UV I
ARGENTINA

DESARROLLO DE UN
KIT DE
INMUNOFLUORESCENCIA
PARA DETECCION DE
CELULAS ESPERMATICAS
HUMANA

ALUMNAS: ROMERO NASRALA, F.E., SAMUDIO, S. Y VALDEZ, G.




INSTITUTO DE TECNOLOGIA ORT Paqing
TECNICO SUPERIOR EN QUIMICA Y BIOTECNOLOGIA g
@ ORT SEMINARIO FINAL DE GENETICA MOLECULAR 1123
DX
| ARGENTINA

Bt ol DESARROLLO DE UN KIT DE INMUNOFLUORESCENCIA
PARA DETECCION DE CELULAS ESPERMATICAS HUMANA

1. INTRODUCCION

Actualmente en Argentina existe un gran aumento de casos de abuso sexual,
por ello es necesario contar con una metodologia de analisis especifica, para la
identificacion certera de fluido seminal humano, en base a ello actualmente se
utilizan metodologias de inmunocromatografia que contribuyen a la determinacion
de este fluido en particular, no obstante es necesario la incorporacion de un kit
que nos permita acreditar la existencia fehaciente de células especificas, lo cual
permitiria un posterior analisis genético a los fines de identificar al sospechoso,
como lo es para estos casos las células de espermatozoides. Para ello es que la
contribucién de un kit especifico de inmunofluorescencia arrojaria resultados
categoricos, logrando identificar dicha célula, para luego aislarla y asi contribuir
con una prueba contundente que nos permita a posterior la identificacion de un

autor en los hechos de abuso sexual.

La identificacion precisa de los actores involucrados en casos de abuso sexual
es un componente critico en la busqueda de justicia y la proteccion de las
victimas. En este contexto, las muestras biologicas obtenidas en una escena del
crimen, como fluidos corporales, pueden contener informacién valiosa que puede
vincular a un agresor con el delito. Uno de los elementos clave para esta
identificacién es la deteccion de proteinas especificas presentes en las cabezas
espermaticas, entre las cuales segun bibliografia consultada se halla a la proteina
3, isoforma 1, situada en el acrosoma del espermatozoide. La proteina 3, isoforma
1, juega un papel fundamental en la fertilizacion al estar involucrada en los
procesos de reconocimiento y union entre el espermatozoide y el 6vulo. Esta
proteina se localiza en el acrosoma, una estructura que recubre la cabeza del

espermatozoide y es esencial para la penetracion en la membrana del ovulo.
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Debido a su funcion critica en la fecundacion, la deteccion de esta proteina en
muestras bioloégicas puede ser un indicador concluyente de la presencia de
espermatozoides humanos, proporcionando asi una pieza esencial en el

rompecabezas forense.

La capacidad de detectar la proteina 3, isoforma 1 en fluidos seminales no
solo permite confirmar la presencia de esperma, sino que también ofrece la
posibilidad de identificar al autor del abuso mediante un posterior analisis

genético.

Mediante el analisis de esta proteina, los investigadores pueden aislar la
cabeza espermatica portadora del nucleo celular y material genético del donante
de la muestra seminal, y asi vincular biolégicamente al sospechoso con el acto
delictivo, estableciendo una conexion que puede ser invaluable en el contexto
legal. La evidencia forense generada a partir de la identificacion de esta proteina
fortalece los casos en tribunales, apoyando las acusaciones y proporcionando a

las victimas un camino hacia la justicia.

Es por ello, que el presente trabajo se enfocara en el disefio de un
nanoanticuerpo mediante el uso de vectores por medio del inserto de un antigeno
en un camélido y su posterior extracciéon de células linfociticas B del suero que

contenga el nanoanticuerpo de interés para el desarrollo de un Kit.

En virtud de lo expuesto, a continuacion, se procede a realizar una breve

descripcion acerca de los nanoanticuerpos.
1.1. Nanoanticuerpos: estructura y propiedades

Los nanoanticuerpos, los cuales llamaremos Nac de ahora en mas,
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presentan su region de reconocimiento antigénico el cual consiste Uunicamente en
un dominio variable por cada cadena con un peso ~15 kDa. Tienen cualidades
estructurales unicas en funciéon de su origen, por ejemplo, la presencia de 9

cadenas tipo Beta en camélidos (Govaert et al., 2012).

Su capacidad de reconocimiento, a pesar de tener un tamafno casi 10 veces
menor a un anticuerpo convencional, ocurre gracias a la presencia de regiones
determinantes de complementariedad, mas conocidas como CDRs (del
inglés Complementarity Determining Regions), donde también se han evidenciado
regiones diferentes, siendo en los camélidos 3 distintas por cada dominio. En este
caso CDR1 y 3 tienen mayor longitud y variabilidad. EI CDR3 de los Nac, tiene 6 y
4 residuos de aminoacidos adicionales con respecto a los dominios de cadena
pesada de los ratones y humanos respectivamente. Estas condiciones
mencionadas en adicion a un puente disulfuro adicional ubicado entre CDR1 vy
CDR3, es que la estructura presenta estabilidad. Esta interaccién se encuentra
ausente en los anticuerpos convencionales (Govaert et al., 2012; Stanfield et al.
2007).

Estas caracteristicas, brindan a los Nac, una superficie suficiente para
reconocer antigenos de forma similar a los fragmentos de reconocimiento de
cadena sencilla compuestos por los dominios variables de cadena pesada y ligera
(Siontorou et al., 2013).

Ademas, estos cambios de plegamiento y de secuencia, brindan mayor
solubilidad a los Nac, dando lugar a una estructura alargada o esferoide
relacionada con una mayor exposicion del lugar especifico de union del anticuerpo

con el antigeno, que aunado a su reducido tamafo, facilitan el reconocimiento de
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epitopos antigénicos que son de dificil acceso para los anticuerpos

convencionales (Siontorou et al., 2013).

Reconocimiento
antigénico

Reconocimiento
antigénico

Anticuerpos IgG Anticuerpos Nuevos receptores de
convencionales de cadena pesada antigenos-Inmunoglobulinas NRA-Ig
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Figura 1: Esquema de anticuerpos convencionales y anticuerpos de cadena pesada.

A) Anticuerpos tipo IgG heterodimeros compuestos por dos cadenas pesadas (CH1, 2, 3 y un VH) y dos cadenas ligeras
CL1y VL) Yy la regién de reconocimiento antigénico (VH y VL).

B) Anticuerpos de cadenas pesadas-homodimero (CH2,3) y la regién de reconocimiento antigénico (VHH).

C) Nuevo receptor antigénico de Inmunoglobulinas NRA-Ig-homodimero de dos cadenas pesadas (CH1-5) y la regién de
reconocimiento antigénico (V-NAR).

D) Fragmento de reconocimiento antigénico (CH1-CL1 y VH-VL) y fragmento variable de cadena sencilla (VH-VL).

E) Dominios variables de reconocimiento.

Abreviaturas: CH: Domino constante de cadena pesada, CL: Dominio constante de cadena ligera, V H/L: Dominio
variable, VHH: Dominio variable de anticuerpo de cadena pesada, V-NRA: Dominio variable del nuevo receptor antigénico.

1.2. Desarrollo biotecnolégico: Bibliotecas

El desarrollo y seleccion de los Nac a partir de bibliotecas inmunes (Figura

2), implica la inmunizacién con el antigeno o molécula de interés a animales que
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desarrollen de manera natural anticuerpos de cadena pesada. Los pertenecientes
a la familia Camelidae como llamas, alpacas y camellos, son ampliamente usados

en la construccion de este tipo de bibliotecas.
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Figura 2: Esquema de la construccién de una biblioteca de Nanoanticuerpos usando particulas fagicas.

La extraccién de sangre puede ser de camélidos previamente inmunizados o no. Se separan los linfocitos B, se extrae el
RNAm, y mediante RT-PCR se sintetiza DNAc, el cual se expone a oligos que permiten amplificar al Nac especificamente
mediante PCR. Estas secuencias amplificadas son insertadas en vectores de clonacién que son utilizados para transformar
a E. coli TG1, dando lugar a la biblioteca de Nac. Finalmente, esta es transfectada con una particula fagica que permite el
despliegue de Nac unidos a proteinas de la superficie fagica, representando una plataforma idonea para interaccionar con la
molécula blanco.

Abreviaturas: RT-PCR: Reverse TranscriptionPolymeraseChainReaction, RNAm: RNA mensajero, DNAc: DNA
complementario.

Fuente: https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-888X2021000100220#B48
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar un kit de inmunofluorescencia para la identificacion especifica de

células de espermatozoides humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer a la proteina 3 isoforma 1 como blanco para hacer
inmunohistoquimica para luego ser marcada, aislada y analizada.

2. Producir un anticuerpo de cameélido complementario a la proteina especifica
seleccionada, fusionado a una proteina fluorescente.

3. Disenar los diferentes componentes a utilizar en el kit.

4. Desarrollar el protocolo para toma de muestra, analisis e interpretacion de
resultados.

5. Comparar el Kit desarrollado con otras determinaciones y su especificidad

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Mediante la deteccion especifica de la proteina 3, isoforma 1, la cual se
encuentra contenida en la superficie de la cabeza espermatica humana, mediante
nanobodies de camélidos, se espera identificar al individuo aportante de una

muestra espermatica, aplicado a casos de agresion sexual.

4. ANTECEDENTES

La identificacion de agresores sexuales para la resolucion de casos de abuso
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sexual ha sido desde siempre uno de los mayores requerimientos periciales en el
ambito de la Justicia de Argentina. A lo largo de la historia se fueron desarrollando
varias técnicas, las cuales, de acuerdo a los recursos de cada laboratorio, para
establecer la presencia de fluido seminal, ya sea de manera orientativa o certera,
abarcando desde cristalografia al microscopio hasta inmunoensayos. Seguido a
establecer la presencia de este fluido se debe realizar un analisis de los
marcadores STR de la muestra, a los fines de ser cotejado con el perfil genético
del presunto autor y de esta manera realizar los analisis de las hipotesis en lo que
desemboca en un indice de verosimilitud (LR). Actualmente, uno de los kits mas
utilizados para llevar a cabo la determinacién de presencia de fluido seminal, es a
través de inmunocromatografia detectando su antigeno prostatico especifico

(PSA). Posterior a ello se analiza genéticamente.

A su vez, existen kits comerciales para la deteccion por inmunofluorescencia
para muestras de abuso sexual, en las cuales se busca aislar la cabeza de la
célula espermatica, la cual contiene el ADN de su aportante. La problematica de
ello es que, al tratarse de reactivos hechos en el exterior, tienen costos elevados y
presentan tramites de ingreso al pais que complican su obtencion, en especial

para entidades estatales.

5. CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS Y JUSTIFICACION GENERAL DE LA
METODOLOGIA DE TRABAJO

El desarrollo de un kit de identificacidon por inmunofluorescencia forense para
la deteccidn especifica de la proteina 3, isoforma 1, contenida en la cabeza
espermatica humana, portadora del material genético, mediado por nanobodies de

camélidos, representa una herramienta innovadora y necesaria para los
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profesionales en el ambito cientifico. Contar con un kit que permita realizar
analisis especificos en muestras bioldgicas, significa un aumento en la eficacia en
la identificacion de agresores. La implementacion de esta tecnologia no solo tiene
el potencial de mejorar los procedimientos actuales de recoleccion y analisis de
evidencia, sino que también contribuira a una mejora extraordinaria en el sector
forense, otorgando asi una eficacia en la resolucion de casos criticos, complejos

de abuso sexual.

6. DESARROLLO

6.1. Establecer la Proteina 3 isoforma 1

Para hallar la estructura de la Proteina 3 Isoforma 1 (Homo Sapiens)
asociada a membrana del acrosoma espermatico, la misma fue buscada en las
bases de datos aportadas por la pagina del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). A continuacion, se describe la proteina, delimitando

en rojo al region blanco de interés:

NP_776246.1

FASTA:

>NP_776246.1 sperm acrosome membrane-associated protein 3 isoform 1
[Homo sapiens]
MVSALRGAPLIRVHSSPVSSPSVSGPRRLVSCLSSQSSALSQSGGGSTSAAGI
EARSRALRRRWCPAGIMLLALVCLLSCLLPSSEAKLYGRCELARVLHDFGLDG
YRGYSLADWVCLAYFTSGFNAAALDYEADGSTNNGIFQINSRRWCSNLTPNV
PNVCRMYCSDLLNPNLKDTVICAMKITQEPQGLGYWEAWRHHCQGKDLTEW
VDGCDF
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Nuestra proteina 3 isoforma 1 (Homo Sapiens), se encuentra asociada a las
membranas del acrosoma espermatico, la cual sera nuestro antigeno de interés
con el cual a posterior se desarrollara un anticuerpo de dominio unico (sdAb),
también conocido como anticuerpo de dominio, VHH o VNAR (nanobodies), que
como ya se menciono, es un tipo de fragmento de anticuerpo que consiste en un
unico dominio de anticuerpo variable monomérico. Carece de la cadena ligera y
del dominio CH de la cadena pesada que se encuentra en la region Fab
convencional. Presenta un peso molecular de solo 12-15 kDa, es
significativamente mas pequefio que un anticuerpo de longitud completa (150-160

kDa) u otros fragmentos de anticuerpo como Fab (~50 kDa) y scFv (~25 kDa).

Seguidamente, se debera realizar la marcacion mediante un fluoréforo, como
por ejemplo isotiocianato de fluoresceina verde (se observan con filtro FITC en un
microscopio de fluorescencia), de la conjugacion del antigeno-anticuerpo

especifico para cabezas de espermatozoides humanos.

6.2. Produccién del anticuerpo de camélido complementario a la

proteina especifica seleccionada, fusionado a proteina fluorescente

Para la produccion del anticuerpo de dominio unico (sdAb), el primer paso
consiste en clonar el gen que codifica la Proteina 3 Isoforma 1 (Homo Sapiens)
asociado a membrana del acrosoma espermatico utilizando métodos como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la clonacidon en vectores

apropiados.

Una vez que se obtiene el antigeno, se inmunizan camellos o llamas para
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generar anticuerpos especificos que reconozcan a esta proteina. Este enfoque,
basado en la generacion de anticuerpos mediante inmunizacion en animales,

aprovecha sus caracteristicas unicas para producir anticuerpos de alta afinidad.

Posteriormente, una vez completada la inmunizacion, se extrae el suero de
los animales para evaluar la produccion de anticuerpos contra la proteina 3,
isoforma 1. Los mismos son analizados mediante ensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) se utilizan para detectar y cuantificar estos

anticuerpos, asegurando su eficacia y especificidad.

Para la produccién masiva de los anticuerpos VHH, se debe realizar
plasmidos de expresion de ADNc que codifican una o mas proteinas de
membrana de interés y otras proteinas coestimulantes para transfectar células de
la piel, y el dominio extracelular de las proteinas de membrana se expone en la
superficie de las células transfectadas. La inmunizacién repetida, impulsa la
hipermutacion somatica y la maduracion de la afinidad de los anticuerpos de

cadena pesada especificos del objetivo.

La region codificante VHH/sdAb se amplificara por PCR a partir de células B
obtenidas de sangre periférica o biopsias de ganglios linfaticos. Se debe
seleccionar un sdAb especifico mediante el cribado de presentacion de fagos de
anticuerpos de cadena pesada basados en sdAb expresados como

proteinas secretoras en células HEK transfectadas.

El pequefio tamafo de los anticuerpos monodominio les permite entrar en
contacto con epitopos a los que los anticuerpos tradicionales normalmente no
tienen acceso, lo que los hace especialmente utiles para atacar a las proteinas de

membrana. Las proteinas de membrana incrustadas en la bicapa lipidica de las
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células desempenan un papel importante en diversos procesos biologicos. Los
anticuerpos monodominio pueden unirse a partes especificas de estas proteinas
con alta afinidad y especificidad, o que permite inhibir o alterar la funcién de las

proteinas de forma dirigida.

a) Diseno de la construccién

La construccion se basara en el vector de expresion pET28a, que es un

vector de uso comun para la expresion de proteinas recombinantes en E. coli.

Componentes de la construccion

1. Vector de expresion: pET28a

2. Gen de interés: proteina 3 isoforma 1
MVSALRGAPLIRVHSSPVSSPSVSGPRRLVSCLSSQSSALSQSGGGSTSA
AGIEARSRALRRRWCPAGIMLLALVCLLSCLLPSSEAKLYGRCELARVLHD
FGLDGYRGYSLADWVCLAYFTSGFNAAALDYEADGSTNNGIFQINSRRWC
SNLTPNVPNVCRMYCSDLLNPNLKDTVICAMKITQEPQGLGYWEAWRHHC
QGKDLTEWVDGCDF

Promotor: T7

Enzimas de restriccion: BamHI y Hindlll.

Primer forward: CGCTTTGACATACCGGCGA
Primer reverse: AAAATCGCAGCCATCCCATTCG
Etiqueta de histidina: 6xHis

N o o bk w

Pasos para la construccion del diseno

1. Clonacién del gen de interés: se clonara el gen de interés en el vector de

expresion pET28a utilizando las enzimas de restriccion BamHI y HindllI.

2. Insercion de la secuencia de inicio de traduccion: se insertara la secuencia
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de inicio de traduccion antes del gen de interés (ATG).

3. Insercién de la etiqueta de histidina: se insertara la etiqueta de histidina

6xHis después del gen de interés.

4. Insercion de la secuencia de terminacion de traduccion: se insertara la

secuencia de terminacion de traduccion (TAA) después de la etiqueta de

histidina.

b) Secuencia de la construccién

La secuencia de la construccion sera la siguiente:

PET28a-ATG-
MVSALRGAPLIRVHSSPVSSPSVSGPRRLVSCLSSQSSALSQSGGGSTSAAGIE
ARSRALRRRWCPAGIMLLALVCLLSCLLPSSEAKLYGRCELARVLHDFGLDGY
RGYSLADWVCLAYFTSGFNAAALDYEADGSTNNGIFQINSRRWCSNLTPNVPN
VCRMYCSDLLNPNLKDTVICAMKITQEPQGLGYWEAWRHHCQGKDLTEWVDG
CDF-6xHis-TAA

c) Conversion a la Secuencia de Nucleétidos (ADN)

Secuencia completa en codones de la porcidn de interés de la proteina 3
isoforma 1, optimizada para E. coli, indicando en color verde el sitio en el cual se

adhiere el primer forward y en rojo el primer reverse:

GCGAAACTGTATGGCCGCTGCGAACTGGCGCGCGTGCTGCATGATTTT
GGCCTGGATGGCTATCGCGGCTATAGCCTGGCGGATTGGGTGTGCCTGGC
GTATTTTACCAGCGGCTTTAACGCGGCGGCGCTGGATTATGAAGCGGATGG
CAGCACCAACAACGGCATTTTTCAGATTAACAGCCGCCGCTGGTGCAGCAA
CCTGACCCCGAACGTGCCGAACGTGTGCCGCATGTATTGCAGCGATCTGCT
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GAACCCGAACCTGAAAGATACCGTGATTTGCGCGATGAAAATTACCCAGGA
ACCGCAGGGCCTGGGCTATTGGGAAGCGTGGCGCCATCATTGCCAGGGCA
AAGATCTGACCGAATGGGTGGATGGCTGCGATTTT

d) Verificacion de la construccién

La construccion se verificara mediante secuenciacion de ADN para
asegurarse de que el gen de interés esté correctamente clonado y que la

secuencia de la construccion sea correcta.

e) Expresion de la proteina recombinante

La proteina recombinante se expresara en E. coli utilizando el sistema de
expresion pET28a. La bacteria se cultivara en un medio de cultivo adecuado y se
inducira la expresion de la proteina recombinante mediante la adicion de IPTG
(isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido). La proteina se purificara utilizando una
columna afinidad de histidina y se verificara su pureza y actividad mediante

técnicas de laboratorio adecuadas.

f) Diseno de la construccién

Se utiliza el promotor T7 para la adecuada expresion en E. coli.

Diseno General de la Construccion

1. Promotor T7
o Secuencia del promotor: TAATACGACTCACTATAGGGe

2. Sitio de restriccion (BamHI)
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o Secuencia de BamHI: GGATCC
3. Secuencia de proteina (ya optimizada)

o GCGAAACTGTATGGCCGCTGCGAACTGGCGCGCGTGCTGCATGA
TTTTGGCCTGGATGGCTAGCGGCTATAGCCTGGCGGATTGGGTG
TGCCTGGCGTATTTTACCAGCGGCTTTAACGCGGCGGGCTGGAT
TATGAAGCGGATGGCAGCACCAACAACGGCATTTTTCAGATTAAC
AGCCGCCGCGTGCAGCAACCTGACCCCGAACGTGCCGAACGTGT
GCCGCATGTATTGCAGCGATCTGCTGAACCCGAACCTGAAAGATA
CCGTGATTTGCGCGATGAAAATTACCCAGGAACCGCAGGGCCTG
GCTATTGGGAAGCGTGGCGCCATCATTGCCAGGGCAAAGATCTG
ACCGAATGGGTGGATGGCTGCGATTTT

4. 6xHis tag:

o Secuencia para 6xHis: CATCACCATCACCATCACCATCAC.
5. Secuencia de terminacion

o Cododn de terminacion (TAA): TAA

— Gen de interés
Promotor T7 2

Gen de resistencia a
antibioticos
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6.3. Componentes del kit

Nombre del Kit comercial: “Nano-Sperm’

Soluciones proporcionadas en el Kit

e Solucion filadora: metanol.

e Solucion de preparacion de muestras: agua bidestilada.

e Soluciéon bloqueadora: Caseina purificada.

e Solucion para tedir la cabeza del esperma: GFP verde (Green Fluorescent

Protein)
e Solucion de buffer de lavado: PBS de lavado 10X.

e Medios de montaje: portaobjeto con hoyuelo especifico.

6.4. Protocolos
+ Preparacion de soluciones por el Usuario

=>  Solucion buffer PBS de lavado 1X: Prepare solucion 1x de lavado del

stock 10x proporcionado, diluyendo 1:10 con agua bidestilada, es

conveniente realizarlo en una botella y homogeneizar agitando.

=> Solucidon _de preparacion de muestras + DTT: para cada pocillo de

muestra que se va a tenir, agregue 1uL de DTT 1 M a dos gotas de solucion

de preparacion de muestra en un tubo de microcentrifuga y mezcle bien.

Nota: Realice la preparacion de muestra + DTT diariamente antes de su uso
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+» Protocolo para obtencién de muestra en soporte sélido

Tiene como finalidad identificar y aislar el fluido seminal en casos de abuso
sexual de soportes solidos, como ser por ejemplo un preservativo, ropa interior de
la victima/agresor o hisopados extraidos de la persona damnificada. Estos luego
se deben analizar en busqueda de espermatozoides. Para estos casos, debemos
recurrir a un procedimiento llamado levantamiento de evidencias en donde
recuperamos los fluidos biologicos para estudio, para lo cual utilizamos el

siguiente procedimiento:

a) Observar el soporte solido con luces forenses (UV) a distintas
longitudes de onda.

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

c) Realizar sobre superficies soélidas un hisopado embebido en agua
destilada o si se trata de prendas realizar un corte aprox. 3mm o Smm.

d) Agregar una porcién del hisopo o de la prenda a un microtubo con
200uL de buffer de extraccion.

e) Agitar con un dispositivo Vortex por 30 segundos a minima rpm.

f) Centrifugue la muestra 8 minutos a 3.600 rpm.

g) Eliminar el sobrenadante con una pipeta.

h) Transferir el sedimento a una placa portaobjetos.

i) Fijar la placa.
s Protocolo de uso del Kit Nano-Sperm

a) Fijacion: agregar 2 gotas de solucion fijadora a cada pocillo. Incubar

a temperatura ambiente durante 10 minutos.
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b) Lavado: utilice una piseta de lavado para enjuagar suavemente cada
pocillo de muestra con aproximadamente 2-3 ml de tampon de lavado
1x. No es necesario lavar ni enjuagar vigorosamente. Después del
paso de lavado, use una esquina de una toalla de papel o una toallita
de laboratorio para eliminar el tampdn de lavado residual en el pocillo
de la muestra.

c) Preparaciéon de la muestra: Pipetear la solucion de preparacién de
muestras preparada por el usuario + DTT a cada pocillo de muestra.
Incubar durante 30 minutos.

d) Lavar: lavar el portaobjetos como se describe en el item b.

e) Bloquear: agregar 2 gotas de solucion de bloqueo a cada pocillo de
muestra e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

f) Lavar: lavar el portaobjetos como se describe en el item b.

g) Tincidn: agregar 2 gotas de solucion de tincion a cada pocillo de
muestra e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

h) Lavar: lavar el portaobjetos como se describe en el item b.

+ Visualizacion al microscopio

Con ayuda de un microscopio 6ptico de inmunofluorescencia, observar al
mismo los portaobjetos tenidos utilizando los filtros adecuados. Los nucleos de las
células, incluidos los epiteliales y los espermatozoides, se pueden visualizar
utilizando filtros compatibles con DAPI. Las cabezas de esperma humano se
pueden visualizar utilizando filtros compatibles con GFP (Green Fluorescent
Protein) verde. Los portaobjetos se pueden observar con los aumentos 10x, 20x,

40x y 100x, a discrecion del operador.
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6.5. Consideraciones del kit:

» Especificidad:Nano-Sperm es especifico para identificar cabezas de
esperma humano. No se espera que haya reactividad cruzada con células
epiteliales, células sanguineas o semen animal.

» Sensibilidad de la prueba: El limite de deteccion del Nano-Sperm fue

disefiado para detectar un espermatozoide completo.
6.6. Analisis e interpretacion de resultados

Una vez obtenida la muestra, montada en el portaobjeto y visualizada en un
microscopio de inmunofluorescencia, con un aumento 40X, se recorre por campos

la muestra hasta hallar células de interés forense.

Resultados posibles

e Resultados positivos: se visualizan células espermaticas en color verde,

con un conteo minimo de un espermatozoide completo para arribar a

resultado positivo.

» Resultados negativos: No se visualizan células espermaticas.
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6.7. Comparacién con otros métodos:

> Métodos colorimétricos convencionales

Los métodos colorimétricos de tincidon con colorantes como el Giemsa o
Eritrosina carecen de especificidad y sensibilidad, por lo que se requiere una
amplia formacion del analista para lograr la competencia necesaria en el examen
microscopico de las pruebas de agresion sexual. La identificacion de
espermatozoides humanos en muestras dificiles con bajo recuento de
espermatozoides, alta densidad de células epiteliales, mezclas de células y
microorganismos de muestras rectales, degradacion de los espermatozoides con
desprendimiento de la cola de la cabeza, etc. puede ser extremadamente dificil vy,

a menudo, dar lugar a resultados negativos o no concluyentes.

> SPERM HY-LITER

Recientemente, se ha descrito otro método de tincion mediante fluorescencia
especifico de espermatozoides (HY-LITER, Independent Forensics) donde las
cabezas y porciones de la cola se visualizan usando filtros compatibles con
fluoresceina o Alexa 488 por inmunodiagnosis con marcaje disefiado mediante

anticuerpos monoclonales.

SPERM HY--LITER fue desarrollado y validado para el analisis microscopico
de espermatozoides humanos a partir de evidenciade agresion sexual. La
especificidad de este método se obtiene a través de un anticuerpo monoclonal
marcado con fluorescencia (isotiocianato de fluoresceina verde — FITC) de Alexa
488, que se dirige especificamente a un antigeno en la membrana nuclear de las

células espermaticas. Junto con la etiqueta Alexa 488, el colorante nuclear azul,
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4’ 6--diamidino-2-fenilindol (DAPI), también se incorpora como parte de la tincion.

En comparacion, el Kit Nano-Sperm logra obtener resultados con alta
especificidad para la identificacién de células espermaticas, ello se debe a que los
nanoanticuerpos al ser de menor tamano y poseer mayor superficie de adherencia
logran una marcacion de la célula de interés teniendo un bajo porcentaje de
resultados negativos.
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