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Estudio de Efectividad de la cinta REMCO® en la
recoleccion de indicios biologicos en el lugar de los
hechos para estudios con fines Criminalisticos.

Justificacion del presente trabajo:

En todo acto violento se presenta un intercambio sensible de material biologico
debido a la interaccion autor-victima-lugar de los hechos, considerados como indicios
bioldgicos de gran importancia para la investigacion criminalistica de los hechos. La sangre
vertida, el semen, la saliva y los cabellos son en la actualidad evidencias tan importantes en
la instruccién criminal que, con suma frecuencia, el juez aguarda al dictamen pericial
correspondiente para fundamentar su hipétesis o corroborar su sentencia.

La investigacion criminalistica, funda sus tareas profesionales en el estudio
cientifico de las evidencias materiales y se debe prever que el empirico no confunda con
sus argumentos y estar atentos a los razonamientos del cientifico.

El examen de las maculas sospechosas, la observacion y el analisis de los mismos,
han ilustrado tantas veces a la justicia; han hecho tan frecuentes e inesperadas revelaciones
y esclarecido tantos crimenes, tantos delitos perpetrados sin testigos presenciales que nos
demuestra y permite justificar la importancia de la identificacion, estudio y analisis de estos
valiosos indicios.

Para contribuir con los criminalistas, se llevaron a cabo las técnicas bioquimicas que
se realiza cominmente para la identificacion y tipificacion de los indicios aportando el
fundamento y desarrollo de estas técnicas.

Con el fin de buscar una alternativa mas sencilla y disminuir los riesgos de
contaminacién, deterioro y pérdida de los indicios (fluidos bioldgicos), ademas de
recuperar el indicio sin pérdida de la forma original que tenia en el lugar de los hechos
conociendo la importancia que estas caracteristicas tienen para el esclarecimiento de
delitos; se realiza un estudio observacional, predictivo, concomitante y concluyente para
determinar la efectividad de la cinta REMCO® (lifting tape) en la recoleccion de
indicios bioldgicos en el lugar de los hechos y su andlisis respectivo para estudios de
ADN.



Capitulo 1

INTRODUCCION
Antecedentes historicos:

Antes del siglo XVII, el delincuente cuyas ropas se habian manchado de sangre de
la victima a consecuencia de la comision del ilicito, casi siempre escapaba de la accion de
la justicia, en virtud de que en esa época no se contaba con técnicas que pudieran identificar
la sangre y mucho menos otros fluidos biolégicos.

Muchos afios después, en 1575, surgié una ciencia precursora de la criminalistica, la
medicina legal, iniciada por el francés Ambrosio Paré, y continuado por Paolo Sachias en
1651.

En 1686, Malpighi hacia valiosas aportaciones al estudio de las impresiones
dactilares, tanto que una de las partes de la piel humana lleva el nombre de capa de
Malphighi. (Malpighi layer).

En 1753, otro ilustre estudioso y precursor, el doctor Boucher, realizaba estudios
sobre balistica, disciplina que a la postre se llamaria balistica forense, también precursora
de la Criminalistica.

Un sobresaliente acontecimiento en la historia de la dactiloscopia marcé un tratado
publicado en 1823, por Johannes Evangelist Purkinje, quien presenté el ensayo como su
tesis para obtener el grado de doctor en medicina, en la Universidad de Breslau. En ese
escrito, Purkinje describi6 los tipos de las huellas dactilares y las clasificé en nueve grupos
principales.

En 1853, aparece uno de los primeros precursores de la balistica Forense, Henry
Goddard, que en opinion de Jurgen Thoward, fue uno de los tltimos y mas famosos “bow-
street-runners”, de la policia britdnica, y hace referencia de lo siguiente: “En una de las
balas que penetraron el cuerpo de la victima, Goddard observo una curiosa protuberancia y
con dicho proyectil provisto de la mencionada sefia particular inicio la busqueda del
asesino. En la sombria vivienda de uno de los sospechosos, Goddard descubrié un molde
para balas de plomo, un utensilio bastante comun en aquellos dias. El molde tenia un
pequefio defecto. En €l se podia observar claramente una hendidura. El duefio del molde,
detenido por sorpresa, confesé su crimen.”

En 1840, el italiano Orfila cre6 la toxicologia, y Ogier la continuaba en 1872,
ciencia que auxiliaba a los jueces a esclarecer ciertos tipos de delitos, en donde los venenos
eran usados con mucha frecuencia. Esta ciencia o disciplina también es considerada como
precursora de la Criminalistica.



En 1866, Allan Pinkerton, y su “Pinkerton’s National Detective Agency”, en
Chicago, E. U. A, ponia en practica la fotografia criminal para reconocer a los
delincuentes disciplina que posteriormente seria llamada Fotografia Judicial y actualmente
se le conoce como Fotografia Forense.

En 1882 Alfonso Bertillon cre6 en Paris el servicio de Identificacion Judicial en
donde ensayaba su método antropométrico dado a conocer en 1885 y adoptado oficialmente
en 1888. Dicho método estaba basado en el registro de las diferentes caracteristicas Oseas
métricas y cromadticas en personas mayores de 21 afios, en once diferentes partes del

cuerpo.

Todo lo anterior permite establecer que las investigaciones policiacas se empezaban
a guiar cientificamente, pero con un porcentaje considerable de empirismo, donde se usaba
la intuicion y el sentido comun y ldgicamente no se obtenian resultados muy satisfactorios.
Pero todas estas investigaciones y pesquisas empiricas, adquirieron un nombre propio que
les dio el mas ilustre y distinguido Criminalista de todos los tiempos, el Doctor en Derecho
Hanns Gross, denominandole Criminalistica; en Graz, Austria en 1892, dada a conocer
mediante su obra: “Handbuck fiir Untersucungsrichter als System der Kriminalistik”
(Manual del Juez, todos los Sistemas de Criminalistica). En 1893 se imprimi6 la segunda
edicion en esa misma ciudad.

Se edit6 y publico en Espafia en 1894, con el nombre “El manual del juez”, con
traduccion del eminente jurista Doctor en Derecho, Maximo de Arredondo. Y para
Latinoamérica la edit6 Lazaro Pavia, en 1990, mismo afio en que se conocid en México.

El referido jurista Maximo Arredondo, en el prélogo que hace al Manual del Juez,
publicado en Madrid, Espafa, en 1894, valora su contenido y justiprecia la fecha en que el
doctor Hanns Gross dio a conocer la Criminalistica, comentando lo siguiente: “No
existiendo, en nuestro pais obra alguna que viniera a llenar el vacio de que antes
hablabamos, no hemos dudado en acudir a las literaturas extranjera, y muy particularmente
a la alemana. Claro que en la literatura alemana se incluye la literatura de Austria, a cuyo
pais pertenece el autor.

La elaboracion del Manual del Juez le tomé a Hanns Gross 20 afios de experiencias
e intensos trabajos, en donde hizo investigaciones que debe reconocer la instruccién de una
averiguacion para la aplicacion de la técnica del interrogatorio, el levantamiento de planos
y diagramas, utilizacion de los peritos, la interpretacion de escrituras, conocimiento de los
medios de comunicacion entre los participantes de un mismo delito para el reconocimiento
de las lesiones, etc., siendo en general un manual util para los jueces en el esclarecimiento
de cualquier caso penal."'”

Del contenido cientifico del Manual del Juez, se desprende que el Doctor Hanns
Gross, en su época constituyd0 a la criminalistica con las siguientes materias:
Antropometria, Argot Criminal, Contabilidad, Criptografia, Dibujo Forense,
Documentoscopia, Explosivos, Fotografia, Grafologia, Hechos de transito ferroviario,
Hematologia, Incendios, Medicina Legal, Quimica legal e Interrogatorio.



Evolucion de la Criminalistica.

En los afios de la creacién de la Criminalistica, varios estudiosos de la investigacion
criminal se inclinaron en llamar al conjunto de métodos para la investigacion de delitos,
como Policia Judicial Cientifica o Policia Cientifica entre ellos estaban: Alongi, De Benito,
Ferri, Lombroso, Nicéforo, Ottolenghi, Reiss, Roumagnac y otros cientificos. En Berlin, en
1900, Paul Jeserich respaldaba a Gross con la publicacién de su manual “Handbuck der
kriminalistischen Photographie”, donde exponia técnicas para la toma de fotografias en las
nacientes investigaciones Criminalisticas.

Pero para Hanns Gross, la Criminalistica era una disciplina auxiliar juridico-penal y
su obra se tradujo a varios idiomas, provocando el interés de otros especialistas quienes
empezaron a hacer observaciones y contribuciones a la naciente disciplina “*.

En varios paises se hicieron notorias las necesidades de la policia y nacid la
imperiosa obligacion de llevar a cabo estudios especializados para poder ocupar puestos en
la policia conforme progresaron las ciencias y se hicieron nuevos descubrimientos, la
Criminalistica tomé de ellas lo que era util para su desarrollo.

En 1897, el profesor Salvatore Ottolenghi presenté un programa para el curso de
policia cientifica, en el cual desarrollaba sus sistemas de ensefianza, aplicados en la
Facultad de Medicina en Siena, Italia, desde ese afio hasta después de 1915.

En 1899, el propio Ottolenghi, junto con Alongi, fundaron una revista llamada
“Polizia Scientifica”. Lombroso, Ferri y Alongi, invocaban pronto en Italia una policia
judicial cientifica de la que formaba parte la identificacion de delincuentes, acerca de la
cual ya en 1872 habia ideado un método antropométrico el italiano Bonini (Bognoni), a
quien siguieron en esta senda Anfosso, De Blasio y Otros ‘7.

Alfredo Nicéforo, en la “Scuola Positiva” en Roma en 1903, con su monografia de
estudio y ensefianza de la Criminologia, colocaba por primera vez a la Policia Judicial, en
el cuadro general de la Criminologia.

En México, en 1904, el profesor Carlos Roumagnac, escribia los primeros
fundamentos de Antro?ologia Criminal con base en estudios efectuados en la carcel de
Belén, México D. F. 7,

En 1907, el propio Roumagnac, ponia en practica el Servicio de Identificacion en la
inspeccion general de policia de la ciudad de México.

A principios del siglo XX, en México los doctores Francisco Martinez Baca y
Manuel Vergara, publicaban sus trabajos en el libro “Estudios de Antropometria Criminal”.
Ademas, el primero de los doctores de referencia, escribia “Los Tatuajes”, y el licenciado
Julio Guerrero, elaboraba una verdadera tesis llamada “La Génesis del Crimen en
México”, obra que en opinién de Carlos Roumagnac, tuvo mucho éxito y se tradujo a otros
idiomas ©®%),



Nuevamente en la Ciudad de México, en enero de 1920, el profesor Benjamin
Martinez, fundé el gabinete de identificacion y el laboratorio de Criminalistica, en la
entonces jefatura de policia del Distrito Federal, y escribia algunos de los primeros tratados
de Dactiloscopia.

En 1923, Carlos Roumagnac, escribia en México el primer libro sobre policia
judicial cientifica, en donde definia los métodos y técnicas de esa época para las
investigaciones criminales.

En 1935, los policiélogos Carlos Roumagnac, Benjamin Martinez, Fernando Beltran
u otros crean en la ciudad de México una escuela para policias en la que se ensefiaba la
criminalistica entre otras materias, llamandola Escuela Técnica Policial. **

Fue hasta 1938, cuando el doctor José Gomez Robleda, Director de Servicios
Periciales, indicaba la aplicacion de la Criminalistica en la Procuraduria General de Justicia
del Distrito Federal, entonces también de Territorios Federales.

En 1946, plenamente entusiasmado con la Criminalistica, el doctor Constancio
Bernaldo de Quiroz, en las conferencias que dictaba en la Asociacién de Abogados de
Puebla, México, explicaba que: “De todos los elementos que intervienen en ella, de todos
los temas de interés, de novedad que hay en la Policiologia, en la Policia Judicial Cientifica,
que asi se llama este aspecto de la criminalistica, se pueden mencionar solo dos doctrinas,
la identificacion del malhechor y otra, la que afecta a la confesion del reo” .

Pero apunta el doctor Camilo Simonin en 1955, que “Posteriormente a 1919, la
policia Cientifica ha llegado a ser Criminalistica, ya que la experiencia ha demostrado que
el estudio de las huellas criminales, manifiestamente importantes para la justicia y el
descubrimiento de falsos documentos, sobrepasa las responsabilidades de las
investigaciones policiales. Especialistas, bidlogos, fisicos y quimicos, deben intervenir; ello
encierra la necesidad de crear laboratorios de criminalistica, que dispongan de buen

instrumental cientifico y de especialidades competentes “.

Los estudios para la individualizacion de la sangre, desde el punto de vista genético,
aplicando fines forenses por medio de técnicas electroforéticas, fueron hechos por B. J.
Culliford de 1963 a 1967 y Benjamin W. Grunbaum de la Universidad de California, desde
1964 continda con esos estudios en la Asociacion Californiana de Criminalistica.

En el afio de 1985, Alec Jeffreys, en Inglaterra, aplica por primera vez, la técnica de
Biologia Molecular, para identificar a un presunto responsable, relacionado con un doble
homicidio y violacién, comprobando su culpabilidad, por medio de fragmentos
Polimérficos de Longitud Variable, llamados VNTR (variable number tandem repeats), a
través de la técnica denominada RFLP (restriction fragment length polymorphism), que se
encuentran distribuidos en el ADN humano y que son capaces de individualizar a una
persona, incluso hermanos, exceptuando gemelos univitelinos.

La llegada de la dactilografia del ADN a mediados de los afios 80°s ha tenido un
enorme efecto en la habilidad de los laboratorios criminalisticos para identificar sujetos
extraordinariamente examinando una gran variedad de los fluidos de sus cuerpos.



La incorporacion de técnicas de biologia molecular en los laboratorios
criminalisticos ha resultado, en un porcentaje creciente notorio, en la identificacion de
criminales y en la exoneracién de inocentes.

El arribo de la tecnologia del ADN ha aumentado la habilidad de efectuar analisis
de identidad humana. La identificacién individual es deseada en gran nimero de
situaciones incluyendo la determinacion de perpetradores de actos violentos como
homicidios y violaciones, resolviendo casos de paternidad no establecida, y en la
identificacion de restos de personas desaparecidas o victimas de desastres masivos.

La tecnologia de tipificaciéon del ADN se desarrollo rapidamente durante los 90s
hasta el punto donde ahora es posible obtener resultados en pocas horas con muestras con
minima cantidad de material bioldgico.

La tipificacion del ADN, desde que fue introducida a mediados de los 80°s,
revoluciona la ciencia forense y la habilidad de fortalecer a la ley para relacionar a los
perpetradores con la escena del crimen.

La Dactilografia del ADN o tipificacion del ADN como es conocida, fue descrita
por primera vez en 1985 por el genetista inglés Alec Jeffreys.

Los ultimos 15 afios han observado un tremendo crecimiento en el uso de evidencias
de ADN en las investigaciones de la escena del crimen asi como en pruebas de paternidad.

La comunidad de cientificos dedicados a la identificacion con estas pruebas, han
usado una variedad de técnicas incluyendo las pruebas de locus individual, y multi — locus,
métodos de RFLP y mas recientemente la PCR (polimerasa chain reaction). Numerosos
avances se han hecho en los ultimos 15 afios en cuanto al procesamiento de las muestras y
la sensibilidad de las técnicas. En lugar de requerir grandes manchas de sangre con ADN
bien preservado, minimas cantidades de muestra, tan pequefias como una sola célula, en
algunos casos, pueden producir un perfil de ADN qtil.

Marco Teoérico:

La Criminalistica es indispensable en la investigaciéon de hechos presuntamente
delictuosos para una correcta procuracion y administracion de la justicia, por tal motivo
deben conocerla todos aquellos funcionarios que realicen tareas relacionadas con ella,
principalmente agentes de la policia, peritos, agentes del Ministerio Publico, jueces,
magistrados y abogados litigantes.

El doctor mexicano, Moreno Gonzalez, define a la Criminalistica de la forma
siguiente: “es la disciplina que aplica fundamentalmente los conocimientos, métodos y
técnicas de investigacion de las ciencias naturales en el examen del material sensible
significativo relacionado con un presunto hecho delictuoso con el fin de determinar en
auxilio de los 6rganos encargados de administrar justicia, su existencia o bien reconstruirlo,
o bien sefialar y precisar la intervencion de uno o varios sujetos en el mismo” %,



Los criminalistas Sodi Pallares, Palacios Bermudes y Gutierre Tibon, exponen que:
“El fin de la criminalistica consiste en el descubrimiento del delito, del delincuente y de la
victima a quien perjudicé el delito”. Y agregando de manera muy importante, que “la
criminalistica es una disciplina explicativa y formalistica, constituida por un conjunto
sistematizado de diversas disciplinas naturales y que tiene por objeto el descubrimiento y
verificacion del delito; desde luego que es una disci}alina auxiliar, pero que comprueba el

delito y estudia al delincuente en forma cientifica” “¥.

Indicios en General

Es conveniente mencionar primero, que “indicio” proviene del latin “indicium”, y
significa “signo aparente y EJrobable de que existe alguna cosa y a su vez es sindnimo de
sefia, muestra o indicacién” ", Es de primordial importancia aclarar que la palabra indicio
a sido integrada desde tiempo atras para el orden principalmente penal.

Desde el punto de vista criminalistico, se entiende por indicio “Todo objeto,
instrumento, huella, marca, rastro, sefial o vestigio, que se usa y se produce respectivamente
en la comision de un hecho”.

Es decir, es toda evidencia fisica que tiene estrecha relacion con la comision de un
hecho presuntamente delictuoso, cuyo examen o estudio de las bases cientificas para
encaminar con buenos principios toda investigacion, y lograr fundamentalmente:

a) la identificacion del o los autores,

b) las pruebas de la comision del hecho, y

¢) la reconstrucciéon del mecanismo del hecho.

Con base en la experiencia y aplicando los métodos inductivo, deductivo, analitico y
cientifico, asi como las técnicas adecuadas, se podra hacer “hablar” a los indicios.

Se debe recordar la famosa sentencia del doctor Edmond Locard y sentir la

2gc’ﬁandidad cientifica de su mensaje: “Los indicios son testigos mudos que no mienten”
)

La criminalistica inicia las investigaciones preliminares de manera general hasta
llegar a lo objetivo y significativo del pequefio detalle, razén suficiente para que en la
busqueda de indicios que en algunos casos resultan pequefios e insignificantes, se requiera
de personal preparado cientificamente, experimentado y con vocacién sincera. Debe
recordarse que no hay delincuente que a su paso por el lugar de los hechos no deje tras de si
alguna huella aprovechable, y cuando no se recogen evidencias utiles en la investigacion,
la verdad es que no se ha sabido buscarlas en virtud de que casi siempre se manifiesta un
intercambio de indicios entre: el autor, la victima y el lugar de los hechos.

La investigacion pericial consta de cuatro etapas:
1.  Busqueda en el lugar de los hechos o sobre victimas o implicados.
2. Recoleccion y envio al laboratorio.
3.  Examenes analiticos y su interpretacion.
4.  Emision de Resultados mediante dictamen.



Las dos primeras son fundamentales con relacién a los vestigios organicos, de ahi
que se deba saber la forma de identificarlos, recolectarlos y enviarlos.

Los indicios, es decir el material sensible significativo relacionado con los hechos
que se investigan, constituyen el objeto formal de estudio de la criminalistica. Los indicios
pueden ser encontrados tanto en el lugar de los hechos, en el cuerpo de la victima o del
victimario, como de las areas relacionadas, ya sean proximas o distantes. Su manejo
inadecuado conduce a su contaminacion deterioro o destruccidn, siendo éstas las causas
mas frecuentes que impiden su ulterior examen en el laboratorio.

Estas muestras levantadas adecuadamente en el lugar de los hechos son transferidas
al laboratorio para su estudio, analisis eficientes para lograr explicar los sucesos que se
inquieren.

Indicios mas frecuentes en el lugar de los hechos.

Debe recordarse que los indicios son instrumentos muy delicados de la verdad, y
tratados cientificamente nos van a ayudar en la investigacion de los delitos, y las
reflexiones que se hagan de ellos deben efectuarse con base en la experiencia y con el uso
de métodos y técnicas muy propias.

Las decisiones de los expertos en las diferentes ramas de la Criminalistica, “hacen
hablar” a los indicios, e imprimen sus consideraciones en informes o dictamenes periciales,
los que van a orientar y a dar luz en la investigacion y persecucion de hechos
presuntamente delictuosos.

Los indicios mas frecuentes en el lugar de los hechos y que generalmente estin
asociados a ilicitos consumados, son los siguientes (26),

o Impresiones dactilares, latentes, positivas y negativas.

o Huellas de sangre, con caracteristicas dinamicas, estdticas, apoyo,
embarraduras, etc.

o Huellas de pisadas humanas, calzadas, descalzadas, positivas, negativas e
invisibles.

o Huellas de pisadas de animales, positivas, negativas e invisibles.

o Huellas de neumdticos, por aceleraciéon, rodada y frenamiento o
desplazamiento.

o Huellas de herramientas, principalmente en robos.

o Huellas de rasgaduras, descoseduras y desabotonaduras, en ropas.

o Huellas de labios pintados sobre papel Kleenex, ropas, tazas, cigarrillos, etc.

o Armas de fuego, armas blancas, balas, casquillos, rastros de sangre, manchas
de sustancias, etc.

o Pelos humanos o de animal, o sintéticos, fibras de tela, fragmentos de ropas.

o Huellas de semen en la victima o en los objetos cercanos a la escena del

crimen (sabanas, ropa, bafios, papel higiénico, etc.)



Una vez que el lugar de los hechos ha sido totalmente documentado y se ha
localizado la evidencia, se podra empezar el proceso de coleccion. El proceso de coleccion
usualmente inicia con la evidencia més fragil o mas fécil de perder

Las evidencias biolégicas son transferidas por via directa o secundaria, éstas quedan
sobre superficies por absorcion o adherencia. En general, las muestras liquidas son
absorbidas dentro de las superficies y las evidencias sélidas se adhieren a las superficies. El
método de recoleccién depende ampliamente del estado liquido o sélido y de las
condiciones de la evidencia.

La recoleccion de una evidencia de ADN del lugar de los hechos debe ser realizada
cuidadosamente, y debe cuidarse también la cadena de custodia con el fin de producir
perfiles de ADN que sean significativos y legalmente aceptados en el juzgado. Las técnicas
de ADN se han transformado en técnicas altamente sensibles que incluso aquellas muestras
tan pequefias que no puedan ser observadas a simple vista, pueden ser utilizadas para
relacionar al probable responsable con el lugar de los hechos. La evidencia debe ser
recolectada, preservada, almacenada y transportada cuidadosamente al laboratorio de ADN
con el fin de evitar que la prueba quede invalidada por un defecto en la investigacién
preliminar.

ADN

Los seres vivientes u organismos muestran una similitud fundamental muy
acentuada tanto en estructura como en funcion. Todas las formas vivientes estan
constituidas esencialmente de una o mas unidades basicas o estructurales denominadas
células.

La célula, considerada la unidad basica de la vida, constituye esencialmente un
sistema complejo, muy organizado, dindmico y autodirigido de moléculas y agregados
moleculares, los cuales emplean y toman energia del medio que los rodea para utilizarla en
fenémenos de crecimiento y reproduccién. ©?

Cada una de las células, esta rodeada por una membrana plasmética, contiene un
nicleo y buen numero de organelos subcelulares (mitocondrias, reticulo endoplasmico
granuloso, reticulo endoplasmico liso y complejo de Golgi).

Dentro de los nucleos de nuestras células esta una sustancia quimica conocida como
ADN que contiene el codigo informativo para la replicacion de la célula, y la construccién
de las enzimas necesarias. Debido a que el ADN se encuentra en el nucleo de la célula,
comunmente es conocido como ADN nuclear.

Los 4cidos nucleicos incluyendo ADN estan compuestos por unidades de
nucledtidos que estan constituidos por tres partes: una base nitrogenada, un azicar y un
fosfato. Las bases nitrogenadas, conceden la variaciéon en cada unidad de nucleétido,
mientras que el fosfato y las porciones de azicar forman la columna vertebral de la
estructura de la molécula del ADN.



El alfabeto del ADN esta conformado sélo por cuatro caracteres representando las cuatro
bases: A (adenina), T (timina), C (citosina) y G (guanina). Las varias combinaciones de
estas cuatro letras, conocidas como nucleotidos o bases, producen la variedad de diferencias
biol6gicas entre los humanos y todas las criaturas vivientes.

Los humanos tienen aproximadamente tres billones de posiciones de nucledtidos en
su genoma ADN. Por lo tanto, con cuatro posibilidades (A, C, G, o T) en cada posicion,
literalmente, trillones de combinaciones son posibles. El contenido de informacion del
ADN es codificado en un orden (secuencia) de las bases tal cual las computadoras guardan
informacion binaria en una linea de unos y ceros.

Siempre que se enliste una secuencia de ADN se designa el “extremo-5"" y el
“extremo—3"". Este esquema de numeracion se debe a la estructura quimica del ADN y se
hace referencia a la posicion de los dtomos de carbono en el anillo de azucar de la columna
vertebral del ADN. Una secuencia es normalmente escrito (y leido) de 5" a 3".

Figura 1. Mecanismo de duplicacion de ADN por polimerasa ADN ©

Las ADN polimerasas, son las enzimas que copian el ADN, solo “escriben” las
secuencias de ADN 5" a 3’, muy parecido a como nosotros leemos palabras y enunciados
de izquierda a derecha.
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Pares de las bases e hibridacion de las hebras de ADN (20)

En su estado natural en la célula, el ADN esta compuesto por dos hebras que estan
unidas a través de un proceso conocido como hibridacién. Las unidades de nucle6tidos
individualmente son unidos con su base complementaria a través de puentes de hidrogeno
que se forman entre las bases. Las reglas de unién entre bases son que adenina solo puede
hibridarse con timina y citosina solo puede hibridarse con guanina. En el par formado por
las bases adenina-timina existen dos puentes de hidrégeno y en el par de guanina-citosina
hay tres puentes de hidrogeno. Debido a esto, el par GC se mantiene unido un poco mas
fuerte que el par de bases AT. La doble hebra del ADN forma una hélice debido a este
fenomeno de apareamiento de bases.

La hibridacion de ambas hebras es una propiedad fundamental del ADN. De
cualquier manera, los puentes de hidrégeno que tienen las hebras del ADN unidos entre sus
pares de bases pueden ser “quebrados” por una temperatura elevada o por tratamiento
quimico, proceso conocido como desnaturalizacion. Un método comun de
desnaturalizacion de la doble hebra del ADN es calentarlo cerca de temperaturas de
ebullicion.

La desnaturalizacion es un proceso reversible. Si la doble hebra de una pieza de
ADN es calentada, se separara en dos hebras. Conforme la muestra de ADN se enfrie
moderadamente, la hebra del ADN encontrara su secuencia complementaria y se volvera a
hibridar y a unirse una con otra. El proceso de complementacion de que las dos hebras del
ADN se vuelvan a unir es conocido como renaturalizacion o realineacion.

Existen aproximadamente tres billones de pares de bases en s6lo una copia de
genoma humano. Obtener un catidlogo completo de los genes contenidos en el genoma
humano es el objetivo primordial del Proyecto del Genoma Humano, que ha sido un
esfuerzo internacional desde 1990. La informacion del Proyecto del Genoma Humano va a
beneficiar a la ciencia médica asi como a la identificacion forense y nos ayudara a entender
como estamos creados genéticamente.

Dentro de las células humanas, el ADN encontrado en el nicleo de la célula esta
dividido en cromosomas, que son paquetes compactos de ADN y proteinas de proteccion
llamadas histonas. El genoma humano consiste en 22 pares de cromosomas de un autosoma
y dos cromosomas determinantes del sexo. Por esto, las células de un humano normal,
contienen 46 diferentes cromosomas o 23 pares de cromosomas. Las pruebas de identidad
humana son desarrolladas usando marcadores en los cromosomas autosomales, y la
determinacion de género es dada con marcadores en los cromosomas de sexo.

El material genético en los cromosomas esta compuesto por regiones “codificadas”
y “no codificadas”. Las regiones codificadas son conocidas como genes y contienen la
informacion necesaria para que la célula pueda producir proteinas. Un gen puede variar
desde unos cuantos miles hasta decenas de miles de pares de bases en cuanto a su tamafio.
Aproximadamente 50 000 — 100 000 genes existen en el genoma humano, cifra que no
podemos conocer hasta que se complete el Proyecto del Genoma Humano. @)
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Los genes consisten en exones (porciones de proteinas codificadas) e intrones (las
secuencias interpuestas). Los genes s6lo conforman aproximadamente el 5% del ADN
genémico humano. Las regiones de proteinas no codificadas de ADN forman el resto de
nuestro material cromosdémico. Debido a que estas regiones no estan relacionadas
directamente con la produccién de proteinas en muchas ocasiones se refieren a estas zonas
como ADN chatarra. Los marcadores polimérficos (variables) que difieren entre individuos
pueden ser encontrados en todas las partes de las regiones no codificadas del genoma
humano. La posicién cromosémica de un gene o de un marcador de ADN en una region no
codificada es cominmente denominada como locus (plural: loci). Miles de loci han sido
caracterizados o delineados en regiones particulares de los cromosomas humanos a través
del esfuerzo mundial en el Proyecto del Genoma Humano.

Pares de cromosomas son descritos como homdlogos por que ellos son del mismo
tamafio y contienen la misma estructura genética. La copia de cada gene reside en la misma
posicion (locus) en cada cromosoma del par homélogo. Uno de los cromosomas de cada
par es heredado por la madre y el otro por el padre. La secuencia del ADN de cada
cromosoma del par de homologos puede o no ser idéntica desde que las mutaciones se han
dado en el tiempo. %)

En la actualidad y tras un largo periodo de investigacion, la tecnologia del ADN se
ha convertido en una herramienta imprescindible en el anélisis de indicios biolégicos de
interés criminal.

Extraer material genético casi de cualquier indicio bioldgico ha permitido obtener
informacion precisa acerca de la identidad genética del individuo.

Con el desarrollo de la técnica de amplificacion genética conocida como PCR y su
aplicacion en la genética forense se han conseguido resultados 6ptimos a partir de vestigios
con cantidades criticas de ADN.

Debido a las cantidades tan criticas de vestigios biologicos a los que nos
enfrentamos en el laboratorio de genética es de suma importancia la correcta recogida de
muestras y la proteccion de las mismas.

Los procesos utilizados para la toma de muestra, pueden afectar la obtencion del
perfil genético a partir de los indicios o muestras bioldgicos.

Estos procesos se pueden contaminar o alterar la cantidad de ADN en el momento
de la recogida y/o durante el envio al laboratorio. Los factores que afectan a nuestra
muestra son:

« Contaminacién por material biolégico humano
» Transferencia de indicios bioldgicos

+ Contaminacion microbioldgica

« Contaminacién quimica
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Estos pueden disminuirse o minimizarse teniendo en cuenta algunas precauciones
basicas durante la recolecta de las muestras como por ejemplo; aislar y proteger lo mas
rapido posible la escena de delito, utilizar instrumental desechable, no afiadir
conservadores, dejar secar a temperatura ambiente, empaquetar cada muestra por
separado, etc.

Trabajando a partir de muestras biologicas primero se debe de extraer el ADN de
esta muestra y después es analizado para evaluar la cantidad de ADN recuperado.

Extraccion de ADN

Una muestra bioldgica obtenida de la escena del crimen en forma de manchas de
sangre, semen, una muestra liquida de sangre de un sospechoso, o en un caso de paternidad,
contiene un numero de sustancias alrededor del ADN.

Las moléculas de ADN deben ser separadas de cualquier otro material celular antes
de que puedan ser examinadas.

Proteinas celulares que empacan y protegen al ADN en todo lo que rodea la célula
pueden inhibir la capacidad de analizar el ADN.

Por lo tanto los métodos de extraccion de ADN han sido desarrollados para separar
proteinas y otros materiales celulares de las moléculas de ADN.

Después de haber aislado el ADN de estas células, son copiadas regiones
especificas con una técnica conocida como PCR.

La PCR produce millones de copias por cada molécula iniciadora de ADN y de este
modo permite tener cantidades muy minuciosas de ADN para ser examinadas.

Los productos resultantes de PCR son separados y detectados con el fin de
caracterizar la region STR (short tandem repeat) a examinar.

Debido a que muestras biologicas extremadamente pequefias pueden ser usadas como
evidencias, se debe poner especial atencién en la contaminacién cuando se identifiquen,
colecten y preserven las muestras para estudios de ADN. Las muestras pueden estar
contaminadas cuando el ADN de otras fuentes se mezcla con el ADN relevante relacionado
con el caso. Debido a que la tecnologia denominada PCR replica o copia el ADN en la
muestra bioldgica, la introduccion de contaminantes de otras fuentes puede resultar muy
problematica. Para evitar este escenario, se deben tomar precauciones especiales a fin de
prevenir los contaminantes que en cualquier circunstancia son indeseables. Si se recolecta
una muestra bioldgica para estudios de ADN, el proceso de PCR copiara cualquier ADN
presente en la muestra, no sera posible distinguir entre el ADN del probable responsable y
el ADN de otra fuente.
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Pasos del proceso de muestras de ADN

Biologica.
El ADN es extraido primero de la fuente del material bioldgico y después
cuantificado para evaluar la cantidad de ADN recuperado.

Después de la extraccion del ADN de las células, regiones especificas son copiadas
con la técnica conocida como PCR. Esta produce millones de copias de cada molécula
iniciadora de ADN y esto permite examinar minimas cantidades de ADN. Miultiples
regiones STR pueden ser examinadas simultdneamente para aumentar la informacién del
analisis.

Tecnolodgica.

Los productos resultantes de PCR después son separados y detectados para
caracterizar la region examinada de STR. Los métodos de separacion utilizados hoy en dia
son electroforesis en capa de gel y electroforesis capilar.

Después de detectados los alelos STR, el nimero de repeticiones en la secuencia de
ADN es determinado, por el proceso denominado genotipificacion.

Cada alelo STR es distinguido de otros en la reacciéon de amplificacion por
separacion basada en su longitud y color. El color resulta de una tincion fluorescente
afiadida durante la reaccion de amplificacion.

Genética.

El perfil resultante de ADN de una muestra, que es una combinacion de genotipos
STR individuales, es comparado con otras muestras. En el caso de una investigacion
forense, estas muestras deben incluir informacién de referencia de la muestra como el de
una victima o un sospechoso que son comparados con las evidencias de la escena del
crimen. En investigaciones de paternidad, el genotipo del hijo, se debe comparar con el de
su madre y el alelo de su padre en investigacion. Si no hay relacién entre la muestra
cuestionada y la conocida entonces se considera que las muestras fueron originadas de
diversas fuentes.

El término para fallar la relacion entre dos perfiles es “exclusion”.
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Objetivo general:

Comprobar si la utilizacién de la cinta adhesiva REMCO® en la recolecta de las
muestras bioldgicas mas comunes encontradas en la escena del crimen como sangre, saliva
y semen nos permite obtener muestras viables para su analisis y determinacion de un
perfil genético aplicables en la investigacion criminalistica de casos de homicidios,
violaciones, etc.

Objetivos particulares:

/¥ Utilizacién de tamizaje para determinar el origen de las muestras recolectadas en
lugares de hechos.

/¥ Proponer una técnica mas sencilla y segura para la recolecta de los indicios
biologicos de la escena del crimen para su estudio ulterior.

/¥ Comprobar que la técnica de recolecta de manchas hematicas con la cinta REMCO®
es efectiva, ademas que permite llevar a cabo la determinacion de grupo sanguineo
por la técnica de adsorci6n elucion y obtener el perfil genético del individuo.

/¥ Aplicar técnicas para la identificacion y tipificacion de los indicios recolectados en
el lugar de los hechos con la cinta REMCO®.

/¥ Demostrar que la cinta REMCO® es ideal para levantar muestras de células bucales
a partir de diferentes superficies para su posterior analisis en el laboratorio y la
secuenciacion del ADN gendémico.

/¥ Validar la recolecta de muestras seminoldgicas en el lugar de los hechos con la
cinta REMCO®, obteniendo muestras viables para su estudio e identificacion del
individuo.

Hipétesis:

Al emplear en el levantamiento de indicios biologicos como sangre, saliva y semen
en la escena del crimen la cinta adhesiva REMCO® obtendremos una muestra protegida
contra la contaminacion la cual nos permitirda de forma segura realizar las pruebas en
criminalistica para determinar de que indicio se trata y establecer el perfil genético de cada
una de ellas.
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CAPITULO II

Generalidades
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SANGRE

Aspectos generales.

La sangre es un tejido constituido por células, liquidos y sustancias; es el vehiculo
del oxigeno y de todos los elementos nutritivos necesarios para el trabajo fisiologico del
cuerpo humano. La sangre arterial es de color rojo claro y la sangre venosa es de color
oscuro, tiene olor sui generis y son ligeramente alcalinas. El medio solido de la sangre esta
formado por globulos rojos (hematies o eritrocitos), globulos blancos (leucocitos),
plaquetas, etc.

El transporte del oxigeno se realiza por medio de los gldbulos rojos, los cuales
contienen hemoglobina, la que al combinarse con el oxigeno forma la oxihemoglobina y en
esta forma es conducida a todo el organismo. Los eritrocitos o globulos rojos estan en
cantidad aproximada de 4,200.000 a 5,000.000 por mm° en las mujeres; y de 4,600.000 a
6,000.000 en los hombres. Tienen forma de disco bicdncavo, su didmetro es entre 6 y 9
micras y su vida es aproximadamente de 4 meses. Los leucocitos o glébulos blancos son la
fuerza de la seguridad del organismo, se encuentran en cantidad aproximada de 5,000 a
10,000 mm?® en ambos sexos. Los leucocitos estaran presentes en donde exista una herida,
infeccién o enfermedad, para combatir gérmenes invasores, aunque algunas veces pierdes
la batalla. En la actualidad, existen antibidticos, sulfas, etc., que los refuerzan para ganar la
batalla contra las enfermedades. “*’

Existen diversos elementos leucocitarios como: linfocitos, monocitos, eosinoéfilos,
neutrofilos, mielocitos, metamielocitos, etc.

El medio liquido (suero), conduce las sustancias nutritivas a los diferentes tejidos,
como son: proteinas, lipidos, carbohidratos, que son absorbidos a nivel intestinal y los
conduce el plasma en forma de quilo; ademas recibe del higado diferentes sustancias para
ser transportadas a los organos. También transporta sustancias de desecho que son
eliminadas por medio de los rifiones y del intestino.

El grupo sanguineo o genotipo es el resultado de la unién de dos genes, uno de
origen materno y otro de origen paterno. En la actualidad se dispone de sueros especiales
para la investigaciéon rapida de los grupos sanguineos, los cuales conforme a la
nomenclatura internacional, son: A, B, AB y O.
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Vinculo con la Criminalistica

El primer indicio de orden criminalistico de que se tiene referencia en la historia de
la humanidad es la muerte de Abel, que aparece consignado en el capitulo IV del libro de
Génesis y que a letra dice: “Cain dijo a Abel, su hermano, vamos al campo. Y mientras
estaban en el campo, Cain se alzd contra Abel, su hermano, y le maté. Entonces dijo Yahve
a Cain: ;)Donde esta Abel? Y contestd No lo sé. ;Soy yo acaso el guardian de mi hermano?
Yahvé le dijo: jQue has hecho! La voz de la sangre de tu hermano clama a mi desde la
tierra”.

Los primeros estudios para la identificacion de la sangre, surgen en el afio de 1853,
cuando el anatomista Ludwig Teichmann Stawlarsgy de Cracovia, observa que la sangre
tratada con 4cido acético formaba cristales caracteristicos a los que da el nombre de
cristales heminicos que mas tarde son designados como de Teichmann; los que no se
forman en presencia de metales oxidados o con sangre expuesta a mas de 140° C.

La identificacion de sangre en 1900, Paul Uhlenhut perfeccion6 el procedimiento
del suero para distinguir la sangre humana de la animal. Un afio después, Karl Landsteiner
descubrié grupos sanguineos con base en la capacidad diferenciadora del suero para
conglutinar los glébulos rojos; aunque no se trataba de una identificacion Eositiva, este
analisis servia a menudo para descartar a los sospechosos que eran inocentes 6%,

En el afio de 1904 Adler reporta su estudio sobre el empleo de la bencidina para la
identificacion de sangre, método que actualmente ain es utilizado por muchos
investigadores forenses como prueba de orientacion.

La técnica de Kastle-Mayer que como prueba de orientacion es hasta ahora la mas
eficiente, fue avalada por Glaister desde 1926.

En 1960, Kind introduce el método de Adsorcion-Elucion que viene a abolir el
tradicional de Absorcion-Inhibicion para determinaciones de las grupos A, B, O; Nichols y
Pereira en 1962, reportan su uso tanto para el sistema A, B, O, como para el M, N, y en
1968 Lincoln y Dodd efectiian experiencias con técnicas de elucion para la deteccion de los
antigenos Rh.

La sangre es el indicio de naturaleza bioldgica mas frecuente en delitos violentos, es
el indicio mas valioso que puede encontrarse en el lugar de los hechos. No solamente tiene
una importancia decisiva para demostrar la perpetracion del crimen, sino que también
aporta un sélido fundamento para la acusacion, constituyendo muchas veces la unica
prueba plena y fehaciente que conduce inequivocamente a la sentencia del acusado por
medio del estudio del ADN de las células presentes en el indicio hematico.

Entre los indicios que frecuentemente se producen durante la comision de diversos
delitos, las manchas de sangre ocupan un lugar preponderante; de ahi la importancia de
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efectuar sobre esta evidencia fisica un estudio eficiente, que sea de verdadera utilidad para
el esclarecimiento de los hechos que se investigan.

Por otro lado, en la actitud de defensa, el criminal, 1a mas de las veces, negaba que
las manchas encontradas en su ropa fueran de sangre. Ahora bien, en caso de aceptarlo,
argumentaba que las manchas no eran de sangre humana, sino de cualquier otra especie
animal, ante tales aberraciones, los criminalistas se quedaban con los brazos cruzados, pues,
no existian técnicas confiables que dilucidaran tales cuestiones.

Son cuatro lo puntos cardinales que encierra esta problematica:

¢ Una mancha es o no de sangre?

En caso de serlo, jcual es su origen: humano o animal?
(A que grupo sanguineo pertenece?

(De que persona es?

W R =

Rastreo Hematico.

En el rastreo hematologico que se efectua en el lugar de los hechos, se debe
observar con sumo cuidado, pues existen algunas manchas que son visibles a simple vista,
pero hay otras que no lo son, y para dar luz a lo anterior, se realiza una revisién o
inspeccion metodica del sitio: -

a) Utilizando primero el auxilio de la luz artificial, proyectada en forma rasante
u oblicua a la superficie por observar, y de ser posible con la ayuda de filtros
coloreados que permiten aumentar el contraste entre la mancha y el soporte.

b) También se puede utilizar la luz ultravioleta en completa oscuridad, que
brinda mejores ventajas para efectuar un rastro hematico o de otro tipo de
manchas.

¢) El color del soporte donde se encuentra la mancha huella de sangre, facilita o
dificulta su localizacion.

La sangre en el lugar de los hechos.

En el lugar de los hechos, la cantidad y caracteristicas de la sangre que se observe
alrededor de la victima, pueden indicar el tiempo probable que sobrevivié después de haber
sido lesionado, y se debe tener cuidado con lo siguiente:

a) Algunas lesiones por su ubicacion y por la posicion del cuerpo, pueden ser
tales que la accion de la gravedad haga que la sangre siga emanando hasta
acumularse en gran cantidad sobre el piso o soporte que reciba la victima,
interviniendo en algunos casos el declive del piso.
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b) Se debe observar también que la sangre ante mortem se coagula entre 5 y 8
minutos después de expuesta fuera del cuerpo humano, y no asi la de
postmortem que expuesta al exterior no origina el proceso de coagulacion.

c) La forma, direccion y estado de la huella de sangre originadas ya sea por
goteo dinamico, estatico, salpicaduras, etc., pueden indicar si la victima
efectud movimientos o desplazamientos después de haber sufrido lesiones;
también si existié lucha y forcejeo; si fue desplazada la victima de un lugar a
otro ya sin vida; si la posicion del cadaver corresponde a la original después
de la muerte; o si existi6 probable sobrevivencia cuya atencién médica
hubiera salvado la vida, esto en caso de que las lesiones no fueran mortales
por necesidad.

Figura 2. Diversas huellas de sangre originadas en la escena del crimen. ®"
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Caracteristicas morfolégicas en huellas de sangre.

Las formas y figuras de las huellas de sangre caidas sobre soportes desde diferentes
alturas pueden variar en tamafio y caracteristicas morfologicas, debido a la cantidad,
calidad, origen, dimension de la lesion en profundidad y longitud, en el espacio durante su
caida y caracteristicas del soporte que la reciba.
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» Las huellas de sangre que gotean sobre un plano inclinado sin que la persona
tenga movimiento, se presentan ovales y alargadas con escurrimientos largos en la
parte inferior, depende del angulo de inclinacion del soporte que sea menor o
mayor. También estéticas.

0 o e ablsna dn s lansanedine
dr 45 gradon: lorma de ragucts, ACumla
" oA ¥ aduliamiento en s parie inferiar y
color casd ceealarachdn en s swiperior,

v 0
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yniloeme,

Figura 4. Manchas de sangre a diferentes alturas

> Las huellas de sangre que caen sobre un plano horizontal y que estan animadas de
movimiento lento, se presentan con estrias en uno de sus lados que indican la
direcciéon del movimiento.
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Figura 5. Huellas de sangre animadas de movimiento lento.




» Las huellas de sangre que caen sobre un plano horizontal y que estdn animadas
por un movimiento rapido, se presentan con una forma de lagrima, con una sola
estria o alargamiento, que indica la direccion del movimiento:

o

Figura 6. Huellas de sangre animadas de movimiento rapido. =’

» Las huellas de sangre producidas por un goteo ininterrumpido sobre un plano
horizontal presentan un rastro de sangre en forma de franja desplazandose estrias
en los lados que segtn su direccion indican el movimiento; es generalmente poco
ancha segun la cantidad de sangre.

» Las huellas de sangre proyectadas directamente sobre los muros o paredes
presentan forma alargada con salpicaduras laterales y cuando la gota de sangre es
abundante se manifiesta un escurrimiento con acumulaciones en la parte inferior y
una decoloracion en la parte superior. Se llama dinamicas.

Figura 8. Huellas de sangre cominmente encontradas en muros y paredes.




» Las huellas de sangre sobre muros o paredes originadas por salpicaduras
o chisguetes que provienen de pulsaciones del corazon se proyectan con fuerza y
son diversiformes, y no sucede asi con la sangre venosa cuyos vasos no contienen
fuerza. Se les llama dinamicas
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Figura 9. Dinamica del goteo sanguineo.

Tradicionalmente, las manchas hematicas son recuperadas del lugar de los hechos
por medio del uso de hisopos o telas que son humedecidos con solucién salina estéril,
mismos que son colocados en sobres de papel o bolsas de plastico que son selladas y
posteriormente, estos indicios son transportados al laboratorio para su andlisis. Este
procedimiento conlleva riesgos de contaminacion, pérdida y deterioro del indicio. Si el
hisopo o tela se introducen en el sobre cuando todavia se encuentran himedos, el indicio
puede transferirse a la superficie del papel y disminuir de manera importante en el medio en
el que fue recuperado. Cuando el indicio se coloca dentro de una bolsa de plastico sin haber
permitido que se seque, las bacterias que crecen en condiciones anaerobias y aerobias
provocaran el deterioro del ADN. Mencion importante merece el hecho de que la solucion
salina cuando no es adecuadamente envasada presenta el riesgo de contaminarse y
consecuentemente contaminar el indicio con otra fuente de material biolégico.
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SEMEN

Aspectos generales ¥

El semen es una mezcla de espermatozoides y de las secreciones de las vesiculas
seminales, la prostata y las glandulas de Cowper. El volumen medio de semen en una
eyaculacion es de 2.5 a 5 mL.

Usualmente tiene un color blanco amarillento pero puede ser pardo con pigmentos
de hematina, tiende a amarillo verdoso cuando pasa el tiempo.

El semen total es un liquido muy viscoso y opalescente, con una densidad de 1.028.
Su pH varia entre 7.35 y 7.8; sus amortiguadores, fosfato y bicarbonato, contribuyen a
proteger los espermatozoides contra el pH vaginal.

Consta de dos elementos distintos:
Las células o espermatozoides
El plasma seminal

El plasma seminal sirve como soporte, vehiculo y medio de nutricion y de
estabilizacion al espermatozoide.

Composicién del plasma seminal:

Glucidos: fructosa, ribosa, inositol y sorbitol

Compuestos nitrogenados: flavinas, gran concentracion de aminoacidos libres,
aminas (espermina, colina, y etanolamina), ergotioneina.

Antigénicas: albumina, alfa-globulinas (fosfatasa 4cida y glicoproteina),
betaglobulinas (siderofilina) y gammaglobulina.

Enzimaticas: Fibrinolisina, aminooxidasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y 5-
nucleotidasa.

Lipidos: lecitinas y acidos grasos (prostaglandidas), fosforilcolina.
Minerales: zinc y calcio.

Elementos celulares:

Clasicamente, las células caracteristicas del liquido celular son los espermatozoides,
sin embargo el cuadro celular de una eyaculacion es mucho mas complejo, ya que presenta:
células gigantes, células de Sertoli, células epiteliales, leucocitos, c€lulas prostaticas,
cilindros testiculares y bacterias.
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Espermatozoide.

El espermatozoide humano se encuentra entre las células mas pequefias del
organismo; su longitud es de 0.04 a 0.06 mm, tiene forma de un filamento en el que se
distinguen tres partes: cabeza, zona intermedia y cola.

La cabeza mide de 3 a 4 micras de longitud, por 2 6 3 micras de anchura, tiene
forma piniforme. Y la cola mide de 0.03 a 0.05 mm de longitud por 0.01 mm de grosor
aproximadamente.

Figura 10. Espermatozoide humano "

Importancia en la criminalistica

Entre las huellas que pueden resultar de la comisién de un delito contra la
honestidad (abusos deshonestos, violacion, estupro) y de algunos delitos de escandalo
publico, figuran las manchas de esperma, como testimonio acusador irrefutable y prueba
importante en los delitos.

El estudio del esperma ademas de lo ya comentado, también es un medio de prueba
categdrico en causas civiles y penales en las que la impotencia juega un papel decisivo.
Acusaciones falsas de violacion y de estupro, en el campo penal; impotencia como causa
de nulidad matrimonial, caso de disputa de paternidad, etc., en el campo civil.

Las manchas de semen siguen en importancia a las de sangre, ya que se encuentran
con frecuencia en delitos sexuales, incluyendo las relaciones entre individuos de sexo
masculino. Se encuentran también en lugares de hechos en masturbaciones previas a la
realizacion de algin hecho.

Aparecen constantemente en sabanas, camas, toallas, papel sanitario, pafiuelos,
pantaletas, braguetas de pantalon, pisos, tazas sanitarias, etc., asi como en asientos de
automoviles, y directamente sobre la piel de las victimas o en la vagina, recto o pelos del
pubis.
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Rastreo

Es necesario observar con gran cautela para conocer si existe alguna marca de
semen visible o invisible, en general esta manchas se aprecian por el color caracteristico
blanco semitransparente y de aspecto grumoso cuando son frescas y de color ligeramente
amarillo y textura endurecida cuando no son muy recientes, dando una apariencia
almidonada al tacto.

Tradicionalmente para la recoleccion de muestra, es necesario que el observador de
campo lleve en su maletin de trabajo:

Tubos de ensaye de 15 cm de largo, hisopos hechos en aplicadores de madera
estériles, laminillas portaobjetos y ampolletas de solucion salina estéril.

La busqueda de muestra de semen sobre el cuerpo de la victima se puede enfocar
principalmente en las zonas cercanas a la cadera y en la parte interior de las piernas.
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SALIVA

Aspectos generales e

La saliva es un liquido secretado de forma continua en la boca. Normalmente, se
secreta la cantidad suficiente de saliva para mantener humedas las membranas mucosas de
la boca y la faringe.

Las glandulas bucales y las glandulas salivales menores secretan pequefias cantidades
de saliva. Sin embargo la mayor parte de la saliva es secretada por las glandulas salivales.

Composicion de la Saliva.

Desde el punto de vista quimico, la saliva es un 99.5 % de agua y un 0.5 % de solutos.
Entre los solutos existen iones, tales como sodio, potasio, cloruro, bicarbonato y fosfatos.
También estan presentes algunos gases disueltos y diversas sustancias organicas como urea
y acido urico, globulina y albimina sérica, mucina, la enzima bacteriolitica lisozima y la
enzima digestiva amilasa salival.

Cada glandula productora de saliva secreta diferentes proporciones de ingredientes a la
saliva. Las glandulas pardtidas estan formadas por células que secretan un liquido seroso
acuoso que contiene amilasa salival. Las glandulas submandibulares estdn constituidas por
células similares a las existentes en las glandulas parétidas y por algunas células mucosas.
Por consiguiente, secretan un liquido espeso con moco pero que todavia contiene bastante
enzima. Las glandulas sublinguales estan formadas principalmente por células mucosas, por
lo que secretan un liquido mucho mas espeso que solo aporta una pequefia parte de amilasa
a la saliva.

El agua presente en la saliva proporciona un medio para la disolucion de los alimentos,
de forma que puedan ser saboreados, y para el inicio de las reacciones digestivas.

Los iones de cloruro presentes en la saliva activan la amilasa salival. Los iones
bicarbonato y fosfato neutralizan los alimentos acidos que entran en la boca. Como
resultado, la saliva es solo ligeramente acida (pH de 6.35 a 6.85).

Funciones de la saliva

El proceso digestivo es necesario para que el cuerpo pueda utilizar los nutrientes.
Tiene lugar en el tracto buco-gastro-intestinal y es posible gracias a la actuacion de enzimas
hidroliticas que actiian sobre los componentes de la dieta. La primera de ellas es la a-
amilasa salival, que degrada el almidén a una mezcla de hidratos de carbono mas sencillos
(segun el nivel de actividad y el tiempo de actuacién, pueden llegar a maltosa e incluso
glucosa libre) y un resto, inatacable por ella, llamado dextrina limite.



El contenido en a-amilasa en saliva es variable, y puede ir desde 0 a 3 mg/ml,
puesto que algunas personas no poseen esta actividad, sin que ello suponga ningin
problema para ellos si disponen de niveles adecuados de a-amilasa pancreatica.

Sus funciones se pueden resumir en: solubilizacion del alimento seco, formacion del
bolo alimenticio, lubricacién, enzimatico (amilasa), funcién amortiguadora e higiene oral.

Enfoque criminalistico

Desafortunadamente, cada dia es mayor el numero de delitos contra el pudor
cometidos en las grandes urbes; por lo que ha sido necesario crear oficinas y laboratorios
especiales para atender este tipo de delitos.

Rastreo

Elementos considerados en la investigacion criminal.
Amilasa Salival

Morfologia de las Células Epiteliales
Antigenos secretores.

Las marcas de mordidas como evidencias son cominmente encontradas en crimenes
violentos. Debido a las dificultades de comparacion fisica de la dentadura del sospechoso
por los sitios en que se encuentran estas marcas como piel elastica y curveada, los
criminalistas han considerado utilizar el ADN de la saliva como evidencia para identificar
al perpetrador.

La cantidad de saliva depositada en la piel durante una mordida es cominmente muy

pequeiia. Es necesario utilizar métodos de coleccion que permitan recolectar la mayor
cantidad del fluido a partir de la piel.
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CAPITULO III

METODOLOGIAS
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Metodologia para Sangre.
Procedimiento de levantamiento de manchas hematicas con la cinta REMCO®.

« Se coloco la muestra bioldgica (sangre por goteo), sobre diferentes superficies
(loza, madera, aluminio, vidrio, concreto, etc.) simulando diversas escenas del
crimen en las que se pudieran encontrar manchas de sangre.

« Se dejo secar la muestra en diferentes condiciones ambientales para comparar la
degradacion del material genético.

+ Se procedi a levantar los indicios bioldgicos de la siguiente manera:

» Se aisla y protege lo mas rapido posible la escena del crimen.

» Se identifican las manchas que pudieran ser muestras de algin vestigio
biologico.

= Se cort6 un pedazo del material sugerido (cinta adhesiva) suficiente para
recoger la muestra manipulando la cinta con guantes de latex colocados
correctamente.

= Se intent6 recoger la muestra con la cinta de tal manera que se logre
levantar la gota completa.

= En caso de no lograrse se raspd con una hoja de bisturi nueva con cuidado
de no esparcir o perder parte de la muestra y se coloca la cinta sobre el polvo
resultante.

= Una vez adherida la muestra a nuestro material de recolecta, se dobla de tal
manera que se logre cubrir la muestra y asi protegerla de los factores que
pudieran afectarla.

= Se etiqueté debidamente y se colocd dentro de un sobre de papel etiquetado.

+ Se dej6 la muestra en este material y en condiciones ambientales para observar
que tan facilmente se degrada el material recogido.

Figura 11. Fots del levantamiento de sangre con la cinta REMCO”. Del lado izquierdo cinta REMCO"
sobre mancha hematica en superficie de loza y a la derecha gota levantada del lugar de los hechos.
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Técnicas de Orientacion para identificacion de Sangre.

Técnica de la Bencidina o de Adler.

Fundamento Quimico.

Las peroxidasas sanguineas son catalasas que, como su nombre lo indica, poseen
actividad catalitica (enzimatica) en las reacciones de oxidacion, ya que tienen la propiedad
de descomponer el peroxido de hidrogeno u otros peroxidos organicos, produciendo
liberacién de radicales oxidrilo segun la reaccion:

H,O0, —H—OH+0"

El grupo hem de la hemoglobina posee esa actividad enzimatica, que puede catalizar
la ruptura del per6xido de hidrégeno. Mientras no estén presentes otras sustancias organicas
oxidantes, esta actividad de la hemoglobina, descompone el peroxido de hidrégeno en agua
y oxigeno, que al reaccionar con la bencidina la oxidaran formando un compuesto
intensamente azul.

NH;@—@- nu: #op nn-(__ > = <i—>=l:l:m

*Uh

Bencidina reducida Bencidina azul
oxidada
Figura 12. Oxidacién-reduccién de la bencidina. "

La oxidacion de la bencidina se utiliza como prueba presuntiva para la
identificacion de sangre. La técnica tiene sensibilidad de 1, 300,000 a 500,000 mm>.

Un resultado negativo, excluye la presencia de sangre; si la reaccion es positiva
requiere, como toda técnica de orientacion, del empleo de reacciones de confirmacién ya
que se pueden obtener falsas positivas con otras sustancias que tengan actividad semejante
a la de las peroxidasas o bien con otros materiales oxidantes.

Sustancias que dan falsos positivos en la técnica de Bencidina "

PLANTAS PRODUCTOS BIOLOGICOS OTRAS
Manzanas Médula 6sea Herrumbre
Esparragos Leucocitos Formol

Frijol Tejido cerebral Estiércol

Acelgas Liquido espinal Sulfato de cobre

Zarzamora Intestino Dicromatos
Alcachofa Higado Permanganato de potasio

Papa Pulmén Algunos blanqueadores

Nabo Saliva

Moco
Pus
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Procedimiento. “"

Humedecer un hisopo con H,O destilada y frotarlo sobre la mancha problema.
Anadir al hisopo 1 é 2 gotas de solucién de bencidina, después de unos momentos
observar que no dé coloracion con ésta, poner la misma cantidad de H,0O, sobre el hisopo.

En caso positivo aparecera rapidamente una coloracién azul.

Técnica de la Fenoftaleina o de Kastle-Mayer.
Fundamento.

Esencialmente la rige el mismo principio que se aplica en la reaccion de Adler:

Fenolftaleina oxidada Fenolftaleina reducida
(rosa) - (incolora)

Figura 13. Reaccion de Oxidacion reduccion de la Fenoftaleina '

La diferencia estriba en que:

a) Previamente la fenoftaleina debe ser reducida a fenoftaleina (incolora) y
este reactivo, por su labilidad, debe ser guardado en refrigeracion en
frascos ambar.

b) Se trabaja en medio alcalino en vez de medio 4cido.

c) Se efectuara un calentamiento previo a 100° C durante un minuto.

Se apuntard a continuacion el comportamiento de las peroxidasas vegetales, que

explicara el porque de las modificaciones apuntadas:

Termolabilidad.

Se ha confirmado que todas las peroxidasas vegetales se inactivan por calentamiento
a 100° C. A la misma temperatura las peroxidasas de origen animal son estables. Un
periodo corto de calentamiento (un minuto a 100° C) servira para diferenciar una de otra.
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Tiempo.

Las peroxidasas de sangre animal son muy estables; las manchas de sangre humana
dan resultados positivos aun después de varios meses de haberse producido. Cuando
manchas de la misma edad pero de origen vegetal son tratadas de esta manera dan resultado
negativo.

pH.

Las peroxidasas de las plantas reaccionan en medio acido, pero no en medio
alcalino. Por esta razon, la técnica de Kastle-Mayer es mas confiable. A pesar de esto
deben efectuarse pruebas testigo sin afiadir agua oxigenada a muestras previamente
calentadas a 100° C.; aun asi, sigue siendo solamente una técnica presuntiva.

Esta técnica de la fenoftaleina reducida es mas sensible que la de bencidina, siendo
esta sensibilidad de 1:1, 000,000 a 10, 000,000.

Procedimiento.

Se humedecié un hisopo con solucién salina con el cual se frotd6 la muestra
problema y se paso a un tubo de ensayo con 1 mL. de la misma solucion, se calenté un
minuto a 100° C, afiadir unas gotas de reactivo, se esperaron unos segundos y se agrego
agua oxigenada.

En los casos positivos se obtuvo una coloracion rosa brillante.

Figura 14. Fotografia de control positivo (hisopo con muestra hematica)
observandose una clara coloracién rosa brillante.



Validacién de la técnica de Kastle - Mayer en muestras levantadas con la cinta REMCO®.

Se utilizaron como controles positivos, muestras de manchas hematicas levantadas
de manera tradicional (con hisopo humedecido en solucion salina) y como control negativo
se coloco un fragmento de cinta REMCO® sin muestra.

A las muestras levantadas con la cinta REMCO® se les realizé esta prueba de
orientacion de la manera tradicional cambiando unicamente en el sentido de que se inicia a
partir de un fragmento de la cinta con una mancha hematica recogida del lugar de los
hechos y se colocd en un tubo de ensaye con 1 mL. de solucidn salina. Posteriormente se
calenté un minuto a 100° C y se le afiadieron unas gotas de reactivo. Después de unos
segundos se agregd agua oxigenada. El control negativo se trat6 de la misma manera.

El control positivo, se trabajé de manera tradicional.

Técnicas de Confirmacién. "

Cristales de Hemina o de Teichmann.

Fundamento Quimico.

La hemoglobina, cuando es tratada con acido acético, se separa inmediatamente de
las proteinas y del grupo prostético. Durante la hidrélisis la globulina se desnaturaliza.

La oxidacion del fierro del grupo hem se efectia mas rapidamente en medio acido
que en medio alcalino. Si esta presente un haldgeno inorganico como el cloro, se formaran
cristales insolubles de cloruro de ferriprotoporfirina o hemina:

Cyq Hy; 0, NsPe OH

H3C
RAC Y
c1 - ——l
HEM HODCH; CH;C

HODCH; CH, C

Cloruro de ferriprotoporfirina (hemina)
(11)

Figura 15. Cristales de Teichmann
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Procedimiento.

4.
3.

Colocar la muestra problema en €l centro de una laminilla de vidrio y
calentar a sequedad a temperatura baja.

Poner encima de ella un cubreobjetos.

Deslizar entre laminilla y laminilla, por capilaridad, unas gotas de reactivo
de Teichmann.

Calentar lentamente y a baja temperatura la laminilla hasta evaporacion.
Dejar enfriar y observar al microscopio.

En caso positivo se observaran cristales romboidales de color café oscuro.

Figura 16. Fotografia de los Cristales de Teichmann {rombols de color café oscuro).

Validacion de la técnica de Cristales de Hemina o de Teichmann en muestras levantadas
con la cinta REMCO®.

* Las muestras levantadas con la cinta REMCO® se trabajaron de la siguiente manera:

o
o]

o]
o}

Se cort6 un fragmento de la cinta con la muestra

Se coloco este fragmento en un tubo de 1.7 mL. con 0.5 mL de agua
inyectable y agitar en vortex por 3 minutos.

Se dejo reposar por 20 minutos para permitir que se libere la muestra

Se colocd una gota de esta solucion en un portaobjetos y se llevo a cabo la
técnica de manera tradicional.

Determinacion de grupo sanguineo. "

Técnica de adsorcion — elucion.

En muestras de sangre fresca, la determinacion del grupo sanguineo es mas simple
ya que se reduce a poner en evidencia la presencia de los antigenos presentes en los
glébulos rojos mediante reacciones de aglutinacion con antisueros especificos.
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En manchas de sangre seca, las células se han roto y por lo tanto las pruebas de
aglutinacién directa no son factibles; sin embargo, los antigenos del sistema ABO no se
desnaturalizan tan rapidamente por la sequedad y en este sistema sobreviven durante algin
tiempo y conservan la capacidad de combinarse con anticuerpos especificos. La formacién
de estos complejos antigeno-anticuerpo es la base de todos los métodos empleados en la
deteccion de antigenos en el estroma de las células rojas en manchas de sangre seca.

La técnica de adsorcién elucion es actualmente la mas satisfactoria para la
determinacién de grupo del sistema ABO en manchas de sangre seca.

Fundamento Quimico.

El fundamento de esta técnica es un primer proceso de adsorcion especifica entre la
mancha problema y su anticuerpo homdlogo; después de que la adsorcion es completa, el
excedente de anticuerpo se elimina por medio de lavados con solucién salina fria. El
complejo antigeno anticuerpo se disocia por calentamiento, generalmente a 56° C; el
anticuerpo eluido se pone en contacto con eritrocitos lavados de propiedades antigénicas
conocidas; finalmente la aglutinacién indica la presencia de un antigeno de la misma
especificidad que el de las células usadas como testigo conocido.

t 2
> / —=
< —
— —
TRATAMENTO CON ANTISUERC EL EXCESO DE ANTICUERPO
EL ANTICUERPO SE UNE A SU SE REMUEVE MEDIANTE
ANTIGENO ESPECIFICO LAVADOS
3 4
1/" g 0’7‘-(
ps g4%
ﬂ
‘r/ 2 AGREGAR  Gr.
3 CONOCIDOS o
S1 HUBO REACCION Ag- Ac, UNO SE OBSERVARA AGLUTINACION SI
Y OTRO SE SEPARAN AL ELUIR POR EL Ag PRESENTE EN LOS Gr
CALENTAMIENTO, QUEDANODO EL Ac. AGREGADOS, SE ENCUENTRA
EN LA FASE LIQUIDA. EN LA MUESTRA PROBLEMA

Figura 17. Esquema del procedimiento y fundamento de la reacciéon de Adsorcion
elucién para determinacion de grupo sanguineo en manchas de sangre seca. '"
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Procedimiento

o

Cortar un fragmento de la tela con la mancha hematica levantada y colocarla en
tubos de ensaye correctamente etiquetados.

Agregar metanol y dejar incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente para
fijarla.

Cjolocar a secar las manchas alcoholizadas sobre una placa de vidrio con la ayuda de
calor generado por una lampara.

Una vez secadas las manchas, se colocan en tubos de ensaye por duplicado y se les
agrega el antisuero respectivo de la siguiente manera:

1 y 3 muestras

4 y 7 testigos A
Sy 8 testigos B
6 y 9 testigos AB

AntiA| 1 2 3 |4[5]16 7|89
AntiB| 1 2 3 |[4[S5S |6 | 7|89

Forzar la adsorcion con ayuda de un aplicador de madera girando y apretando la
muestra.

Dejar 24 horas adsorbiendo a 4° C ,

Dar dos lavados con solucion salina isotonica fria (2 mL cada lavado)

Dar un lavado con solucion salina isotonica fria (1 mL) dejando en el tubo solucioén
salina cubriendo la muestra. _

Incubar a 56° C durante 15 minutos.

Sacar la muestra del tubo y agregar 2 6 3 gotas de eritrocitos al 2 % A o B
dependiendo del tubo que corresponda el antisuero.

Centrifugar durante 30 minutos.

Interpretacion:
Agitar los tubos uno por uno observando si continia o se diluye el botén
precipitado.

Validacién de la técnica Adsorcion - elucion Jara determinacion de grupo sanguineo
en muestras levantadas con la cinta REMCO™.

Se realizd la técnica de Adsorcion elucion de manera tradicional a fragmentos

cortados de muestras levantadas con la cinta REMCO®.

Como controles y/o testigos, se utilizaron manchas hematicas sobre tela de grupo

sanguineo conocido y se trabajaron de la misma manera y al mismo tiempo con las
muestras de la cinta
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Técnicas de determinacion del origen de la sangre.

Reaccion de Precipitinas *V
Descubierta en 1900 por Uhlenhuth para determinar si es sangre de origen humano.

Fundamento

Las moléculas del anticuerpo (inmunoglobulina) reaccionan con el antigeno
(proteina soluble) para formar un precipitado facilmente visible bajo condiciones de luz
apropiadas y a las concentraciones equivalentes de antigeno y anticuerpo.

Esta reaccion antigeno-anticuerpo esta influida por varias fuerzas interactuando
entre factores reaccionantes como son: las fuerzas de Van der Waalls, puentes de
hidrégeno, interaccion de dipolos, atraccion entre los antigenos no polares y la superficie
del anticuerpo, y la atraccion electrostatica.

La reaccion misma tiene lugar en varias etapas. Inicialmente se forma un complejo
antigeno-anticuerpo soluble; conforme la reaccion prosigue, ese complejo empieza a formar
una red compuesta de moléculas de anticuerpo bivalente y moléculas de antigeno
polivalente. Esta formacion crece rapidamente formando particulas del tamafio suficiente
como para ser insolubles y formar un precipitado visible.

Debe tenerse en cuenta que para que la reaccion se efectie se requiere que la

concentracion del antigeno y del anticuerpo sean equivalentes; un exceso de alguno de los
dos producira un resultado negativo.

%
. 2%

Facpw o b
Fr stozons Equaiance Cacamn de Ag

Figura 18. Curva de comportamiento de la reaccion antigeno
anticuerpo en funcion de la concentracion de ambos. ©2)

La reaccion puede efectuarse observando la interfase entre los dos liquidos en un

tubo de ensayo o en un capilar, también puede hacerse sobre gel por medio del fendmeno
de difusion entre las partes reaccionantes, o bien por el método de electroforesis.

39



La técnica de precipitinas en capilar tiene la ventaja de ser rapida y sencilla pero es
necesario tener una muestra clara. En ella debe efectuarse una cuidadosa estratificacion en
donde la capa de la solucion de antigeno se encuentre sobre la preparacion del anticuerpo.

Factores que afectan la reaccion de las precipitinas.

Son varios los factores que pueden afectarla: la edad de la muestra, su exposicion al
aire, la luz solar, a la humedad, y a las altas temperaturas; el grado de putrefaccion y la
contaminacion con compuestos quimicos, tales como detergentes.

La reacciéon debe efectuarse en condiciones Optimas de temperatura, de pH, de
solubilidad de la muestra y de dilucién del extracto obtenido de ella.

Especialmente la edad y la putrefaccién causan degradacion de las proteinas de la
sangre; la exposicion al aire, a la Juz solar y a la humedad a menudo produce cambios por
oxidacion.

Algunos investigadores han observado falsas reacciones positivas debido a la
presencia de sales de sodio o sulfonatos que contienen los polvos para lavado.

El extracto de la mancha de sangre debe tener un pH casi neutro y la prueba debe
llevarse a cabo a la temperatura ambiental (aproximadamente a 22° C).

Los extractos deben prepararse en el menor volumen posible, procedimiento que

para algunas muestras requiere de 24 horas de refrigeracion. El tiempo adecuado dependera
de las condiciones de la muestra, el titulo de la dilucion debera de ser de 1 a 1,000.

Procedimiento.

o

Cortar un pequeiio fragmento de la mancha de sangre y colocarlo en un tubo de
ensaye.

Agregar unas gotas de solucion salina

Si la solucidn es turbia se debe centrifugar y utilizar el sobrenadante.

Colocar dos gotas del extracto diluido en un capilar

Agregar una cantidad igual de antisuero absorbiéndolo en el mismo capilar de
tal manera que quede abajo del extracto de la muestra

Fijar el tubo de manera perpendicular sobre un soporte.

La observacion se hace con luz indirecta y sobre fondo oscuro.

0O 00O

0 O

La aparicion de un anillo de precipitacion en la interfase de los dos liquidos indica
reaccion positiva.
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Recomendaciones.

Es conveniente una vez hecha la extraccion, determinar el pH con papel indicador;
si la reaccién no es neutra, neutralizar: NaOH al 0.1% si la reaccion es acida hasta lograr un
pH neutro, o con 4cido clorhidrico al 0.1% si es alcalina.

Si existen particulas en suspension o turbidez, la muestra debera centrifugarse hasta
obtener un liquido transparente.

La dilucién de la muestra problema debera tener una concentracion de 1 a 1000
misma que se controlara con un testigo a la misma dilucion.

Metodologia:

A partir de muestras sanguineas recuperadas con un hisopo se procedid de la
siguiente manera:

* Se coloco el hisopo en un tubo con 1 mL de solucién salina

= Se agito en vortex por 2 minutos

= A partir de esta solucion se realizaron diluciones para encontrar la dilucién 6ptima
para la reaccion de precipitacion en capilar con el antisuero.

o Se trabajaron dos diluciones a partir del concentrado (1:10 y 1:100)

* Enun capilar se colocd aproximadamente 30 puL de las diluciones por separado

= Se agrego6 la misma cantidad en cada capilar de antisuero (anti humano)

= Se coloco los capilares en una base de plastilina fija para poder observar los anillos
de precipitacion a contraluz

= Como control negativo se trabaj6 con solucion salina y se procesé de igual manera.

.

Figura 19. Fotografia de la Reaccion de precipitinas. A la izquierda control negativo,
en el centro dilucion 1:1000 de la muestra, y a la derecha la muestra diluida 1:100.
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Validacién de la Reaccién de precipitinas con muestras levantadas con la cinta REMCO®.

Con las muestras levantadas con la cinta REMCO®:

= Se corté un fragmento de la cinta aproximadamente de 0.5 x 0.5 cm que
presuntamente contiene sangre humana

= Se cort6 este fragmento en pedazos mas pequefios para aumentar la superficie de
contacto

= Se coloco estos fragmentos en un tubo de 1.7 mL. con 1 mL. de solucion salina
inyectable

» Se agit6 en vortex por 3 minutos y se dejo reposar durante 20 minutos mas.

= Se tomaron 30 pL de la solucion obtenida y se colocaron en el capilar

* Se agreg6 al capilar la misma cantidad de antisuero y se colocd en una base fija
para observar la precipitacion.

= El control negativo se trabajé con un fragmento de cinta adhesiva sin muestra,
cortada en pedazos mas pequefios y de igual manera que las muestras con sangre
fue trabajada.

Tipificacién (individualizacién ADN) ©

La incorporacion de técnicas de biologia molecular en los laboratorios
criminalisticos ha resultado, en un porcentaje creciente notorio, en la identificacion de
criminales y en la exoneracién de inocentes.

El arribo de la tecnologia del ADN ha aumentado la habilidad de efectuar analisis
de identidad humana. La identificaciéon individual es deseada en gran numero de
situaciones incluyendo la determinacion de perpetradores de actos violentos como
homicidios y violaciones, resolviendo casos de paternidad no establecida, y en la
identificacion de restos de personas desaparecidas o victimas de desastres masivos.

El Dr. Jeffreys encontr6 que ciertas regiones del ADN contienen secuencias que son
repetidas una y otra vez una tras otra. El también descubri6 que el nimero de secciones
repetidas presentes en una muestra pueden distinguir entre un sujeto y otro.

Con el desarrollo de una técnica que examine la longitud de variacién de la
repeticion de éstas secuencias, el Dr. Jeffreys creo la habilidad para el desarrollo de analisis
para la identificacién de humanos.

Estas regiones repetidas de ADN fueron conocidas como VNTR 's. La técnica usada
por el Dr. Jeffreys para examinar los VNTR s fue llamada RFLP por que esta envolvia el
uso de una enzima de restriccion para cortar las regiones de ADN circundantes a los
VNTR's. Este método fue utilizado por primera vez para ayudar en un caso de inmigracion
y luego, en breve para resolver un caso de doble homicidio.
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La tecnologia utilizada para el desarrollo de andlisis criminalisticos y forenses de
ADN se distinguen en su habilidad de diferenciar dos sujetos y en la velocidad con la que
pueda obtenerse resultados. La velocidad de andlisis se ha mejorado draméticamente para
los analisis forenses de ADN. Los estudios de ADN previos que tomaban de 6 a 8 semanas
ahora pueden ser desarrollados en unas cuantas horas.

La comunidad de cientificos dedicados a la identificacion con estas pruebas, han
usado una variedad de técnicas incluyendo las pruebas de locus individual, y multi — locus,
métodos de RFLP y mas recientemente la PCR. Numerosos avances se han hecho en los
ultimos 15 afios en cuanto al procesamiento de las muestras y la sensibilidad de las
técnicas. En lugar de requerir grandes manchas de sangre con ADN bien preservado,
minimas cantidades de muestra, tan pequefias como una sola célula, en algunos casos,
pueden producir un perfil de ADN qtil.

La determinacion del grupo sanguineo ABO, que fue la primera herramienta
genética utilizada para distinguir entre dos sujetos, puede ser desarrollada en pocos minutos
pero no es muy informativa. Debido a que solo hay cuatro posibles grupos genotipicos — A,
B, AB y 0 — y el 40% de la poblacién es igual. Por esto, los grupos sanguineos ABO son
utiles para excluir a un individuo de ser la fuente de una muestra en la escena del crimen.

La mejor soluciéon incluyendo un alto poder de discriminacién y una velocidad
rapida de analisis ha sido obtenida con marcadores STR de ADN.

Procedimiento.
Extraccion por Chelex.

Se utilizo esta técnica de extraccion debido a que es una técnica sencilla, rapida y no
tan cara como otras técnicas, ademas de permitimos obtener un buen rendimiento del
material a estudiar por su poca muestra requerida para llevarla a cabo (3mm x 3mm).

Chelex es una resina quelante que tiene una alta afinidad por iones metalicos
polivalentes. La resina Chelex estd compuesta de copolimeros de estireno y divinilbenceno
que contiene iones iminodiacetato que actia quelando grupos. Esto ha sido postulado, ya
que la presencia de Chelex durante el punto de ebullicién previene: la degradaciéon del
ADN por quelacién de iones metéalicos que pueden catalizar la ruptura del ADN sujeto a
altas temperaturas en soluciones con fuerzas i6nicas bajas (Singer-Sam, J., Tanguay, R.,
1989). El procedimiento de Chelex basico consiste en la ebullicion de la muestra en una
solucion de Chelex al 5%, agregando entonces una fraccion del sobrenadante a la mezcla de
PCR. El procedimiento Chelex resulta en la desnaturalizacion de la muestra del ADN.
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Desarrollo.

1. Pipetee 1 mL. de agua destilada estéril dentro de un tubo para centrifuga de 1.5 mL.
Adicione lo siguiente, y mezcle suavemente:
a. 3 pL de sangre completa 6
b. La porcién de la mancha de sangre en aproximadamente 3 mm de area
extendida
2. Incube a temperatura ambiente de 15 a 30 minutos. Mezcle de vez en cuando por
inversioén o suavemente en vortex.
3. Centrifugue en micro centrifuga de 2 a 3 minutos de 10 000 a 15000 rpm.
Retire cuidadosamente el sobrenadante (todo menos unos 20 a 30 pL) y deséchelo.
Si la muestra es una mancha de sangre, deje el substrato de tejido en el tubo con la
pastilla)
Adicione Chelex al 5% para un volumen final de 200 pL.
Incube a 56° C por 15 a 30 minutos.
Mezcle en vortex a velocidad alta de 5 a 10 segundos
Incube en un bafio de agua hirviente durante 8 minutos.
Mezcle en vortex a velocidad alta durante 5 a 10 segundos.
10 Centrifugue a micro centrifuga de 2 a 3 minutos de 10 000 a 15 000 rpm.
11. La muestra esta ahora lista para el proceso de amplificacion por PCR.
12. Almacene el resto del sobrenadante que no se utilice en PCR de 2 a 8° C o congele.

o

© 00 N o

Procedimiento para las manchas hematicas levantadas con la cinta REMCO®

« Se corté un fragmento de la cinta donde contenia muestra de unas dimensiones
de 3 x 3 mm.

« Se coloco en un tubo eppendorf (1.7 mL) con 200 pL de agua estéril.

« Se trabajaron las muestras con la técnica de extraccion Chelex.

Amplificacion por PCR.
Reaccidén en cadena de la Polimerasa.

En 1983, Kary Mullis, de Cetus Corporation, desarrollé una nueva técnica que en la
actualidad se usa ampliamente para amplificar un fragmento de ADN especifico sin
necesidad de células bacterianas. Se sabe que la polimerasa de ADN de especies
bacterianas que viven en fuentes termales es estable a temperaturas de 90° C, muy por
enzima de la temperatura que destruye la actividad de otras polimerasas de ADN. Mullis y
sus colaboradores, aprovecharon esta enzima para desarrollar la técnica reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR o RCP), en la cual una sola region de ADN, que a veces se 3prf:senta
fugazmente en minimas cantidades, se puede amplificar con rapidez y poco costo.



Figura 20. Modelo de ADN.

Una muestra de ADN se mezcla con los cuatro desoxirribonucledtidos y una
polimerasa de ADN resistente a temperatura, junto con los dos fragmentos de ADN
sintéticos cortos (oligonucledtidos) complementarios de las secuencias de ADN en los
extremos 3" de la region de ADN que se desea amplificar. Los oligonucleétidos sirven
como iniciadores a los cuales se afiaden nucledtidos durante los pasos de duplicacion. La
mezcla de calienta a 92-94° lo bastante caliente para separar las moléculas de ADN de la
muestra en sus cadenas componentes. A continuacion, se enfria la mezcla para permitir que
los iniciadores se enlacen a los extremos 3" de ambas cadenas del ADN especifico y la
polimerasa afiada nucledtidos a los extremos 3" de los iniciadores. A medida que la
polimerasa alarga los iniciadores, copiando selectivamente al ADN especifico, forma
nuevas cadenas de ADN complementarias. Elevando una vez mas la temperatura, las
cadenas de ADN originales y las recién formadas se separan. Enseguida se enfria la
muestra para permitir que los iniciadores sintéticos en la mezcla se unan una vez mas a los
extremos 3" del ADN especifico, que ahora esta presente en cantidad doble de la original.
Este ciclo se repite una y otra vez, y en cada ocasion se duplica la cantidad de la region de
ADN especifica flanqueada por los iniciadores enlazados. En unas cuantas horas se pueden
generar miles de millones de copias de esta region especifica.

Ademas de emplearse para amplificar fragmentos de ADN especificos, la PCR
puede generar grandes cantidades de ADN a partir de muestras minimas.

Procedimiento.

Se llevé a cabo la amplificacién por la reaccion en cadena de la polimerasa con el
Kit de Power Plex (16 system) de Promega* con una cantidad de ADN de 2.5 pL de
cada muestra.

Una vez dispensado la mezcla maestra para amplificacién del kit Power Plex y

afiadidos los 2.5 pL de cada muestra de ADN se colocaron en el termociclador para llevar
a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa.
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Secuenciacion.

Se obtuvieron los perfiles procesando los productos de PCR por electroforesis
capilar (ABI Prism 310 y ABI 3100).

Figura 21. Fotografia de los equipos ABI 310 y ABI 3100.

Electroforesis capilar:

La electroforesis capilar (EC) es relativamente una nueva adicion a la familia de la
electroforesis.

Los elementos primarios de un instrumento de EC incluyen un delgado capilar, dos
viales con buffer, y dos electrodos conectados a una fuente de poder de alto voltaje. Los
sistemas también contienen una fuente de excitacion por laser, un detector de fluorescencia
un auto muestras (autosampler), que detiene las muestras en los tubos, y una computadora
controla la inyeccion y deteccion de las muestras.

Los capilares son hechos de silica flexible (vidrio) y tienen un didmetro interno de
50-100 pm y una longitud de 25-75 cm.

Previamente a la inyeccion en cada muestra un nuevo gel es vertido para llenar los
capilares con una fresca alicuota de soluciéon de polimero. En la EC el gel puede ser tan
grande o escualido que es solo tan amplio para una sola muestra en una sola vez.

Una importante diferencia entre la EC y el gel es que los campos eléctricos son en

Ordenes de 10 a 100 veces mas con EC (Ejemplo 300 V/cm. contra 10 V/cm.), la cual
resulta en corridas mas rapidas para la EC.
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Figura 22. Esquema de los componentes del secuenciador ABI electroforesis capilar.

Procedimiento:

ABI Prism 310
= Preparar la mezcla con:
(1 uL ILS600 x muestra) + (24 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
» Mezclar 25 pL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
25 pL de la mezcla + 1 pL Allelic ladder mix
= Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 minutos
* Inmediatamente colocar en frio (hielo) durante 3 minutos
= Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida

ABI Prism 3100
* Preparar la mezcla con:
(1 pL ILS600 x muestra) + (9 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
= Mezclar 10 uL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
10 pL de la mezcla + 1 pL Allelic ladder mix
= Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 minutos
* Inmediatamente enfriar en hielo frapé durante 3 minutos
= Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida
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* LADDER fex

Figura 23. Electroferograma observandose el ladder (escalera alélica)

de dos muestras.

y la secuenciacion



Metodologias para Semen.

Procedimiento de recoleccion de muestras con la_cinta REMCO®

Simulando superficies donde pudiese encontrar muestras de semen en la escena de
un delito, se coloco semen en diferentes soportes (vidrio, loza, madera) para después llevar
a cabo su levantamiento con la cinta REMCO® de la siguiente manera:

Cortar un fragmento de cinta adhesiva con los cuidados necesarios para impedir
contaminacion.

Colocar la cinta sobre la muestra que se encontro.

Presionar varias veces la cinta contra la muestra para forzar la adhesion del vestigio
a la cinta.

Levantar la cinta lentamente tratando de levantar la mayor cantidad posible de
muestra.

Doblar la cinta de manera que quede el vestigio recogido protegido de cualquier tipo
de contaminacion.

Etiquetar de manera clara.

Técnicas de orientacion

Fluorescencia a la luz ultravioleta

El liquido espermatico, contiene flavina en alta concentracion y son las responsables
de impartir fluorescencia blanco verdosa al semen cuando las manchas de este son
observadas a la luz ultravioleta; por lo tanto este procedimiento es de gran utilidad para la

localizacién topografica de posibles huellas espermaticas, tanto en el lugar de los hechos
como en prendas de vestir.

Fosfatasa acida

El liquido seminal tiene un promedio de aproximadamente 2500 U. King
Armstrong de fosfatasa 4cida por mililitro, mientras que otros liquidos corporales y otras
sustancias extrafias tienen menos de 5 u. por mL.; por lo tanto, la presencia de semen en
manchas sospechosas se puede detectar por el hallazgo de elevadas cantidades de fosfatas
acida.

Fundamento.

La fosfatasa acida siendo una enzima tiene la propiedad de hidrolizar los esteres
alifaticos y aromaticos del acido ortofosforico.

Su deteccién se basa en una reaccion cromatica de la enzima fosfatasa acida, muy
abundante en la secrecion masculina.
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Figura 24. Fundamento de la reaccién de la fosfatasa acida. an

La fosfatasa acida del esperma reacciona con el reactivo 1-naftilfosfato de calcio y
queda libre alfa naftol; este reacciona con sulfato de dianisiltetrazonio y forma un colorante
azoicovioleta intenso.

Procedimiento.

» La parte del material con la mancha en estudio se recort al igual que un fragmento
no manchado para el ensayo en blanco.

= Ambos recortes se colocaron entre dos trozos de papel filtro sobre una superficie
blanca.

= En algunos casos, se puede colocar un fragmento de la mancha uinicamente sobre
una superficie blanca (papel filtro) para llevar a cabo la reaccion.

» Se agregd el reactivo y se observo si existe alguna coloracion.

o En caso de aparecer una coloracién violeta dentro de un tiempo de 5
minutos, nos indica la presencia de fosfatasa acida seminal.

Figura 25. Fotografia del control positivo y negativo
de la reaccion de fosfatasa acida
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Validacién con muestras en la cinta REMCO®

Procedimiento

Con muestras de semen levantadas con la cinta REMCO® se llevo a cabo la técnica
de la fosfatasa acida de la siguiente manera.

*= Debido a que no se puede agregar el reactivo directamente a la mancha ya que se
encuentra protegido por la cinta, primero se colocd un fragmento de 0.5 x 0.5 cm.
de la cinta con la mancha en un tubo de 1.7 mL con 1 mL. de solucién salina.

= Se agitd en vortex por 3 minutos

® Se dej6 incubar por 15 minutos la cinta en la solucion salina

= Se tomaron 20 pL de la solucion en que se encuentra el fragmento con la mancha y
se colocaron en un fragmento de papel filtro sobre una superficie blanca

= Se colocd una gota del reactivo sobre la gota colocada en el paso anterior en el
papel filtro.

= Se observo si existe la presencia de coloracion.
o En caso de aparecer una coloracién violeta dentro de un tiempo de 5
minutos, nos indica la presencia de fosfatasa acida seminal.

Técnica de confirmacién "

La certeza de que una muestra corresponde a semen, se da sin lugar a duda con el
hallazgo de los espermatozoides en el espécimen analizado.

El liquido espermatico contiene usualmente de 70 a 150 millones por mililitro.

El espermatozoide humano esta formado por: una cabeza de forma oval que mide
4.6 x 2.6 x 1.5 micras; una pieza intermedia que contiene las mitocondrias y una cola
formada por nueve filamentos que rodean a otros dos centrales. En los animales, la cabeza
tiene diferente forma y dimensiones.

Debido a que las bacterias atacan su tallo primeramente, en las muestras

contaminadas se hace dificil su identificacion.

Técnica microscopica.

Para poder identificar una mancha como de semen es necesario observar bajo
microscopio un espermatozoide completo, quedando identificado plenamente en cuanto su
naturaleza.

Se puede hablar de dos variantes en cuanto a la observacién de los espermatozoides:

la primera es la observacion directa y la segunda mediante una técnica de tincion. Estas, se
elegiran dependiendo de las condiciones de la muestra y del observador.
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Tincién diferencial con Rojo rapido Nuclear e indigo carmin (Christmas Tree).

A la muestra que se observara a microscopio agregar 1 mL. de agua
inyectable y agitar en vortex.

Después de 15 minutos, agitar nuevamente y centrifugar a 11500 rpm
durante 3 minutos.

Sin destruir el botén celular desechar el sobrenadante dejando
aproximadamente 50 pL.

Agitar en vortex hasta resuspender el boton.

Colocar 2.5 pL. de la muestra concentrada y resuspendida en un
portaobjetos.

Secar ligeramente al calor del mechero o sobre una parrilla de calentamiento.
Agregar a la muestra en el portaobjetos una gota de rojo rapido nuclear y
dejarlo durante 15 minutos.

Lavar con agua destilada y agregar una gota de indigo carmin y dejarlo un
minuto

Lavar con agua destilada, secar la muestra y observar a microscopio.

Figura 26. Fotografia de la observacién a microscopio de
Espermatozoides tefiidos con rojo rapido nuclear.

Validacién de muestras con la cinta REMCO®

A las muestras levantadas con la cinta REMCO®, se les realizo la técnica de la
siguiente manera:

Se corté un fragmento de la cinta con muestra a evaluar de aprox. 0.5 x 0.5
cm

Se colocd el fragmento de la cinta en un tubo de 1.7 mL. con 1 mL. de agua
inyectable, agitar en vortex por 3 minutos.

Se dejé reposar por 30 minutos para permitir que se liberara la muestra
contenida en la cinta.

Se extrajo la solucion y se verti6 en un tubo nuevo para centrifuga.

Se centrifugé la solucién de la muestra a 11500 rpm durante 3 minutos.
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=  Sin destruir el botdn celular se desech6 el sobrenadante dejando
aproximadamente 50 pL.

= Se agit6 en vortex hasta resuspender €l botén.

* Se colocaron 2.5 pL. de la muestra concentrada y resuspendida en un
portaobjetos.

» Se seco ligeramente al calor del mechero o sobre una parrilla de
calentamiento.

= Se agrego a la muestra en el portaobjetos una gota de rojo rapido nuclear y
se dejo durante 15 minutos.

= Se lavo con agua destilada y se le agregd una gota de indigo carmin y
dejandolo reposar un minuto

= Selavo con agua destilada, se secd la muestra y se observé a microscopio.

Técnicas de determinacion de origen del semen.

Reaccion de Precipitinas.

Descubierta en 1900 por Uhlenhuth para determinar si es sangre de origen humano
Fundamento

Las moléculas del anticuerpo reaccionan con el antigeno (proteina soluble) para
formar un precipitado facilmente visible bajo condiciones de luz apropiadas y a las
concentraciones equivalentes de antigeno y anticuerpo.

Esta reaccién antigeno-anticuerpo esta influida por varias fuerzas interactuando
entre factores reaccionantes como son: las fuerzas de Van der Walls, puentes de hidrégeno,
interaccion de dipolos, atraccién entre los antigenos no polares y la superficie del
anticuerpo, y la atraccién electrostatica.

La reacci6on misma tiene lugar en varias etapas. Inicialmente se forma un complejo
antigeno-anticuerpo soluble; conforme la reaccion prosigue, ese complejo empieza a formar
una red compuesta de moléculas de anticuerpo bivalente y moléculas de antigeno
polivalente. Esta formacion crece rapidamente formando particulas del tamafio suficiente
como para ser insolubles y formar un precipitado visible.

Debe tenerse en cuenta que para que la reaccion se efectie se requiere que la
concentracion del antigeno y del anticuerpo sean equivalentes; un exceso de alguno de los
dos producira un resultado negativo.

La reaccion puede efectuarse observando la interfase entre los dos liquidos en un
tubo de ensayo o en un capilar, también puede hacerse sobre gel por medio del fenémeno
de difusion entre las partes reaccionantes, o bien por el método de electroforesis.

La técnica de precipitinas en capilar tiene la ventaja de ser rapida y sencilla pero es

necesario tener una muestra clara. En ella debe efectuarse una cuidadosa estratificacion en
donde la capa de la solucién de antigeno se encuentre sobre la preparacién del anticuerpo.
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Factores que afectan la reaccion de las precipitinas.

Son varios los factores que pueden afectarla: la edad de la muestra, su exposicion al
aire, la luz solar, a la humedad, y a las altas temperaturas; el grado de putrefaccioén y la
contaminacion con compuestos quimicos, tales como detergentes.

La reaccion debe efectuarse en condiciones Optimas de temperatura, de pH, de
solubilidad de la muestra y de dilucién del extracto obtenido de ella.

Algunos investigadores han observado falsas reacciones positivas debido a la
presencia de sales de sodio o sulfonatos que contienen los polvos para lavado.

El extracto de la mancha de semen debe tener un pH casi neutro y la prueba debe
llevarse a cabo a la temperatura ambiental (aproximadamente a 22° C).

Los extractos deben prepararse en el menor volumen posible, procedimiento que
para algunas muestras requiere de 24 horas de refrigeracion. El tiempo adecuado dependera
de las condiciones de la muestra, el titulo de la dilucion debera de ser de 1 a 1,000.

Procedimiento. !V

o Cortar un pequefio fragmento de la mancha de semen y colocarlo en un tubo de
ensaye.

Agregar unas gotas de solucion salina

Si la solucion es turbia se debe centrifugar y utilizar el sobrenadante.

Colocar dos gotas del extracto diluido en un capilar

Agregar una cantidad igual de antisuero absorbiéndolo en el mismo capilar de
tal manera que quede abajo del extracto de la muestra

Fijar el tubo de manera perpendicular sobre un soporte.

o La observacién se hace con luz indirecta y sobre fondo oscuro.
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La aparicion de un anillo de precipitacion en la interfase de los dos liquidos indica
reaccion positiva.
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Figura 27. Fotografia de .la reaccion de precipitinas. A la derecha control negativo, dilucién 1:100
de la muestra de semen en el centro, y a la derecha la muestra de semen diluida 1:1000.



Recomendaciones.

Es conveniente una vez hecha la extraccion, determinar el pH con papel indicador;
si la reaccion no es neutra, neutralizar: NaOH al 0.1% si la reaccion es acida hasta lograr un
pH neutro, o con acido clorhidrico al 0.1% si es alcalina.

Si existen particulas en suspension o turbidez, la muestra debera centrifugarse hasta
obtener un liquido transparente. La dilucion de la muestra problema debera tener una
concentracién de 1 a 1000 misma que se controlara con un testigo a la misma dilucién.

Validacién de muestras con la cinta REMCO®

Con las muestras levantadas con la cinta REMCO® se procedio de fia siguiente manera:

= Se cortd6 un fragmento de la cinta aproximadamente de 0.5 x 0.5 cm que
presuntamente contiene semen humano

» Se fracciond este segmento en pedazos mas pequefios para aumentar la
superficie de contacto

= Se colocaron estos fragmentos en un tubo de 1.7 mL. con 1 mL. de solucion
salina inyectable
Se agit6 en vortex por 3 minutos y se dejo6 reposar durante 20 minutos mas.

= Setomaron 30 pL de la solucién obtenida y se coloco en el capilar

» Se le agregd al capilar la misma cantidad de antisuero y se colocaron en una
base fija para observar la precipitacion.

= El control negativo se trabajé con un fragmento de cinta adhesiva sin muestra,
cortandola en pedazos mas pequefios y trabajandola de igual manera que las
muestras con semen.

Tipificacién (individualizacion ADN)

El arribo de la tecnologia del ADN ha aumentado la habilidad de efectuar analisis
de identidad humana. La identificacion individual es deseada en gran numero de
situaciones incluyendo la determinacion de perpetradores de actos violentos como
homicidios y violaciones, resolviendo casos de paternidad no establecida, y en la
identificacion de restos de personas desaparecidas o victimas de desastres masivos.

Procedimiento.

Extraccion por Fenol-cloroformo o9

Una extraccién organica involucra la adicion serial de varios quimicos. Primero
SDS, DTT, EDTA vy la proteinaza K son afiadidos para llevar a cabo la lisis de la célula y
romper las proteinas que protegen el ADN. Después una mezcla de fenol-cloroformo es
afiadida para lograr separar las proteinas del ADN. El ADN es mas soluble en la porcion
acuosa que en la mezcla de fenol-cloroformo. Posteriormente se lleva a cabo una
precipitacion con etanol para remover los inhibidores hemo.
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La realizacién de esta técnica nos consume un periodo de tiempo largo, involucra la
utilizacién de quimicos muy agresivos para la muestra y para el analista, y requiere que la
muestra sea transferida de un tubo a otro lo que nos puede producir contaminacion cruzada.

Esta técnica es utilizada ampliamente en la criminalistica ya que aunque el
rendimiento de esta es menor en comparacion con otras (Chelex, SV, etc.) los reactivos y el
equipo requeridos son de bajo costo y de facil manejo.

Para poder llevar a cabo esta técnica es necesario que el volumen de la muestra sea
mayor de 500 pL y asi poder obtener la cantidad de ADN necesaria para la obtencion de un
perfil genético.

Desarrollo.

A 500pL de la muestra.

Agregar 220 pL de buffer de digestion, 20 pL de proteinasa K y 12 de DTT.
Colocar en digestion por 30 minutos a 57° C.

Afadir aproximadamente el mismo volumen que el buffer de digestién de la
mezcla de fenol-cloroformo

Agitar en vortex durante 1 minuto.

Centrifugar por 15 minutos a 12000 rpm.

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.7 mL.

Agregar una cantidad de alcohol absoluto aproximadamente del doble del
volumen de la fase acuosa.

9. Centrifugar a 15000 rpm durante 30 minutos a cero grados centigrados.

10. Decantar todo el contenido del tubo.

11. Agregar al tubo vacio, 100 pL de agua libre de nucleasa.

gl o e
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Procedimiento para las manchas hematicas levantadas con la cinta REMCO®

« Se cort6 un fragmento de la cinta donde contenia muestra de unas dimensiones
de 3 x 3 mm.

« Se colocé en un tubo eppendorf (1.7 mL.) con 500 pL de agua estéril.

+ Se trabajaron las muestras con la técnica de Fenol-cloroformo.

Amplificaciéon por PCR.
Procedimiento.

Se llevé a cabo la amplificacion por la reaccién en cadena de la polimerasa con el
Kit de Power Plex (16 system) de Promega* y con el Kit de Identifilier de Applied
Byosistems* con una cantidad de ADN de 2.5 pL de cada muestra.

Una vez dispensado la mezcla maestra para amplificacion del kit Identifiler y

afiadidos los 1.5 pL de cada muestra de ADN se colocan en el termociclador para llevar a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa.

56



Secuenciacion.

Se obtuvieron los perfiles procesando los productos de PCR por electroforesis
capilar (ABI Prism 310 y ABI 3100).

Procedimiento:

ABI Prism 310
= Preparar la mezcla con:
(1 uL ILS600 x muestra) + (24 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
=  Mezclar 25 pL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
25 uL de la mezcla + 1 pL Allelic ladder mix
= Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 minutos
» Inmediatamente colocar en frio (hielo) durante 3 minutos
= Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida

ABI Prism 3100
= Preparar la mezcla con:
(1 pL ILS600 x muestra) + (9 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
= Mezclar 10 pL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
10 pL de la mezcla + 1 pL Allelic ladder mix
= Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 mmutos
* Inmediatamente enfriar en hiela frape durante 3 minutos
* Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida

Metodologias para Saliva

Procedimiento de levantamiento de muestra con la cinta REMCO®

Para simular superficies en las que se puede encontrar saliva en la escena de algin
delito como violaciones, se colocd saliva en diferentes soportes: vidrio, loza y piel.

Después de dejar secar la saliva colocada en las superficies, se procede a levantar
los indicios bioldgicos de la siguiente manera:

» Se corté un pedazo del material sugerido (cinta adhesiva) suficiente para

recoger la muestra manipulandola con guantes de latex colocados
correctamente.
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= Se recogié la muestra con la cinta de tal manera que se lograra levantar la
mayor cantidad posible de la saliva vertida.

* Una vez adherida la muestra a nuestro material de recolecta, se doblé de tal
manera que se lograra cubrir la muestra y asi protegerla de los factores que
pudieran afectarla.

= Se etiqueté debidamente.

* Fue colocada dentro de un sobre de papel etiquetado.

« Se dejo la muestra en este material y en condiciones ambientales para observar
que tan facilmente se degrada el material recogido en este material.

Técnicas de orientacion

Amilasa

El almidén es un polisacarido compuesto por unidades de glucosa con dos
componentes; uno, mayoritario, llamado amilosa, de estructura lineal, y otro, minoritario,
amilopectina, de estructura ramificada.

La a-amilosa esta constituida por cadenas largas no ramificadas, en las que todas las
unidades D-glucosa se hallan unidas mediante enlaces o-(1— 4). Las cadenas son
polidispersas. La amilosa no es verdaderamente soluble en agua, pero forma micelas
hidratadas que dan que dan un color azul con el yodo. En tales micelas la cadena
polisacaridica esta retorcida, constituyendo un arrollamiento helicoidal.
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Figura 28. Micelas de amilosa. (1%)

La amilopectina esta muy ramificada, la longitud media de las ramificaciones es de
24 a 30 residuos de glucosa. Los enlaces glucosidicos del esqueleto son a-(1— 4), pero los
de los puntos de ramificacion son enlaces a-(1— 6). La amilopectina produce disoluciones
coloidales o micelares que dan una coloracién rojo violacea con el yodo.
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Figura 29. Estructura del almidén. ®
Fundamento
Hidrolisis del almidon.

Los componentes principales del almidén pueden ser hidrolizados enzimaticamente
por 2 métodos diferentes.

La amilosa puede hidrolizarse por la a-amilasa. Esta enzima hidroliza
indistintamente al azar los enlaces a-(1— 4) a lo largo de la cadena de la amilosa de tal
modo que rinde finalmente una mezcla de glucosa y maltosa libres.

La practica se aprovecha, para seguir la degradacion del almidéon por a-amilasa
salival, ya que el almidon forma un complejo azul con iodo, cosa que no pueden hacer los
productos de su degradacion.

Procedimiento

Cortar pequeiios cuadros del gel de agarosa-almidén.

Hacer un pequefio pozo en el centro del cuadro de gel.

Colocar 8 puL de la muestra en el pozo

Dejar reposar el gel con la muestra por 30 minutos.

Revelar colocando 2 gotas de lugol al 0.5%.

Se debe de realizar con un control positivo y uno negativo por cada evento.

O 000O0O0

En caso positivo se observara un halo alrededor del pozo incoloro en contraste con
el color azul del resto del gel.
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Figura 30. Fotografia de la Reaccion Amilasa en gel.

Validacién con muestras levantadas con cinta REMCO®,

Se realiz6 esta técnica de manera tradicional a las muestras levantadas con la cinta
REMCO® pero no fue posible observar ninguna reaccién positiva.

Debido a esto se modificé la técnica llevandola a cabo en una solucién de almidon de la
siguiente manera:

Procedimiento

o A las muestras levantadas con la cinta REMCO® se les corté un cuadro de 0.5
cm para trabajarlo.

o Se coloco el cuadro en un tubo de 1.7 mL. y se agregaron 0.5mL. de solucion
salina.

o Se agit6 en vortex por 5 min.

o Se dejo reposar a temperatura ambiente por 30 minutos para permitir la
liberacion de la muestra de la cinta.

o Se agit6 en vortex por 30 segundos.

o Se colocaron en un tubo nuevo de 1.7 mL. 0.5 mL de la solucion de almidén y
20 puL. de la muestra.

o Se dejo reposar 5 minutos la mezcla y se revel6 con una gota de lugol.
Se observa una coloracién mas tenue o la ausencia de color en caso positivo.
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Fig ura 31. Fotoa la observa de lado izquierdo la diferencia en la tonalidad de los tubos en
control positivo, muestra levantada con la cinta REMCO® y el control negativo (almidén) y a la derecha curva
de concentraciones de saliva desde 2pL hasta 10 uL, observando la diferencia de coloracion.

Validacién con muestras levantadas con cinta REMCO®.

Al realizar este técnica con un control positivo (solucién con fragmentos de la cinta
REMCO® sin saliva) se observo que da la misma coloracién tenue que cuando la cinta tiene
muestra de saliva; es decir, la cinta adhesiva REMCO® da falsos positivos.

. Fotografia que presenta las reacciones con falsos positivos
en soluciones de la cinta REMCO® sin muestra.

Figura 32

Técnicas de confirmacion
Observacion a microscopio.

Para tener la certeza de que la mancha recuperada del lugar de los hechos o del
cuerpo de la victima es de saliva, y que nos sera de utilidad para obtener el perfil genético
del malhechor es necesario que en este vestigio estén presentes células bucales a partir de
las cuales podamos extraer el ADN contenido en su nucleo.

La saliva completa incluye aproximadamente entre 17 a 500 células bucales por pL.
Teniendo en cuenta la cantidad de células recuperadas a partir de la evidencia, podemos
considerar factible o no el llevar a cabo el procedimiento de extraccion y amplificacion a
partir de esta muestra para obtener un perfil genético.
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Procedimiento.

La muestra en un hisopo:

Se coloco el hisopo en un tubo de 15 mL limpio.

Se agregd 1 mL de solucidn salina inyectable para recuperar el fluido contenido en

el hisopo
Se agit6 en vortex por 2 minutos.

Extraer con una micro pipeta todo el liquido del hisopo para tratar de no dejar nada

en el.

Se centrifug6 la solucion durante 3 minutos a 11500 rpm

Se elimino el sobrenadante dejando aproximadamente 50 pL

Se agit6 en vortex por 1 minuto.

Se tom6 3 pL del concentrado y colocd en un portaobjetos limpio. )
Se dejo secar la muestra por unos minutos y se llevo a cabo la tincion.

Tincién Rojo Répido Nuclear

Agregar el frote ya fijado en la laminilla 1 gota de colorante rojo nuclear
Dejar por 10 minutos

Lavar con agua destilada y dejar secar

Observar a microscopio

Figura 33. Fotograﬁ de la célula epitelial observada el icroscopio
(tincién con rojo rapido nuclear).

Validacién con muestras levantadas con cinta REMCO®

A las muestras de saliva recuperadas con la cinta adhesiva REMCO®:

Se cort6 un fragmento de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm.
Se colocé enun tubo de 1.7 mL

Se le agregaron 500 pL de solucion salina inyectable y se agit6 en vortex por 2

minutos.
Se dejé reposar por 30 minutos para permitir que se liberara la muestra
Se agit6 en vortex
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Se centrifug6 a 11500 rpm por 3 minutos

Se elimino el sobrenadante dejando aproximadamente 50 pL

Se agit6 en vortex por 1 minuto

Se tomaron 3 pL de la solucién concentrada y se colocaron en una laminilla limpia
Se dejo secar el frote por unos minutos y se llevo a cabo la tincién con rojo rapido

nuclear.

Tipificacién (individualizacién ADN)

Procedimiento para las manchas de saliva levantadas con la cinta REMCO®

Se cortd un fragmento de la cinta donde contenga muestra de unas dimensiones
de 3 x 3 mm.

Se colocaron en un tubo eppendorf (1.7) con 500 pL de solucién salina estéril.
Se centrifugé por 3 minutos a 12500 rpm

Se elimino el sobrenadante

Se agit6 en vortex el boton celular

Se realiz6 un frote del concentrado para cuantificar las células recuperadas

Se trabajaron las muestras con la técnica de Chelex.

Extracciéon por Chelex.

0O S O T N b

Se adicion6 Chelex al 5% para un volumen final de 200 pL.

Se incubd a 56° C por 15 a 30 minutos.

Se agit6 en vortex a velocidad alta de 5 a 10 segundos

Se incub6 en un bafio de agua hirviente durante 8 minutos.

Se mezclo en vortex a velocidad alta durante 5 a 10 segundos.

Se centrifugé en una micro centrifuga de 2 a 3 minutos de 10 000 a 15 000 rpm.
La muestra est4 lista para el proceso de amplificacion por PCR.

Se almaceno el resto del sobrenadante que no se utiliz6 en PCR de2a 8°C o
congelado.

Amplificaciéon por PCR.

Procedimiento.

Se llevo a cabo la amplificacién por la reaccién en cadena de la polimerasa con el
Kit de Identifilier de Applied Byosistems* con una cantidad de ADN de 1.5 pL de cada
muestra.

Secuenciacion.

Se obtuvieron los perfiles procesando los productos de PCR por electroforesis
capilar (ABI Prism 310 y ABI 3100).
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Electroferograma (ladder y dos muestras de saliva)

34.

Fi



Resultados.

Sangre.

Técnica de Fenoftaleina.

La prueba de fenoftaleina se pudo realizar sin modificaciones importantes en
muestras recolectadas con la cinta REMCO®, obteniéndose resultados optimos en todos los

casos en que se llevo a cabo.

El control negativo (cinta adhesiva sin muestra) que se trabajé de la misma manera,
no presento falsos positivos.

h Fig 35, Fotograﬁas de control negativo (lado izquier) y
muestra levantada con la cinta REMCO® (lado derecho).

Técnica de Cristales de Teichman.

A las muestras levantadas con la cinta REMCO® de manchas hematicas que se les
realiz6 esta prueba, fue posible observar los cristales de Teichman (Cristales romboidales
de color caf€).

Técnica de adsorcion elucion.

En todas y cada una de las muestras que se levantaron con la cinta adhesiva
REMCO® y que se sometieron a esta reaccién se observaron reacciones faciles de

interpretar y que sin tener que modificar en nada la técnica tradicional se logré determinar
el grupo sanguineo correcto de las muestras.
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Técnica de Precipitinas:

Las muestras de sangre trabajadas con la cinta REMCO® y procesadas por la técnica
de precipitinas dieron un anillo de precipitacién muy facil de observar y que de manera
sencilla nos indica que la sangre recolectada con este material es de origen humano.

Al trabajar la cinta sin muestra como control negativo no se observa ningun anillo
de precipitacion en el capilar lo que nos permite asegurar que esta cinta no nos
proporcionara ningun falso positivo en el desarrollo de esta técnica.

Figura 36. Fotografia en la que se observa a los extremos control positivo (izquierdo) y negativo (derecho) y
en el centro la muestra mostrando un claro anillo de precipitacion en la interfase de la muestra y el antisuero.

Tipificacion:

A partir de todas las muestras de las cuales se extrajo la sangre de la cinta para la
extraccion del ADN vy llevar a cabo su amplificacién y secuenciacion se obtuvieron en
todos los casos resultados favorables brindando el electroferograma correspondiente de
cada uno de los individuos.
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Semen.
Técnica de fosfatasa acida
- ® . -
En las muestras levantadas con la cinta REMCO™ que se les realizo esta técnica se
observd claramente la coloracion que nos indica la presencia de fosfatasa acida seminal

dando resultados favorables para esta técnica.

El control negativo o el ensayo en blanco no presentd ninguna coloracion.

Figura 37. Fotografia de las muestras levantadas con la cinta REMCO® y sometidas a
la reaccion de la fosfatasa acida con los respectivos controles positivo y negativo.

Observacion Microscopica.
* Con el procedimiento desarrollado para las muestras contenidas en la cinta

REMCO?® se logro extraer células espermaticas que fueron facilmente
observadas al microscopio.

Figura 38. Fotografia de espermatozoides recuperados de la muestra
levantada con la cinta REMCO® (tincién con rojo rapido nuclear).
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Técnica de Precipitinas:

Las muestras de semen trabajadas con la cinta REMCO® y procesadas por la técnica
de precipitinas dieron un anillo de precipitacién muy facil de observar y que de manera
sencilla nos indica que el semen recolectado con este material es de humano.

Tipificacion:

En todas las muestras que se sometieron a la tipificacién, se lograron obtener sus
perfiles genéticos correspondientes faciles de identificar,

Saliva.

Amilasa:

En las muestras levantadas con la cinta REMCO® a las que se les realizo la técnica
de la amilasa de manera tradicional, asi como el control negativo y el positivo, dieron
resultados positivos de amilasa, por lo que fue necesario tratar de modificarla. Buscando la
manera de mejorar la técnica y lograr obtener resultados favorables en muestras con la
cinta, se modificd la técnica y se llevé a cabo en soluciéon pero también mostrd falsos
positivos por lo que no fue posible determinar si era saliva o no.

Observacion al microscopio:
A partir de las muestras levantadas con la cinta REMCO®, fue posible observar una

buena cantidad de células por frote lo que nos permitiria obtener la cantidad de ADN
necesaria para conseguir descifrar el perfil genético del perpetrador del crimen.

Tipificacién:

Se lograron buenos resultados en la tipificacion de las muestras recolectadas con
REMCO® ya que se obtuvieron perfiles genéticos completos y claros.



Discusion de Resultados.

Sangre

* Procedimiento de levantamiento de manchas heméticas con la cinta REMCO®
En el levantamiento de manchas hematicas con la cinta adhesiva REMCO® en diferentes
soportes, se reporta que en los soportes probados (loza, vidrio, metal a intemperie, metal en
sitios cerrados, plastico, impermeabilizante, madera y cartén) se depositaron un total de 200
manchas hemadticas para todas las técnicas a realizar de las cuales:

Numero de muestras levantadas por contacto.- 185
Numero de muestras levantadas por raspado.- 15

Tipo de levantamiento

Técnicas de Orientacién para identificacion de Sangre.

= Técnica de la Fenoftaleina o de Kastle-Mayer.

Para llevar a cabo esta técnica se utilizaron como controles positivos sangre depositada
en hisopos estériles presentado después de la reaccion, una coloracion Rosa brillante.

Como control negativo se realiz6 la técnica con solucién salina estéril y como control
negativo de la cinta se utiliza un fragmento de la cinta adhesiva sin sangre y en ambos
casos no se presento ninguna coloracion.

Se tomaron 50 muestras de manchas hematicas levantadas con la cinta REMCO® para

realizarles la técnica de orientacion de Kastle Mayer obteniendo de las 50 muestras
evaluadas las 50 muestras dieron positivas.
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Técnicas de determinacion de origen de la sangre.

= Reaccion de Precipitinas

La reaccion de precipitinas se realizé con un antisuero humano comercial. Para estar
seguros del correcto funcionamiento del antisuero cada vez es necesario correr un control
negativo (agua inyectable) y otro positivo (sangre humana diluida 1:10 en agua inyectable).

Como control negativo de la cinta se tom6 un fragmento de ella sin muestra y en
ninguno de los ensayos realizados de esta manera (10 repeticiones) se observo precipitacion

alguna.
Se utilizaron 30 muestras de la cinta REMCO® con sangre para validar la técnica dando
en todas ellas una reaccion positiva.

Técnicas de Confirmacion.
= (Cristales de Teichmann.

Para realizar esta técnica se realizo primero con sangre completa para poder observar
los cristales que esperdbamos encontrar en las muestras de la cinta.

En los controles negativos realizados con agua inyectable y con un fragmento de cinta
adhesiva en agua inyectable no se observo la presencia de ningun cristal.

Se tomaron 35 muestras de sangre en la cinta REMCO® a las que se les realizé esta
técnica y que se obtuvieron los siguientes resultados:

Muestras utilizadas para esta técnica: 35

Muestras que dieron resultado positivo: 29

Muestras que dieron resultado negativo: 6

Cristales de Teichmann
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* Determinacién de grupo sanguineo por la Técnica de adsorcion — elucién.

Como control negativo se utilizo agua inyectable sin presentar ningun tipo de
precipitacion después de la reaccion.

Se utilizaron controles positivos de cada grupo sanguineo al mismo tiempo que las
muestras a analizar.

Se les determiné el grupo sanguineo a 10 muestras de sangre en la cinta REMCO® de
diferentes grupos obteniendo:

Muestras utilizadas para esta técnica: 30
Muestras que dieron resultado positivo: 30 (100%)

Tipificacion (individualizacion ADN)

Se utilizaron 20 muestras para amplificarlas con el kit comercial de Power plex y 5
mas para amplificarlas con el kit comercial de Identifiler, ambos por PCR.

De estas 25 muestras amplificadas se sometieron a electroforesis capilar obteniendo
en todos los casos perfiles genéticos con buena definicion.

Semen
Procedimiento con la cinta REMCO®

El levantamiento con la cinta REMCO® del semen, aunque es un poco mas complicado
en comparacion con el de la sangre, demostré lograr adherir la suficiente cantidad del
indicio a recuperar para poder realizarle las técnicas deseadas.

Se levantaron 150 manchas de semen con la cinta REMCO® para la realizacién de las

diferentes técnicas de orientacion, confirmacion, de determinacién de especie y llegar a la
identificacion del secretor de tal indicio.
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Técnica de orientacion

« Fosfatasa acida

La técnica de fosfatasa acida es una técnica de facil interpretacion y para la realizacion
con las muestras levantadas con la cinta, no fue necesario llevar a cabo ninguna
modificacion en el procedimiento tradicional permitiéndonos obtener un alto porcentaje
de efectividad para la identificacién del semen.

Ademas de los controles positivos (hisopos con semen) y negativos con los que se
realizo esta técnica, se les realizo a 50 manchas levantadas con la cinta adhesiva
REMCO?® arrojando un 100% de efectividad ya que se present6 una reaccion colorida
positiva en cada una de las muestras expuestas al reactivo.

Técnica de confirmacion

« Observacién microscopica
Para tener la certeza de que un indicio es semen es necesario el observar a
microscogio la presencia de espermatozoides. En las muestra levantadas con la cinta
REMCO™ después de rehidratar el indicio para recuperarlo de la cinta adhesiva fue posible
identificar espermatozoides en este fluido y asi determinar que existia semen en la cinta y
ademas, abrir la posibilidad de obtener un perfil genético a partir de este material.

De las 50 muestras que dieron positiva la reaccion de fosfatasa acida se les realizo
su frote respectivo para observarlo a microscopio y se obtuvo:

Muestras analizadas: 50
Muestras en las que se observaron espermatozoides 45
Muestras en las que no observé ningin esperma 5

Observacion microscopica

90%
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Técnicas de determinacion de origen del semen.

« Reaccion de Precipitinas

La reaccién de precipitinas nos indica si el indicio es 0 no de origen humano. Se realizo
en capilar con un antisuero comercial y se utilizé un control positivo (semen diluido) y
uno negativo en cada ocasion que se llevara a cabo la reaccion.

Se le realizo esta técnica a 50 muestras levantadas con la cinta REMCO® y se observo
que:

Muestras analizadas: 50
Muestras en las que se observo precipitacion 43 (86%)
Muestras en las que no observo precipitacion 7 (14%)

Reaccion de Precipitinas

14%

Tipificacion

Se utilizaron 20 muestras para amplificarlas con el kit comercial de Identifiler por
PCR.

De estas 20 muestras amplificadas se sometieron a electroforesis capilar obteniendo
en todos los casos perfiles genéticos con buena definicion.
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Saliva
Procedimiento de levantamiento de muestra con la cinta REMCO®

El levantamiento de saliva con la cinta adhesiva REMCO® se llevo a cabo de la misma
manera que con sangre y saliva, obteniendo un total de 130 muestras.

Técnicas de orientacion

« Amilasa

La técnica de amilasa se basa en una reaccioén de degradacion del almidon por la amilasa
salival. Se realizo en gel de agarosa-almiddn sin tener que modificar en nada la técnica y
corriendo siempre de manera simultanea controles positivos y negativos.

Muestras analizadas 25
Muestras Amilasa positiva 14 (56%)
Muestras Amilasa negativa 11 (44%)

Técnica de Amilasa (Gel)

Positivas

44%

56%

Negativas

Debido a la baja reproducibilidad y eficacia de esta técnica, se le realizo una
modificacion tratando de mejorarla, llevandola a cabo en una solucién de almidén al 1%, la
cual se le realizo a 20 muestras con sus controles positivos y negativos respectivos:

Muestras analizadas 25

Muestras Amilasa positiva 25 (100%)
Muestras Amilasa negativa 0
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Conclusiones

La cinta adhesiva REMCO® brinda una forma ficil, segura y efectiva de
levantamiento de indicios bioldgicos secos encontrados en la escena del crimen sobre
superficies lizas y poco porosas.

El levantamiento de sangre con la cinta REMCO® es ampliamente recomendado ya
que ademas de permitirnos un levantamiento sencillo, rapido y evitando cualquier tipo de
contaminacion, ademas nos brinda una muestra que cede a un estudio mas detallado de la
dinamia de la gota en el laboratorio ya que en casi todos los casos mantiene la forma
original del lugar de los hechos.

En el caso de muestras de semen con la cinta REMCO® también presentan una alta
efectividad para su estudio criminalistico permitiéndonos llevar a cabo todas las reacciones
necesarias para asegurar que se trata de semen y ademdas obtener el perfil genético del
individuo para que a través de una confronta identifiquemos al malhechor.

Para muestras de saliva en las que no sea necesario llevar a cabo una reaccion de
orientacion, esta técnica de levantamiento permite recuperar células requeridas para poder
obtener el material genético necesario para lograr identificar al perpetrador del crimen. Si
no se estuviese seguro de que la muestra es saliva, no recomendaria el levantamiento con
esta cinta a menos que se omitiera la reaccion orientativa y se tratara directamente de
recuperar células de ella.
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SUGERENCIAS

/¥ Con el fin de mejorar este trabajo, facilitar y perfeccionar la técnica de recoleccion
de indicios bioldgicos que en este reporte se sugiere, se pueden realizar los
siguientes ensayos:

® Probar la efectividad de levantamiento de indicios bioldgicos en superficies
porosas y/o absorbentes.

* En los casos que se reportan problemas para la recoleccion del indicio
debido a la porosidad del soporte como madera sin barnizar, pisos y paredes
con pintura o impermeabilizantes, etc., rehidratar levemente el indicio y
después de unos minutos intentar llevar a cabo el levantamiento.

= (Colocar en condiciones mas extremas las muestras recolectadas con la cinta,
asi como almacenarlas por un periodo mayor de tiempo para determinar el
tiempo maximo en que se puede mantener sin degradacién el material
recuperado.

= Investigar una técnica orientativa para saliva que no genere falsos positivos
como la Técnica de Amilasa y asi poder recomendar ampliamente el uso de
la cinta REMCO® para la recoleccién y embalaje de este indicio.

= Complementar el analisis de la degradacion del material genético con un
estudio de ADN mitocondrial.

® Realizar un anélisis meticuloso de la cinta adhesiva REMCO® con el fin de
saber su composicion por completo.

& Llevar a cabo una comparacion estadistica entre el levantamiento de indicios
tradicional (con hisopo) y el levantamiento con la cinta adhesiva REMCO®.



Resumen

En la criminalistica, es de gran relevancia el poder analizar de la mejor manera
posible, cualquier muestra encontrada en el lugar de los hechos con el fin de esclarecer si
existe la participacion de uno o varios individuos ademas de la victima y a su vez, tratar de
obtener un perfil genético que nos permita identificar por completo y evidenciar al
malhechor para asi lograr resolver estos casos.

Para esto, se realizo la validacion de esta técnica de levantamiento de indicios en el
lugar de los hechos con los fluidos méas comunes en crimenes violentos y/o sexuales
(sangre, saliva y semen).

Primero se realizé el mismo tipo de levantamiento para los tres indicios en el lugar
de los hechos con la cinta adhesiva en estudio, pero para lograr comprobar su efectividad se
llevan a cabo las reacciones especificas utilizadas en la Quimica Legal para esclarecer un
delito.

En el caso de la sangre, se coloco por goteo en diferentes superficies. Las muestras
fueron expuestas a diferentes temperaturas y recuperadas del sustrato original en diferentes
tiempos por medio del uso de la cinta REMCO®. Las manchas hematicas recuperadas
fueron protegidas con un doblez de la misma cinta y se almacené para posteriormente ser
analizado.

Para saber si la mancha se trata de sangre o no se le realiza una técnica de
orientacion. En este caso se realizd la reacciéon de fenoftaleina que es una técnica de
observacion de color. Con el fin de conocer el origen, humano o animal (Técnica de
determinacion de especie) se realizo la reaccién conocida como de Precipitinas que se
fundamenta en una reaccién antigeno-anticuerpo. Posteriormente se realizd la
determinacion de grupo sanguineo por la técnica de Adsorcién-Elucion que es especial para
manchas hematicas secas y por ultimo se realiza la tipificacién que es un proceso
metodologico que a grandes rasgos se divide en 3 etapas: extraccion de ADN (acido
desoxirribonucléico), cuantificaciéon y amplificacion por la Reaccion en cadena de la
polimerasa (por sus siglas en ingles PCR-Polimerasa Chain reaction) y secuenciacién por
electroforesis capilar) para lograr obtener el perfil genético del perpetrador del crimen.

El segundo indicio es el semen, de igual manera, primero se debe de asegurar que se
trate de semen con técnicas presuntivas en este caso se determind con la técnica de
fosfatasa acida que se fundamenta en que esta enzima esta presente en concentraciones muy
altas en el liquido seminal. En orden consecutivo se lleva acabo la observacion
microscopica de espermatozoides lo que con certeza nos confirma si es 0 no semen.
Posteriormente se realizé la determinacion de su origen con la técnica de Precipitinas y se
procedio6 a la tipificacion con la amplificacién por PCR, la cuantificacion por electroforesis
en gel y la secuenciacion por electroforesis capilar.

A las muestras de saliva se les realizo la técnica orientativa de amilasa la cual se
aprovecha, para seguir la degradacion del almidén por a-amilasa salival, ya que el almidon
forma un complejo azul con iodo, cosa que no pueden hacer los productos de su
degradacion. La observacion microscopica de células bucales se considera como una
técnica confirmativa que ademds nos asegura si sera o0 no posible segin el nimero de
células observadas la extraccion del material genético para la amplificacion por PCR y su
respectiva secuenciacion.
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ANEXO 1

REACTIVOS

1. Solucién de Bencidina
0.25 gramos de bencidina se disuelven en 175 mL. de etanol y se afiaden 5 a 10
gotas de acido acético glacial. Se guarda en frasco gotero ambar, en refrigeracion en tanto
no se usa.

2. H;0; al 3%; almacenar en frasco gotero ambar.

3. Solucion de fenolftaleina:

Fenolftaleina 2g.
Hidréxido de potasio 20 g.
Agua destilada 100 mL.
Polvo de zinc 20 g.

Disolver estas sustancias y colocarlas a reflujo con el polvo de zinc hasta completa
decoloracion. Esta solucién madre debera afiadirsele polvo de zinc.

4. Solucion de trabajo de fenolftaleina:
Diluir la solucion madre en etanol en la proporcién de 1:5; la que también debera
refrigerarse en tanto no se use.

5. Reactivo de Teichmann.

Cloruro de sodio 0.1g. @S
Bromuro de potasio 0.1g. & %
Y"oduro de potasio 0.1g. \ﬂf‘* '_ \}
Acido acético c.b.p. 100 ml.

K&
6. Mezcla de reaccion para el ABI Prism 310 &

s

= Preparar la mezcla con:
(1 uL ILS600 x muestra) + (24 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
= Mezclar 25 pL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
25 pL de lamezcla + 1 pL Allelic ladder mix
» Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 minutos
= Inmediatamente colocar en frio (hielo) durante 3 minutos
= Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida
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7. ABI Prism 3100

= Preparar la mezcla con:
(1 pL ILS600 x muestra) + (9 pL de formamida x muestra)
Agitar en vortex
=  Mezclar 10 pL de la mezcla con 1 pL de muestra amplificada
= El control se trabaja con:
10 pL de la mezcla + 1 pL Allelic ladder mix
* Desnaturalizar las muestras con calor a 95° C durante 3 minutos
* Inmediatamente enfriar en hielo frapé durante 3 minutos
* Colocar en el aparato para llevar a cabo la corrida

8. Mezcla maestra de amplificacion por PCR del Kit de Power Plex (16
system) de Promega*.

Componentes de la mezcla maestra para PCR Volumen por muestra.
Agua libre de nucleasa 16.7 uL
Gold star 10X buffer 2.5 uL
Power plex 1610X Primer pair mix 2.3 nlL
Ampli tag Gold ADN polymerasa 0.8 L

Volumen total de la mezcla maestra:  22.5 pL
Volumen de muestra de ADN a afiadir: 2.5 pL

Volumen total de mezcla: 25 puL

9. Mezcla maestra de amplificacion por PCR del Kit de Identifiler de

Applied Byosistems*.
Componentes de la mezcla maestra para PCR Volumen por muestra.
Amp F/STR PCR Reaction Mix 10.5 pL
Ampli Tag Gold ADN Polimerasa 0.5 uL
AmpF/STR Identifiler Primer Set 5.5 uL

Volumen total de la mezcla maestra: ~ 10.5 pL
Volumen de muestra de ADN a afiadir: 1.5 pL

Volumen total de mezcla: 25 uL
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10. Gel agarosa-almidon.
Agarosa-almidon (9:1) 0.45 g.
Solucion salina estéril 50 mL.

11. Solucién de almidén al 1%.
Disolver 1 g de almidén en 100mL de solucidn salina estéril.

12. Rojo rapido nuclear.

Rojo Réapido Nuclear..........ccovvrirneniniisnninianenn 50 mg
Sulfiato de AhmInIe icicsisvissssisimin 258
Agnadestilada s 100 ml

Calentar el agua destilada a ebullicién en un vaso de precipitado de 500 ml y agregar el
sulfato de aluminio agitar, posteriormente agregar el rojo rapido nuclear agitar, dejar enfriar
y filtrar con papel Watman de numero 1 rotular.

13. Verde Indigo Carmin.
ACIO PICTICO. ... vereeerereereersersssarraesasssesaeesaens 13¢g
I oo Cattilis s cnumninsiinvsssiavsssisssa 023g
Agua destilada...........cooereircnenincncrreeine 100 ml

A un vaso de precipitado de 500 ml con agua destilada agregar acido picrico, agitar y
posteriormente agregar indigo carmin agitar y guardar en un frasco color 4mbar.

14. Cristal Violeta 0.5% p/v.
Disolver 0.5g de cristal violeta en 100 mL. de de agua destilada o desionizada. Almacenar
en refrigeracion (2 a 8° C).

15. Buffer de digestion.
Mezclar 1 mL. de Tris HCI 1M, pH 7.5, 2 mL. de EDTA 0.5M, 1 mL. de NaCl 5M, 10
mL. de SDS al 20% p/vy 86 mL. de agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.

16. EDTA 0.5M pH 8.0
Lentamente agregue 186.1 g de tetracetato etylendiamina disodica 2H,O a 800 mL de agua
desionizada. Agite vigorosamente con un agitador magnético. Ajuste el pH a 8.0 afiadiendo
lentejas de NaOH (aproximadamente 20 g). Finalmente ajuste el volumen a un litro con
agua desionizada. Esterilice en autoclave.
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17. Proteinasa K. (10 mg/mL)
Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 mL de agua destilada. Se recomienda tomar
alicuotas de 0.5 mL para su manejo y guardar en congelacion.

18. NaCl 5SM
Disolver 292.2 g NaCl en 800 mL de agua destilada. Ajustar el volumen final a 1 litro.

19. SDS 20% p/v.
Precaucion: Use mascara protectora al pesar SDS.
Lentamente disolver 200 g de sulfato de sodio dodecyl grado de electroforesis (ultra puro)
en 800 mL de agua destilada. Para facilitar la disolucion, la mezcla debera ser calentada.
Ajuste el volumen a un litro con agua destilada.

20. NaOH 10M
Precaucion: Esta reaccion es exotérmica.
Lentamente disuelva 400 g de NaOH en 800 mL de agua destilada. Enfrie a temperatura
ambiente y ajuste el volumen a un litro.

21. Tris HCL 1M pH 7.5
Disuelva 121.1 g de base Tris en 800 mL. de agua destilada. Ajuste el pH a 7.5 a
temperatura ambiente afiadiendo HCI concentrado. (Aproximadamente 65 mL).
Ajuste el volumen final a 1 litro con agua destilada.
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ANEXO 2

ESQUEMATIZACION DE PROCEDIMIENTOS DE LAS
TECNICAS DE ORENTACION Y CONFIRMACION.

Mancha de Sangre Seca.

v

Levantamiento de la escena del crimen.

Técnicas de Orientacion. Técnicas de Confirmacion.
Fenoftaleina Cristalesde  Adsorcion  Precipitinas

Teichmann Elucion

(Es 0 no sangre? (Esono Grupo Especie
sangre? Sanguineo
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Técnica de Fenoftaleina
Hisopo estéril
Humedecerlo cin solucion salina.
Frotar con el hisopi la muestra problema
Colocarlo en un tubo de ensai'o con 1 mL de solucién salina.
Calentar 1 n\linuto al00°C

Afiadir unas gotas de reactivo

Observar si
Existe ﬁolomcién /\ No existj/coloracién
Falso positivo Esperar uios segundos
Agregar agua oxigenada
Color Rosa brillante No existe color
Reaccion positiva Reaccion negativa




Técnica de CrisTles de Teichmann

Muestra probfma en solucion
Si la muestra esta

Turbia/\‘ Translucida

Centrifuglu y tomar T&mar

del sobrradante l

Una gota y colocarla en el centro
de una laminilla

,

Calentar a sequedT a temperatura baja.

Colocar el cubreobjetos sobre
la muestra seca.

Deslizar entre laminilla y laminilla por
capilaridad unai gotas del reactivo

Calentar a baja temperatura
hasta evaporacion.

Deja.ienﬁ'iar

Ome
Cristaleisombbidales Estructuras, Amorfas

:

Reaccion positiva Reaccion negativa
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Adsorciéllelucién.

Cortar un fragmento de la
mancha hematica levantada

Colocarla en tubos de ensaye
correctameq:e etiquetados.

Agregar metanol y dejar incubar durante
20 minutos a teriperatura ambiente

Secar las manchas alcoholizadas

Colocarlas en tubos de ensaye por duplicado
con un testigo de cada grupo

Dividirlos en dos grupos para
agregar el antisuero respectivo

Antisuero A \ /Aatisuero B

Forzar Iiadsomién
Dejar 24 horas adsorbiendo a 4° C
Dar tres lavados con solucion salina isoténica fria
Incubar a 56°C *urante 15 minutos.

Agregar 2 o0 3 gotas i’e eritrocitos al 2 % A o
B dependiendo del qutlcorresponda el antisuero.

Centrifugar dl.iante 30 minutos.

Si e):r'/ste
Precipitacion que se no se disuelve con agitacion suave en
Gruﬁl(/) A Gru;}lé B
Tipo Sanguineo A Tipo sanguineo B

Si se mantiene el precipitado en ambos

Tipo sanguineo AB
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Reaccion de¢ precipitinas.

Muestra en

e ey
Tila Hiiopo

Cortar un fragmento de Resuspender en solucién
la manchxhc:mética salina

Colocarlo en un tubo de ensaye.
Agregar unas gotas de solucion salina

Si la solucion es

Turbia Translucida
Centrifugar Utilizarla
y utilizar el sobrenadante. de manera directa

Colocar dos gotas del 1xtracto diluido en un capilar

Agregar una cantidad igual de
antisuero ellel mismo capilar

Fijar el tubo de manera Eerpendicular sobre un soporte

Observar con luz indiricta y sobre fondo oscuro

Si existe
Anillo de precipitacion /\s Solucién homogénea
en la interfase en todo el capilar
Reaccién positiva Reaccion negativa
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Mancha de Semen Seca

Levantamiento del lugar de los hechos

e

Técnicas de Orientacion. Técnicas de Confirmacion.
Fosfatala Acida Técnica I\\ticroscépica Preciﬁitinas
(Es 0 no semen? Observacion de Especie
espermatozoides

Con la mancha No manchado En solucion salina
prohlema l l
IAnalisis de la muestra Ensayo en blanco Agitar

Técnica de Ffsfatasa Acida

Muestra en

Tila /\ Hiﬁopo

Cortar fragmento Resuspender

O\ \
o

Colocarlos en papel filtro
sobre una suferﬁcie blanca.

Agregar el reactivo
Observar
Si dentro de‘w 0 de 2 minutos
Existe coioracién violeta No exist1Colomci6n

Reaccién positiva Reaccion negativa
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Técnica de i\’[icroscépica

Muestra en
Tila 4,/\ Hisopo
Cortar %gmento l
Agregar 1 mL de aiua inyectable y agitar
Dejar hidratar 15 minutos
Agitar n{levamcnte

Centrifugar a 11500 rpm durante 3 minutos.

Sin destruir el boton celular desechar el
sobrenadante dejando fproximadamente 50 pL.

Agitar hasta restpcnder el boton.
Colocar 2.5 pL. del concentrado en un portaobjetos.
Fijar J'on calor

Agregar una gota di rojo rapido nuclear y
dejarlo duraite 15 minutos.

Lavar con 1gua destilada

Agregar una gota de indigo carmin
y dejarlo un minuto

Lavar con agua destilada
Secar la muestra

Observar a microscopio.

Espf:rTatozoides Otras estructulas celulares

Confirmacion de semen No se trata de semen
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Reaccion de precipitinas.

Muestra en

—

Tila I-iiSOpo

Cortar un fragmento de Resuspender en solucion
la mancha de semen l salina

Colocarlo en un tubo de ensaye.

Agregar unas gotas de solucion salina

T‘Tbia Translucida
Centrifugar Utilizarla
y utilizar el sobrenadante. de manera directa

'

Colocar dos gotas del extracto diluido en un capilar

Agregar unJv cantidad igual de
antisuero ellel mismo capilar

Fijar el tubo de manera ierpendicular sobre un soporte

Observar con luz indlrecta y sobre fondo oscuro

Si existe
Anillo de precipitacion Solucion homogénea
en la interfase en todo el capilar
Reaccion positiva Reaccion negativa
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Manchf:l(de Saliva.

Levantamiento de la escena del crimen.

i

Técnicas dcil/()rientacién. Técnicas de fonﬁrmacic’m.
Amilasa Observacion
a microscopio
Técnica dI la Amilasa
Resuspender la muestra En el menor volumen
en solucidn salina posible

En loslu.adms del gel
de agarosa-almidon.

Hacer un pequefio pozo en el centro l

Colocar 8 pL de la solucién de la muestra en el pozo
Dejar reposar el gel con la muestra por 30 minutos

Revelar colocando 2 gotas de lugol al 0.5%

Realizarla con un control positivo y uno negativo por cada evento

Observar si
Existe un halo alrededor del pozo incoloro Color azul intenso en toda
en contraste con el color azul del resto del gel. la superficie del gel
Reaccion positiva de amilasa Reaccion negativa
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Técnica de Microscopica
Muestra
Agregar 1 mL de aﬁ:.m inyectable y agitar
Dejar 15 minutos
Agitar nﬁevamente
Centrifugar a 11500 \[:pm durante 3 minutos.

Sin destruir el boton celular desechar el
sobrenadante dejando aproximadamente 50 pL.

Agitar hasta resuspender el boton.
Colocar 2.5 pL. del concentrado en un portaobjetos.
Fijar con calor

Agregar una gota de rojo rapido nuclear y
dejarlo durante 15 minutos.

Lavar con agua destilada
Secar la muestra

Observar a microscopio.

P

Células epiteliales Otras estructuras
Material celular suficiente No se podra obtener
para obtener perfil genético ningun perfil genético
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Proceso de mufstras para ADN
Toma de muestras
FracciTamiento
Extrfccién
Cuantiﬁcacién
Amplificaciéon PCR

SecueLciacién

Extraccion de ADN

Extraccion por Chelex.

Muestra concentrada en solucion
con agua inyectable o solucion salina

Adicione Chelex al 5% para un volumen final de 200 pL.
Incube a 56° C por 15 a 30 minutos.
Mezcle en vortex a velocidad alta de 5 a 10 segundos
Incube en un bafio de agua hirviente durante 8 minutos.
Mezcle en vortex a velocidad alta durante 5 a 10 segundos.
Centrifugue a micro centrifuga de 2 a 3 minutos de 10 000 a 15 000 rpm.

Muestra lista para el proceso de amplificacion por PCR.



Extraccién por Fenol - Cloroformo.

A 500 pL de muestra en solucion
con agua inyectable o solucion salina

\

Agregar 220 pL de buffer de digestion,
20 pL de proteinaza K y 12 de DTT.

Colocar en digestion por 30 minutos a 57° C.

Afiadir aproximadamente el mismo volumen que
el buffer de digestion de llmezcla de fenol-cloroformo

Agitar en vérte)ldurante 1 minuto.
Centrifugar por 15 \E-ninutos a 12000 rpm.
Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.7 mL.

Agregar una cantidad de alcohol absoluto
aproximadamente del doble del volumen de la fase acuosa.

Centrifugar a 15000 rpm durante 30
minutos a cero grados centigrados.

Decantar todo el contenido del tubo.

Agregar al tubo vacio, 100 pL
de agua libre de nucleasa.

Muestra lista para el proceio de amplificacion por PCR.
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Tabla de Ilustraciones.

Figura 1. Mecanismo de duplicacion de ADN por polimerasa ADN ©)
Figura 2. Diversas huellas de sangre originadas en la escena del crimen.
Figura 3. Huellas estaticas. 25)

Figura 4. Manchas de sangre a diferentes alturas
Figura 5. Huellas de sangre animadas de movimiento lento.
Figura 6. Huellas de sangre animadas de movimiento rapido.
Figura 7. Huella sanguinea de goteo ininterrumpido &
Figura 8. Huellas de sangre comunmente encontradas en muros y paredes.
Figura 9. Dinamica del goteo sanguineo. @3

Figura 10. Espermatozoide humano an

Figura 11. Fotos del levantamiento de sangre con la cinta REMCO®. Del lado izquierdo
cinta REMCO® sobre mancha hematica en superficie de loza y a la derecha gota levantada
del lugar de los hechos.

Figura 12. Oxidacién-reduccion de la bencidina.
Figura 13. Reaccion de Oxidacion reduccién de la Fenoftaleina
Figura 14. Fotografia de control positivo (hisopo con muestra hematica) observandose una
clara coloracion rosa brillante.

(51

(25)
(25)
(25)

(25)

(1)
(1)

Figura 15. Cristales de Teichmann an

Figura 16. Fotografia de los Cristales de Teichmann (romboidales de color café oscuro).
Figura 17. Esquema del procedimiento y fundamento de la reaccion de adsorcion elucion
para determinacion de grupo sanguineo en manchas de sangre seca. '"

Figura 18. Curva de comPortamiento de la reaccién antigeno anticuerpo en funcion de la
concentracién de ambos. ©?

Figura 19. Fotografia de la Reaccion de precipitinas. A la izquierda control negativo, en el
centro dilucion 1:1000 de la muestra, y a la derecha la muestra diluida 1:100.

Figura 20. Modelo de ADN. ®*

Figura 21. Fotografia de los equipos ABI 310 y ABI 3100.

Figura 22. Esquema de los componentes del secuenciador ABI electroforesis capilar. )
Figura 23. Electroferograma observandose el ladder (escalera alélica) y la secuenciacion de
dos muestras.

Figura 24. Fundamento de la reaccion de la fosfatasa acida. '

Figura 25. Fotografia del control positivo y negativo de la reaccion de fosfatasa acida
Figura 26. Fotografia de la observacion a microscopio de Espermatozoides tefiidos con rojo
rapido nuclear.

Figura 27. Fotografia de la reaccion de precipitinas. A la derecha control negativo, diluciéon
1:100 de la muestra de semen en el centro, y a la derecha la muestra de semen diluida
1:1000.
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Figura 28. Micelas de amilosa. (18)

Figura 29. Estructura del almidon.
Figura 30. Fotografia de la Reaccion Amilasa en gel.

Figura 31. Fotografia en la que se observa del lado izquierdo la diferencia en la tonalidad
de los tubos en control positivo, muestra levantada con la cinta REMCO® y el control
negativo (almidén) y a la derecha curva de concentraciones de saliva desde 2uL hasta
10uL, observando la diferencia de coloracion.

Figura 32. Fotografia que presenta las reacciones con falsos positivos en soluciones de la
cinta REMCO® sin muestra.

Figura 33. Fotografia de la célula epitelial observada el microscopio (tincién con rojo
rapido nuclear).

Figura 34. Electroferograma (ladder y dos muestras de saliva)

Figura 35. Fotografias de control negativo (lado izquierdo) y muestra levantada con la cinta
REMCO® (lado derecho).

Figura 36. Fotografia en la que se observa a los extremos control positivo (izquierdo) y
negativo (derecho) y en el centro la muestra mostrando un claro anillo de precipitacion en
la interfase de la muestra y el antisuero.

Figura 37. Fotografia de las muestras levantadas con la cinta REMCO® y sometidas a la
reaccion de la fosfatasa acida con los respectivos controles positivo y negativo.

Figura 38. Fotografia de espermatozoides recuperados de la muestra levantada con la cinta
REMCO® (tincién con rojo rapido nuclear).

(18)
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Glosario.
Absorber: Sorber, chupar, embeber, penetrarse, impregnarse. Paronimo adsorber,

Adsorcion elucidon: Técnica aplicada para determinar grupo sanguineo (ABO) en manchas
de sangre seca.

Absorcién inhibicion: Técnica aplicada para determinar los secretores de grupo sanguineo
en fluidos bioldgicos y 6rganos.

ADN: 4cido desoxirribonucléico, material genético responsable de la transmision de la
herencia presente en cada célula del organismo.

ADN Mitocondrial: 4cido desoxirribonucléico, material genético responsable de la
transmision de la herencia presente en las mitocondrias.

Adsorcién: Fijacion superficial de un gas o un liquido en un solido.

Aglutinégenos: Producto del proceso de aglutinacion antigeno-anticuerpo.

Alelo: Una de dos o mas formas alternativas de un gen, cada uno con una secuencia de
nucledtidos tunica; no obstante, los alelos diferentes de un gen dado, se reconocen

generalmente por los fenotipos y no por la comparacién de su secuencia de nucledtidos.

Amilasa: Diastasa contenida en la saliva, el jugo pancreatico y algunos vegetales, que
trasforman el almidon en maltosa.

Anticuerpo: Sustancia producida en el cuerpo por la introduccion de antigeno cuya accion
reacciona especificamente.

Antigeno: Sustancia extrafia que en el organismo puede estimular la formacion de
anticuerpos.

Antropometria: Método de identificacion de delincuentes que se basa en la descripcion del
cuerpo humano (medidas, caracteristicas, fotografias, huellas dactilares)

Autosoma: Cromosoma no sexual
Bencidina: Sustancia utilizada para detectar posible presencia de sangre.
Balistica: Arte de calcular el alcance y direccion de los proyectiles.

Cadena de custodia: Registro fiel del curso seguido de los indicios desde su
descubrimiento hasta su resguardo final.
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Cariotipo: Dotacién cromosémica de una célula u organismo, caracterizada por el numero,
tamaiio y configuracion de los cromosomas.

Ciencias forenses: Conjunto de disciplinas que auxilian a los érganos de justicia en la
investigacion de delitos.

Cédigo: Conjunto de reglas para transferir informacién de un alfabeto o idioma a otro.

Criminalistica: Ciencia que aplica el método y las técnicas de las ciencias naturales en la
investigacion de los delitos.

Cromatografia: Método fisico-quimico que permite separar los componentes de una
mezcla.

Cromosoma: Estructura filiforme, hallada en el nucleo de la células, que contiene los
genes en una secuencia lineal; molécula completa de ADN que comprende el genoma de
una célula procaridtica; molécula de ADN en complejo con histonas y otras proteinas en las
células eucarioticas.

Dactiloscopia: Estudio de las huellas digitales con fines de identificacion.

Desnaturalizar: Variar la forma, propiedades o condiciones de una cosa.

Dictamen: Opiniodn, juicio, parecer, informe.

ADN polimerasa: Enzima responsable de la sintesis del ADN a partir de trifosfatos de
desoxirribonucledsidos bajo la direccion de un filamento molde de ADN.

Duplicaciéon: Mutacion cromosémica caracterizada por la presencia de dos copias de un
segmento cromosomico en el genoma haploide.

DTT: 1,4 Ditiotreitol

Electroforesis: Técnica para separar moléculas basado en su movilidad diferencial en un
campo eléctrico.

Enzima de restriccion: Endonucleasa que reconoce secuencias de nucledtidos especificas
en el ADN y que luego efectia una ruptura del doble filamento de la molécula de ADN. El
ADN de un organismo que posee esta enzima suele estar modificado en los sitios de
reconocimiento, para evitar autorruptura, mediante un enzima modificador que reconoce los
sitios y metila los nucleétidos especificos en cada sitio.

Eritrocitos: Corpusculo o globulo rojo de la sangre; hematie.

Epistaxis: se diagnostica por la posicién, forma de la mancha y presencia del epitelio
ciliado.
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Evidencia: Certeza clara, manifiesta, de una cosa.

Fenolftaleina: Sustancia quimica en medio basico que permite detectar la posible presencia
de sangre con una reaccion colorimétrica.

Fagocito: Un leucocito que engloba y destruye las bacterias y otras células que llevan
complejos antigeno-anticuerpo en sus superficies.

Fenotipo: Las caracteristicas observables de un individuo, resultantes de la interaccion
entre el genotipo y el ambiente en el que ocurre el desarrollo.

Fosfoglutamasa: Enzima que se encuentra en los gldbulos rojos y que permite la
individualizacién de la sangre.

Gen: En el genoma de un organismo, una secuencia de nucleétidos a lo que se le puede
asignar una funcién especifica.

Genoma: Contenido genético de una célula o virus.

Grupo ABO: Tipos en que se clasifica la sangre de los distintos individuos, en relacion con
las propiedades de aglutinacion que se produce al mezclar éstas con los sueros especificos.

Hematologia: Es el estudio de la sangre y de los tejidos formadores de la misma, y como
tal constituye una rama separada de la ciencia médica.

Hematemesis: Contiene restos alimenticios y células del aparato digestivo. En manchas
secas hay hematina acida.

Hemoglobina: Sustancia contenida en los eritrocitos y que da el color rojo a la sangre.
Ilicito: No licito. Que no esta permitido por la ley.

Indicio: Material sensible significativo de un hecho delictuoso, que permite su
reconstruccion asi como la identificaciéon de su(s) autor(es). Todo objeto, instrumento,
huella, marca, rastro, sefial o vestigio, que se usa y se produce respectivamente en la

comision de un hecho

Iniciador o cebador: Sustrato requerido para una reaccion de polimerizacion y que es
estructuralmente similar al producto de la reaccion.

Inmunoelectroforesis: Método de estudio de fluidos bioldgicos por la separacién de las
proteinas por electroforesis y precipitacion por la accién de inmunosueros.

Leucocitos: Globulos blancos de la sangre con funcion fagocitaria.

Leucomalaquita verde: Sustancia quimica usada para hacer pruebas preliminares de
identificacion de sangre en el lugar de los hechos.
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Locus: Lugar un mapa genético en el que reside una mutacion o un gen particular; a
menudo se usa en lugar de mutacion o gen.

Lugar de los hechos: Lugar donde ha ocurrido un ilicito.

Luminol: Sustancia quimica para detectar restos de manchas sanguineas no visibles al o0jo
humano, gracias a su luminiscencia.

Luminiscencia: Emision de luz como resultado de una causa externa o calor.
Macula: Mancha.

Método Cientifico: Proceso l6gico y ordenado que los estudiosos de la ciencia observan en
el curso de sus investigaciones. .

Mitocondria: Clase de organelo celular microscépico que contienen material genético y
que se halla relacionado con el aporte de energia para las diversas funciones celulares.

Paternidad: Lazo juridico entre el padre y sus hijos.
PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.

Polimerasa: Enzima que reune en una unidad mayor, o polimero, un nimero de
subunidades similares o idénticas.

RFLP: restriction fragment length polymorphism.
Saliva: Humor acuoso y algo viscoso, segregado por las glandula de la boca.

Sangre: Fluido rojo, espeso que circula por el sistema vascular sanguineo. Se compone de
un plasma donde flotan glébulos rojo o hematies, glébulos blancos o leucocitos y plaquetas.

SDS: dodecil sulfato de sodio

Teichmann: Técnica usada para identificar sangre, mediante la formacion de cristales con
derivados de la hemoglobina.

VNTR: variable number tandem repeats.
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