.—Extracto de mancha de sangre de mono.
2 —LExtracto de mancha de sangre humana




Reaccién de precipitacién en medio gelificado. Soporte:
Placa de Petri, Data 24 horas



Reaccién de precipitacién en medio gelifica-
do. Soporte: Placa de Petri. Extracto mancha
de sangre humana. Data, 5 dias



Reacci6n de precipitacion en medio gelifica-
do. Soporte: Placa de Petri. Extracto mancha
de sangre humana. Data 360 dias



Reaccion de precipitacién en medio gelifica-
do. Soporte: Placa de Petri. Extracto mancha
de sangre humana. Data, 720 dias



Inmunoelectroforesis de una maceracién de mancha de animal (re-

servorio superior). El reservorio inferior suero humano normal.

Las ranuras centrales contienen suero antihumano. Obsérvese la

ausencia de arcos con el extracto de mancha animal y su presen-
cia con el suero humano



Inmunoelectroforesis.—1. Extracto de mancha de sangre humana,

data 10 dias.—

2

P

Suero humano normal; arces multiples en las
distintas zonas proteicas



1)

Inmunoelectroforesis.—1. Extracto de mancha de sangre de mono;

data, 360 dias.—2. Extracto de mancha de sangre humana; data,

360 dias. En ambos casos arco precipitacién en la zona de albi-
mina
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Diagrama Inmunoelectroforético (Grabar)
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Fig. 1.—Reservorio central: Suero antihumano. Reservorios late-
rales: Extracto manchas problema
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