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l. RESUMEN 

Es-te proyec"to "tiene como finalidad eS"tablecer el papel que juegan los 
Fluidos biológicos como sangre, semen, y saliva en la inves"tigación de un hecho 
delic"tuoso, ya que cons"ti"tuyen la prueba cien-tífica del deli"to por ser uno de los 
medios más impor"tan"tes y seguros de prueba que con-temple la legislación penal 
moderna. Así como conocer los mé"todos experimerrtales más u'tilizadas en la 
ac"tualidad par los labora-torios de Química Forense para es"te "tipo de indicios 
haciendo más fácil la elección del análisis adecuado para cada indicio 
asegurando así la recopilación de la mayor can"tidad de da"tos posibles para la 
iden"tificación del posible au"tor(es) del deli"to. 

La función principal del Labora-torio de Criminalís"tica consiS"te en 
examinar la evidencia física (indicios) median-te la aplicación de la ciencia, con 
el fin de poder recons"truir el hecho delic"tivo e iden"tificar a su (s) au"tor {es). 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la actualidad se vive una problemática social agresiva y devastadora. 
los delitos en todas sus gamas se realizan minuto a minuto a nuestro alrededor 
y los delitos de agresión sexual son de los más traumáticos y difíciles de 
superar física y emocionalmente por la víctima. 

En la mayoría de los hechos delictivos, los fluidos biológicos que se 
encuenf'ran con más frecuencia son la sangre. el semen y la saliva. Es'tos 
indicios constituyen la prueba científica del delito, siendo uno de los medios 
más importantes y seguros de prueba que contemple la legislación penal 
moderna. por lo cual como Químicos en el área Forense 'tenemos que 
concien'tizarnos de la gran responsabilidad que se "tiene de analizar 
correc'tamen'te los indicios. recordándose que en el laboratorio solo se es"tudia 
lo que se envía y que el análisis se inicia sobre el indicio que se recibe, no sobre 
el que se manda. y que a través de los da"tos que arrojan estos análisis se puede 
individualizar al autor de los hechos. Conocer y manejar las ventajas y 
limi"taciones de es-tos indicios biológicos y de las 'técnicas que se les realizan. 
nos permi'tirán aprovechar al máximo 'todos y cada uno de ellos. Los resulf'ados 
obtenidos con es-tos indicios forman "tan solo una par-te de la inves-tigación, la 
cual se ve completada con los resultados de otros análisis más complejos y 
completos como lo son las técnicas de ADN en indicios biológicos; la 
información que se obtiene de o'tros indicios como pueden ser balas. armas de 
fuego. documen"tos, huellas digitales. etc. 

Por las razones an'tes expues-tas# es"te trabajo monográfico "tiene como 
finalidad el ser para los químicos forenses una ú"til herramienta de trabajo ya 
que se recopilan las pruebas más utilizadas actualmente (para indicios de 
sangre, semen y saliva) en los labora-torios forenses así como sus técnicas y los 
principios básicos para que se entiendan los fundamentos de las primeras. La 
importancia de manejar es-tas pruebas radica en primer ins"tancia en la parte 
económica, ya que la mayoría de los laboratorios no tienen la posibilidad de 
contar con laboratorios de genética que hoy por hoy es el área de punta para la 
identificación de personas a través de los estudios de ADN; pero que tienen la 
gran desven'taja de ser labora'torios sumamen1'e cos'tosos. 

2. 



111. OB.IETIVO 

Recopilar la información más recient'e acerca de las pruebas que se 
realizan a fluidos biológicos como sangre. semen y saliva considerados como 
los indicios de mayor frecuencia en la mayoría de los deli"tos. minimizando el 
"tiempo de "trabajo al descar"tar pruebas obsole"tas y de resul"tados poco 
confiables. 
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SECCIÓN 1 

l. INTRODUCCIÓN 

1.1. CRIMINALÍSTJCA 

Los indicios, o sea el material sensible significativa relacionado con los 
hechos que se investigan, constituyen el objeto formal de estudio de la 
crimina/ística. El término indicio deriva de indicare que significa indicar. 
descubrir. denunciar. El término criminalística fue empleado por primera vez 
por Hans Gross en su libro acerca de Jos conocimientos cien-tíficos y técnicos 
en la investigación criminal. 

El maes"tro mexicano Moreno González define la criminalís'tica como .. la 
disciplina que aplica fundamen'talmen"te los conocimien'tos. mé'todos y técnicas 
de inves'tigación de las ciencias na'turales en el examen del ma'terial sensible 
significa'tivo relacionado con un presun'to hecho delictuoso. con el fin de 
de-terminar en auxilio de los órganos encargados de adminisTrar jus1'icia. su 
exis1"encia o bien recons"truirlo. o bien señalar y precisar la in1"ervención de uno 
o varios suje1"os en el mismo"1 

El profesor J. A. Gisbert Calabuig define a la criminalística como "'la 
ciencia que estudia los indicios dejados en el lugar del delito, gracias a los 
cuales se puede establecer, en los casos más favorables, la identidad del 
criminal y las circuns1"ancias que concurrieron en el hecho delic1"ivo"2 • 

Mientras que definiciones aceptadas para indicio son: Según J. L. 
Clement, es "todos los objetos y todas las señales o huellas relacionadas 
directa o indirectamente con los hechos delictuosos que se investigan". Para los 
hermanos José Antonio y Miguel Lorente Acosta es "todo lo que el sospechoso 
deje o se lleve del lugar del delito. o que de alguna manera pueda conectarse 
con es1"e úl'timo"2

. 

La criminalística emplea el método científico deductivo. De este modo, a 
partir de una verdad general se llega al conocimiento de una verdad particular. 

4 



Para ello, la criminalís"tica se basa' en cua'tro principios: 

a) Principio del in'tercambio 
b) Principio de correspondencia 
c) Principio de recons'trucción de fenómenos o hechos 
d) Principio de probabilidad 

:, El principio de in"tercambio fue formulado por el inves"tigador francés 
Locard, señala que en la comisión de un deli"to el au'tor deja indicias de su par'te 
y, a la vez, arras"tra a"tros que provienen del lugar de las hechos. 

;..... El principio de correspondencia de caracterís'ticas hace posible 
es'tablecer, después de un cuidadoso co'tejo, que dos impresiones dac'tilares 
corresponden a la misma persona o que dos proyec'tiles fueron disparados por 
la misma arma. 

' El principio de recons'trucción de fenómenos o hechos permi'te deducir 
de los indicias recogidos en la escena de hecho. de qué forma ocurrió és"te. 

:.. El princ1p10 de probabilidad permi"te deducir la probabilidad o 
imposibilidad de un fenómeno con base en el número de carac-terís'ticas 
verificadas duran"te el cotejo. Consis'te en la recolección de da'tos y en el 
análisis sis1"emá'tico de los mismos. 

Los indicios pueden encon'trarse 1"an'to en el escenario del deliTo. en el 
cuerpo de la víctima o del victimario. como de las áreas relacionadas. ya sean 
próximas o dis'tan"tes. Su es"tudio cons'ti"tuye la prueba cien'tífica del deli"to. 

A partir del siglo Xvr.rJ: las pruebas ma'teriales (indicios) empezaron a 
es'tudiarse seriamen'te en las inves'tigaciones policiales. Gracias al progreso de 
la ciencia su papel es. en e"tapas sucesivas. cada vez más preponderan-te. 

Exis"te una gran diversidad de indicios; por lo 'tan"to, su es'tudio exige en 
rigor la concurrencia de especialis"tas muy diversos, por lo que cobra 'toda su 
fuerza y dimensión la expresión '"ciencias forenses". 

5 



SECCIÓN 11 

2. INDICIOS 

2.1. CLASIFICACIÓN 

Los hermanos Loren'te Acos'ta los clasifican según su na'turaleza en 
orgánicos e inorgánicosz; 'tomando en cuen'ta su 'tamaño en macroscópicos o 
microscop1cos; según su capacidad individualizadora. con caracterís1"icas 
individuales o con carac'terís'ticas de clase. y finalmen'te. si fueron dejados o 
'tomados del lugar de los hechos en posi'tivos o nega'tivos. 

Los indicios que podemos encon'trar en el escenario del deli"to son 
diversos: huellas (dermopapilares, de pasos, de dien'tes, de uñas, de ves'tidos, 
de animales, de vehículos. de fractura, e'tc.), obje'tos (ins'trumen'tos, armas, 
proyec'tiles, casquillos, papeles, cuerdas, e'tc.). manchas (de sangre, de semen, 
de orina, obs'té'tricas, fecales, e'tc.), pelos, fibras, polvos, e'tc. 

El examen forense de los indicios. también denominados evidencia física. 
comprende los siguien'tes pasos: su reconocimien"to en la escena del crimen. su 
regis'tro documen'tal con relación a la propia escena. su colección y 
preservación. su análisis. la in'terpre'tación de los resul'tados derivados de su 
examen y, finalmen'te, el repor'te de los mismos, es decir, la emisión del 
dic'tamen. 

2.2. CUIDADO Y PRESERVACIÓN DE LA EVIDENCIA. 

Cuando el exper'to llega al lugar del deli'to, debe es'tar preparado para 
manejar y reconocer la evidencia. Debe procurar hacer acto de presencia a la 
mayor brevedad posible, ya que conforme pasan las horas la evidencia (indicios) 
se des'truye, al'tera o, en el peor de los casos, desaparece. El proceder con 
mé'todo, sin precipi'taciones y sin prejuicios es la regla'. 

Debido a que no puede observar 'toda de'tenidamen'te, debe discriminar e 
in1"en1"ar seleccionar sólo lo significa1"ivo. 

TESIS CON --·¡ 6 
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Para cuidar y preservar la evidencia, los inves"tigodores nor"teamericanos 
An"thony L. Califana y .Terome S. Leokov recomiendan proceder de la siguien"te 
manera:2 

1. Asegurar la escena del crimen, '"no 'tocar nada". 
2. Fo"tografiar toda la escena desde diferentes ángulos y, así mismo hacer 

un bosquejo de la misma. siendo preciso en las dimensiones. 
3. Buscar de"tenidamente la evidencia, lo que resul"te significativo. 
4. Tomar grandes acercamientos de la evidencia, a fin de que las 

fo"tografías mues"tren su posición exac1'a, an1'es de ser levan-todas. 
5. Levan"tar y marcar la evidencia lo más pronto posible, momento en que 

inicia la '"cadena de cus1'odia". 
6. Embalar la evidencia. 
7. Regis"trar por escrito todos los detalles de la escena del crimen. 
8. En1'regar la evidencia al labora"torio de criminalís"tica, procurando en su 

traslado y recepción seguir guardando la "cadena de cus"todia". 
9. Resguardar la evidencia en un lugar seguro y apropiado. una vez 

"terminado su examen. 

BÚSQUEDA DE INDICIOS EN EL LUGAR DE LOS HECHOS 

Según Helmut Koetzsche una inves"tigación que llegue a lograr un buen 
éxi"to depende, en gran par"te, de la habilidad para reconocer y descubrir 
pruebas en la escena donde se cometió el deli"to. Lo que se descubre depende 
de la capacidad y de la experiencia del de"tective encargado del caso'. 

Carlos A. Guzmán recomienda seguir los siguien"tes pasos lógicos, a fin de 
lograr, con el menor margen de error, la de"tección, documentación y secuestro 
adecuado de Ja evidencia física2 : 

1. Acceso al lugar. 
2. Aseguramien"to y protección del mismo. 
3. Inspección preliminar. 
4. Descripción narra"tiva. 
5. Fo"tografiado. 
6. Relevan"tamiento planimé"trico. 
7. Evaluación de la evidencia en forma de impresiones dactilares la"ten"tes. 
8. Evaluación de la evidencia física. 

TESIS CON 
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9. Búsqueda de"tallada. 
10. Recolección. regis'tro. señalización y preservación de Jo evidencia. 
11. Inves"tigación final para asegurar que el es"tado del escenario del hecho 

fue documen"tado "tan comple"tamen"te coma fuera posible. 
12. Abandono del lugar. 

La inspección preliminar 1 es el paso más impor'tan'te. ya que promueve un 
plan organizado de acción y evi"ta la ac"tividad física impensada que des"truiría la 
evidencia per'tinen"te, cuyos propósi'tos específicos más significa'tivos son Jos 
siguien"tes: 

1. Es'tablecer con'trol adminis'tra'tivo y emocional. 
2. Delinear la ex"tensión del área de búsqueda. 
3. Organizar los mé"todos y procedimien"tos que se necesi"ten. 
4. De"terminar las necesidades de pa"tencial humano y equipos. 
5. Desarrollar una "teoría general del deli"to. 
6. Iden"tificar y pro"teger la evidencia en "tránsi"to. 
7. Preparar una descripción narra'tiva de la escena. 

El abje"tivo de la búsqueda en el lugar de los hechos o sus alrededores, 
es descubrir indicios, o sea evidencia que permi'ta con'tes'tar las siguien'tes 
in"terrogan'tes: ¿qué ha sucedido?. ¿quién es la víc1'ima?. ¿quién es el au'tor?. 
¿cómo y con qué su produjo el hecho?, ¿cuándo?, ¿dónde se come"tió? y ¿por 
qué se produjo?. 

2.4. ASPECTO RECONSTRUCTIVO E IDENTIFICATIVO 

Considerados conjun'tamen'te los indicios nos permi'ten recons'truir el 
hecho que se inves'tiga, siempre y cuando no se haya cambiado su ubicación. su 
pos1c1on y su morfología, "tra"tándose de las manchas. Deben ser 
cuidadosamen"te pro"tegidos y conservados sin sufrir alteración alguna para que 
sea posible individualizar al au"tor de los hechos'. 

_ ___,,TE,.,-::'.s=1s:-::c::::::o~N;:---, 
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2.5. CADENA DE CUSTODIA 

Se debe tener un regis1"ro fiel del curso seguido por los indicios, es 
decir, qué personas lo tuvieron en sus manos, a partir del momento que fueron 
levantados del escenario del delito, harta que fueron entregados al laboratorio 
de criminalística y finalmen"te resguardados. Cuando no se guarda 
cuidadosamen"te, el indicio descubierto puede perder valor en el proceso penal. 

Para que "tengan valor criminalís"tico y procesal, los indicios deben 
guardar relación con el hecho primordial que debe servir de inicio para la 
conclusión que se busca; que reunidos en su 1"o'talidad no lleven a conclusiones 
diferentes. que conduzcan lógica y naturalmente al hecho de que se tra"te, es 
decir. que sean direC'tos; que sean concordan'tes en'tre sí. y finalmen'te, que se 
funden en sucesos reales o probados. nunca en o"tras presunciones o indicios'. 

Como el escenario del delito es una fuente valiosa de información de los 
hechos que se investigan, todo lo que resulte significativo debe documen"tarse 
y secues"trarse, evi"tando siempre en esta delicada labor prejuicios y 
precipi'taciones. 

TESIS CON l 
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SECCIÓN 111 

3. SEROLOGÍA FORENSE DE SANGRE, SEMEN Y SALIVA 

3.1. COMPOSICIÓN DE LA SANGRE 

La sangre está compuesta' de líquido, plasma y elementos celulares, que 
incluyen leucoci"tos, plaquetas y eritroci"tos. El adulto normal tiene alrededor de 
seis litros de es-te líquido vital, lo que consti"tuye 7-8% del peso corporal "total. El 
plasma representa más o menos del 54-55'Yo del volumen sanguíneo. en tanto que los 
eri"troci"tos forman del 44-45% y los leucoci"tos y plaque-tas el 1 % FIGURA 1. 

Los eri'troci'tos contienen la pro'teína vi"tal hemoglobina. que se encarga 
del "transpor"te de oxígeno y bióxido de carbono, poseen en su membrana 
sus-tancias químicas impor'tantes como los ant'ígenos de grupo sanguíneo. 
enzimas~ etc. Los leucoci'tos son de 5 tipos: linfoci'tos. monocit'os. eosinófilos. 
basófilos y neu-trófilos. Se ocupan de la de-fensa con"tra an"tígenos ex"traños. 

Las plaque-r-as son necesarias para la hemos-tasia. Las células sanguíneas 
viajan a "través de los vasos y son dis"tribuidas a "todos Jos "tejidos corporales. 
Los eri'troci'tos y las plaque'tas actúan sin abandonar la circulación; pero los 
leucoci"tos, por medio de Ja diapédesis (paso a -través de las paredes 
vasculares), pasan a los "tejidos donde desarrollan su ac"tividad de defensa. 

Plaguetas 

Gloh11los 
blanco<> 

FIGURA 1. Componentes cclnJan:s de la s:mgrc: cnlrocilos. Jcucoci1os y plaquclns. 
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3.~. MEMBRANA DEL ERITROCITO 

La membrana del eri"troci"to es un complejo bifosfolipídico pro"teínico 
compues"to de 49% de pro"teínas. 43% de lípidos y 8% de carbohidra"tos. 

Hay cua"tro "tipos principales de fosfolípidos en la membrana 
eri"troci"taria: fosfa"tidile"tanolamina (cefalina). fosfa"tidilcolina (leci"tina), 
esfingomielina y fosfa"tidilserina. Una porc1on pequeña de los lípidos 
membranales son glucolípidos. los cuales confieren algunas de las propiedades 
an'tigénicas a la membrana, en par"ticular las que corresponden a los grupas 
sanguíneos A. B. O y Lewis. Las glucopro-reínas "tienen ordenamien"tos 
específicos de hexosas que de-terminan las propiedades an"tigénicas•. 

Las pro"teínas de la membrana del eri"troci"to son de dos "tipos principales: 
in"tegrales y periféricas. 

Las pro"teínas in"tegrales son de dos "tipos principales. glucoforina A y 
banda 3. Las pro"teínas "tipo glucoforina A "transpor"tan an"tígenos MN y sirven 
como recep"tores para cier"tos virus y lec"tinas. La pro"teína banda 3 es"tá 
encargada del "transpor"te de aniones a "través de la membrana'. 

Las proteínas periféricas de la membrana carecen de fracciones 
carbohidra"to y eS"tán confinadas al lado ci"toplasmá"tico de la capa bilipídica. 
Es-tas pro"teínas incluyen a enzimas como la gliceraldehído-3-fosfa"to 
deshidrogenasa (banda 6) y las pro"teínas esquelé"ticas espec"trina. ac"tina, 
anquirina. banda 4.1 y banda 4.9. FIGURA 2 

BumJa .C 9 

FIGURA .:!:. Esquema de la membrana critrocilaria. 
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3.3. SISTEMA ABO 

En 1901. Lands"teiner descubrió la exis"tencia del sis-tema ABO. al 
observar que la sangre humana -tenía caracterís-ticas individuales que se 
manifes-taban por- reacciones de aglutinación. ya que los eritrocitos de unas 
personas eran aglu-tinados o agrupados por- el suero sanguíneo de solamente 
algunos otros individuos. Este descubrimiento dio origen al hallazgo de o"tros 
grupos como el MN. el P. el sis-tema Rh y muchos más. cuya frecuencia dependía 
de los fac"tores geográficos. raciales y é"tnicos'. 

Lands'teiner observó que Jos eri'troci'tos humanos podían clasificarse en 
"tres grupos (A. By O) de acuerdo a la presencia de antígenos específicos en la 
membrana eritroci"taria. El cuar"to grupo (AB). de menor frecuencia fue 
descubierto en 1902 por Von Decas-tello y Sturly. 

Landsteiner- demostró que los glóbulos rojos con-tenían por lo menos dos 
fac"tores designados como aglutinógenos A y B. con los cuales se podía explicar 
los cuatro grupos que existían y así postuló que cada persona podía tener uno 
de ellos (A o B). ambos (AB) o ninguno (0). Reconoció la presencia de 
anticuerpos en el suero (An"ti-A y An"ti-B) y señaló la relación recíproca que 
había en"tre ellos y los antígenos presentes en los glóbulos rojos demostrando 
que cuando un de-terminado antígeno es'taba ausen'te, su correspondiente 
an"ticuerpo se encon"traba en el suero o plasma', TABLA 1. 

TABLA 1. Antígenos y anticuerpos del Sis1cnm ABO 

Grupo sanauíneo An"tÍqenos An"ticuer-s 1 Geno-ti Po 
o H Anti-A. B 1 ºº 

1 

1 

A A Anti-B 1 AO-AA 1 

B B Anti-A 1 BO-BB 
AB AvB Ninguno 1 AB 

Bioquímica de los Antígenos. Gran par-"te del conocimiento que se tiene 
acerca de la bioquímica de los antígenos ABH provienen de los estudias 
realizados en las sus-tancias A, By H presentes en las secreciones. 

~~~~~~:--:::-;::--;--:;--~-, 
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La razón para ello es que est'as susTancias se encuent'ran en muy 
pequenas can"tidades en los glóbulos rojos. en cambio su concen-tración es 
superior en las secreciones. Cerca de 80% de la gen'te secret'a es1"as sus'tancias 
grupales14i solubles en agua, en sudor, saliva, semen y o'tros líquidos cor"porales. 
Es"tos "secre'tores" se pueden iden"tifica,. de las manchas seminales e incluso 
de la saliva de mordidas siempre y cuando las 'técnicas sean sensi'tivas para 
de"tec"tar las sus-rancias grupales". 

Las inves'tigaciones en es'toS produc'tos es'tablecieron
1 

que la 
especificidad de es"tas sus"tancias ABH se debía a es"truc"turas de 
carbohidra'tos unidos a polipép-ridos. F:IGURA 3 

~ r t 
Precursora H A B 

6 =::> N-Ace"tilglucosamina O =::> L-Fucosa 

o =::> D-Galactosa O =::> N-Ace'tilgalac"tosamina 

FIGUR..<\. 3. Representación esque1u:1tica de la süucsis bioquínuc:i de los :mtigcnos ABH. 
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3.4. SISTEMA Rh 

En 1940 Lands"teiner y Wiener inmunizaron conejos y cobayos con 
glóbulos rojos de monos Macacus rhesus: ob"tuvieron un suero que aglu"tinaba 
los glóbulos rojos de los monos rhesus y del 85% de la población blanca de 
Nueva York. Las personas cuyas células eran aglu"tinadas por el nuevo suero 
an"ti-rhesus fueron clasificadas como Rh posi"tivo y el res"tan"te 15% que no 
reaccionaban. como Rh nega'tivo. 

Subsecuentes inves'tigaciones demos'traron que la mayoría de los 
glóbulos rojos humanos con-tienen el an"tígeno del Rhesus y además o"tro 
diferen'te pero relacionado con es'te. A sugerencia de Levine. se conservó la 
denominación de fac"tor Rh para el an"tígeno del humano y se asignó el nombre 
de LW al an"tígeno común al hombre y el mono. A diferencia del sis"tema ABO, 
en donde exis'ten an'ticuerpos na'turales. las personas Rh nega'tivo no contienen 
bajo condiciones normales. anticuerpos anti-Rh:i. La formación de es"te 
an'ticuerpo es casi siempre el resul'tado de la exposición por 'transfusión o 
embarazo. 

TESIS CON 
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3.5. SEMEN. CARACTERES DEL ESPERMA 

El esperma "to"tal o semen recién emi"tido es un líquido filan-te, cremoso, 
de color opalino, que "tiende a amarillo verdoso cuando pasa el "tiempo y de olor 
"típico. Cons"ta de dos elemen"tos dis"tin"tos: 1) los esperma"tozoides (células). que 
proceden de los "tubos seminíferos del "tes"tículo, y 2) el plasma seminal que 
procede del epidídimo. prós"ta"ta, vesículas seminales y glándulas de Cowper. El 
plasma seminal sirve como sopor-te, vehículo, medio nu"tricional y de 
es'tabilización al esperma'tozoide". 

El esperma"tozoide humano se encuen"tra en"tre las células más pequenas 
del organismo; su longi"tud es de 0.04 a 0.06 mm, "tiene forma de un filamen"to 
en la que se dis"tinguen "tres par"tes: cabeza, zona in"termedia y cola, Fl:GURA 4. 
El eyaculado normal es de 2 a 4 mL con-teniendo unos 100 millones de células 
por milili"tro'. 

a) b) 

FIGURA""· Espcnmuo~o1dcs ta) microscop10 op11co y (b) nucroscopio clcctrómco de barrido. 

El plasma seminal posee las siguien"tes carac"terís"ticas•: 

l. Bioquímicas. 
Glucósidos: fruc"tosa. ribosa, inosi"tol y sorbi"tol. 
Compues"tos ni"trogenados: Gran concen"tración de aminoácidos libres, 
aminas (espermina. colina y e"tanolamina), ergo"tioneína. 

~---:-:---::-:;;.-;::--;;-:;--·-1 
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2. Anf"igénicas. 
Albúmina, dos o "tres a-globulinas (una de ellas es una fosfa"tasa ácida y 
o"tra una glucopro"teína). dos p-globulina (una de ellas es una siderofilina) 
y una y-globulina. De los ocho an"tfgenos descri"tos en el plasma seminal 
cua'tro son específicos del mismo. es decir. 'tienen especificidad de 
órgano. 

3. Enzimáf"icas. 
Fibrinolisina, aminoxidasa, fosfa"tasa ácida, fosfa"tasa alcalina, 5-
nucleo"tidasa. 

4. Lípidos. 
Leci"tinas y ácidos grasos (pros"taglandinas). 

5. Minerales. 
Cinc y calcio 
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3.6. SALIVA 

En las glándulas salivales los gránulos secre"torios (cimógeno) que 
con"tienen las enzimas salivales se descargan en los conduc"tos a par"tir de las 
células acinosas. Diariamen"te se secre"tan cerca de 1.500 mL de saliva. El pH de 
la saliva que proviene de glándulas en reposo es ligeramen"te menor de 7.0 pero 
se aproxima a 8.0 duran-te la secreción ac'tiva. La saliva con'tiene dos enzimas 
diges"tivas: la lipasa lingual secre"tada por las glándulas de la lengua. y la alfa­
amilasa salival secre"tada por las glándulas salivales. La saliva "también con"tiene 
mucinas, glucopro"teínas lubrican"tes del alimen"to y pro"tec"toras de la mucosa 
oral. Además con"tiene Inmunoglobulinas A (las IgA son la primera defensa 
inmuni'taria conTra las bacterias y los virus); lisozima. que a'taca las paredes 
bacterianas; lac"toferrina. que secues'tra el hierro y presenta actividad 
bacterios"tá"tica; pro"teínas obundan"tes en prolina que pro"tegen el esmal"te del 
dien"te y sus"tancias grupales idén"ticas a sus grupos sanguíneos (secre"tores)•. 

La saliva "tiene a su cargo funciones como facili"tar la deglución, 
conservar la boca húmeda, sirve como disolvenTe para las moléculas 
es"timulan"tes de las papilas gus"ta"tivas, ayuda al habla ya que facili"ta los 
movimien"tos de los labios y de la lengua, además conserva la boca y los dien"tes 
limpios. 

TESIS CON 
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SECCIÓN IV 

4. HEMATOLOGÍA FORENSE 

4. 1. MANCHAS DE SANGRE 

En Todo acto de agresión, cuando un hombre OToco o OTro hiriéndolo 
grave o morTolmenTe, lo sangre verTido revisTe uno imporToncio copiTol. De 
'tiempo a'trás. el examen de los ras'tros sanguinolen'tos ocupa un lugar 
preferen'te en las actuaciones, y es considerado uno de los da'tos más 
imporTonTeS y decisivos, elocuenTes y proboTorios, en relación con el hecho 
invesTigodo. 

Los condiciones y circunsToncias de lo muerTe, los foses de lo lucho, el 
mecanismo del crimen se encuen'tran precisadas por las par'ticularidades del 
derramamien"to de sangre1º. por la si'tuación y forma de las manchas. por su 
posición con relación a la VÍC'tima. por su presencia sobre el vehículo que ha 
servido poro TronsporTar el cadáver, y en los lugares donde fue deposiTado. 

Las manchas de sangre deben buscarse en el cuerpo de la víctima. sobre 
el acusado y en las ropas de ambos; en ins'trumen'tos. huellas dac-tilares 11 en 
paredes, suelo y muebles. picaporTeS de puerTos y venTonos. barandilla de 
escalera. e'tc. 

En armas blancas. se debe inves'tigar Ja presencia de sangre en la unión 
de lo hoja con el mango; en el suelo, en las uniones de los mosaicos; en los 
muebles. en la par"te inferior de la cubier-ta de mesas y escri"torios y en los 
cajones 12• 

En las personas, se debe buscar sangre desecada debajo de las uñas. en 
los surcos alrededor de las uñas y en el pelo. 

En las ropas. se pesquisan en los forros y en los bolsillos; en los zopoTos, 
en el surco enTre la suela y lo porTe que recubre el pie. La onTigüedod y la 
naTuroleza del soporTe en que se encuenTran, modifican el color de las manchas. 

El esTudio de los rasTros de sangre abarco dos momenTos: el químico, que 
se lleva o cabo en el laboroTorio fundamenTalmenTe: y el reconsTrucTivo, que se 
cumple en el escenario del deliTo'. Por esTas Trozas e impresiones sangrienTas, 
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se recons"truye el hecho y, o veces, es posible llegar al conocimien"to del 
mecanismo del deli1'o. Es-ta fase del examen e in1'erpre1'ación de las manchas y 
ras1'ros de sangre en el lugar de la "tragedia, es la exploración preliminar. 
Después de es1'a fase. denominada hema"toscópica por Israel Cas"tellanos•, se 
procede al levan"tamien"to y "transpor"tación al labora-torio (cadena de cus"todia). 

La sangre derramada o lanzada, ver"tida o proyec"tada, babeada o 
arrojada, es el indicio más valioso. el ras"tro más impor'tante que puede 
encon"trarse en la escena del deli'to. No solamen'te tiene una impor'tancia 
decisiva para demos1'rar la perpe"tración del deli"to, sino que "también apor"ta un 
sólido fundamen'to para la acusación. cons'ti"tuyendo muchas veces la única 
prueba plena fehacien"te, que conduce, inequívocamen"te, a la sen"tencia del 
acusado. 

4.:!. EXAMEN MORFOLÓGICO 

La situación y la forma de las manchas vienen condicionadas por la 
na"turaleza y localización de la herida, posición de la víc"tima. movimien"tos, 
desplazamien"tos, FZGURA 4. Es-tos diferen-tes fac"tores hacen variar la 
can"tidad de sangre esparcida y el ángulo de caída de sangre, de donde resul"ta 
la configuración de las manchas .... 

A.:! cm G 

,,1c1cmÜ 

,\.:?Ocm 

'1 J.,/ 
........ __,...-\ -­

.. ,Jo cm -.,\__) __ 

/, 1 ":-

¡\ 5 Cnl o Bord..:s netos 

Al5cm0 Bordes li.""Stonudos 

A2Scm 
liorJ-=smuv 
fostonuJos ·y con 
salpicmluras Jinúmica."' 

FIGURA -l. l,.¡15 
fonnas y figuras 
de las numchas de 
sangre pueden 
variar en tmnarlo y 
c:irnc1cristicns 
morfológicas 
debido ;1 la 
cmttid.1d. origen 
dimensión de la 
lesión e11 
proíundid:1d y 
longilud: :1si como 
del soponc que la 
reciba. 
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Según el mecanismo de su formación, las manchas de sangre pueden 
clasificarse del siguien"te modo: '· 13 

Manchas de proyección. Comprenden ga"tas y salpicaduras. Tiene lugar cuando 
la sangre sale proyecTada con ciert'a fuerza viva. bien describiendo una curva 
parabólica o bien, en caída libre. 

Manchas de escurrimien~o. Son los charcos y regueros. La sangre babea y, por 
concenTración de cier1"a can'tidad al ir cayendo por acción de la gravedad. 
forma regueros. charcos. 

Manchas por con~ac~o. Se incluyen las impresiones sangran-res de pies, manos, 
e"tc. Cualquier obje"to ensangren"tado al con"tactar con un sus"tra"to deja una 
impresión. 

Manchas por impregnación. Se producen por imbibición de la sangre en "tejidos 
"tex"tiles. Si el "tejido es absorben-re, la sangre lo empapa y funde por él dando 
lugar a manchas uniformes, circulares y de bordes ne"tos. 

Manchas de limpieza. Pueden quedar en la "toalla o el "trapo en que se limpió el 
arma blanca. Se producen unas manchas típicas. de forma rectangular. con 
soluciones de continuidad y Trazos 'transversales más densos. 

En las manchas por proyección. si las got'as caen perpendicularmen"te 
forman un disco que. conforme va aumen'tando la al-tura. mues'tra den'tellones 
primero y go-ras independien"tes más "tarde. Sin embargo, la na"turaleza del 
sopor'te. liso o rugoso. compacTo o esponjoso. in'terviene también para 
modificar el aspecto de las manchas: así. conforme más Tosca sea la superficie, 
mayor será la posibilidad de que la go"ta se rompa y salpique. Si las go"tas caen 
oblicuamente adquieren la forma de un signo de admiración, con la parTe más 
gruesa hacia el lugar de origen. FIGURA !5 
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ºº nlA rn c1n 1.k altura 
.:en mclim.u.:ión Je Jll 
graUos. fonnu o'\'al. 

e 1 lnclinuc10n 60 gmJos. a 111 cm 
Je altura: fonnu t.1: mqui::m y 
láll!"ma. ucwnulucion y 
ahultwnicnlo 1..an lu parte inl'Crior 

b) A tn cm Je: alturu i11clinuc1on Je 45 
g.raúos. fonna Je mqth:ta. acumulación y 
ahulUunu:nto c:n lu purtc infi .. -nor. 

JlA llJcm&!ultura. 
inclinación~ 90 sruJos~ 
nlargwnic..-nto totul. 
m:umulu..:ión y ubuJuuni ... -nto 
"''"" In parte inJi."tior. 

FIGURA 5. Las huellas de sangre que gotean sobre un plano inclinado sin que la persona tenga movimiento. 
se presentan ovales y alnrgmins con escurrimientos largos cu la panc inferior. depende del ángulo de 
inclinación . 

La adopción de una "terminología práctica y sencilla. no sólo es un 
requerimient'o idiomático. sino una exigencia de la propia 'técnica criminalísTica. 

En cuan-to al aspee-to general. las manchas recien"tes son rojas. luego 
parduscas y más -tarde negruzcas. debido a las -transformaciones de la 
hemoglobina. 
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4.3. RECOLECCIÓN Y ENVÍO AL LABORATORIO 

Se considera que de los "tipos más comunes de indicios en escenarios de 
deli"tos. la sangre quizá sea la más frágil. Los indicios biológicos se de"terioran 
con el "tiempo. La desecación y la congelación de las mues"tras re"tardan es"te 
de'terioro. 

a) Mues"tras líquidas" 
r. 

Rc.."Cole..-ctar ~ mL con 
unu pipcta Jimpm 

rr. 
Conar cwu.lros Je 0.5 cm 
Je ludo Je pup:I filtro 

b) Mues"tras secas .. 

r. 
Ru.-q>«rcon una 
ojillu Je msurnr o 
histun c:steril Ja 
mum:hu \k sangre 

e:::::> 

e:::::> 

Colocar ~ un tuho de 
c!tlSU'\ºO con soluciOn 
salinll (O.H5%) 

Enviar al 
lohomtorio 

hnprc.."Stulrun 
p..~o Je pupel con 
Ju sangre 

Enviarul 
Jubomtorio 

RL"Cogc..-rcl 
polvillo ai un 
pup.:J Jobl.o.Jo 
uc.lc..-cuw.Jamc.."ttlc o 
c..-n un tubo de 
cristnl y uipurJo 

Tapar d tuho y 

e:::::> mw.cl.ur 
invirti¿ncJolo 2 o 3 

.[!. 

<:= JJc.."ntiticar 

=:>. 

Emhnlur 
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n:. 

Hwned1..-c...-r ~ agua 
destilada un p.-Jnzo 
de: t~la co.S cm de 
lado) o algodón 

Sostener la t-=la con 
unas pinz..wa y frotar 
la mancha d1: sangre 

TE:SIS L-..,~~ 
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Colocar la tela 
en un tubo de: 
vidrio sin l:lpar 

Embalar IJc.."ntificar 

c) Ropas .. 

Dcjur secur la 
mnnchao 
1c.."'ntpc.."1'Dlllnl 
wnbicntc (no uJ 
sol) 

Cenar un trozo Je 
tela mWlChadu v 

e:=::>- otro sin mWlchÜr 
(blunco) 

Embulur 

En caso de objetos manchados de sangre, lo ideal es er-.viar el objeto o 
artículo completo, en vez de remover la sangre. Si la sangre tiende a 
desprenderse conviene recolectarla y envasarla separadamente. De una manera 
general, se debe especificar el lugar de procedencia, así como las dimensiones 
y caracterísTicas de las manchas. 

-1.-1. IDENTIFICACIÓN DE LAS MANCHAS 

Los caracteres macroscópicos de las manchas de sangre son 
insuficientes para diferenciarlos de falsas manchas que tienen la misma 
apariencia. Por ello es necesario someTerlas a reacciones de identificación 'tras 
haberlas disuelto por maceración, en algunas gotas de agua destilada'"· 

Las reacciones de identificación de la sangre utilizadas, no tienen todas 
el mismo valor desde el punto de vista de su especificidad y de su sensibilidad. 
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La me-todología criminalís1"ica u"tilizada en la iden"tificación de la sangre, 
es acorde al mé"todo cien"tífico, es"to es, la comprobación de la hipótesis de 
"trabajo. median"te la experimen"tación que en es"te caso se logra a través de las 
siguien'tes 'técnicas•": 

a) De orien'tación 
b) De confirmación 
c) Para determinar el origen de la sangre 
d) De"terminación del grupo sanguíneo 

4.4.1. REACCIONES DE ORIENTACIÓN 

Son ex'traordinariament'e sensibles. pero carecen de especificidad. 
Se basan en la presencia en la sangre de peroxidasas que son capaces de 

descomponer un peróxido (agua oxigenada, peróxido de bario) desprendiendo 
oxígeno. Una gota de agua oxigenada o de hipobromito sódico deposi"tada sobre 
una mancha de sangre, hace aparecer gran número de pequeñas burbujas 
gaseosas visibles a la lupa; pero cier'tas fru'tas como la manzana, zarzamora, así 
como el frijol y la papa; o produc"tos biológicos como saliva. moco y pus; 
herrumbre y estiércol; producen el mismo fenómenoª. 

CierTas ma'terias coloran-tes poseen la propiedad de ser incoloras si son 
reducidas (leucoderivados) y de recuperar su coloración original por oxidación 
en presencia de una peroxidasa y de un peróxido "tal como el agua oxigenada. 

Es'tas reacciones 'tin'toriales se esquema'tizan de la manera siguiente: 

Leucoderivado + peroxidasa + peróxido - coloración 

La sangre por su pigmen"to ferruginoso tetrapirrólico. es una de las 
peroxidasas más activas. y las reacciones coloran-tes se observan incluso 
cuando es"tá desecada o putrefac-ta. Aparte de la sangre, o"tras peroxidasas 
(leche, jugo de fru"tas. e"tc.). cier"tos ca"talizadores minerales (sales de cobre, 
níquel, cobalto, fierro. e"tc.). la mayor parte de los oxidan"tes (permanganatos, 
dicroma'tos. e"tc.) pueden igualmen'te dar reacciones de coloración posi"tivas. 
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Las reacciones coloran"tes más favorables son las siguien"tes: 

;... Reacción de Adler, a la bencidina... El grupo hemo de la hemoglobina 
posee esa ac"tividad enzimá"tica, que puede ca"talizar la rup"tura del peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno, que al reaccionar con la bencidina la oxidarán 
formando un compues1"o in'tensamen'te azul. (Solución sa't'Urada en ácido acéTico 
al 3%) en presencia de sangre y de agua oxigenada (a 10 volúmenes). 

;.... Reacción de Kas"f"le-Meyer, uf'iliza una solución alcalina de fenolf'taleína 
reducida en calien"te por el polvo de cinc. Esencialmen"te la rige el mismo 
principio que se señaló para la reacción de Adler, la diferencia es"triba en que la 
fenolf"taleína debe ser reducida previamen"te a fenolf"taleína incolora, y se 
"trabaja en medio alcalino en vez de medio ácido. La sangre y el agua oxigenada 
fresca y diluida dan la coloración roja de la fenolf"taleína alcalina. 

Se humedece un hisopo con solución salina. se fro'ta la mues'tra problema 
y se pasa a un "tubo de ensayo con 2 mL de la misma solución, se calien"ta un 
minu"to a 100° C; se añaden unas go"tas de reac"tivo (fenolf"taleína, hidróxido de 
po"tasio, agua des"tilada y polvo de zinc), se esperan unos segundos y se agrega 
agua oxigenada. En un caso posit'ivo se obTendrá una coloración rosa brillante' ... 

El empleo simuháneo de las reacciones de Adler y de Kas"tle-Meyer 
permi"te, en cier"ta medida, evi"tar los errores debidos al cobre. níquel, cobal"to y 
al herrumbre; las reacciones 'test'igos. sin agua oxigenada permi'ten por o'tra 
par"te, descar"tar los errores debidos a los oxidan"tes direc"tos. Las peroxidasas 
vege"tales son des"truidas calen"tando de 80 a 90ºC, por el ácido acé"tico 
glicerinado, que respe"ta a la peroxidasa sanguínea. 

:..- Reacción de la Leuco Verde de Malaqui'f'd. se basa También en una 
reacción de oxidación y reducción. El prefijo "leuco" se refiere a la forma 
reducida. Es"ta forma puede ser oxidada por la acción de las peroxidasas para 
dar la forma oxidada verde. Es"ta "técnica es menos sensible que la de la 
bencidina. La mancha sospechosa. se levarrta con un hisopo humedecido en agua 
des"tilada y se le agregan unas go"tas del reac"tivo de leuco verde de malaqui"ta. 
En caso posiTivo se observará una coloración verde. 

;... Técnica del Luminol. para derecrar manchas lavadas. El luminol es el 3-
amino-f"talhidracina y el reactivo se preparade la siguien"te manera, en el 
momen"to de u"tilizarse1b: 
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Solución A. 0.1 g de luminol, 1.0 g carbona-to de sodio y cbp de agua des"tilada 
para 100 mL. 

Solución B. 0.1 g de hidracina hidra"tada al 95%, 100 par"tes de agua des"tilada. 

A un mL de la solución A, se añade una go"ta de agua oxigenada e 
inmedia"tamen"te después, 2 go"tas de la solución B; se espera un minu"to y la 
mezcla se rocía sobre la zona sospechosa. En caso positivo. las manchas de 
sangre producen luminiscencia. Como reactivo no al"tera la mancha y se puede 
con'tinuar con la metodología normal. 

El luminol es al"tamen"te sensi"tivo y es capaz de de"tec"tar sangre anque 
haya sido muy diluida. Las reacciones químicas con el grupo heme de la sangre 
producen energía en forma de luz por lo cual permi"te una documen-ración 
fo"tográfica. 

4.4.2. REACCIONES DE CONFIRMACIÓN 

Se basan en poner de manifies"to algún elemen"to carac"terís"tico de la 
sangre. La sangre se iden'tifica con cer'teza ya sea por los cris'tales que forman 
en cier'tas condiciones. cier'tos derivados de la hemoglobina. ya sea por las 
propiedades espectrales, muy características de és'tos. 17 

Prueba crisf"a/ográFica. Esta Técnica se basa en la exis'tencia de cier'tos 
derivados de la hemoglobina que "tienen "tendencia a cris"talizar. Las más 
impor"tan"tes son las sales halogenadas de la hema"tina y el hemocromógeno, que 
se presentan bajo una forma cristalina específica. 

*Cris-rales de Teichmann. La hemoglobina, cuando se "tra"ta con ácido 
acé'tico. se separa inmedia'tamen'te de las proteínas del grupo prostético. 
Duran-re la hidrólisis la globulina se desna"turaliza. La oxidación del fierro del 
grupo hemo se efectúa más rápidamente en medio ácido que en medio alcalino. 
Si está presente un halógeno inorgánico como el cloro 1 se formarán cristales 
insolubles de cloruro de ferripro"toporfirina o hemina. Si la mancha asien"ta 
sobre un tejido 1 se macera en aguo hasta conseguir una solución coloreada al 
máximo. Colocar la mues"tra problema en el cen"tro de una laminilla de vidrio y 
poner encima de ella un cubreobje-ros. 
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Deslizar en1"re la lámina y laminilla, por capilaridad, unas ge-tas del 
reac-tivo de Teichmann, calen1"ar len1"amen1"e y a baja "tempera-tura la laminilla 
has"ta evaporación. Dejar enfriar y observar al microscopio. En caso 
posi"tivo la observación microscópica de Ja preparación mues'tra cris'tales de 
forma prismá"tica alargada, de color café oscuro•, FIGURA 6. 

FIGURA 6. Cnslalcs de Tc1chm.ann. 

Los cris1"ales no se forman si la sangre ha sido calen-toda a más de 142ºC, 
si ha sido expues"ta largo "tiempo a la luz solar. si la pu"trefacción de la sangre 
da-ta de 4 a 6 meses, si exis'te hemocromógeno, hema"toporfirina, o hema'tina 
ácida. 'tras un con'tac-to prolongado de la sangre con hierro me'tálico. 
herrumbre, ace"ta"to básico de hierro, cloruro de hierro, ace'ta"to de plomo, 
carbón animal. arena. e'tc. 

*Cris't*a/es de hemocromógeno. Sangres que dan reacciones nega'tivas con 
el reactivo de Teichmann producen cris'talizaciones posi'tivas de 
hemocromógeno. La 'técnica es análoga a la anterior. Tan'to la 
ferropro'toporfirina como la ferripro"toporfirina 'tienen la propiedad de 
combinarse con o"tros compues'tos ni'trogenados por medio de la globulina. Tales 
compues'tos incluyen o'tras pro'teínas. hidróxido de amonio. cianuro. nico'tina y 
piridina y los produc'tos resul'tan"tes se llaman hemocromógenos. Los cris'tales 
pueden formarse 'tan'to en medio ácido como alcalino; sin embargo. el reactivo 
de Takayama FIGURA 7 es de na'turaleza alcalina•. El reactivo de cris'talización 
se compone de una base ni"trogenada, generalmen"te la piridina, de un agen"te 
hema'tinizan"te, la sosa, y de un agen'te reduc'tor (TAKAYAMA: glucosa)'ª. 

'fE'Sl[:; Cv.ó:·.T 
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FIGURA 7. Cnstalcs de hcmocromogcno (T.akayarna). 

El hidróxido de sodio efectúa una hidrólisis alcalina, liberando el grupo 
prostético de la globina; el fierro del hemo en este momento se encuentra 
como ión férrico (+3) debido a la formación de la metahemoglobina en el 
proceso de desecación de la mancha de sangre. La carga (+3) del fierro se 
neutraliza por el ión OH. Calentando la glucosa (a azúcar reducida), se reduce 
el ión férrico a ferroso (+2) y la piridina se combina con éste para formar un 
producto crisTalino insoluble: el hemocromógeno o piridinferropro"toporfirina'". 

Se coloca una pequeña cantidad de muestra problema entre un 
portaobjetos y un cubreobjetos, se desliza por capilaridad unas gotas del 
reactivo de Takayama entre lámina y laminilla, se calienta la laminilla a baja 
temperatura durante 30 segundos. Se observa al microscopio. En caso positivo 
se observarán cristales romboidales de color rosa al derredor de la muestra. 

La cris"talización es1"á en función del envejecimien"to; en sangres muy 
viejas los cristales sólo aparecen después de horas. Los cris1'ales de 
hemocromógeno vis1"os al microscópio son de color naranja. "tienen formas 
arborescentes como las hojas de pino y suelen entrelazarse. 

:..... Prueba espec'f"roscópica. Tienen por obje1"o ob1"ener el espectro de 
absorción de la hemoglobina y de alguno de sus derivados, como prueba de la 
naturaleza sanguínea de la mancha. La hemoglobina y la mayor parte de sus 
derivados poseen la propiedad de absorber los rayos luminosos de ciertas 
partes del espectro. La hemoglobina tiene dos bandas de absorción en la zona 
de lo visible, cuyos máximos se encuen1'ran, respectivamente a 577 y 540.5 nm, 
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y la banda de Soret. típica de los derivados porfirínicos, próxima al 
ul"travioleta, para la hemoglobina es"tá a 412 nm••. 

En el diagnós"tico de las manchas de sangre no bas"ta con establecer el 
espectro de la hemoglobina u otro derivado; se exige que la mues-tra siga la 
marcha espectral siguiente: hemoblobina-hematina alcalina-hemocromógeno. 
comprobando en cada paso el espectro del correspondiente derivado. Un 
sus'tancia que de es'te secuencia de espectro se puede iden1"ificar. sin causa de 
error. como sangre. 

La búsqueda del hemocromógeno es preferida para la prueba 
espectroscópica a causa de la rapidez de la preparación y sobre todo por la 
in"tensidad y limpieza de las dos bandas de absorciónª . 

La identificación espec'tral de es'ta sustancia necesita un tiempo 
preliminar. que 'tiene por obje"to 'transformar la oxihemoglobina en hematina 
alcalina; después. por reducción de ésta. se obtiene el hemocromógeno. 

Las reacciones de certeza poseen especificidad y sensibilidad, pero 
pueden resul'tar nega'tivas en presencia de sangre. en par'ticular cuando la 
mancha es an'tigua o cuando se encuen"tra mezclada. duran"te algunas semanas. 
con herrumbre. con po'tasa o con cier'tas Tin'turas. con 'tierra. 

4.4.3. ORIGEN HUMANO DE LA SANGRE 

Los métodos serológicos son las estrellas en este campo del estudio de 
la sangre19

•
2º. 

i\nt11.?..:0110 lcontc:n1Jo en 
la m.lnchu Ji: sang.ri.=) 

Anucucrpo &!S~...::llico o 
!'k.'"ttsih1lizantc tAntisua..-m 
J{umw10 lot.nll - Rc:icción de 

aglutinación o de 
precipitación 
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Prueba de las orecioi~inas 

Las moléculas del anticuerpo (inmunoglobulina) reaccionan con el antígeno 
(proteína soluble) para formar un precipitado fácilmente visible bajo 
condiciones de luz apropiadas y a las concentraciones equivalentes de antígeno 
y de an'ticuerpo~. 

Inicialmente se forma un complejo antígeno-anticuerpo soluble; 
conforme la reacción prosigue. ese complejo comienza a unirse y forma una 
tupida red compuesta de moléculas de anticuerpo bivalente y moléculas de 
antígeno polivalente. Esta formación crece rápidamente formando partículas 
del tamaño suficiente como para ser insolubles y formar un precipitado 
visiblez1 • 

Mé~odo direc"f'o: suero precipi'tan'te. La experiencia demues'tra que se 
forma en la sangre del conejo an'tisuero humano 'tras inyecciones sucesivas de 
suero humano. Pues'to en presencia. in vi'tro. de una disolución de sangre 
humana, este an"tisuero produce un precipi"tado blanquecino visible 
macroscópicamen'te4

• 

An'tisuero H 
(precip1tina) 

Suero H precipi'tación 

La especificidad es zoológica, pues la precipi"tación no se produce con la 
misma proteína procedente de o"tra especie animal'. Por lo tan"to la sangre de 
mono es capaz de resis'tir al suero an'tihumano. 

Técnica en capilar14
• Se cor'ta un pequeño fragmen'to de la mancha y se 

ex"trae en un "tubo de ensayo con unas gotas de solución salina fisiológica; el 
"tiempo requerido dependerá de la na"turaleza de la mancha; normalmen"te se 
requieren de 1 a 2 minu'tos. Si la solución está turbia es conveniente 
cen"trifugar y u"tilizar el sobrenadan"te. 

Dos gotas del extracto diluido se colocan en un "tubo capilar (de "tal 
forma que el líquido humedezca la pared del "tubo por lo cual es preferible 
hacer esto con el capilar inclinado). Una cantidad igual de an"tisuero se absorbe 
en el mismo capilar de manera que quede abajo del ex"trac"to de la mues"tra. El 
tubo se fija perpendicularmente sobre un soporte. 
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La observación se hace con luz indirecta y sobre fondo oscuro, la 
aparición de un anillo de precipi"tación en la in"terfase de los dos líquidos indica 
reacción posi"tiva (an"tes de los 20 minu"tos). 

Técnica de inmunoelec"/"roForesis 

Es'ta 'técnica inmunoquímica se basa en las reacciones que se efectúan 
en"tre un an"tígeno que emigra anódicamen"te y un an"ticuerpo que emigra hacia el 
cá"todo duran-te una elec"troforesis•. Sobre una placa de agarosa, se hacen 
horadaciones en pares; el an"tígeno (seroalbúminas y a y P globulinas) se coloca 
en una de ellas y el an"ticuerpo (gamma globulinas) en la o"tra; una vez "terminada 
la elec"troforesis aparecen bandas visibles de precipi"tación en"tre las 
perforaciones pares de los ma'teriales pro'teínicos específicos. 

Preparación de las placas. Sobre una superficie uniforme. colocar los 
por"taobje"tos y con la solución de gel, lo suficien"temen"te calien"te para facili"tar 
su aplicación. dejar caer con una pipe"ta y partiendo del cen"tro de la placa 2.5 
mL de gel, "teniendo cuidado de que su dis"tribución en la placa sea uniforme. 
Una vez solidificado el gel, acomodar las placas en una caja de plás"tico en cuya 
base se ha colocado una gasa húmeda para evi"tar la desecación del gel; 
conservarlas en refrigeración un mínimo de una hora has'ta el momen'to de su 
uso. 

Procedimien"to. Se coloca en uno de los compar"timien"toS la"terales de la 
cámara de elec"troforesis 100 mL de buffer pH 8.6. se colocan los puen"tes de 
papel fil"tro u o"tro ma"terial absorben-te adecuado en los compar"timien"tos 
la"terales y se prepara el ex"trac"to de la mues"tra(s) problema, suspendiéndola 
en buffer pH 8.2 un mínimo de 5 minu"tos. Se colocan las mues-tras problema, 
an"tisuero y "tes"tigo en cada horadación, Fl:GUAA 8. 

Cá"todo 
(-) 

Ánodo 
(+) 

FIGURA 8. Colocación de la muestra problema. nntisucro y testigos en la cámara de electroforesis. 
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Una vez que se aplicaron las muestras contra su antisuero específico, se 
coloca la placa en la cámara de electroforesis. poniendo especial atención en 
que la polaridad sea la correcta. Trabajar a 150v durante 45 minutos••. 

4.4.4. ORIGEN INDIVIDUAL DE LA SANGRE 

Una vez comprobado que la sangre es humana, se debe intentar 
establecer el diagnóstico individual que, generalmente no individualiza, sino que 
agrupa dentro de una clase. La determinación del grupo sanguíneo en la 
práC'tica forense apor'ta a los 'tribunales. en no pocas ocasiones. element'os de 
prueba muy importantes tanto para señalar si una mancha de sangre recogida 
del lugar de los hechos puede provenir de la víctima o del victimario; o con 
mayor cer'teza indicar que no puede haber analogía entre la sangre encon1'rada 
y la de la víctima o la de su presunto agresor". 

En 1901, LANDSTEINER demostró la existencia de dos propiedades 
aglutinógenas A y B. existentes en los glóbulos rojos, a las cuales corresponden 
las aglutininas específicas, ex o anti-A y p o anti-B, contenidas en el plasma: 
estas últimas tienen pues. el poder de aglutinar los hematíes A o B. pero no 
1'ienen acción sobre los hema'tíes Q!I. 

La isohemagluTinación es considerada como una reacc1on de inmunidad 
destinada a la protección de la raza. Los aglutinógenos son comparados a los 
an'tígenos y las aglu'tininas a los anTicuerpos21 • 

En la práC'tica forense se 'trabaja con manchas o cos"tras, en las que los 
hema'tíes es'tán des'truidos y no es posible visualizar la reacción an'tígeno­
anticuerpo por el fenómeno de la aglutinación; sin embargo. los antígenos del 
sistema ABO no se desnaturalizan tan rápidamente por la sequedad y en este 
sistema sobreviven durante algún tiempo y conservan la capacidad de 
combinarse con an'ticuerpos específicos14

• 

La formación de estos complejos antígeno-anticuerpo es la base de todos 
los métodos empleados en la detección de antígenos en el estroma de las 
células rojas en manchas de sangre secazz. En consecuencia la reacción 
específica aglutinógeno-aglutinina hay que evidenciarla por un método 
indirecto: el de absorción-elución. 
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Absorción elución. De't-erminación del qrupo sanguíneo en manchas de sanqre 
seca'• 
-- La 'técnica de absorción-elucióncgl 'tiene como fundamento un primer proceso de 
absorción específica en"tre la mancha problema y su an"ticuerpo homólogo: después de 
que la absorción es comple"ta, el exceden"te de an"ticuerpo se elimina por medio de 
lavados con solución salina fría. El complejo an"tígeno-on"ticuerpo se disocia por 
calen"tamien"to, generalmen"te a 56ªC, el an"ticuerpo eluido (las aglu"tininas liberadas serán 
las que es"taban unidas de modo específico: su iden"tificación es"tablece el diagnós"tico del 
grupo de la mancha problema) se pone en con"tac"to con eri"troci"tos lavados de 
propiedades antigénicas conocidas: finalmente la aglutinación indica la presencia de un 
an"tígeno de la misma especificidad que el de las células usadas como "teS"tigo conocido. 

Procedimien'to. Se cortan cuatro fragmentos de la tela impregnada con sangre 
problema (de 3 mm 2

), cuando la mancha problema no se encuen"tre sobre "tela, absorberla 
con solución salina en pequeños "trozos de "tela de algodón de color blanco, sin apres"to y 
esterilizada. Colocar cada recorte en los tubos necesarios y estos se colocan en una 
misma columna de una gradilla y esta columna se marca como problema. De esta misma 
manera se prepara otra serie de tubos en cuyo interior se colocarán fragmen'tos de tela 
manchados con sangre de grupo conocido: A, B, AB y O, marcando es"ta columna como 
Testigo. Se coloca o"tra serie de "tubos que con"tengan fragmen"tos de una par"te de "tela 
en estudio que no se encuen'tre maculada con sangre y se pondrán en una 'tercera 
columna designada control, FIGURA 9. 

Problema Tes"tigo Con"trol 

An"ti-A o 8 o 
An"ti-B o C0 o 
An"ti-AB o 6 o 
An"ti-H o ~ o 

FIGURA 9. Estn figurn muestra como se marcar.in las hileras en la gradilla. 
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Se fijan las manchas de sangre impregnadas en la tela, cubriéndolas con 
metanol cuando menos durante 15 minu""tos. Después de ese tiempo se elimina 
""totalmente y se agrega a cada ""tubo de la hilera A dos gotas de suero an""ti-A; a 
los de la hilera B, suero an""ti-B; a los de la hilera AB. suero anti-AB y a los de la 
hilera H, lectina anti-H. Se deja en refrigeración toda la noche a 4ºC, 
posTeriormen'te se lava con solución salina fría 6 veces o has'ta ob'tener una 
solución clara e incolora; se añade a cada tubo dos gotas de solución salina a 
"'temperatura ambiente y se coloca la gradilla en el baño maría a 56ºC por 13 
minu'tos. Se sacan cuidadosamen'te los 'trozos de 'tela con aplicador de madera. 
diferente para cada tubo y se agrega una gota de glóbulos lavados al 2%: 

Del grupo A a los ""tubos de la hilera A 
del grupo·B a los ""tubos de la hilera B 
del grupo AB a los tubos de la hilera AB 
del grupo O a los ""tubos de la hilera H 

Se centrifuga durante 30 segundos a 3400 rpm y se observa si existe o 
no aglutinación. Si hay aglutinación en el tubo problema de la hilera anti-A, el 
grupo corresponderá a A; puede aglutinar ligeramente en el tubo problema anti 
-AB. Si hay aglutinación en el tubo problema de la hilera anti-B, el grupo 
corresponderá al B; también puede aglutinar ligeramente en el tubo problema 
de anti-AB. 

Si hay aglutinación en los tubos problema anti-A, anti-B y anti-AB. pero 
no en el de la hilera anti-H, el grupo de la muestra analizada será AB. Si no hay 
aglutinación en los tubos problema de las tres primeras hileras pero sí en el de 
la hilera anti-H, el grupo será O. 

Absorción-elución. Def'erminación de los Fac'f'ores Rh en manchas de sangre 
seca'~ 

Para efectuar es'tas de'terminaciones es indispensable con'tar con una 
muestra de sangre fresca del grupo O que con""tenga los cinco antígenos del 
sistema Rh (R1 Rz) y a partir de esta mueS"'tra de sangre, se obtienen las células 
testigo. 

34 



Las mues-tras se preparan como sigue: 

a) diluir los sueros an"ti-D y an"ti-C, usando una go"ta de suero y 9 
go"tas de solución salina (dilución 1:10). 

b) Los sueros an"ti-C, an"ti-E y an"ti-e se diluirán en la proporción de 
1:2 (una go"ta de suero y una go"ta de solución salina) 

c) La albúmina bovina se diluirá al 1.5% con solución salina. 

Se cor"tan los fragmen"tos de "tela manchada "tan-to con sangre problema 
como con sangre "tes"tigo (3x3 mm para los grupos C y D y de 4x4 para los 
grupos C, E y e. 

Procedimien"to. Colocar los frogmen"tos de "tela en sus respec"tivos tubos 
y añadir una gota del an'tisuero específico en cada uno de los t'ubos 
correspondien'tes. a la dilución indicada; se tapan bien los 'tubos y se coloca la 
gradilla den"tro de la incubadora a 37°C duran-te "toda la noche, F3:GURA 10. 
Pos"teriormen'te se lavan con solución salina durante dos horas. cambiando seis 
veces esa solución con in'tervalos de vein'te minu'tos. al qui'tar la última solución 
salina se agregan "tres go"tas de albúmina diluida a cada tubo, para la elución. 
Se incuba duran-te 40 minu"tos a 60ºC sin "tapar, se saca la gradilla y se re-tiran 
rópidamen"te las piezas de "tela, con aplicadores de madera; se agregan las 
células "tes"tigo H1 Rz "tra"tadas con bromelina y se -tapan los "tubos para 
incubarlos a 37ºC duran-te hora y media. Se cen"trifugan durante un minu"to y se 
lee macroscópicamente y se pasa el con-tenido a una laminilla que con-tenga una 
go"ta de solución salina, mezclar y leer al microscopio. 

e c D E e 

Testigo PosiTivo o o o o o 
Problema o o o o o 

Testigo nega'tivo o o o o o 
FIGURA 10. Se muestra como deben de trabajarse Jos lubos paro el manejo del problema.. testigo positivo y 
1csligo negativo (filas) al adicionarles los an1isucros (columnas l. 

TESIS r.nN .,j,1N 'FALLA Vi:.. v.1.u.U:c; 
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Los resul"tados conducen a una iden"tificación de grupo, no individual, que 
"tiene sobre "todo un valor judicial cuando permi"te excluir una culpabilidad. 

Absorción-inhibición. De'f"erminación de qruoo del sis"f'ema ABO en manchas de 
sangre• 

El ma'terial an'tígeno se coloca en con'tacto con su an'ticuerpo homólogo a 
fin de efec"tuar su absorción específica. El an1"icuerpo en el sobrenadan1"e, se 
observa con eriTroci'tos de propiedades an'tigénicas conocidas; cabe señalar la 
conveniencia de "trabajar con 1"es1"igos de grupo conocido. 

Se prepara una solución de fosfa1"o ácido de sodio Na2HP04 1/15 molar 
(9.47 gramos por li"tro) y uno solución de KH2P04 1/15 molar (9.08 gramos por 
li1"ro). Se preparan los sueros: An"ti-A: Se diluyen 3.5 mL. del suero con 450 
mL. del buffer pH 7.2. An1"i-B: Diluir 1.0 mL. del suero con 450 mL. del buffer. 
An1"i-H: Se u1"iliza sin diluir. 

Las células conocidas se preparan lavando "tres veces con el buffer salino 
pH 7.2 y haciendo una suspensión al 2% con eri1"roci1"os conocidos de los grupos 
O, A2 y B. Se cor1"an fragmen1"os de "tela impregnada de mues"tra problema (3 
mm2) y en hileras de "tubos: an1"i-A. an"ti-B y an"ti-H y se ponen "tres go"tas de 
cada uno de los sueros en sus respec"tivas hileras. FXGURA 11. 

Problema Tes"tigo Con"trol 

AnTi-A o o o 
AnTi·B o o o 
An'ti-H o o o 

FIGURA J l. Se indica el orden de adición de los nntisucros (filas) ni problema. 1cs1igo y comrol (columnas). 

f TESIS ~nM 
U'_ALLA D~ uru.GEN 
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Los resul-tados se interpretan como sigue: 

1. Si se observa aglutinación con Anti-A y con Anti-B. pero no con Anti-H. 
el grupo buscado será O. 

2. Si hay aglutinación en los tubos con Anti-8 y con An"ti-H. pero no en el de 
Anti-A, el grupo será A1. 

3. Si no existe aglu-rinación con An"ti-A ni con Anti-8, pero sí con Anti-H. el 
grupo es A8. 

4. Si se obtiene aglu"tinación con An"ti-B, pero no la hay con An"ti-A ni con 
Anti-H, el grupo corresponderá al Az. 

5. Si hay aglu"tinación con an"ti-A y con anti-H, pero no con an"ti-8, el grupo 
será B. 

Ejemplo: 

Testigo 
Neoat"ivo o A B AB 

Anti-A o 8 o G) o 
An'ti-B o (t) 8 o o 
An'ti-H o o 8 G) 8 

4.4.5. NATURALEZA DE LA SANGRE DERRAMADA 

\~l 

:= 
-=:e 
.--=i 

~I 

La sangre proceden'te de una herida puede contener elementos 
indica"tivos de su origen: cabellos, pelos. células superficiales de la epidermis, 
grasa23 • 

Sangre mensrrual. Con"tiene epitelio endometrial y vaginal, bac"terias, 
pro"tozoarios ("tricomonas vaginales). hongos y moco. 

Sangre genira/ en violación. Orien"ta su ubicación puede acompañarse de vello 
pubiano, semen y células de la vulva. 

Sangre geniral de parro. Puede con"tener un"to sebáceo, vello fetal, meconio y 
res"tos placen"tarios. 
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Hemopt"isis: Suele presen"tarse en el escenario en forma de salpicaduras. 

Hemat"emesis. La sangre puede es"tar mezclada con res-tos alimen"ticios y células 
de mucosa diges"tiva. 

Melena: La sangre suele con-tener res-tos de ma"teria fecal y hema"tina ácida. 

Hemorragia nasa/: Puede con-tener células nasales epi-teliales con cilios 
vi brá"ti les13• 

4.4.6. ANTIGÜEDAD DE LAS MANCHAS DE SANGRE 

Numerosos fac"tores (calor, luz, humedad, pu"trefacción, sopor-te, e"tc.) 
influyen sobre las variaciones del 1"in1"e de las manchas••; lo mismo sucede con 
las modificaciones químicas y la sensibilidad a los reac"tivos. 

Los cambios de "tin"te de las manchas gruesas son más len"tos, pero la 
evolución es la misma. Modificaciones de solubilidad se observan con diversos 
disolven"tes: con agua des"tilada, las manchas de sangre no son casi solubles "tras 
6 meses ; en"tre 1 y 6 meses, el HCI normal disuelve el pigmen"to dejado por el 
agua des"tilada; en"tre 6 meses y 1 año, el disolven"te del pigmen"to res-tan-te es 
KOH al 3%. 

Ac"tualmen"te la edad de una mancha de sangre' ha sido es-tablecida por 
Rajamannar median"te inmunoelecTroforesis: 

De 10 a 15 días. Presencia de gammaglobulina 130 M, 130 B, 13, C y 13•, y 
ausencia de o'tras proteínas séricas. 

De 30 a 45 días. 13, M, y ausencia de globulina. 
De 60 días. Sólo hay gammaglobulina, 13, y 13, globulina. 
De 150 días. Sólo hay gammaglobulina y 13• globulina. 
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SECCIÓN V 

5.1. IDENTIFICACIÓN DE SEMEN 

5.1. 1. l\·IANCHAS DE SEMEN 

La importancia de las manchas de esperma es considerable. porque su 
presencia en muchos casos 'tiene significado muy preciso y cons"ti'tuye una 
prueba acusadora irrefu'table ya que en'tre las huellas que pueden resul'tar de 
la comisión de un deli'to con'tra la liber'tad sexual. figuran es'te 'tipo de 
manchas2 • 

El líquido espermá'tico se puede presen'tar al inves'tigador en 'tres formas 
dis'tin'tas: como mancha, impregnando un 'tejido; como fluido. mezclado con 
o'tros fluidos corporales. como la secreción vaginal. o como semen o líquido 
espermáTico. cuando se ob'tiene direC"tamen'te del sujeto para una inves"tigación 
de es'terilidad. En el campo del Derecho Penal es'tá relacionado con los deli'tos 
con'tra la liber'tad sexual". 

Su color y aspec'to es lechoso algo opalescen'te, con filamen'tos ví'treos y 
granos semejan'tes a los de 'tapioca. La opalescencia es proporcional a la 
concen'tración de esperma'tozoides. Las manchas de semen pueden encon'trarse 
en los lechos. en obje'tos si'tuados a poca al'tura, sobre el suelo, en alfombras o 
'tape'tes. en las sillas, en los divanes, sobre los ves'tidos. el propio suje'to o la 
víc'tima. en pañuelos y papeles que pudieran haber servido para limpiarse los 
órganos geni'tales después del ac'to sexual. en los cuar'tos de baño. 

El plasma seminal est"á in'tegrodo por sus1"ancias bioquímicas. an'tigénicas. 
enzimá'ticas, lípidos y minerales. Según Villanueva Cañadas. la de'terminación 
cuali"ta'tiva y cuan"ti'tativa de es-tos compues'tos iden'tifica el esperma. 

Su aspec'to depende del obje'to sobre el que se encuen'tre, del modo 
como se haya impregnado y según sea su an'tigüedad. Sobre las 'telas 
absorben'tes 'toma el aspec'to clásico de car'tas geográficas. deja manchas 
grises. de con'tornos ne"tos. irregulares que acar'tonan la 'tela. En las "telas son 
impermeables, aparecen como pinceladas de barniz. Sobre los pelos, cons'ti'tuye 
un magma grisáceo que los aglu'tina. Suponiéndose lucha en'tre agresores y 
víc'timas. las manchas generalmen'te son pequeñas. angulosas, borrosas y 
deformadas. Sobre 'telas no absorben'tes el esperma forma escamas o cadenas 
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brillantes. Sobre fa piel forma películas blanquecinas. semejantes a las del 
colodión. Lo mismo sucede en la madera. Al tacto, el esperma vuelve los tejidos 
rígidos y duros como almidonados•. 

Los signos de orien'tación derivan del aspecto macroscop1co de las 
manchas y de su fluorescencia bajo la luz de Wood. Los rayos ultravioletas 
filtrados (luz de Wood) excitan la fluorescencia del esperma'•. que adquiere 
una coloración blanco azulada muy apreciable en cámara obscura; esta 
fluorescencia. debida a la espermina. se vuelve más viva y amarilla en las 
manchas antiguas. Esta propiedad no es específica, pues ciertos líquidos 
desecados (orina. moco nasal o vaginal) tienen una fluorescencia idén'tica o 
parecida. 

Es muy difícil encontrarlo en estado líquido ya que tiende a secarse 
rápidamente, y haría falta llegar a la escena del crimen poco tiempo después de 
que ocurriera la eyaculación. Cuando se ha secado. dependiendo de la cantidad 
y concen'tración de esperma'tozoides. suele aparecer como una capa blanquecina 
que puede ser perfectamente identificada con la luz de Wood, ya que emite 
una fluorescencia caracterís'tica. Cuando se mezcla con o'tros líquidos. 
especialmen'te agua. los esperma'tozoides tienden a precipi'tar en grupos de 
color blanco (que se pueden tintar del color del líquido), permaneciendo en este 
estado varias horas. 

La luz de Wood debe usarse obligatoriamente en todos los delitos contra 
la libertad sexual y en aquellos en que se sospeche algún componente sexual. 
aunque algunos cuerpos de policía de o'tros países lo u'tilizan sistemáticamen'te 
por su sensibilidad en detectar manchas pequeñas (de sangre, semen. orina) 
invisibles al ojo y a Ja iluminación normal. 

5.:?. RECOLECCION DE MATERIAL 

La me'tódica para recoger el ma'terial de examen será diferen'te según el 
problema planteado. Cuando se trata de una investigación sobre la víctima de 
una agresión sexual. según que el acceso carnal sea por vía vaginal, rec-tal o 
bucal, se procederá a la búsqueda del líquido espermático: con un escobillón o 
una torunda de gasa paro la toma vaginal y rectal. En la boca se hará una 
limpieza en la parte posterior de los incisivos centrales. 
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Una par1"e del ma"terial se reservará sin manipular para la inves"tigación 
de ADN (PCR), o"tra par"te, para la inves"tigación de espermios y o"tra para los 
componen-tes bioquímicos1

•. 

El "tiempo poscoi"to en el que se pueden encon"trar esperma"tozoides en la 
cavidad vaginal varía de unos au"tores a o"tros. SUMMER (1985) dice haberlos 
de.mos"trado después de algunos días. RUPT (1969) encuen-tra espermios en 
vagina duran"te un período de 14 horas. GLAISTER ha de-tec-rado 
esperma"tozoides comple"tos has"ta después de 85 horas. En la cavidad rec"tal se 
pueden encon"trar has"ta 24 horas después y en la boca has"ta 8 horas". 

Indicios en la cavidad vaginal". De modo general, hay que recoger y 
guardar en bolsas independien"tes "toda la ropa de la víc"tima, especialmen"te las 
prendas in'teriores. Se debe proceder inmedia'tamen'te a un análisis ginecológico 
de-tallado. 1"omando con muchísima precaución mues"tras de los genit'ales 
externos primero y pos'teriormen'te de la cavidad vaginal, siempre con hisopos 
es'tériles. 

:- l:ndicios en la cavidad oral o bucal. La víctima suele escupir y enjuagarse 
inmedia-ramen"te la boca, por lo que hay que pregun"tarle acerca del lugar donde 
hizo "tales maniobras, por si fuera aún posible encon"trar res"tos de semen. Hay 
que proceder a realizar (an'tes que cualquier o'tra maniobra) una 'toma de 
muesTras con hisopos es'tériles para friccionar minuciosamen'te el in1"erior de la 
boca (zona in"terna de los carrillos o mejillas), y pos"teriormen-re se deben de 
limpiar los dien"tes (especialmen"te la cara in"terna de los incisivos superiores) y 
los espacios in'terdentales, por sus caras ex'terna e int'erna, con hisopos finos o 
con palillos de dien"tes es"tériles. 

Finalmen"te, se deben limpiar, con una gasa humedecida en agua, las 
comisuras de los labios y la par-re ex-terna de la cara, así como las manos y 
an-tebrazos, con las que se pudiere haber limpiado la víctima, ya que pueden 
quedar manchas pequeñas que proceden del ac"to ins"tin-tivo de limpiarse la boca 
'tras escupir (recordemos que la al'ta concen'tración de esperma'tozoides en el 
semen hace que cualquier indicio, por pequeño que parezca pueda ser ú"til). Por 
es'ta misma razón, habrán de recogerse pañuelos y prendas de ves'tir con 
mangas. 
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;... Indicios en la cavidad anal. En los casos de supuesta violación por acceso 
carnal en la cavidad anal, las pautas analíticas son similares a las usadas en los 
supuestos de violación vaginal. Tras una valoración clínica de la víctima, 
procede realizar limpiado con hisopos o gasas humedecidas y realizar una 
aspiración o un lavado con un enema que 'tenga poco agua. para pasar a recoger 
el líquido. Igualmente. se pueden hacer extensiones en «portas» 
microscópicos para in'ten'tar visualizar esperma'tozoides2~. 

5.3. DIAGNÓSTICO GENERICO 

El examen genérico se orien'tará en uno doble vertien'te,51: La 
investigación de espermatozoides y la de espermina y colina. a las que se añade 
la investigación de la fosfatasa y los métodos inmunológicos. 

5.3.1. EXAMEN MICROSCÓPICO 

Permi'te visualizar. en algunas ocasiones. la presencia de 
espermatozoides; dato que confirma. sin duda alguna, que la mancha es 
esperma. La inves"tigación de espermios ha sido denominada prueba de cert'eza. 
ya que es la prueba reina del diagnóstico genérico. Puesto de manifiesto un 
esperma'tozoide comple'to en la mancha. es'ta queda iden"tificada en cuan'to a su 
na'turalezaª. 

Si se investiga en el líquido, se coloca en un portaobjeto. se deseca. se 
fija. se colorea con azul de metileno. Los espermatozoides pueden ser teñidos 
de "tono viole'ta con azul de me'tileno y de rojo brillan'te con eosina, eri'trosina y 
alizarina roja. Debido a que la estructura de los espermatozoides varía de una 
especie animal a o'tra. es posible. de-terminar su origen17• 

5.3.2. INVESTIGACIÓN DE ESPERMINA Y COLINA 

El hecho de no descubrir un espermatozoide completo no debe llevar a 
concluir que la mancha no es de esperma. La investigación de los espermios en 
una mancha de esperma puede ser nega'tiva debida a azoospermia13 • 
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Las reacciones microcristalográficas de Florence y Barberio basadas 
respectivamente, en la identificación de cristales de colina y de espermina. 
actualmente ya no son muy usadas, ya que solo permiten formular juicios de 
probabilidad, o sea, que su valor es relativo. 

Se han desarrollado pruebas complementarias, que realizadas con 
metodología idónea, poseen una considerable importancia. Actualmente se 
u'tilizan "técnicas más confiables para la iden"tificación de colina y espermina. t5l 

como son las electroforéticas y las enzimáticas. 

:,. Técnicas e/ectroForéticasH: Tienen sobre las pruebas cris"talográficas 
la ventaja de ser más confiables, el simple método electroforético puede poner 
en evidencia la presencia de espermina y colina. El tejido manchado que resul'tó 
fluorescente a la luz de Wood se macera en HCI 0.1 N. durante 12 horas. Se 
centrifuga, manteniendo el tejido fuera del líquido por medio de un hilo que se 
sujeta al borde del tubo con un papel adhesivo. 

En una hoja de papel Schleicher-Schull, se traza una línea a 4 cm del 
borde inferior. Sobre es'ta línea se marcan 'tres puntos, dis"tan"tes en"tre sí. En 
uno se colocará la mancha problema; en otro un estándar de colina, y en el 
tercero, un estándar de espermina. Se hace el desarrollo electroforético, 
usando un tampón de piridina /ácido acético/agua, de pH 3.9 a un voltaje de 
350 V durante una hora y 50 min. 

Concluido el desarrollo se seca el papel en estufa a BOºC por 30 min. La 
colina aparece como una mancha de color rojo ciclamen, que se sitúa 
aproximadamente a 17 cm del punto de partida. 

La espermina aparece como una mancha de color calabaza, que se si'túa a 
unos 21 cm de la línea de base. 

-,. Técnica enzimá'f"ica: Son 'técnicas complejas que aún no han en'trado en la 
prác-tica. 
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5.3.3. :INVESTIGACIÓN DE t..A FOSFATASA ÁCIDA PROSTÁTICA 

El principio del mé"todo' consis"te en incubar un sus"tra"to fosforado con la 
mancha o un ex"tracto de és"ta. L.a fasfa"tasa presen"te desdoblará el compueS"to 
en fósforo y el correspondien"te compues"to orgánico. Como índice de la 
reacción puede medirse el fósforo inorgánico liberado o el compues"to orgánico. 
Se han propues"to diversos sus1"ra1"os para la reacción: fenilfosfa"to; p­
ni"trofenilfosfa"to y a:-naf"tilfosfa"to. Ac1"ualmen1"e se u"tilizan los kits 
comerciales sus'ti'tuyendo el suero por un macerado de mancha con un 'tampón 
de ci"tra"to pH 4.8. El valor de es"ta prueba radica en la al1"a concen"tración de 
fosfatasa ácida exis"ten"te en el "tejido en que radique una mancha de esperma. 

5.3.4. METODOS :INMUNOL.ÓG:ICOS 

Es ya an"tiguo el conocimiento de que el líquido espermá"tico posee 
pro"teínas específicas (L.ands"teiner en 1899). Weil y cols (1956-1962) 
demostraron la presencia en los esperma't"ozoides de un an'tígeno. denominado 
"antígeno de revestimien"to" (sperma"tozoa coating an"tigen. SCA). 

Especif'icidad ant"igénica de las espermatozoides. El SCA procede de las 
vesículas seminales. de modo que los esperma"tozoides ob"tenidos directamente 
del 1"es1"ículo no lo poseen. Es un po"tente antígeno que produce respuesta 
inmuni'taria en el animal y en la mujer en las primeras relaciones sexuales. Se 
puede poner de manifies"to por el test de la hemaglu-tinación pasiva. donde los 
hema"tíes "tra-tados con formaldehído son sensibilizados por an"ticuerpos anti­
SCA. Así. aglu"tinan en presencia del correspondien"te an"tígeno. 

Especif'icidad antigénica de órgano del plasma seminal. Cuando se inyec"ta 
esperma humano 'to'tal a un conejo. se ob'tiene una respues'ta de an'ticuerpos que 
se pueden cifrar en cinco u ocho bandas diferenciables por 
inmunoelectroforesis. De esos an'tígenos de menos cuatro son comunes con el 
suero humanoª. 

O"tra prueba que permi"te emi"tir juicios de cer"teza. es la presencia de la 
pro"teína P30 considerada un marcador específico de semen: es producida por 
la prós"ta"ta y secre"tada al plasma seminal••. iden"tificada median-te la "técnica de 
Ouch"terlony o inmunoelec"troforesis. 
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La detección del Antígeno Prostático Específico (P30 o PAS) por el 
método de El.ISA es altamente sensitivo y específico en la identificación de 
semen (menos de 1 ng/mL), además de ser útil en los casos en que el individuo 
es azoospérmico29• 

5.4. DIAGNÓSTICO ESPECiFICO. 

En lo referen"te a saber si una mancha de semen es humano o de otra 
especie animal, se establece a través de las técnicas inmunológicas, por lo que 
se hace simulTáneamen'te con el diagnós'tico genéricoª. 

5.5. DIAGNÓSTICO INDIVIDUAL 

El mét-odo de los grupos especíricos (isoaglutinaciones). se funda en que 
las propiedades aglutinantes grupo-específicas no existen solamente en la 
sangre, sino también en la mayor parte de los líquidos orgánicos, y sobre todo 
en el esperma (tanto en los espermatozoides como en el líquido seminal)". 

Se han propuesto varios métodos: 

La prueba de Landsteiner y Richter consis-re en poner en contac"to una 
gota de maceración de la mancha sospechosa, una de suspensión globular fresca 
del autor del atentado. Si la reacción es positiva, se procede al es"tudio del 
grupo sanguíneo de este individuo. Puede no tener ningún resultado en 
par"ticular si el grupo es AB (grupo desprovisto de aglutininas) 

Si la reacción es nega'tiva. se pone en presencia de la maceración de la 
mancha una suspensión globular de cada tipo sanguíneo y se observan los 
resultados. Sin embargo, ciertos fenómenos fisico-químicos (sol, frío, 
pu"trefacción, acción de ácidos. etc.), destruyen la aglutinina, que es más débil 
que el aglutinógeno. 

Procedimiento. Se cortan fragmentos de tela de lxl mm y se impregnan 
con la muestra problema y con los testigos. Cada uno de los fragmentos se 
coloca en los tubos respectivos como se muestra en la Fl:GURA 12. 

---:-·~:-::;,-::- 1··0N 
.lü.~'?l~ V 

FALLA l.JE ORIGEN 
45 



Problema Con-trol Tes"tigo 
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FIGURA 12. Se indica la mancm en que se trabajan los antisucros (filas) con el problema. el con1rol y el 
testigo (filas). 

Se colocan "tres gotas de an"ti-A; "tres go-tas de an"ti-B en su hilera y "tres 
go-tos de an"ti-H, se agi"tan vigorosamen"te y se deja que se efec"túe la absorción 
durante "toda la noche en refrigeración a 4ºC para después cen"trifugar y 
remover el sobrenadante y colocarlo en una lámina hemoclasificadora. 

Se agrega una gota de suspensión de eri"troci"tos al 2% de A en cada uno 
de los tubos de la hilera anti-A; una gota de células B en la hilera de an"ti-B y 
del grupo O en la hilera de an"ti-H; se agita mecánicamen"te duran-te 10 a 12 
minutos y se esperan oTros 9 minu'tos más. Se lee al microscopio. 

1. Si se observa aglutinación con anti-A y con anti-B, pero no con an-ti-H, el 
grupo será O. 

2. Si hay aglu-tinación en los "tubos con an"ti-B y con anti-H y no con an"ti-A, 
el grupo será A. 

3. Si hay aglu"tinación con an-ti-A y con anti-H pero no con an-ti-B, el grupo 
será on'ti-B 

4. Si no exis"te aglutinación con an-ti-A ni con anti-B, pero sí con an"ti-H, el 
grupo será AB14• 
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SECCIÓN VI 
6. IDENTIFICACIÓN DE SALIVA 

6. l. MA.'ICHAS DE SALIVA 

Hoy tienen gran interés legal, pues se trata de un ""5tigio que puede encontrarse 
relacionado con delitos muy \Criados y en circunstancias múltiples; en los delitos contra 
la libertad sexual en forma de restos dejados por los besos o mordiscos. 

Las manchas de saliva se pueden encon"trar en las boquillas de cigarro y 
puro, en las pipas. pañuelos, en los vasos o en las tazas; también en las 
estampillas postales, en los sobres o en los chicles. Sobre las telas presentan 
un color amarillento. blanco o gris. Sus con'tornos son imprecisos e irregulares 
y almidonan ligeramente el paño. Su búsqueda se puede realizar con luz 
ult'raviole'ta, debido a que poseen cier'ta aunque débil fluorescencia de mucina. 
Sin embargo. no hay que descartar cierta fluorescencia propia del soporte'º· 

6.:::. DIAGNÓSTICO GENERICO 

Este diagnóstico' se lleva a cabo investigando la presencia de amilasa, 
albúminas. "tiocianatos. nitritos, fosfatasa alcalina. así como de células 
pavimentosas y ciliadas de las vías respira'torias. 

En un portaobjetos se hace una placa de gel agarosa-almidón. cuando 
está solidificada. se nacen tres perforaciones con un capilar a lo largo de la 
placa, FIGURA 13. En las perforaciones se van a colocar: saliva. problema y 
agua respec'tivamen'te, para tener en el primer poso el 'test'igo posi'tivo. en el 
centro el problema y del lado derecho el testigo negativo 

o o o 

T+ Problema T-

FIGURA 13. Plnc:i de gel ;.1garosi¡.¡,tJmidón para realizar la pmcba de amilasa 

Se deja la placa por 30 min y pos"teriormente se le agregan 2 gotas de 
lugol. Si aparece un halo luminoso se interpre"ta como positivo. 
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6.3. DIAGNÓSTICO ESPECiFICO Y DETERMINACIÓN DEL SEXO 

El diagnórtica específico, consis"te en es"tablecer si la saliva es humana, 
puede realizarse a Través de las reacciones de precipitación. Por cuan'to se 
refiere a la de"terminación del sexo, el epi"telio bucal resul"ta idóneo para la 
"tinción de masas de Barr y corpúsculos "Y" fluorescen"tes'º· 

6.4. DIAGNÓSTICO INDIVIDUAL 

Dicho diagnórtico se hace invertigando, en el caso de manchas secas y de 
que las personas sean secre"toras, aglu"tinógenos del sis-rema ABO por el mé"todo 
de absorción-inhibición, lo que permi"te la de"terminación del secre"tor de grupo 
sanguíneo30 • No obstan-te. con 'tales de""terminaciones solamente podemos excluir 
sospechosos. La hipó"tesis de par"tida es que en la saliva exirten células de 
descamación de la boca, de las que se podrán ex"traer ADN, median"te "técnicas 
gené"ticas. a fin de lograr una identificación segura y directa. 
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COSCLt:SIOSES 

Las técnicas de las pruebas reportadas en este trabajo, son las más utilizadas 
actualmente por la sencillez y la relativa rapidez y economía que representan. Todas ellas 
constituyen la base en la investigación de cualquier evidencio biológica de sangre. semen y 
saliva, con Ja limitan'te de que los resultados de estas pruebas únicamente permiten excluir o 
incluir a un presunto (s) responsable (s) ya que conducen a una identificación de grupo, no 
individual: por ejemplo si el sospechoso y la víctima son del grupo sanguíneo O y los indicios 
biológicos encontrados indican la existencia de un grupo sanguíneo A. Estos resultados 
aumentan su importancia cuando no hay un presunto (s) responsable (s) ya que es a través de 
estas pruebas que la inves-tigación comienza o tener una dirección. 

Como ya se mencionó estas pruebas son la base de la investigación, la cual se ve 
completada con los resuf"tados de pruebas de otras óreas forenses que estén participando 
también en la investigación; como puede ser balística. dactiloscopía, medicina forense. etc., y 
por supuesto los resultados de genética que son el retrato biológico del delincuente. 

En base a lo investigado, considero impor'tante realizar sólo una prueba de orien'tación 
o ninguna en caso de que la can'tidad de evidencia sea mínima e ir directamen"te a las pruebas 
de confirmación. Las siguientes son las pruebas que se sugieren para indicios de sangre, 
semen y saliva. 

SANGRE 
a) De orientación. En manchas secos agregar una gota de agua oxigenada. En caso de 

manchas lavadas rociar luminol. 
b) De confirmación. Cristales de Takayama. 
c) Origen humano de la sangre. Prueba de las Precipitinas y Electroforesis. 
d) Origen individual de la sangre. Técica de absorción-Elución. 

SEMEN 
a) Diagnóstico genérico. Examen microscópico y Electroforesis o ELISA para P30. 
b) Diagnóstico Específico. Se establece simultóneamente con Electroforesis o ELISA. 
c) Diagnóstico individual. Prueba de Landsteiner y Richter 

SALIVA 
a) Diagnóstico genérico. Prueba de la amilasa 
b) Diagnóstico específico. Prueba de las Precipitinas. 
e) Diagnóstico individual. Técnica de Absorción-inhibición. 
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