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1. JUSTIFICACION.

La Quimica Legal ofrece un amplio panorama a la carrera de Quimica Farmacéutico-
Biologica ya que los peritos quimicos son requeridos para participar en diferentes situaciones
durante un proceso legal. Su presencia es indispensable en diferentes especialidades como el
area de genética forense, toxicologia, hematologia, etc.

El presente trabajo pretende ser una herramienta util, de tipo monografico, en el cual se
apoyen los estudiantes en el desarrollo de nuevas técnicas que ayuden a esclarecer un delito.
Ademas acercarlos al &mbito legal, ya que la sociedad siempre se encuentra regida por leyes,
que al ser quebrantadas a través de un delito, se van a apoyar por la ciencia para encontrar
responsables o/y victimas.

La Inmunohematologia Forense nos auxilia indicindonos si una mancha es de sangre. Nos
permite conocer si la sangre encontrada es de origen humano o animal. En sangre humana, se
puede determinar el grupo sanguineo, el factor Rh, el sexo del individuo, la presencia de
SIDA, etcétera. Todo esto con el propoésito de identificar a victimas y victimarios.

El propoésito del presente trabajo es evaluar los diferentes métodos en la determinacion de
grupos sanguineos en manchas de sangre e identificar su importancia dentro de la Quimica
Legal, ademas de revisar algunas técnicas previas a la determinacion de grupo sanguineo,
técnicas de orientacion.

La determinacién de grupos sanguineos en manchas de sangre es el problema de estudio, ya
que en el lugar de los hechos en el cual se cometi6é un delito se pueden encontrar manchas de
sangre que no se sabe realmente si son de seres humanos o de animales, ademéas de
relacionarlo con el delito cometido. Su importancia radica en que una muestra sanguinea, ya
sea seca o liquida puede ser fundamental en la resolucién de un acto delictivo que conlleva a
la participaciéon del quimico en el area Quimico Legal.

En este estudio solo se toma como fuente principal a la sangre, existen otros tipos de indicios
que se pueden analizar y que tienen igual importancia para la resolucién de un hecho
delictivo, como lo son otros tipos de fluidos biolégicos como esperma, saliva sudor, etc.; y los
cuales no se tomaran en cuenta en el presente estudio.

La ciencia ha adquirido un gran auge, no solo en el drea de la medicina, computacién, etc.;
sino que también en el 4rea legal y es aqui en donde el Quimico Farmacéutico-Biol6gico
desempefia un papel muy importante, al conocer y desarrollar técnicas tutiles para la
resolucién de un delito; sin restarle importancia a otras profesiones (computaciéon, medicina,
fisica, psicologia, etc.) u/y oficios (albatiileria, carpinteria, alfareria, etc.) que contribuyen en
conjunto al mismo objetivo: la imparticién de justicia.



2. RESUMEN

La presente tesis nos muestra una pequefia parte de la Quimica Legal o Forense, en ella se
tom6 como objeto de estudio a la sangre, en especial la determinacién de los grupos
sanguineos en manchas de sangre, sin embargo la sangre constituye una parte muy
importante en la resolucién de delitos dentro de la sociedad, ya que a través de ella se puede
identificar a un individuo ya sea por sistema de grupos sanguineos o por huellas genéticas
(ADN) y relacionarlo con el hecho delictivo, esto es: si estuvo presente en el lugar de los
hechos, si es sangre de la victima o del victimario, si realmente se trata de sangre humana, si
es del mismo grupo sanguineo, etc.; ya que de ello depende la resolucién del hecho y hallar a
la persona responsable del delito.

La Quimica Legal va a proporcionar herramientas justificables en la aclaracién de un delito;
sin embargo para realizar dicha ayuda la Quimica Legal se vale de métodos de laboratorio
que nos ofrecen de forma veraz resultados que pueden ayudar en la imparticiéon de justicia.
Entre los métodos mas usados para determinar los grupos sanguineos en manchas de sangre
encontramos:

e Absorcién-eluciéon
e Takayama
e Inhibicién de la aglutinacién.

Para poder realizar la presente tesis se necesito de revisiones bibliograficas, hemerograficas,
articulos de revistas en formato electrénico, etc.

El estudio de la determinacién sanguinea dentro del &mbito legal no es menos importante que
el estudio del ADN, en la actualidad el ambito genético ha cobrado un gran auge y sin
embargo por si s6lo no puede usarse en la solucién de un delito, ya que se debe de apoyar
con otros estudios como lo son los grupos sanguineos; estos a su vez también son usados en
estudios de paternidad, asi como también en delitos sexuales y ademés de ser determinado en
sangre también se pueden ser identificados en muestras de cabellos, semen y otros fluidos
biolégicos.



3. INTRODUCCION

Las manchas encontradas en el lugar de los hechos delictivos se han constituido como
elemento esencial en la resolucién de investigaciones judiciales. Establecer su origen y grupo
sanguineo aporta informacion util en el proceso de inclusién o exclusiéon de sospechosos o
victimas.

El pais conoce, dada la dura experiencia a la que se ha visto expuesto por la violencia comtn,
las desapariciones, secuestros, homicidios, desastres masivos, etc., el problema fundamental
que implica la necesidad de identificar a las victimas y/o agresores.

Este proceso es de enorme importancia, desde el punto de vista de la justicia, y de la paz
social y familiar, entendida esta dltima como el sosiego y la tranquilidad que se da a los
allegados cuando cesa su incertidumbre, al lograrse la identificaciéon de un familiar.

En tal sentido, la identificaciéon por métodos cientificos ha tomado una increible fuerza en
nuestra nacioén, entre los que destacan: caracteristicas antropométricas, sefiales particulares,
hallazgos clinicos y radiolégicos coincidenciales, cotejo dactiloscopico, huella genética, etc.

Esta tecnologia, herramienta de gran especificidad y utilidad, tiene también un alto costo, por
lo cual es imprescindible comprender que su empleo estd sujeto a la obtencién de recursos
financieros, siempre escasos, ademas de la necesidad de tener evidencias de referencia contra
los cuales se puedan comparar los hallazgos. La anterior afirmacion se hace necesaria frente al
riesgo de que el modernismo tecnolégico desplace lo sustantivo y se dejen a un lado métodos
mas sencillos, menos onerosos, mas disponibles, pero no menos tiles.

En el 4rea criminalistica se investiga si un vestigio biologico (sangre, semen, pelos, saliva, etc.)
recuperado del lugar de los hechos delictivos pudo haberse originado en un individuo
relacionado con los hechos, ya sea el (los) sospechoso(s) o la victima.

En épocas pretéritas, mds no tan lejanas como pudiera suponerse, la policia se afanaba por
descubrir instintivamente al delincuente y, si acaso, apenas concedia alguna importancia al
examen del escenario del crimen.

En la actualidad, por el contrario, la policia aplica un criterio técnico-cientifico, o sea, que a la
intencién empirica y a la percepcion sensible, es decir, al mero instinto, antepone el
conocimiento cientifico y la comprobaciéon experimental del fenémeno delictivo, esto es, el
analisis riguroso y sistematico.

Como resultado de los avances de la ciencia, la investigacion de los delitos ha dejado muy
atrés las rutinas barbaras y los métodos sangrientos, para conformar un sistema racional, una
disciplina especializada provista de un marco tedrico sustentado en la experiencia y la
reflexion. Bajo el impulso del movimiento cientifico moderno, esta actividad, odiada
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antiguamente por sus rudimentarios y muchas veces crueles procedimientos, adquirié6 un
cardcter muy distinto con el auxilio de las ciencias naturales, transformandose en policia
cientifica, también denominada criminalistica. Con otras palabras, si en el pasado la antesala
de la justicia no era mds que los cuartos de tortura, hoy en dia dicha antesala se encuentra en
los laboratorios de criminalistica, donde prevalecen la ciencia y la técnica 2.

En los delitos violentos, la sangre siempre maécula el lugar de los hechos. Su examen
adecuado en las pruebas orientativas y las realizadas en el laboratorio, permite tanto el
esclarecimiento como la comprobacion del ilicito perpetrado.

Esta plenamente demostrado que la justicia humana no puede administrarse con equidad y
certeza sin las aportaciones de la ciencia. Y se asesora del experto en criminalistica de campo
para que examine el lugar, mas o menos ensangrentado, fotografie las manchas de sangre e
informe que paso. Es decir, interesa su concurso técnico para reconstruir el crimen por medio
de las imagenes sangrientas existentes en la escena del delito, o sea, para efectuar un examen
hematolégico preliminar, el cual constituye el primer paso en la investigacion.

En el sitio de una tragedia, donde se ha ejercido la violencia, es posible hallar multiples y
diversos indicios, pero nunca faltara el liquido purpurino manado de las heridas causadas
con el objeto o arma que utiliz6 el victimario. Ahora bien, de todas las manchas, las de sangre
son las mas importantes y significativas, las mas ricas en detalles y las més trascendentales
desde el punto de vista forense.

El estudio de los rastros de sangre abarca dos momentos, a saber: el quimico (reacciones de
probabilidad, de certeza, etcétera) que se lleva a cabo en el laboratorio, fundamentalmente; y
el reconstructivo, que se cumple en el escenario del delito, como signo del crimen, como
indicio del violento hecho perpetrado. En efecto, por esas trazas e impresiones sangrientas, se
reconstruye el crimen y, a veces, es posible llegar hasta el conocimiento del mecanismo del
delito. Esta fase del examen e interpretacion de las manchas y rastros de sangre en el lugar de
los hechos, es la exploraciéon preliminar, la cual constituye la primera parte del problema
criminalistico a resolver. Después de esta fase, denominada hematoscépica, se procede a su
levantamiento, a fin de ser transportadas y examinadas en el laboratorio.

Precisamente, es aqui, en el laboratorio, donde la sangre va a ser analizada, sometida a los
métodos bioquimicos de rigor, los métodos experimentales pertinentes, es decir, donde se
presenta cual un elemento basico de identificacion, pues sélo alli puede determinarse si es o
no humana, asi como su procedencia e individualizacion?2.

A lo largo del descubrimiento de rastros de sangre en el lugar de los hechos delictivos o en
cualquier lugar, se ha marcado una diferencia. Ya que es de optima ayuda tanto a
investigadores como a laboratoristas clinicos.

Pero hay situaciones que pueden dejar en duda al investigador, es entonces que necesitara
de ayuda profesional, esto es:



» ¢ Las manchas son de sangre humana?

Establecido lo anterior, o sea que las manchas recogidas y analizadas si son de sangre,
nos queda por resolver el anterior interrogante, que no es menos importante que el
primero, puesto que una persona puede ser facilmente acusada de homicidio, si luego
de establecer varios indicios en su contra, se encuentra que también presenta manchas
de sangre reciente y que, segin afirma dicha persona, son de un animal poco antes
sacrificado; esto se resolverd, sin lugar a dudas, en el laboratorio, mediante los
procedimientos aplicados por un técnico en la materia®®. Ya en el afio 1250 a.C., se
describe en el manual chino Hsi Yuan Lu un método para detectar manchas de sangre
en un cuchillo, calentdndolo y tratdndolo con vinagre. La hemoglobina reacciona con el
acido acético formando cristales de hematina que aparecen como una mancha de color
marrén. Tanto esta técnica como el método de Kastle-Meyer con fenolftaleina pueden
ser realizadas facilmente en el laboratorio. El andlisis microscépico y el empleo de
antisueros especificos en el laboratorio permiten determinar si los restos de sangre
encontrados en la escena de un crimen pertenecen a la especie humana o no.

» ¢De qué parte del cuerpo proviene la sangre?

Es otra pregunta que puede encerrar una solucién bésica", ya que en determinados
casos el sospechoso puede alegar que las manchas que presenta son de sangre, pero
que ella proviene de su propia nariz, lo cual se puede comprobar, mediante un andlisis
microscépico es posible descubrir particulas (por ejemplo, moco o pelos) que indican
que de alli procede. También se puede establecer si es producto de la menstruacion,
posiblemente al descubrirse células epiteliales, y si es de estupro, debe contener
residuos de semen y vellos de las partes genitales. Si en los anélisis pertinentes no se
descubre nada de lo anterior, ello no prueba que el sospechoso mienta, pero si tales
residuos aparecen, es muy probable que dicha sangre si proceda de donde él afirma3.

> ¢ De qué persona procede la sangre?

Este interrogante es quiza de mayor trascendencia que todos los anteriores, ya que por
medio de los andlisis adecuados podremos establecer con certeza por lo menos una
prueba de descarte, esto es: si los andlisis nos dicen que la sangre recogida es del
sospechoso o el caso contrario, o sea, si dicha sangre si es del sospechoso, nos permitira
en muchos casos dejar claro un punto bésico de la investigacion.

» Edad de las manchas.

Establecer el tiempo que lleva una mancha de sangre es muy dificil y se hace cada vez
maés a medida que va envejeciendo la misma; lo anterior se debe a que la sangre es un
cuerpo organico y, por lo tanto, sometida a las leyes generales de la putrefaccion y
estas no son fijas e inmutables, puesto que estdn sujetas a los cambios ambientales. Es
asi como la humedad, la luz, el aire, etc. Cambian sus condiciones y modifican el
proceso de envejecimiento. Fuera de las condiciones ambientales, tenemos otras que se
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refieren a la calidad y naturaleza del soporte, puesto que también este influye para la
conservacion o mas rapido envejecimiento de las manchas. Entre los tltimos se cuenta
el estafio, el cing, y la seda; por el contrario, en la lana se conservan mas tiempo en su
estado normal 0.

Se inici6 a principios de siglo un método para identificar sangre esto fue posible cuando Padul
Uhlenhuth, ayudante del Instituto de Higiene de la Universidad de Greifswald, en Alemania,
escribié6 un ensayo cientifico titulado "Un método para el estudio de diferentes tipos de
sangre, en particular para el diagnéstico diferencial de sangre humana", donde escribio:
“Tomando sangre de los seres humanos, caballos y ganado, y disolviéndola después en una
solucion fisiologica (NaClso) y secdndola en un recipiente durante cuatro semanas, he
logrado identificar la sangre humana rdpidamente utilizando mi suero". Hasta entonces era
imposible saber si una mancha seca era sangre, o si una mancha visible de sangre en la ropa o
manos de alguien provenia de la victima de un ataque, asesinato o violacién, o simplemente
de una gallina muerta.

Desde 1890, cuando Emil Von Behring descubri6 el principio de las antitoxinas, los cientificos
de toda Europa habifan buscado maneras de proteger a la gente y el ganado de diversas
enfermedades. Von Behring, descubri6 que cuando se inocula a una vaca con una pequena
cantidad de la toxina de la difteria, el suero formaba antitoxinas defensoras. Estudios
posteriores demostraron que la sangre formaba defensas en contra de todo tipo de proteinas
provenientes del exterior, incluyendo la leche y la sangre de otros animales. Cuando la sangre
posefa proteinas extrafas, el suero se oscurecia, en tanto que si se combinaba con sangre de su
propia especie, permanecia claro. El suero funcionaba no sélo con sangre fresca, sino también
con manchas de sangre antiguas, y obviamente secas.

Pero el saber que la sangre de una mancha es sangre humana, no es de gran ayuda para la
policia y los expertos forenses. Todavia queda un largo camino que recorrer para
individualizar dicha mancha. A lo largo del tiempo, los cientificos han establecido varios
indicadores genéticos para lograr esto33.

Dichos indicadores podemos encontrarlos dentro de los Criterios Convencionales de
Identificacién Humana:

e Identificacién de personas vivas.
e Identificacion de cadéaveres.

e La identificacion de individuos por técnicas bioquimicas que evaltan el
fenotipo:

a) Grupos sanguineos.

b) Proteinas plasmaticas.



c) Enzimas eritrocitarias.
d) Antigenos de histocompatibilidad (HLA). ADN.

Al llevar a cabo cada una de estas pruebas de indicadores genéticos en las muestras tomadas
en el lugar de los hechos y en muestras tomadas de personas sospechosas, se va reduciendo
el namero de iguales posibles, ya que si un individuo no posee ninguno de los tipos, ello
indica que no es el productor de la muestra del lugar de los hechos delictivos.



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

e Conocer los métodos mas usados en el ambito forense, para la determinaciéon de
grupos sanguineos, a partir de manchas de sangre.

OBJETIVO ESPECIFICOS:

e Adquirir conocimientos acerca de pruebas relacionadas con la determinacion del
grupo sanguineo dentro de la Quimica Legal.

e Conocer los métodos de orientacién y de confirmacion utilizados para muestras
sanguineas.

e Evaluar el impacto en la procuraciéon de justicia del estudio forense de los grupos
sanguineos.

e Promover el desarrollo cientifico y académico de la Quimica Legal y/o Forense con el
fin de colaborar con una mejor administracién de la Justicia.



5. TIPO DE ESTUDIO

El estudio realizado es de tipo teérico monografico, se revisaron técnicas utilizadas con
mayor frecuencia en los laboratorios quimicos forenses o legales.

Como se menciona en la metodologia se llev6 a cabo la revisién bibliografica, hemerograficas
y electrénica, en la recopilaciéon de informacién acerca del tema, implicando la revisién de
articulos de revista en formato electrénico, libros, revistas, manuales, enciclopedias y
obviamente acudiendo a bibliotecas, hemerotecas, institutos, universidades, etc.

Se revisaron sitios web que presentaban informacion acerca del tema y se comparé dicha
informacién con la obtenida de fuentes escritas e impresas, ya que este tipo de informacién
suele contener errores.

Cabe sefalar que en la basqueda de la informacién se encontré6 muy poca acerca del tema
estudiado, sin embargo fue suficiente para la realizacién de la tesis, sin embargo se compil6 la
informaciéon necesaria para leerla y posteriormente realizar la eleccién, justificaciéon y
delimitacion del tema.
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6. METODOLOGIA

Se acudif a:
Bibliotecas
Hemerotecas
Sitios web
Institutos
Etc.

Se acudié a:
Bibliotecas
Hemerotecas
Sitios web
Institutos
Etc.

Eleccién y delimitacién del tema

Busqueda de informacion. ]

Revisidn de la informacion bibliogréfica. ]

N

Elaboracion del anteproyecto de tesis.

-

Revision y correccion del anteproyecto

28 Busqueda de informacion.
Ampliacion de la informacion.

[ Elaboracién de la tesis ]

[ Revision y correccion de tesis ]

( Informe final terminado >

11




7. RESULTADOS.

7.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Ya en el afio 1250 a.C., se describe en el manual chino Hsi Yuan Lu un método para detectar
manchas de sangre en un cuchillo, calentdndolo y tratindolo con vinagre. La hemoglobina
reacciona con el acido acético formando cristales de hematina que aparecen como una
mancha de color marrén. Tanto esta técnica como el método de Kastle-Meyer con
fenolftaleina pueden ser realizadas facilmente en el laboratorio %.

Antes del siglo XVII, el delincuente cuyas ropas se habian manchado de sangre de la victima
a consecuencia de la comisioén del ilicito, casi siempre escapaba a la accion de la justicia, en
virtud de que en esa época no se contaba con técnicas que pudieran identificar la sangre. Por
otro lado, en la actitud de la defensa, el delincuente 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 aseveraciones, los
criminalistas se quedaban con los brazos cruzados, pues no existian técnicas confiables que
dilucidaran tales cuestiones.

A la resoluciéon del problema antes planteado, mucho ayudé el descubrimiento de los
globulos rojos por Leeuwenhoek en 1673 y su mas precisa descripciéon en 1773 por W.
Hewson descubridor por otra parte del linfocito uno de los elementos figurados de las sangre.
Tan importante aportacién al campo de las ciencias fue utilizada por los médicos forenses de
antafio, quienes a la vez fungian como criminalistas, para comprobar la presencia de estos
corpusculos sanguineos en la mancha cuestionada. En caso afirmativo, no quedaba duda
alguna de que la mancha era efectivamente sangre. Posteriormente fueron precisadas la
forma y el tamafio de los glébulos rojos humanos, permitiendo a los investigadores con esta
nueva aportaciéon que la mancha cuestionada ademads de ser sangre pertenecia a la especie
humana.

La objecién que se le hizo a esta novedosa técnica consistié en que la comprobacién de las
células sanguineas no se conseguia tan facilmente tanto en manchas antiguas como en
recientes, tal hecho trajo como consecuencia su empleo restringido.

En 1853, Teichmann descubri6 que la hemoglobina podia descomponerse por distintos
métodos en sus constituyentes. Pigmento y proteina. tan ilustre investigador fue el primero
en observar al microscopio esta escisién, al someter la sangre en la acciéon del acido acético
glacial y el cloruro de sodio, produciéndose cristales de clorhidrato de hematina,
denominados “cristales de Teichmann” en honor a su descubridor.

La comprobacién cientifica de que los cristales de Teichmann eran absolutamente
caracteristicos de la sangre, y que, por otra parte, se podian obtener con minimas cantidades
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de esta, trajo como consecuencia que los criminalistas de la época aplicaran de inmediato
dicha técnica para descubrir si una mancha era o no de sangre.

Strzyzowski hizo una variacion a la técnica de Teichmann reemplazando el cloruro sédico
por el yoduro sédico, y como resultado obtuvo cristales de iodohemina?.

En 1856 los alemanes Kirshhoff y Bunsen descubrieron el andlisis espectral. Tres afios después
Hoppe Seyler, ayudante de Virchow en la universidad de Berlin en 1859 llam¢6 la atencién
sobre el hecho de la materia colorante de la sangre absorbe un modo particular ciertos rayos
del espectro. A partir de ese momento, se obtuvo en la técnica mencionada un excelente
procedimiento para reconocer la sangre en los casos forenses.

Actualmente sabemos que la hemoglobina y la mayor parte de sus derivados poseen la
propiedad de absorber los rayos luminosos de ciertas partes del espectro. De igual manera se
conoce que el namero, la situacioén, es decir, longitud de onda, y la intensidad de las bandas
de absorcion, caracterizan a cada sustancia.

Ahora bien, en el caso del examen criminalistico que las manchas de sangre, la basqueda de
hemocromégenos es preferida para la prueba espectroscopica, a causa de la rapidez de la
preparacion y sobre todo por la intensidad y limpieza de las dos bandas de absorcién.

En 1861 en Groninga, el holandés Van Deen, observa que la hemoglobina no solo daba color a
la sangre sino que principalmente poseia la cualidad de asimilar oxigeno al circular por los
pulmones y llevarla a todo el torrente sanguineo; por lo tanto, la hemoglobina estaba en
condiciones de absorber oxigeno, pero también de liberarlo; Van Deen, al realizar
experiencias, nota que los extractos alcohélicos de plantas de guayaco se tefiian de azul al
ponerlos en contacto con sangre y trementina el tinte azul se debia al oxigeno y no se
producia en ausencia de sangre, de donde infiri6 Van Deen que la hemoglobina de la sangre
liberaba oxigeno de la trementina y lo pasaba al guayaco.

El aleman Schonbein, en el afio 1863 descubre otra prueba similar al observar que la
hemoglobina tenia un fermento mediante el cual el peréxido de hidrogeno producia espuma
blanca (catalasas que hidrolizan el agua oxigenada, liberando oxigeno y agua); més tarde
comproboé también que esta reaccion no solo se obtenia con la sangre sino también con otros
oxidantes.

El hecho de existir en la sangre corptsculos rojos y blancos, dio la oportunidad de comprobar
su presencia al microscopio. Desafortunadamente, esto no es posible en manchas de sangre
seca y ademds muchos animales también los poseen; por ello desde 1859 este método se uni6
al andlisis espectral descubierto por Kirshhoff y Bunsen, quienes desde 1861 utilizaron los
espectros de absorcion para detectar las bandas de absorcién de la hemoglobina. Roberto
Magnanini, en 1898 sefiala que al tratar la sangre humana con hidréxido de potasio se
formaba hematina la que poseia un espectro diferente %.
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El cambio se producia a diferentes velocidades segtin se tratara de sangre humana o animal;
con sangre humana lo obtenia en dos minutos, con la sangre de perro en seis, con la de
caballo en tres, etc. El método tenia el inconveniente de ser ttil solamente en sangre fresca.

Por lo antes expuesto estd claro que a fines del siglo XIX la criminalistica tan solo podia
asegurar si una mancha era o no de sangre aplicando fundamentalmente las siguientes
técnicas: visualizacién microscépica de glébulos rojos, formacién de “cristales de Teichmann”
y andlisis espectral. Esto quiere decir que quedaban las siguientes interrogantes por resolver:
¢La sangre es humana? y ;a qué individuo pertenecen?.

En 1896, Jules Jean Baptiste Vincent Bordet, discipulo de Mechnikov, demostré que cuando
un anticuerpo reacciona con un antigeno el complemento acttia en el proceso llamado fijacién
del complemento.

En 1900, Karl Landesteiner, biélogo austriaco, realizé la primera observacion de aglutinaciéon
de los eritrocitos humanos por el suero humano, lo que condujo al genial descubrimiento de
los grupos sanguineos A, B, y O. En 1927 descubri6 junto con Levine los factores M, N y P.
posteriormente, en 1937, junto con Winer, descubri6 los factores Rh.

Los descubrimientos del austriaco han tenido importante aplicaciéon en el campo de la
criminalistica, pues si bien es cierto que no permiten un diagnostico, en algunos casos es
posible eliminar a determinadas personas involucradas en ilicitos penales.

En 1899, Paul Uhlenhuth, quien por cierto no era médico forense, discipulo de Koch y
Federico Loeffer, mientras buscaba un suero contra la fiebre aftosa, se encontré en un terreno
cientifico del que saldria su propio descubrimiento, dicho campo era el estudio de sueros y su
btsqueda le permitié observar que la sangre tenia una misteriosa capacidad para defenderse
de los cuerpos extrafios y para hacerlos inofensivos mediante su reaccién?®. El hecho de que el
tejido hematico poseia la cualidad de producir anticuerpos especificos contra cualquier tipo
de albumina extrafia, ejercié sobre el investigador que nos ocupa particular atraccién y
public6 el 7 de febrero de 1901 el trabajo titulado: “Método para la diferenciacién de los
distintos tipos de sangre especialmente para la verificacién diagnostico diferencial de la
sangre humana”. Al procedimiento de Uhlenhuth para identificar la especie animal de la cual
procede la sangre se le denomino: “prueba de las precipitinas”.

En 1900, Uhlenhuth descubre que inyectando suero de diferentes animales o conejos, obtenia
del conejo asi tratado, un suero que precipitaba, pero solamente con la sangre del animal cuyo
suero se habia inyectado al conejo.

De esta manera, si se inyectaba sangre humana a los conejos, al cabo de 4 semanas se obtenia

un suero que precipitaba solamente con sangre humana. Uhlenhuth da a esta prueba el
nombre de “prueba de las precipitinas”.
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En el afio de 1904, Adler reporta su estudio sobre el empleo de la prueba de bencidina para la
identificacion de sangre, método que actualmente aun es utilizado por muchos investigadores
forenses como prueba de orientacion.

En el afio de 1907, Lecha Marzo efecttia también importantes investigaciones para identificar
sangre. Después de los estudios realizados por Teichmann, Takayama publica en 1912 su
trabajo que consistia en un nuevo procedimiento para detectar sangre por medio de los
cristales de piridina hemocromégeno.

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

En 1960, Kind introduce el método de absorcién-eluciéon que viene a abolir el tradicional de
absorciéon-inhibicién para determinaciones de los grupos A, B, O; Nichols y Pereyra en 1962,
reportan su uso tanto para el sistema A, B, O, como para la deteccion del sistema Rh %7.

Carracedo enumer6 los hitos principales en el perfeccionamiento de las técnicas para
determinar la identidad biolégica. Los métodos iniciales (de las primeras décadas del siglo
XX) consideraban los grupos sanguineos ABO (antigenos tipo A 6 B). En 1940 se descubri6 el
sistema Rh que luego permiti¢ describir nuevos subgrupos sanguineos. "De todos modos, lo
tnico que se podia saber con certeza era si el padre presunto no era el padre biol6gico. No se
podia determinar la inclusiéon", comentd el especialista. Mas tarde se descubrieron los
antigenos de histocompatibilidad, el HLA (Human Leukocyte Antigen), pero no se podia
aplicar con material deteriorado. Hoy, este método se emplea en trasplantes de 6érganos.

De forma breve se han relatado los antecedentes que tienen los métodos cientificos que ahora

se utilizan en el laboratorio de quimica forense, en especial los de inmunohematologia
forense.
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7.2 La sangre

Figura 1. Eritrocitos o glébulos rojos.
7.2.1. Introduccion

La sangre estd compuesta por muchos tipos de corpusculos; estos elementos constituyen
alrededor de un 45% de la sangre, lo que se conoce con el nombre de hematocrito. El otro 55%
es plasma, un fluido amarillento que conforma el medio liquido de la sangre, compuesto por
agua y sales. El pH normal de la sangre arterial humana es aproximadamente de 7.40. La
sangre constituye alrededor del 7 al 8% del peso del cuerpo humano promedio vy, por lo
tanto, un adulto tiene un volumen de sangre de aproximadamente cinco litros, de los cuales
2.7 a 3 litros es plasma. La sumatoria de las superficies de todos los eritrocitos en la anatomia
humana seria alrededor de 2000 veces mayor que la superficie exterior del cuerpo humano.

Los globulos rojos se conocen también como hematies y se forman en la médula 6sea roja. Los
globulos blancos pueden ser polimorfonucleares (eosinéfilos, basoéfilos y neutréfilos) o
mononucleares como los monocitos y los linfocitos (T, B); también se originan en la médula
Osea roja. Las plaquetas (trombocitos) son células anucleadas que sirven para taponar las
lesiones que pudieran afectar a los vasos sanguineos y se forman en la médula 6sea a partir
de la fragmentacién de una célula gigante llamada megacariocito 1.

La sangre es un tejido fluido de un color rojo caracteristico por la presencia del pigmento
hemoglobinico contenido en los eritrocitos. La sangre es considerada un tipo de tejido
conectivo especializado, con una matriz coloidal de consistencia liquida y constitucién
compleja. Presenta una fase sélida, integrada por los elementos formes, que comprende a los
globulos blancos, los glébulos rojos y las plaquetas; y una fase liquida, o fraccién acelular
(matriz), representada por el plasma sanguineo 3.

La sangre es un tejido que circula a través del cuerpo. Es la encargada de transportar el
oxigeno a todo el organismo y de recoger el biéxido de carbono producido por los tejidos,
para transportarlo al pulmoén y ahi cambiarlo nuevamente por oxigeno.

La sangre funciona principalmente como medio logistico de distribucién e integracion
sistémica, cuya contencion en los vasos sanguineos (espacio vascular) admite su distribuciéon
(circulacién sanguinea) hacia casi todo el cuerpo.
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En los humanos y otras especies que utilizan la hemoglobina, la sangre arterial y oxigenada
es de un color rojo brillante, mientras que la sangre venosa y parcialmente desoxigenada
toma un color rojo oscuro y opaco. Sin embargo, debido a un efecto 6ptico causado por la
forma en que la luz penetra a través de la piel, las venas se ven de un color azul 38.

Figura 2. Tubo con muestra de sangre 21.

Como tejido, la sangre se compone de células y componentes extracelulares (su matriz
extracelular), estas dos fracciones tisulares vienen representadas por:

1. Particulas solidas, aproximadamente en un 45-50 %. Tal magnitud porcentual se
conoce con el nombre de hematocrito (fraccion "celular"), adscribible casi en totalidad a
la masa eritrocitaria. También llamados elementos formes, son elementos semisolidos
y particulados (corptisculos) son variados en tamafio, estructura y funcidn,
representados por células y componentes derivados de células;

a. Las células sanguineas, que son los globulos blancos o leucocitos, células que
"estan de paso" por la sangre para cumplir su funcién en otros tejidos;

b. Los derivados celulares, que no son células estrictamente sino fragmentos
celulares, estan representados por los eritrocitos y las plaquetas, siendo los tinicos
componentes sanguineos que cumplen sus funciones estrictamente dentro del
espacio vascular.

2. Plasma sanguineo, aproximadamente en un 50-55% de la sangre; es un fluido

transltcido y amarillento que representa la matriz extracelular liquida en la que estan
suspendidos los elementos formes 21.
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7.2.1. COMPONENTES SANGUINEOS:

Figura 3. Indicio sanguineo 21.

1. Particulas sélidas, elementos figurados o elementos formes
a) Globulos rojos o Eritrocito

Los globulos rojos, hematies o eritrocitos constituyen el 96%. En los mamiferos, estos
corpusculos carecen de ntcleo y organulos, por lo cual no son células estrictamente hablando.
Contienen la hemoglobina de la sangre y son los encargados de distribuir el oxigeno.

En los glébulos rojos estan las proteinas que definen a los distintos grupos sanguineos. Su
valor normal estd entre 4 300 000 y 5 900 000 por mm?.

Los eritrocitos tienen una forma oval, aplanada, con una depresién en el centro (esta forma
facilita el intercambio de oxigeno con el medio que los rodea). Carecen de ntcleo, porque
cuando un glébulo rojo madura, expulsa su ntcleo en la médula 6sea antes de entrar en el
torrente sanguineo (esto no ocurre en aves, anfibios y ciertos animales).

Los eritrocitos en humanos adultos se forman en la médula 6sea. Sin embargo, los hematies
de los animales se forman en el interior de los tejidos vasculares.

Se encargan de transportar oxigeno desde los pulmones al resto del cuerpo mediante la
hemoglobina 2.

La hemoglobina (Hb) es una heteroproteina de la sangre, de peso molecular 68 000 (68 kD),
de color rojo caracteristico, que transporta el oxigeno desde los 6rganos respiratorios hasta los
tejidos, en mamiferos, oviparos y otros animales.

La forman cuatro cadenas polipeptidicas (globinas) a cada una de las cuales se une un grupo
hemo, cuyo d&tomo de hierro es capaz de unirse de forma reversible al oxigeno. Sus valores de
referencia son:

v" Para Hombres: 16,0 + 2.0.
v' Para Mujeres: 14.0 + 2.0

v" Los niveles normales de hemoglobina estan entre los 12.5 y 17 gramos por litro y es

proporcional al nimero de hematies.
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Constituye el 90% de los eritrocitos y es la que les proporciona su color caracteristico rojo,
aunque esto s6lo se da cuando el glébulo rojo esta cargado de oxigeno. Cuando un eritrocito
esté cargado de diéxido de carbono, sera azul. Tras una vida media de 120 dias, los glébulos
rojos son destruidos y extraidos de la sangre por el bazo, el higado y la médula, donde la
hemoglobina se desintegra. Sin embargo, el hierro es reutilizado para formar nueva
hemoglobina 21.

El grupo hemo se forma por:

1. Unién de la Succinil CoA (formado en ciclo de Krebs o ciclo del acido citrico) a un
aminodcido glicina formando un grupo pirrol.

2. Cuatro grupos pirrol se unen formando la Protoporfirina IX.

3. La protoporfirina IX se une a una molécula de hierro ferroso (Fe?*) formando el grupo
hemo 0.

4. La hemoglobina encerrada exclusivamente en los glébulos rojos es una proteina que
contiene el grupo “hemo” (formado por moléculas de hierro que enlazan el oxigeno en
los pulmones o en los bronquios y la liberan por el resto del cuerpo). También
transporta productos residuales como el diéxido de carbono, la mayoria del cual se
encuentra disuelto en el plasma sanguineo 21.

HOOC

COOH

Figura 4 y 5. Grupo hemo, a la izquierda, y cadena de hemoglobina a la derecha 0.

Grupo Hemo

Cuando la hemoglobina estd unida al oxigeno, se denomina oxihemoglobina o hemoglobina
oxigenada, dando el aspecto rojo o escarlata intenso caracteristico de la sangre arterial.
Cuando pierde el oxigeno, se denomina hemoglobina reducida, y presenta el color rojo
oscuro o pardé de la sangre venosa (se manifiesta clinicamente por cianosis) 5.

e Reaccion paso a paso:
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Hb +O, <+<—> HbO;
HbO2+ O2 «—>Hb(O2)2
Hb(O2)2 + Oz «—> HDb(O2)3

Hb(O2); + O, +— Hb(O: )

e Reaccidn total:
Hb + 40— Hb (02) 4
b) Plaquetas

Son fragmentos celulares pequefos, ovales y sin nucleo. Se producen en la médula 6sea.
Aumentan cuando se produce una hemorragia aguda, una enfermedad o en caso de patologia
de la sangre. Disminuyen en casos de infecciones muy graves, con una actividad excesiva en
el bazo (cuya funcién es ayudar en la defensa contra las infecciones).

Las plaquetas o trombocitos (1%), son las responsables de la cicatrizaciéon de las heridas
(coagulacién). Su valor normal se encuentra entre 150 000 y 450 000 por mm? (en Espafia, por
ejemplo, el valor medio es de 226 000 por microlitro con una desviacion estandar de 46 000).
Son células encargadas de cerrar los vasos sanguineos cuando se produce una herida,
formando un codgulo en el lugar de la lesién encerrando glébulos rojos en una red, lo cual
ayuda a su cicatrizacion.

En el proceso de coagulacion, las plaquetas contribuyen con tromboplastina el cual interacttia
junto con iones de calcio con la protrombina activandola a trombina. Esta a su vez activa el
fibrin6geno a fibrina la cual tiene la propiedad pegajosa de formar coagulos. Otros factores de
coagulacion intervienen en este proceso.

c) Gloébulos blancos o leucocito

Los globulos blancos o leucocitos (3%) forman parte del sistema inmunolégico; son los
encargados de destruir los agentes infecciosos. Su valor normal estd entre 3500 y 11000 por
mm?®. Tienen como funcién principal defender al organismo contra las infecciones. Segtin su
citoplasma y su ntcleo se dividen en granulocitos (neutréfilos, basoéfilos y eosinéfilos) con
nicleo redondeado y numerosos granulos en su citoplasma, formados en las células madres
de la médula 6sea, y agranulocitos, es decir, sin granulos en el citoplasma (monocitos y
linfocitos), formados también en la médula 6sea y en el timo.
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Granulocitos

e Neutrofilos: Valor normal entre 2000 y 7500 por mm?. Son los mds numerosos,
ocupando un 65% a 75% de los leucocitos. Se encargan de atacar y fagocitar sustancias
extrafias (bacterias, agentes externos, etc.) que entran en el organismo. En situaciones
de infeccién o inflamacién su nadmero aumenta en la sangre.

e Basodfilos: Segregan sustancias como la heparina, de propiedades anticoagulantes, y la
histamina que estimula el proceso de la inflamaciéon. Componen un 0.5% de los
globulos blancos.

e FEosindfilos: Aumentan en enfermedades producidas por parésitos, en las alergias y en
el asma. Son aproximadamente 2% a 5% de los leucocitos.

Agranulocitos

e Monocitos: Valor normal entre 200 y 800 por mm? (3% a 8% del total de globulos
blancos). Esta cifra se eleva casi siempre por infecciones originadas por virus o
parasitos. También en algunos tumores o leucemias. Son células con ntcleo definido y
con forma de rifién.

e Linfocitos: Valor normal entre 1000 y 4500 por mm3 (3% a 8% del total de glébulos
blancos). Aumentan sobre todo en infecciones por virus o parasitos. También en
algunos tumores o leucemias, etc.

2. Plasma sanguineo

El plasma sanguineo es esencialmente una solucién acuosa conteniendo 96% agua, 4%
proteinas y algunos rastros de otros materiales (hormonas, electrolitos, anticuerpos, etc.). El
plasma sanguineo es la porcién liquida de la sangre en la que estdn inmersos los elementos
formes. Es salado y de color amarillento. Ademds de transportar las células de la sangre,
también lleva los alimentos y las sustancias de desecho recogidas de las células. El plasma
origina el suero sanguineo cuando se coagula la sangre.

El plasma es una mezcla de proteinas, aminodacidos, glucidos, lipidos, sales, hormonas,
enzimas, anticuerpos, urea, gases en disolucién y sustancias inorganicas como sodio, potasio,
cloruro de calcio, carbonato y bicarbonato.

El agua constituye el 91% y las proteinas el 8%. Estas proteinas son: fibrégeno (para la
coagulacién), globulinas (regulan el contenido del agua en la célula, forman anticuerpos
contra enfermedades infecciosas), albiiminas (ejercen presiéon osmoética para distribuir el agua
entre el plasma y los liquidos del cuerpo) y lipoproteinas (amortiguan los cambios de pH de
la sangre y de las células y hacen que la sangre sea més viscosa que el agua). Otras proteinas
plasméticas importantes actian como transportadores hasta los tejidos de nutrientes
esenciales como el cobre, el hierro, otros metales y diversas hormonas. Los componentes del
plasma se forman en el higado (albamina y fibrégeno), las glandulas endocrinas (hormonas),
y otros en el intestino.
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Componentes del plasma sanguineo:

+ Albtmina
factores de coagulacion de la sangre
inmunoglobulinas (anticuerpos)

hormonas

= = ¥+

otras proteinas varias

% varios electrolitos (principalmente sodio, potasio y cloro)

Juntos, plasma y corptsculos forman un fluido no-newtoniano, cuyas propiedades de flujo
son adaptadas tnicamente a la arquitectura de los vasos sanguineos.
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7.2.3. CARACTERISTICAS Y FUNCIONES DE LA SANGRE

A continuacién se mencionan las principales caracteristicas de la sangre y sus funciones:

oo LH

La sangre suele tener un pH entre 7.1 y 7.4. Sus variaciones més alla de esos valores son
condiciones que deben corregirse pronto (alcalosis, cuando el pH es demasiado basico, y
acidosis, cuando el pH es demasiado acido).

+»» Elementos que transporta

También debe transportar el O; (para su consumo por las células) y el CO2 (para su
eliminacion).

El O; es transportado por la hemoglobina de los hematies y el COzen parte por los hematies y
otra parte disuelto en plasma y en forma de carbonatos. Estos carbonatos y el CO», entre
otros, contribuyen a tamponar la sangre haciendo el pH mas estable.

Las proporciones de estos gases varian de la sangre venosa a la arterial y son de 100 Hgmm
presioén parcial de Oz y 40 Hgmm de CO: en la arterial y 40 Hgmm de O2 y 46 Hgmm de CO»

en la venosa.

% Algunos valores promedio

Una persona adulta tiene alrededor de 4-5 litros de sangre, a razén de unos 65 a 71 ml de
sangre por kilogramo de peso corporal (8%).

Silenciosa pero eficientemente el plasma sanguineo hace el trabajo, proveyendo alimentaciéon
para cada célula en el cuerpo. Reparte hidratos de carbono, grasas, proteinas, minerales, sales
y vitaminas a donde se necesitan.

En un milimetro cabico, el hombre tiene unos cinco millones de glébulos rojos. Una mujer
tiene aproximadamente medio millén menos. Cada glébulo rojo es un diminuto disco
bicéncavo. No se pueden ver a simple vista, porque se requiere unos 1280 glébulos colocados
lado a lado para llenar un centimetro.

Los globulos blancos quedan eclipsados por sus compafieros rojos, en cantidad y no en
importancia, hay unos 5,000 a 10,000 en cada milimetro ctbico. Estos, a diferencia de los
globulos rojos, son capaces de movimientos independientes. Se pueden mover a donde se les
necesite, sea dentro de la corriente sanguinea o fuera de ésta. Dicho sencillamente, su tarea
crucial es la defensa contra los microorganismos que ingresan a diario al torrente vascular.

23



% Fisiologia.

La fisiologia de la sangre esté relacionada con los elementos que la componen y por los vasos
que la transportan, de tal manera que:

e Transporta el oxigeno desde los pulmones al resto del organismo, vehiculizado por la
hemoglobina contenida en los glébulos rojos.

e Transporta el anhidrido carbénico desde todas las células del cuerpo hasta los
pulmones.

e Transporta los nutrientes contenidos en el plasma sanguineo, como glucosa,
aminoécidos, lipidos y sales minerales desde el higado, procedentes del aparato
digestivo a todas las células del cuerpo.

e Transporta mensajeros quimicos, como las hormonas.
e Defiende el cuerpo de las infecciones, gracias a las células de defensa o glébulo blanco.

e Responde a las lesiones que producen inflamacién, por medio de tipos especiales de
leucocitos y otras células.

e Coagulacién de la sangre y hemostasia: Gracias a las plaquetas y a los factores de
coagulacion.

e Rechaza el trasplante de 6rganos ajenos y alergias, como respuesta del sistema
inmunitario.

e Homeostasis en el transporte del liquido extracelular, es decir en el liquido
intravascular.

0,

¢ Produccién v degradacion

Las células sanguineas son producidas en la médula Osea; este proceso es llamado
hematopoyesis. El componente proteico es producido en el higado, mientras que las
hormonas son producidas en las glandulas endocrinas y la fracciéon acuosa es mantenida por
el rifién y el tubo digestivo.

Las células sanguineas son degradadas por el bazo y las células Kupftfer en el higado. Este
altimo, también elimina las proteinas y los aminoécidos (el higado secreta muchas pequefias
proteinas en la orina). Los eritrocitos usualmente viven algo mas de 120 dias antes de que
sean sistematicamente reemplazados por nuevos eritrocitos creados en el proceso de
hematopoyesis.
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+» Transporte de oxigeno

La oxigenaciéon de la sangre es medida segtn la presion parcial del oxigeno, 98.5% del
oxigeno es combinado con la hemoglobina. Solo el 1.5% es fisicamente disuelto. La molécula
de hemoglobina es la encargada del transporte de oxigeno en los mamiferos y otras especies.

Con la excepcién de la arteria pulmonar y la arteria umbilical, y sus venas correspondientes,
las arterias transportan la sangre oxigenada desde el corazén y la entregan al cuerpo a través
de las arteriolas y los tubos capilares, donde el oxigeno es consumido; luego las venas
transportan la sangre desoxigenada de regreso al corazon.

Bajo condiciones normales, en humanos, la hemoglobina en la sangre que abandona los
pulmones esta alrededor del 96-97% saturada con oxigeno; la sangre "desoxigenada" que
retorna a los pulmones esta saturada con oxigeno en un 75% . Un feto, recibiendo oxigeno a
través de la placenta, es expuesto a una menor presion de oxigeno (alrededor del 20% del
nivel encontrado en los pulmones de un adulto), es por eso que los fetos producen otra clase
de hemoglobina con mayor afinidad al oxigeno (hemoglobina F) para poder extraer la mayor
cantidad posible de oxigeno de su escaso suministro.

0,

+» Transporte de diéxido de carbono

Cuando la sangre sistémica arterial fluye a través de los capilares, el di6xido de carbono se
dispersa de los tejidos a la sangre. Algo del diéxido de carbono es disuelto en la sangre. Algo
del di6xido de carbono reacciona con la hemoglobina para formar carboamino hemoglobina.
El resto del diéxido de carbono es convertido en bicarbonato e iones de hidrégeno. La
mayoria del diéxido de carbono es transportado a través de la sangre en forma de iones de
bicarbonato.

«» Transporte de iones de hidroégeno

Algo de la oxihemoglobina pierde oxigeno y se convierte en desoxihemoglobina. La
desoxihemoglobina tiene una mayor afinidad con H+ que la oxihemoglobina por lo cual se
asocia con la mayoria de los iones de hidrégeno.

0,

« Color

En los humanos y otras especies que utilizan la hemoglobina, la sangre oxigenada es de un
color rojo y brillante. La sangre desoxigenada es de un color rojo oscuro y opaco, que puede
ser vista durante una donacioén de sangre o cuando se toman muestra de sangre de las venas.
Sin embargo, debido a un efecto 6ptico causado por la forma en que la luz penetra a través de
la piel, las venas se ven de un color azul. Esto ha llevado a la concepcién errénea de que antes
que la sangre de las venas sea expuesta al aire es de color azul.
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«» Circulacion de la sangre

La funcién mas importante de la circulacién es el transporte de sustancias para que un
organismo realice sus actividades vitales. En los seres unicelulares, los nutrientes y el oxigeno
son obtenidos directamente del medio ambiente y penetran al interior de las células a través
del sistema membranal. En las plantas como los helechos, las gimnospermas y las
angiospermas se encuentran un conjunto de vasos a través del cual se transportan las
sustancias nutritivas 2138 43,50,
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7.3 Grupos sanguineos.

Existen unos 15 sistemas de grupos sanguineos bien establecidos, pero con frecuencia sélo se
emplean unos cuantos para analizar manchas de sangre en casos forenses (ver tabla 1). Los
grupos sanguineos son definidos por antigenos en la superficie de los glébulos rojos. Un
antigeno es una sustancia que reacciona a determinada proteina.

Tabla 1. Sistemas Antigénicos Eritrocitarios.

Sistema Antigenos Ao de descubrimiento
ABO Ai, A2, B, O 1900
MNSs M, N,S, s 1927
P P1, P2 1927
Rh D,CE, ce 1940
Lutheran Lua, Lub 1945
Kell K, k 1946
Lewis Lea, Leb 1946
Duffy Fya, Fyb 1950
Kidd Jka, Jkb 1951
Diego Dia, Dib 1954
Catwright Yt2, Ytb 1956
I I 1 1956
Xg Xg?2 1962
Dombrock Doa, Dob 1965
Colton Coa, Cob 1965

Las dos clasificaciones mds importantes para describir grupos sanguineos en humanos son
los antigenos y el factor Rh. Las transfusiones de sangre entre grupos incompatibles pueden
provocar una reacciéon inmunolégica que puede desembocar en hemolisis, anemia, fallo renal,
shock, o muerte 31.

Tal vez el sistema mas conocido de grupos sanguineos es el ABO; el cual fue el primer
sistema descrito a principios del siglo XX. Se realiza la tipificacién de sangre entera separando
el suero de la sangre entera, y sometiendo a prueba el suero con sueros anti-A y anti-B.

Las reacciones determinan si el tipo sanguineo es A, B, AB 4 O. Las pruebas de manchas de
sangre con ABO también pueden realizarse con otros métodos algunos de los cuales se han
utilizado desde la década de 1930.

En dicha década también quedo establecido que gran parte de las manchas ocasionadas por
liquidos corporales contienen sustancias solubles del grupo sanguineo ABO. Con el tiempo,
se determiné que la mayoria de la gente emite sustancias ABO en su semen, saliva y muchos
otros fluidos corporales. A estas personas se les conoce como secretores.
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Hasta el momento se conoce que en otros paises se aplican tres pruebas de grupo sanguineo:
ABO, Rhesus (Rh) y Lewis (Le) 3.

Se determina el tipo sanguineo humano por alelos co-dominantes. Un alelo es una de varias
formas distintas de informaciéon genética que estd presente en nuestro ADN en un lugar
especifico en un cromosoma especifico.

Los grupos sanguineo estan constituidos por aloantigenos presentes en la superficie de la
membrana de los eritrocitos o glébulos rojos, que se transmiten hereditariamente de padres a
hijos segtin las leyes de la genética mendeliana. Su importancia clinica se debe a sus
propiedades sensibilizantes, es decir, son capaces de provocar la formacién de anticuerpos e
inducir una reaccién inmune.

El sistema Rh fue descubierto en 1940 por Landsteiner y Wiener tras investigaciones
realizadas con el mono Rhesus. Como resultado de dichas investigaciones se pasé a
denominar Rh + (positivos) a los individuos que poseian el antigeno Rh, llamado
posteriormente antigeno D, presente en el 85% de las personas, y Rh - (negativos) aquellos
que no lo tienen. Su importancia clinica radica en la gran inmunogenicidad del antigeno D.
Ello conlleva que toda persona D -, deba recibir sangre D - (44).
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7.3.1. Sistema ABO

Una de las cosas mas ampliamente divulgadas acerca de la sangre humana es que hay varios
tipos de sangre o grupos sanguineos. Por ejemplo, la sangre del tipo (o grupo) A, o de
algunos de los otros tipos comunes, B, AB y O. Si a una persona con un tipo de sangre se le
transfunde sangre de otro tipo se puede enfermar gravemente e incluso morir. Asi es que los
hospitales tratan de hallar sangre compatible en los bancos de sangre, es decir, sangre del
mismo tipo que la del paciente. Un grupo sanguineo es una forma de agrupar ciertas
caracteristicas de la sangre que dependen de los antigenos presentes en la superficie de los
globulos rojos y en el suero de la sangre.

El sistema ABO fue el primer sistema antigénico que se describié y sigue siendo el mas
importante en la préctica transfusional. El grupo sanguineo ABO viene determinado por la
presencia o ausencia de dos antigenos diferentes, A o B, sobre la superficie del hematie y por
la presencia constante en el suero de cada individuo de anticuerpos que reaccionan con los
antigenos ausentes en sus hematies.

La importancia transfusional del sistema ABO radica en las caracteristicas de sus anticuerpos:
naturales, presentes en todos los individuos, activos a 37°C y capaces de activar el
complemento y de provocar una destruccién intravascular de los hematies, por lo que, si no
se respetan escrupulosamente las reglas de compatibilidad, pueden producirse reacciones
graves, incluso fatales.

La determinacién de los grupos ABO es fundamental en la préctica transfusional, en
medicina forense, en genética y junto con la determinacién de otros grupos sanguineos, en
antropologia y medicina legal 44. El tipo de sangre es determinado, en parte, por los antigenos
de los grupos sanguineos A, B, O presentes en los glébulos rojos.

Las personas con sangre del tipo A tienen glébulos rojos que expresan antigenos de tipo A en
su superficie y anticuerpos contra los antigenos B en el suero de su sangre. Las personas con
sangre del tipo B tienen la combinacion contraria, globulos rojos con antigenos de tipo B en su
superficie y anticuerpos contra los antigenos A en el suero de su sangre.

Los individuos con sangre del tipo O 6 0 (cero) no expresan ninguno de los dos antigenos (A
o B) en la superficie de sus glébulos rojos pero pueden fabricar anticuerpos contra ambos
tipos, mientras que las personas con tipo AB expresan ambos antigenos en su superficie y no
fabrican ninguno de los dos anticuerpos.

A causa de estas combinaciones, el tipo 0 puede ser transfundido sin ningtan problema a
cualquier persona con cualquier tipo ABO y el tipo AB puede recibir de cualquier tipo ABO. La
denominacion «O» y «cero» es confusa, y ambas estdn muy extendidas. El austriaco Karl
Lansdteiner designé los grupos sanguineos a principios del s. XX. Algunas fuentes indican
que “O” podria deberse a la preposicién Ohne, que es "sin" en aleméan (Sin antigeno). Sin
embargo alli se dice Null Blutgruppe, y casi nunca la alternativa O Blutgruppe. En aleméan «O»
se dice /o/ y 0 (cero) se dice Null. En inglés «O» se lee /ou/ y a veces el cero se lee /ou/ (por
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ejemplo en un n° de teléfono). Sistema ABO y O blood-group es de uso mayoritario en inglés.
Otros idiomas de Europa mantienen la designacién «null», en sus variantes zero,cero,nula, etc.
En Latinoamérica es mas comun «O positivo», evitando la similitud «cero positivo» con el
término «seropositivo», referido al VIH, que nada tiene que ver con los grupos sanguineos.

El motivo exacto por el que las personas nacen con anticuerpos contra un antigeno al que
nunca han sido expuestas es desconocido. Se piensa que algunos antigenos bacterianos son lo
bastante similares a estos antigenos A y B que los anticuerpos creados contra la bacteria
reaccionan con los glébulos rojos ABO-incompatibles. El cientifico austriaco Karl Landsteiner
fue premiado con el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1930 por sus trabajos en la
caracterizacion de los tipos sanguineos ABO (Anexo 1).

Girupo A Girupo B Girupo AB Grupo O
Sangre
roja célula -
™
,"--"I T I'-».-'I L
b . L oy || . L A i
’.I'Illl.':LEI'p.,S P ¥ P T
5 | bl =y | =%
Armi-B Ari-A Hinguinos Anti-A y Andi-B
Antigenos L 1];
A anligenn B antigana My _
g antigens Mo antigenos

Figura 6: Los grupos sanguineos 52.

Herencia del tipo A, B, O

Son controlados por un solo gen con tres alelos: O (SIN, por no poseer los antigenos ni del
grupo A ni del grupo B), A, B. El alelo A da tipos A, el B tipos B y el alelo i tipos O siendo A y
B alelos dominantes sobre i. Asi, las personas que heredan dos alelos ii tienen tipo O; AA o Ai
dan lugar a tipos A; y BB o Bi dan lugar a tipos B. Las personas AB tienen ambos fenotipos
debido a que la relaciéon entre los alelos A y B es de codominancia. Por tanto, es
practicamente imposible para unos progenitores AB el tener un hijo con tipo O.
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Fenotipo Bombay

Una posible explicacion a este hecho es que el hijo o los progenitores clasificados como tipo O
tengan en realidad el, muy raro, fenotipo Bombay; ambos han heredado dos alelos recesivos del
gen H, (su grupo sanguineo es On y su genotipo es "hh"), y por tanto no producen la proteina
"H" que es la precursora de los antigenos A y B. De esta forma no supone ningtin problema la
presencia de anticuerpos A o B en el suero pues los antigenos respectivos no son producidos
al no existir su precursor. Las escasas personas con este fenotipo no expresan el antigeno "H"
en sus globulos rojos y, por tanto, tampoco producen antigenos A o B. Sin embargo si
producen anticuerpos para H (que estd presente en todos las globulos rojos excepto en
aquellos con fenotipo hh) asi como para A y B y por tanto sélo son compatibles con donantes
del mismo tipo hh, es decir, las personas con el grupo sanguineo con el fenotipo Bombay
pueden ser tnicamente transfundidas con personas del mismo grupo sanguineo?®!.
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7.3.2. Genotipos

La herencia del sistema ABO es controlada de acuerdo a las Leyes de Mendel y se hace
mediante 4 genes comunes: A1, Az, B, y O y una serie de genes alelos menos frecuentes como
son Az, Ax, Am, etc.

En la gran mayoria de los casos, la herencia es directa y la combinacion de los tres alelos A, B,
y O, determinan los cuatro grupos sanguineos: A, B, ABy O 0.

Tabla 2. Antigenos y Anticuerpos del sistema ABO 0.

Grupo sanguineo Antigenos Anticuerpos Genotipo
©) H Anti-A, B 00

A A Anti-B AO-AA
B B Anti-A BO-BB
AB AyB Ninguno AB

Alelos codominantes

Se determina el tipo sanguineo humano por alelos co-dominantes. Un alelo es una de varias
formas distintas de informacién genética que estd presente en nuestro ADN en un lugar
especifico en un cromosoma especifico.

Tabla 3. Alelos diferentes por el tipo sanguineo en el ser humano 43:

Tipos Sanguineos Para sencillez se llaman

A A
IB B
i O

Cada persona tiene dos alelos del sistema ABO porque heredamos un alelo de nuestra madre
biolégica y un alelo de nuestro padre biolégico.

Una descripcion de la pareja de alelos en nuestro ADN se llama genotipo.

Porque hay tres alelos distintos, existen seis genotipos diferentes al locus genético del sistema
sanguineo humano.

Se usa un andlisis de sangre para determinar si las caracteristicas de A y/o B estan presentes
en la muestra.
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Tabla 4. Alelos diferentes por el tipo sanguineo en el ser humano 43
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7.3.3. Bioquimica de los antigenos.

Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de la bioquimica de los antigenos ABH
provienen de los estudios realizados en las sustancias A, B, y H presente en las secreciones.
La razon para ello es que estas sustancias se encuentran en muy pequefias cantidades en los
globulos rojos, en cambio su concentracién es superior en las secreciones. Las investigaciones
en estos productos establecieron, que la especificidad de estas sustancias ABH era debida a
estructuras de carbohidratos unidos a polipéptidos. La purificacion de las glicoproteinas
especificas de los grupos sanguineos demostr6 que estan formados en un 80 a 90% por
carbohidratos y 10 al 20% restante de aminoacidos (15 a.a.), los cuales estos ultimos
aparentemente no juegan ningun papel en la especificidad del grupo sanguineo de la
molécula. Cinco azilcares son comunes a estas glicoproteinas: L-fucosa, D-galactosa, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y acido sidlico. Los azticares que ocupan la posiciéon
terminal en las cadenas, se han denominado azucares inmunodominantes. La N-
acetilgalactosamina es el azticar responsable de la especificidad del grupo A, la D-galactosa
para el grupo By la L-fucosa de la sustancia H 0. La transferencia de los azticares para formar
los antigenos H, A y B, se realiza por medio de transferasas especificas. La ausencia de la
sustancia H, caracteriza al fenotipo Bombay (O»), ver figura 7.

acetilgalactosamina:

L- fucosa:
N-
acetilglucosamina: Q‘
D-galactosa:
N-
H A B

Precursora

Figura 7. Representacion esquematica de la sintesis bioquimica de los antigenos ABH.
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7.3.4. Factor Rh

Herencia del factor Rh

El factor Rh es heredado de la misma forma, con la diferencia de que hay dos alelos y el Rh es
dominante. La enfermedad del Rh es provocada por una madre Rh- que concibe un hijo Rh+.
Los anticuerpos de la sangre materna destruyen los Rh+ del bebé. Si la madre piensa tener un
segundo hijo debe aplicarse una vacuna que elimina los anti-Rh, llamada Ia
gammainmunoglobulina. Esta debe ser aplicada dentro de las 72 horas después del primer
parto, ya que si se tiene un segundo bebe con Rh+ la madre producira anti-Rh en exceso que
destruird la sangre del hijo, produciendo una enfermedad llamada Eritoblastosis fetal
(anemia severa), si el hijo nace debido a la produccién en exceso de los anti-Rh el hijo puede
morir intrauterinamente.

Los grupos sanguineos Rh tiene un interés clinico similar a los grupos ABO dada su relaciéon
con la enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) y su importancia en la transfusion.
Landsteiner y Wiener descubrieron otro grupo de antigenos que se denominaron factores
Rhesus (factores Rh), porque fueron descubiertos durante unos experimentos con monos
Rhesus. Las personas con factores Rhesus en su sangre se clasifican como Rh positivas;
mientras que aquellas sin los factores se clasifican RH negativas. Las personas Rh negativas
forman anticuerpos contra el factor Rh, si estan expuestas a sangre Rh positiva.

La presencia de anticuerpos contra los antigenos de la sangre determina las compatibilidades
e incompatibilidades de los grupos sanguineos. La transfusién de sangre entre grupos
compatibles generalmente no causa ningtn problema. La transfusién de sangre entre grupos
incompatibles origina una respuesta inmune contra las células que portan el antigeno y
produce una reaccion a la transfusion. El sistema inmune ataca las células de la sangre
donada, causando su fragmentacién (hemolizacién).

Esto puede causar serios problemas, incluyendo temperatura alta, presion arterial elevada,
taquicardia, insuficiencia renal y shock. Los antigenos también estan presentes en otros
componentes de la sangre, como los glébulos blancos, las plaquetas y las proteinas del
plasma. Estos componentes también causan un tipo de reaccién similar a la transfusién como
shock anafil4ctico grave, hipotensién, bronco espasmo, urticaria, purpura-post-transfusional,

diarrea, hepatitis. Hoy en dia, toda la sangre para transfusioén es verificada cuidadosamente
51

La informacién genética del grupo sanguineo Rh también est4 heredada de nuestros padres
pero de una manera independiente de los alelos del sistema ABO. Hay 2 alelos distintos por
el factor Rh: se llaman Rh+ y Rh-.

Una persona "Rh positiva" o "Rh+" tiene por lo menos un alelo de Rh+, pero también puede

tener dos. Su genotipo puede ser Rh+/Rh+ o Rh+/Rh-. Una persona Rh negativa o "Rh-"
tiene el genotipo de Rh-/Rh-.
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Asi como el sistema ABO, la madre y el padre biolégico donan uno de sus dos alelos Rh a su
hijo.

Una madre que es Rh- solamente puede repartir un alelo Rh- a su hijo. Un padre Rh+ puede
pasar un alelo Rh- o Rh +. Esta pareja puede tener hijos del tipo Rh+ (Rh- de la madre y Rh+
del padre) o Rh- (Rh- de la madre y del padre) .

Los genotipos posibles de un hombre con tipo sanguineo B son BB o BO y el genotipo de una
mujer del tipo AB es AB. El hijo recibirfa un alelo A o un alelo B de la madre y un alelo Bu O
del padre. Por eso, no es posible que el hijo tenga el tipo sanguineo O. Los diagramas

siguientes son cuadros de Punnet por las dos combinaciones posibles, es decir AB x BB o AB x
BO 4.

Madre Madre

| |

1%/ 1MB| 118 1% 1M1 (1518
Padre Padre

18| 1MB(1B 1B i | Thi |18

Figura 8. Cuadros de Punnet 3.
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7.3.5. Frecuencia de los tipos sanguineos.

La distribucién de los grupos sanguineos en la poblacién humana no es uniforme. El mas
comun es O+, mientras que el mas infrecuente es AB-. Ademads, hay variaciones en la

distribucién en las distintas subpoblaciones humanas 51.

Tabla 5. Distribucién porcentual por paises de los grupos sanguineos (ABO y Rh) 51,
Country O+ A+ B+ AB+ O- A- B- AB-
Argentina 53.8% 34.7% | 8.8% 2.7% 8.4% 0.44% |0.21% |0.06%
Austria 30% 33% | 12% 6% 7% 8% 3% 1%
Australia 40% 31% | 8% 2% 9% 7% 2% 1%
Bélgica 38.1% 34% | 8.5% 4.1% 7% 6% 1.5% 0.8%
Canada 39% 36% | 7.6% 2.5% 7% 7% 1.4% 0.5%
Dinamarca 35% 37% | 8% 4% 6% 7% 2% 1%
Finlandia 27% 38% | 15% 7% 4% 6% 2% 1%
Francia 36% 37% | 9% 3% 6% 7% 1% 1%
Hong Kong, | 40% 26% | 27% 7% <0.3% |<03% |<03% |<0.3%
China
Corea del Sur 27.4% 34.4% | 26.8% |11.2% |0.1% 0.1% 0.1% 0.05%
Holanda 39.5% 35% | 6.7% 2.5% 7.5% 7% 1.3% 0.5%
Polonia 31% 32% | 15% 7% 6% 6% 2% 1%
Suecia 32% 37% | 10% 5% 6% 7% 2% 1%
Reino Unido 37% 35% | 8% 3% 7% 7% 2% 1%
Estados Unidos 38% 34% | 9% 3% 7% 6% 2% 1%
Tabla 6: Frecuencia fenotipica en Poblacién blanca 33.
Antigeno Anticuerpo sérico Frecuencia fenotipica (poblacion
eritrocitario blanca)
Grupo A A Anti-B 45%
Grupo O NiA, niB Anti-A, Anti-B, Anti-A+B 1 43%
Grupo B B Anti-A 9%
GrupoAB |AyB Ninguno 3%
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7.3.6. Importancia de los grupos sanguineos dentro de la Quimica Legal.

Un ejemplo de la frecuencia en que aparecen los grupos sanguineos es el del grupo A y su
particular individualizacién dentro del ambito forense.

El reconocimiento de subgrupos débiles del grupo A reviste importancia en la practica
forense y en el estudio de la dindmica de poblaciones. El estudio de la variante Aint (subgrupo
intermedio) €5 relevante en Inmunogenética Poblacional, por su contribucién al conocimiento del
mestizaje con poblaciones negras. El sistema de grupos sanguineos ABO sigue siendo el
primero a tener en cuenta en el momento de realizar una transfusion de sangre.

Las cadenas sacaridas de glucoproteinas o de glucolipidos que lo componen estdn presentes,
salvo excepciones, en todas las membranas celulares, en particular la membrana eritrocitaria.
En la mayoria de los individuos también se encuentran en secreciones y liquidos biol6gicos.

Los antigenos A y B son productos génicos facilmente detectables y constituyen marcadores
genéticos de gran valor. Entre los individuos A, se distinguen 2 categorias: A1, definido por
un anticuerpo particular (anti-A1), y Az, que no es reconocido por este anticuerpo. Los
globulos rojos de los individuos A1 presentan aproximadamente 10°¢ sitios antigénicos por
célula; en cambio, los Az sélo poseen entre 0.2 y 0.4 x 100 sitios por glébulo.

Existen otros subgrupos A considerados débiles (A3, Ax, Aend, Am, Ael), en los que la
reactividad antigénica es inferior a la de los glébulos Az*. La distinciéon entre A1 y As
corresponde a una diferencia en el nimero y distribucion de los receptores A en la membrana
eritrocitaria y a una diferencia cualitativa de estructura.

La diferenciacion entre ambas se realiza mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales

y lectinas especificas de grupo sanguineo Dolichos biflorus (anti-A1) y Ulex europaeus (anti-H)
14

Se definen como A intermedio (Aint) aquellos hematies en los que se observan ciertos
caracteres A1 y ciertos caracteres Az. El Aint presenta una mayor frecuencia en la raza negra
que en caucasicos 2. Diferentes grupos de trabajo han utilizado diversos criterios para
clasificar el Aint. Algunos clasifican como Aint aquellas células con reacciones débiles con
Dolichos, pero con reactividad H mas fuerte que las Az, mientras que otros las clasifican por su
fuerte reactividad con Dolichos y Ulex!: 42629,

Tabla 7. Distribucion de los individuos estudiados segtn el grupo sanguineo ABO 34,

Grupo No. de muestras (n total =1 301) %
O 703 (54,04)

A 468 (35,97)

B 106 (8,15)

AB 18 A1B (1,38)
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6 AsB (0,46)

Tabla 8. Distribucion de los individuos estudiados segtn el grupo A 34.

Grupo A No. de muestras (n total = 468) %
A1 346 (73,93)

Aint 40 (8,55)

Az 82 (17,52)

La intensidad de la reaccién de aglutinacion se definié por cruces, y se transformaron luego
en un valor numérico asignado segun la convenciéon: ++++ =10, +++ =8, ++ =5+ =2y
reaccion negativa = 034.

Tabla 9. Escores cuali-cuantitativos de la reaccion de aglutinacién (media + desviacién
estandar) 34.

Sueros y lectinas

Eritrocitos anti-A anti-A1 anti-H anti-B
A 77%1 8+1 0 0

AiB 80 7+15 0 7+15
Aint 75215 lg125 5+3 0

AsB 810 0 6+17 2+0
Az 6.8+2 0 61+26 [0

La prueba serolégica de Simonin demostro la presencia de un solo anticuerpo (anti-B) en los
individuos A1 y Aint, mientras que en los individuos Az este anticuerpo estaba acompafado
en algunos casos por otro anticuerpo de especificidad anti-Ai, lo que sefiala la presencia
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irregular de este anticuerpo. - 1. 2021, Las tablas 7 y 8 presentan valores de distribuciéon
poblacional para la ciudad de Rosario, referida a los distintos grupos del sistema ABO, y la
tabla 9 los escores calculados a partir de la aglutinaciéon producida para los distintos grupos
A. La reaccién con anti-A1 decrece desde el grupo A1 hacia el Aint. La reactividad con el anti-H
se incrementa desde el Aint hacia el Az. Observamos una marcada heterogeneidad en la
expresion antigénica de los hematies Aint.!.

El reconocimiento de variantes débiles del grupo A reviste importancia en la préactica forense.
Consideramos importante sefialar el valor de este estudio en dindmica de poblaciones por su
contribucién al conocimiento del mestizaje con poblaciones negras34.
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7.4 Manchas de sangre seca

El hallazgo de sangre en manchas obtenidas en las escenas de las investigaciones forenses
juega un papel fundamental en la resolucién de los casos criminales. Ademds de la
identificacion de sangre proveniente de un ser humano se puede tipificar el grupo sanguineo
al que pertenece y posteriormente realizar andlisis de ADN 3.

Las huellas producidas por la sangre, son caracteristicas de apoyo, embarramiento, estaticas
dindmicas, escurrimiento, etc. Son las que mas frecuentemente se encuentran en delitos contra
las personas y constituyen el indicio mds constante en el crimen, debiendo observar lo
siguiente:

a) Ofrecen posibilidades de reconstrucciéon del mecanismo de los hechos.

b) Una vez manchado determinado soporte, la sangre permanece durante un tiempo
prolongado y se encuentra con maés facilidad en aquellos lugares que le ofrecen mejor
superficie para su adherencia.

c) Esas superficies pueden ser: piel, ropas, muros de tabique o madera, linéleum,
alfombras, etc.

d) Mientras que dificilmente permanecen en superficies poco adherentes, como: metales,
cristales, porcelana, superficies pulidas, enceradas o barnizadas4.

Las manchas de sangre deben buscarse sobre el cuerpo de la victima, en el presunto
victimario, en instrumentos, suelo, paredes y muebles. En armas blancas debe investigarse la
presencia de sangre en la union de la hoja con el mango, en el suelo, en las uniones de los
mosaicos, en los muebles, en la parte inferior de superficies y en los cajones.

En las personas, debe buscarse en el pelo, debajo del borde de las ufias y en los surcos
peringuinales. En las ropas, en los forros, en los bolsillos y en los zapatos, en el reborde del
cuero del montaje de la suelal.

Las manchas de sangre que se hallan en la victima suelen encontrarse en sus prendas de
vestir, sobre su cuerpo o en las cavidades naturales, independientemente del &rea de
influencia de un hecho delictivo. Por tanto, se debe buscar en torno de la victima, sobre el
camino supuesto del victimario, y en el suelo, las paredes, las placas, los vidrios, las puertas,
las escaleras, las alfombras, las entradas, etc., en forma cuidadosa para evitar que las manchas
se modifiquen estructuralmente*2.

La investigaciéon de manchas de sangre sigue ocupando un lugar preferente en Criminalistica.
Tradicionalmente, se ha venido realizando un sistema de investigacién que incluye la
realizacion de los siguientes diagndsticos 18:
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1.- Orientacion.

2.- Certeza.

3.- Especie.

4.- Individual (grupos, ADN, sexo).

5.- Otros (antigiiedad, lugar de procedencia, etc.).

Sin embargo dentro de la inmunohematologia forense encontramos los pasos anteriores para
analizar una supuesta mancha de sangre descritos de la siguiente manera:

o Diagnéstico genérico: Demuestra la naturaleza sanguinea de una mancha de
sangre.

o Diagnostico especifico: Determina el origen humano o animal de una mancha
de sangre.

o Diagnostico individual: establece el grupo sanguineo en el sistema ABO en una
mancha de sangre humana. Coteja el grupo sanguineo de muestras de sangre

enviadas por la autoridad con el grupo sanguineo del occiso, sindicado y/o
herido.

La irrupcion de la tecnologia de investigacion de ADN ha hecho que, en el momento actual, el
caudal investigador se haya centrado precisamente en este campo. Sin embargo, es la propia
progresion técnica en este campo, la que debe devolver un papel fundamental a los estudios
que traten de perfeccionar las técnicas de orientaciéon en el estudio de las manchas de
sangre®,

En efecto, desde que se introdujo la investigacion del ADN en Criminalistica hasta el
momento actual, la técnica ha ido precisando su sensibilidad. Cada vez se necesita una
cantidad menor de sangre para que, si otros factores son favorables, se pueda obtener el perfil
genético del donante de la mancha ™.

Pensemos en tres situaciones:

a.- En la primera, se remite a un laboratorio una prenda de ropa verdaderamente manchada
de sangre. El sentido cientifico del investigador, hara que centre su esfuerzo en la obtencion
de la prueba de mayor peso.

b.- En la segunda, la pieza remitida parece que estd manchada de sangre. En funcion de la
cantidad de sustrato que pueda obtenerse, con la intencién de aportar algo de prueba, el
investigador podra diversificar las técnicas. Orientacién, certeza y ADN pareceria una buena
eleccion.

c.- En la tercera situacion, la ropa remitida al laboratorio, simplemente estd manchada. La
orientacién, en estos casos, deberia ser la elecciéon del investigador. Y si los resultados son
favorables, tratar de individualizar el espécimen?.
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En las situaciones b y ¢, por tanto, se precisa un conocimiento exquisito de estas técnicas de
orientacion. Una eleccién inadecuada de la técnica a aplicar o una interpretacion errénea del
resultado, puede hacer perder un elemento de prueba que, finalmente, puede ser
trascendental 31.

Las manchas encontradas en la escena del crimen se han constituido como elemento esencial
en la resoluciéon de investigaciones judiciales. Establecer su origen y grupo sanguineo aporta
informacién ttil en el proceso de inclusién o exclusién de sospechosos o victimas 32.

El hallazgo de sangre en manchas obtenidas en las escenas de las investigaciones forenses
juega un papel fundamental en la resoluciéon de los casos criminales. Ademds de la
identificacién de sangre proveniente de un ser humano se puede tipificar el grupo sanguineo
al que pertenece y posteriormente realizar analisis de ADN 3. Entre las técnicas mas utilizadas
estan las de Luminol, Fenolftaleina y Piramidén, como indicadoras de la existencia de sangre,
Takayama para confirmar su presencia, Inhibiciéon de la Aglutinacién para comprobar si la
sangre es humana y Absorcién-Elucion para determinar el grupo ABO de la muestra 13.
Aunque son ampliamente utilizadas es importante establecer su sensibilidad y efectividad
cuando las muestras han sido sometidas a diferentes condiciones ambientales en diferentes
soportes en vista que la mayoria de casos en criminalistica presentan evidencias biolégicas de
diversos origenes 7.

Con el fin de evaluar estas técnicas y determinar la capacidad de los procedimientos para

alcanzar un resultado confiable se sometieron muestras conocidas a diferentes condiciones de
temperatura, clase de soporte, dilucién, ambiente y tiempo de exposicion32.
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7.5 Técnicas de orientacion

Entre las técnicas mds utilizadas estan las de luminol, fenolftaleina y piramidén, como
indicadoras de la existencia de sangre!d. El espectacular avance en la tecnologia de
investigacion de ADN, ha supuesto un cambio radical en el estudio de indicios
criminalisticos. Sin embargo, el éxito de la investigacion depende, en gran medida, de las
técnicas que permiten la deteccién y el estudio previo de la muestra. En diferentes estudios se
analiza la fiabilidad de estas pruebas sobre muestras contaminadas en el laboratorio con
distintos productos y utilizando diferentes reactivos de orientacién. Como consecuencia de la
contaminacion, se obtienen falsos resultados tanto positivos como negativos, comprobandose
que el reactivo mas fiable es el luminol. En una experiencia complementaria se comprueba la
eficacia del reactivo sobre muestras lavadas®.

Numerosos trabajos se han centrado en dos aspectos fundamentales: la sensibilidad de las
distintas técnicas de orientaciéon y los efectos de la mezcla de sustancias con la sangre
investigada? 31,45,

A continuacién se mencionan diferentes métodos donde se pone a prueba la sensibilidad de
las pruebas de orientacion.

METODO A:

% Reactivos: bencidina (panreac), o-tolidina (probus), fenolftaleina (panreac), perborato
de sodio (prolabo), etanol (panreac), hidréxido de potasio (panreac), polvo de zinc (lab.
d'hemio), peréxido de hidrégeno (prolabo), acido acético glacial (probus), luminol
(merk), carbonato de sodio (panreac), agua destilada

R/

» MATERIAL: Material de vidrio para medida de volimenes. Material para la
preparacion y estudio de las muestras. Material para la extracciéon de sangre, soporte
de la muestra (placas de cerdmica). Balanza analitica. Refrigerador. Camara de
observacion. Rodillete de presion.

% PROCEDIMIENTO:

L.- Pruebas de orientacion sobre muestras preparadas con sangre y sustancias contaminantes
(sin diluir):

» Preparacion de la muestra: se wutiliza sangre humana recién extraida
(conservante EDTA). Se mezcla en tubo de ensayo 1 ml de sangre con 1 ml de
sustancia contaminante. A continuacién de obtienen manchas sobre el soporte
de porcelana. Cada mancha contiene una gota de la muestra.

> Preparaciéon de muestras control: sobre los mismos soportes se forman manchas
a partir de una gota de sustancia contaminante.
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>

Reactivos: En su uso se debe tener en cuenta las normas de seguridad indicadas
para productos potencialmente peligrosos®: 4°.

A. Pruebas de orientacién con bencidina, o-tolidina y fenolftaleina:

Se realizan pruebas de control comprobando por una parte el buen estado de los
reactivos con manchas preparadas sobre papel, y de otra la reaccién negativa
del soporte utilizado para las muestras.

Se obtiene una huella de la muestra problema sobre papel de filtro humedecido
con agua destilada. La prueba se aplica sobre esta huella.

Se repite el mismo proceso con las muestras control.
B. Pruebas con luminol:

También en este caso se realizan pruebas de control, que permiten comprobar el
buen estado del reactivo, asi como la reaccién negativa del soporte utilizado.

La prueba de orientacion se aplica directamente sobre la muestra problema. Las
caracteristicas del reactivo obligan a trabajar en cAmara oscura.

Se realiza el mismo ensayo con las muestras control.

II.- Pruebas complementarias sobre muestras preparadas con sangre diluida y sustancias
contaminantes:

a.

b.

Preparaciéon de la muestra: se utiliza sangre humana recién extraida que se
diluye al 50%. Se seleccionan los contaminantes que en las pruebas descritas en
el apartado I del método, dieron negativo en el control y positivo en la prueba
de orientacion. Obviamente las muestras en las que se obtuvo negativo o falso
positivo, dardn el mismo resultado con sangre diluida. Para obtener las
manchas se sigue el mismo procedimiento descrito en el apartado I (a) del
procedimiento.

Se repite los puntos b, ¢,d y e del apartado I del procedimiento.

III.- Prueba del luminol sobre muestras sometidas a lavado:

% Se lava con agua corriente las muestras que se prepararon y estudiaron en el apartado
I, a continuacién se aplica la prueba del luminol.

En las condiciones experimentales de este estudio los resultados indicaran que es posible que
la presencia de un contaminante pueda impedir detectar la sangre presente en una muestra. Y
esto puede ocurrir incluso en muestras con alta concentracion en sangre. Todos los reactivos
de orientacién con los que se ha trabajado, excepto el luminol, daran casos de falsos
negativos. Este reactivo da resultados también positivos sobre muestras sometidas a lavado.
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Permite detectar y delimitar las zonas donde atin quedan restos de sangre que a simple vista,
no se observan®.

Otro dato ya conocido sobre el luminol es que su aplicaciéon sobre la muestra no interfiere en
las pruebas de ADN que posteriormente se realicen sobre ella 8°. Este reactivo es de uso muy
frecuente en los Estados Unidos 1%, sin embargo, curiosamente en Espafia su utilizacién es
muy restringida si no nula. Quiza a la vista de los resultados que se van obteniendo sobre su
rendimiento su uso como reactivo de orientacion deberia replantearse 4.

METODO B:

En otro estudio se evaluaron pruebas presuntivas de piramidén, luminol y fenolftaleina con
el fin de determinar su sensibilidad e interferencia frente a diferentes condiciones de soporte,
temperatura, tiempo y ambiente.

MATERIAL Y METODO:

1. Muestras, soportes y condiciones. Se procede a realizar manchas patrén con una
muestra conocida para evaluar la efectividad de los procedimientos frente a diferentes
soportes, temperaturas, tiempo, contaminantes y diluciones para analizar la sensibilidad de la
técnica. Se toma muestra de sangre por puncién venosa en tubo con anticoagulante EDTA y
posteriormente se procede a realizar manchas sobre Algodén, Tela de Algodén, Seda, Lino,
Satin, Jean delgado y Jean grueso. Se expone a una temperatura de -20°, 4°, 37° y 60° C por
periodos de tiempo de 24 horas, una semana y un mes.

2. Test de piramidén, fenolftaleina, luminol.

Pretratamiento de las muestras. En tubos de ensayo de 16 x 100 mm marcados con el nimero
de muestra se coloca un fragmento de la mancha de 0.5 x 0.5 cm y se agregé 1 ml de solucién
salina al 0.85%, dejando por el tiempo que sea necesario para separar la mancha del soporte32.

a. Test de piramidon. A tres gotas de la muestra pretratada se le adicionan 3 gotas de los
reactivos de piramidoén, acido acético y perhidrol evidenciando la reaccién por un
cambio de color. (+) = coloracién violeta, (-) = sin cambio de color (13).

b. Test de fenolftaleina y luminol. Estas técnicas se realizaron con el método descrito por
Cox, M en 1991 7 para fenolftaleina y Castello, A et al. en 2002 > para luminol.

Interferencia de sustancias similares a la sangre. Con el fin de evaluar la interferencia de
sustancias que puedan generar resultados falsos positivos en la técnica de piramidén se
hicieron manchas sobre tela de algodén de la siguientes frutas: banano, cereza, ciruela,
durazno, fresa, limén, mandarina, manzana, melén, mora, naranja, pera, pifia y uva roja;
verduras: cebolla, rdbano, papa, espinaca, uva verde, aguacate, frijol rojo, repollo, zanahoria,
coliflor, maiz, apio, pepino, berenjena, ajo, lechuga, tomate, remolacha y pimentén; Otras
sustancias: vino tinto, salsa de tomate, café, gelatina, bebida carbonatada y 6xido; fluidos
biolégicos como saliva y orina 32.
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3. Manchas lavadas. Simultdneamente se toma una muestra de sangre por puncién
venosa en tubo con anticoagulante de citrato de sodio y se realizan cuatro manchas sobre tela
de algodon las cuales fueron sometidas a un lavado con agua tinicamente, con agua y jabén,
agua y blanqueador y a la tltima se le adiciona aceite de cocina.

4. Sensibilidad de las pruebas. Se tomaran muestras de sangre por puncién venosa en tubo
con anticoagulante EDTA, a cuatro personas con hemoclasificaciéon A, B, AB y O, a las que se
les hara diluciones seriadas base 10, a partir de una dilucién 1/10, asi: 1/100, 1/500, 1/1.000,
1/ 5.000, 1/10.000. De estas se haran manchas sobre algodon para la prueba de Piramidon. Ya
obtenidas las diluciones de cada grupo sanguineo se hardn manchas por triplicado sobre
diferentes soportes como: algodén, tela de algodén y papel filtro. Para las pruebas de
piramidén, fenolftaleina y luminol. para la prueba de deteccion de sangre por
quimioluminiscencia (luminol) se adicionaran otras diluciones ademdas de las ya
mencionadas: 1/100.000, 1/500.000, 1/1.000.000.

En dicho estudio se encontré que el test de piramidén demostré ser una excelente prueba
presuntiva en diferentes soportes y condiciones. Los resultados indicaron que hay que ser
cuidadoso en su interpretaciéon cuando las muestras han sido enterradas. No se observaron
resultados falsos positivos al analizar sustancias con apariencia similar a la sangre. Para
manchas que han sido sometidas a lavado con agua o detergentes el luminol se muestra
superior en su deteccion al piramidon.

Cuando se compara la sensibilidad de los tres test presuntivos se observa que el mas sensible
es el luminol (hasta 1/500,000) seguido de fenolftaleina (hasta 1/5,000). Estos resultados son
similares a los descritos por Cox, M. en 1991 para fenolftaleina.

Se obtuvieron las siguientes conclusiones: Las pruebas presuntivas y confirmatorias son una
herramienta ttil en el estudio de manchas de sangre en casos de investigacion judicial.

Las pruebas presuntivas no se ven afectadas en su mayoria al variar los soportes, la
temperatura o las condiciones ambientales bajo las cuales fueron almacenadas. Respecto a la
sensibilidad se encontré6 que en las pruebas presuntivas es alta en contraposiciéon a las
confirmatorias que requieren de muestras que no hayan sido sometidas a diluciones o
lavados?.
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Quimioluminiscencia

Una reaccién ampliamente utilizada en quimica forense es la oxidacion de luminol con agua
oxigenada en presencia de un catalizador de hierro. Esta reaccién se utiliza por ejemplo en la
deteccion de restos de sangre que sirve en este caso para catalizarla.

Fundamentos tedricos: Habitualmente en las reacciones de quimoluminiscencia se liberan
moléculas en estado excitado (por ejemplo oxigeno en estado de singulete) que al bajar en el
estado fundamental (el estado de triplete en el ejemplo del oxigeno) emiten la diferencia de
energia en forma de luz 4.

El luminol (C8H7N302).

Es un derivado del &cido ftélico. Se trata de un sélido verdoso poco soluble. Su mayor
importancia reside en la reacciéon de quimioluminiscencia que da con peréxidos en presencia
de complejos de hierro como catalizadores. El luminol se utiliza en quimica forense para
detectar trazas de sangre ya que éste cataliza la oxidacién con peréxido de hidrégeno bajo
emision de luz.

El mismo efecto catalizador lo tienen también diversos otros complejos de hierro como los
hexacianoferratos [[Fe (CN)s]]*- y [[Fe(CN)s]]*. Con éstos se utiliza el luminol en la fabricacién
de luces frias quimicas. Las soluciones de Luminol son sensibles a la luz y a los cationes
metdlicos, son estables en periodos de 8-12 horas, y son térmicamente inestables.

Es capaz de detectar cerca de 1 microlitro de sangre en 1 litro de solucién #7.

NH- O
k H
e
N
HH__H
O

Figura 9. Luminol 4

La luminiscencia es un fenémeno producido por las moléculas de materia, que al ser lo
suficientemente excitadas, emiten luz visible. Generalmente, la energia proviene de fuentes
externas, como es el caso de la electricidad en las lamparas de nedn, o el calor proveniente de
una combustion. Sin embargo, también es posible producir luz por medio de reacciones
quimicas, que tienen como ventaja la baja produccion de calor, aunque la emision es bastante

48



breve. Esta es la llamada luz fria. Existen distintos modos de producir luz fria. Principalmente
esta la quimioluminiscencia, fluorescencia, y la fosforescencia.

La fluorescencia se debe a la absorcién de ondas electromagnéticas de alta frecuencia, y la
inmediata emision de fotones de frecuencia mas baja (1éase, luz visible), como por ejemplo, en
las lamparas de ultravioletas.

La fosforescencia consiste en la reemisién progresiva de la energia captada inicialmente por el
material, como por ejemplo, en las pantallas de rayos catédicos.

En cambio, la quimioluminiscencia es propia de reacciones donde uno de los reactivos recibe
una alta excitaciéon, con la posterior emision de luz visible. En la naturaleza se encuentran
varias proteinas quimioluminiscentes, como las presentes en las luciérnagas, los peces de la
region abisal, y algunas bacterias. Creadas por el hombre, hay infinidad de compuestos, pero
el mas usado en la industria y la investigacién es el luminol (C8H7N3O2. 5-Amino-1,2,3,4-
tetrahidro-phtalazin-1,4-dion).

El luminol posee la capacidad de lucir cuando es oxidado. Por esto es una herramienta muy
utilizada en la investigaciéon forense, ya que gracias a sus propiedades; puede revelar, en
solucién con un oxidante, hasta los rastros mas infimos de sangre, por medio de un brillo
azulado. Esta peculiar caracteristica facilita el reconocimiento de aquellas sustancias
oxidantes o sus catalizadores en situaciones que requieren rapidez y efectividad, tal como el
lugar de los hechos donde se demanda la sefializaciéon de cualquier trazo de sangre.

La reaccion del luminol precisa de un medio alcalino, el cual sirve para disolver y cargar
negativamente la molécula. El oxidante, que suele ser peréxido de hidrogeno, libera y
reemplaza dos de los nitrégenos, llevando asi a la molécula a el mencionado estado de
excitacion.

Finalmente se obtiene el luminol oxidado y cargado, el fotén, y nitrégeno gaseoso.
Las reacciones de luminol requieren de un catalizador. Usualmente es una sal o metal de
transicion, los cuales son muy accesibles. Especificamente en el caso de la sangre, el hierro (fe)
de la hemoglobina es un poderoso catalizador. Las propiedades de la sangre permiten una
excelente optimizacion de la oxidacién del luminol, esta reaccion cuenta con la suficiente
sensibilidad como para detectar manchas diminutas de sangre, gracias a que puede
reaccionar a lppm.

Pulverizando una soluciéon de luminol en un area sospechosa se reduce quimioluminiscencia
en los lugares en que ha habido sangre, incluso si esta ha sido lavada y no es perceptible a
simple vista.

En las reacciones de bioluminiscencia, como se observa en las luciérnagas y diversos
organismos marinos, el papel del luminol lo juegan las luciferinas 4°.

Un producto quimico sensible, puede detectar sangre en una porcién por millon.
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Las victimas de crimenes sangrientos, violentos no pueden desaparecer sin un rastro que es la
asuncion basica en la cual los investigadores del lugar de los hechos funcionan. No importa
como el asesino intenta dificilmente limpiar encima de la sangre y disponer del cuerpo,
seguira habiendo algunos rastros indicadores de la sangre. Las particulas mintsculas de la
sangre pueden aferrarse en la mayoria de las superficies por afios en extremo, sin siempre ser
considerado.

El luminol se utiliza tipicamente en el lugar de los hechos o del hallazgo donde el delito se
sospecha pudo haber sucedido y en donde no hay rastros de la sangre visibles al ojo desnudo.
Se obscurece el cuarto y entonces el producto quimico se rocia sobre un area grande. Si se
revelan los rastros de la sangre, entonces los investigadores video graban o fotografia el lugar
donde se cometio el delito.

El inconveniente que presenta el luminol es que las sustancias (tales como blanqueadores) con
excepcion de la sangre pueden también reaccionar con el luminol y por ende brillar
intensamente. Por lo tanto, un resplandor revela simplemente a los investigadores la
posibilidad de sangre en el drea. Un investigador experimentado, observando la velocidad de
la reaccion quimica puede juzgar si la sustancia era sangre o algo mas. Pero para ser
absolutamente seguras que era sangre, otras pruebas necesitan ser funcionadas.

El luminol ayuda a proporcionar pistas en cuanto a cémo los acontecimientos pudieron haber
revelado o la clase de arma que se ha utilizado. Por ejemplo, los patrones de la salpicadura de
la sangre de un objeto embotado contra los de un cuchillo agudo seran diferentes. A veces, las
impresiones sangrientas del zapato dan muchos de pistas sobre los movimientos del
asaltador después del ataque, también puede conducir a investigadores a descubrir nueva
evidencia. Por ejemplo, si hay una reaccién positiva al luminol rociado en una alfombra,
después quitar la manta puede revelar entarimados con sangre 3.
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7.6 Levantamiento, embalaje v traslado de las muestras al laboratorio

En una sociedad tan compleja como la nuestra, en donde cada dia tenemos menos testigos
dispuestos a testificar, la evidencia fisica relacionada a los fluidos corporales tiene un valor
incalculable. Por eso es tan importante que los investigadores forenses sigan los
procedimientos establecidos para garantizar que las muestras levantadas en la escena no se
contaminen o destruyan, perdiendo asi su valor probatorio.

Mientras mds conserven sus caracteristicas originales mas facil y confiable serd el trabajo de
los especialistas en inmunohematologia forense. Se podrd lograr la identificaciéon del
sospechoso, la evidencia sera admisible en los tribunales, se lograra la conviccion y castigo
del verdadero autor del delito.

Son muchos los que desean trabajar como investigadores forenses; pero son pocos los que
tienen las cualidades necesarias para seguir los procedimientos establecidos para recolectar y
embalar adecuadamente la evidencia de fluidos corporales en la escena del crimen. Se pueden
adiestrar y proveerles las herramientas necesarias para realizar un trabajo de excelencia que
garantice el cumplimiento de la justicia.

La evidencia de sangre es comun en los delitos violentos como el asesinato, homicidio,
mutilacion y agresion, entre otros. Generalmente se encuentra en las armas utilizadas, objetos
e instrumentos, cristales rotos, ropa de la victima y el sospechoso, superficies lisas o porosas,
etc.

La muestra debe tomarse liquida o sélida o en forma de manchas secas o unidas a otras
particulas. Su color puede variar dependiendo del lugar en donde ha estado expuesta. Se
debe tomar en consideracion que también se descompone.

Al buscar evidencia de sangre se debe tener en mente las siguientes interrogantes:

(Es sangre?

(Es humana o animal?

(A cual clasificacion pertenece?
;Cuél es la edad de la mancha?
5. ;De qué parte del cuerpo es?

=N =

Para recoger muestras de la sangre del sospechoso, la misma se extrae y se deposita en tubos
de ensayo que contienen anticoagulantes.

Recomendaciones para levantar la evidencia en el lugar de los hechos:

Proteger la escena

Localizarlas (inspeccién ocular)

Fotografiarlas cuidadosamente: acercamiento, por secciones, a distancia.
Grabar en video y ubicar su posicion en el croquis.

LN =

51



Levantarla y embalarla cuidadosamente.

Transportarlas al laboratorio inmediatamente.

La sangre seca se recoge con un papel absorbente.

Objetos pequetios que contengan sangre se llevan al laboratorio.

P NG

El investigador forense debe poder identificar los patrones que establecen las manchas. Estos
son el resultado de la transferencia de la sangre liquida, cuando ésta entra en contacto con
una superficie humeda o mojada. El estudio de los patrones incluye:

Presencia del sospechoso en la escena

Posiciéon de la victima, el sospechoso y los objetos durante la comision del
delito.

9. La secuencia de los eventos

1. Localizacién de la mancha y descripcién de los patrones.
2. Coémo se crearon las manchas

3. Direccion en que viajaron las gotas

4. Origen

5. Objeto utilizado durante el ataque

6. Cantidad de heridas

7.

8.

Clasificacion de los patrones de sangre

o Se clasifican en tres grupos: pasiva, proyectadas y transferidas.
o Pasiva: se crea cuando la fuerza que la produce acttia sobre su gravedad. Puede
ser un patréon producido por goteo o flujo.

o Proyectadas: Las manchas que son creadas cuando sale la sangre expuesta por un
objeto en accién o una fuerza mayor que la fuerza de gravedad. El tamafio, la
figura y él nimero que resultan de la mancha van a depender del tipo de fuerza
que se utilice para hacer brotar la sangre.

o Transferidas: se produce cuando un objeto con sangre entra en contacto con la
superficie de otro que no tiene sangre.

Lo anterior no describe la velocidad de las gotas de sangre cuando viajan por el aire. Solo
describe la cantidad de energia necesaria para crear las manchas.

Las manchas o gotas que se encuentran en superficies horizontales son de forma circular,
dependiendo de la altura desde donde caen. A mayor altura, el impacto puede ocasionar que
se proyecten en forma de estrellas o coronas. Si la distancia es menor serdn completamente
redondas. Si caen de una altura considerable se desplaza y forma gotas mas pequefias. Las
manchas htimedas en ropas y telas se deben dejar secar antes de embalarlas y no exponerlas
nunca al sol o calor.
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Recomendaciones para recoger indicios:

1.

*

Se deben documentar todas las manchas de sangre durante la investigaciéon
preliminar.

Los proyectiles pueden contener restos de tejido y sangre.

Para extraer una muestra de la sangre seca, se puede utilizar una navaja de
afeitar. Hay que desinfectarla aunque sea nueva.

Se coloca un papel limpio, previamente doblado y pegado con cinta adhesiva,
debajo de la mancha, de modo que se reciba la costra al ser raspada. Luego se
dobla el papel y se guarda en un sobre sellado.

Si la sangre cay6 en tierra y fue absorbida por ésta, se debe recoger una cantidad
suficiente para obtener toda la sangre. Se coloca en un envase de vidrio o
plastico, se sella y se anota la informacién necesaria. Esta muestra se tiene que
enviar rapidamente al laboratorio para evitar que las bacterias y moho de la
tierra destruyan el valor de la prueba.

La ropa de las personas y la de cama, cuando estdin huimedas, deben ser
envueltas de manera que no pasen a las partes limpias de la prenda. Para evitar
la transferencia se puede colocar un trozo de papel limpio entre cada capa de
tela. Esta evidencia puede contener también pelo, vello pubico, fibras o manchas
de semen.

Precauciones durante la recoleccion y envio de muestras

Figura 10. Indicios sanguineos.

1. Proteccién del personal

Las muestras biol6gicas potencialmente pueden contener agentes patdégenos (VIH, hepatitis,
meningitis...).

Evitar contacto con la muestra mediante uso de guantes, mascarilla y bata.

Si es posible emplear material desechable

Prohibir comer, beber o fumar durante el proceso de recoleccion
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Recomendar la vacunacién al personal que trabaje con este tipo de muestras
2. Proteccién de la muestra
2.1 Contaminacion por material biol6gico humano:

Se debe a la aparicién en el propio indicio biolégico de un aporte de material biol6gico
humano ajeno al propio indicio. Produce como resultado la mezcla de perfiles genéticos.

Contaminacién anterior o previa: Se debe a la aparicion de material biolégico en el lugar
donde luego aparecerdn los indicios. Es inevitable y generalmente dificulta la valoracién de la
prueba.

Contaminacion coetanea o paralela: El material genético de un indicio se mezcla con ADN de
otro origen en el momento de los hechos. Es inevitable y favorece la valoracién.

Contaminacién posterior: Debido al depdsito de material genético de diversos origenes en el
indicio con posterioridad al momento de los hechos. Es evitable mediante estrictos protocolos
de recoleccién, embalaje y envio de las muestras, que se detallan en el presente documento.

2.2 Transferencia de indicios biolégicos:

Traslado accidental de los indicios de un lugar a otro, ocasionando contaminacién o pérdida
de la muestra (por ej. pelos).

2.3 Contaminacion biolégica no humana:

Producida por microorganismos que acaban degradando el ADN por accidn,
fundamentalmente de exonucleasas (humedad y altas temperaturas).

= Puede ocurrir “a priori” a la recoleccién de indicios (muestras expuestas a condiciones que
favorecen la proliferacion bacteriana).

= Tras la recoleccion del indicio si el empaquetado y conservacion no es el adecuado.

Produce la degradacién del ADN y ausencia de resultados, pero nunca la alteracién de los
patrones genéticos.

2.4 Contaminaciéon quimica:

Producida cuando las muestras se preservan (formol) o se tratan con determinados productos
quimicos. Por ejemplo, es nocivo cuando para el estudio de huellas dactilares se utilizan
liquidos reactivos; los polvos minerales —carboén, talco, etc.- no producen alteracién alguna.

Afecta principalmente a las fases de extraccion y amplificacion del ADN, ya que modifican la
estructura quimica del mismo, lo cual se manifiesta como ausencia de resultados evaluables,
pero nunca como modificacion del patron genético.
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3. Precauciones que se deben adoptar

Aislar y proteger, lo més rapidamente posible la escena del delito
Recoger, si es posible, en primer lugar los indicios biol6gicos

Usar guantes limpios que deben cambiarse con frecuencia.

Evitar hablar o estornudar sobre las muestras. Usar mascarilla.

Usar bata u otro tipo de ropa protectora.

Utilizar material desechable, siempre que sea posible.

No afadir conservantes a las muestras a menos que lo requiera.

Dejar secar a temperatura ambiente previamente a ser empaquetadas.
Empaquetar por separado las muestras.

Empaquetar en bolsas de papel o cartén, evitar las bolsas de plastico, que condensan la
humedad y favorecen la proliferacion de bacterias que degradan el ADN.

Eliminar todo el material desechable empleado en la recogida de muestras.

En la buasqueda de indicios podemos encontrarlos en diferentes sitios entre los cuales
encontramos:

< Toma de indicios biolégicos en el lugar de los hechos
1. Manchas secas

En soportes pequeiios y de fécil transporte:

Colillas, armas blancas, monedas, llaves, piedras, ramas, papeles. Recoger por separado e
introducirlas en bolsas de papel o cajas.

En soportes grandes no transportables:

A) Soporte no absorbente (cristal, metal...): Recoger con un hisopo mojado en agua destilada
(dejar secar antes de guardar) o raspar con bisturi y guardar en bolsa de papel.

B) Soporte absorbente (telas, tapicerias...): Recortar la mancha y guardar en bolsa de papel.

2. Indicios hiumedos
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Ropas, tapicerias, toallas: Introducir por separado en bolsas de papel madera, Trasladar
rapidamente a instalaciones adecuadas, Dejar secar en lugar protegido y sobre una superficie
limpia y envolver en papel (por separado). Guardar en bolsas de papel.

3. Indicios liquidos (guardar siempre en refrigeracion)
*Sangre
- En gran cantidad: recoger con pipeta de plastico y depositarla en un tubo con EDTA
- En pequefia cantidad: recoger con hisopo y dejar secar.
- Coagulada: recoger con una cucharita e introducir en tubo o frasco de pléstico.
% Toma de indicios biolégicos en el cuerpo de la victima
1. Manchas de sangre, semen u otros fluidos biol6gicos
% Toma de indicios biolégicos en casos de agresion sexual
.

% Toma de indicios biolégicos en casos de investigacion biolégica de la paternidad

Para transportar muestras al laboratorio se necesitan de sistemas de empaquetamiento y
preservacion de muestras donde es importante mantenerlas y enviarlas refrigeradas y por un
medio de transporte rdpido cuando se trata de: indicios liquidos, tejidos blandos y 6rganos, y
otras muestras himedas (que no puedan secarse). En el caso de manchas de sangre seca se
envian sin refrigeracion.

Las muestras deben de ser identificadas de la siguiente manera:
v" Tipo de muestra
v" Pertenencia y/o procedencia
v N° de referencia de la muestra
v" Custodia de la muestra
v' Identificaciéon y firma de la persona que recoge la muestra
v" Fecha y hora de recolecciéon

Para el empaquetado se necesita:

1. Evitar el uso de bolsas de plastico

2. Emplear cajas de cartén o sobre de papel
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3. Cada muestra en un recipiente precintado o cerrado herméticamente.

En la recepcién de muestras en el laboratorio se debe:

1° Rellenar la hoja de custodia:

Nombre de la persona que entrega las muestras

Fecha y hora de entrega

Nombre de la persona que recibe las muestras

Empresa que realiza el transporte

2° Chequear namero de referencia de cada muestra y contrastar con el formulario enviado.
3° Comprobar la integridad de los precintos

4° Al abrir los recipientes comprobar que identificaciéon y descripcién son correctas
5° Si fuera posible, fotografiar las muestras.

Anotar discrepancias si las hubiera y establecer acciones correctoras 5.

Las muestras de sangre nunca deben ser expuestas a calor o a humedad excesiva. Si es
posible, la evidencia de sangre debe ser refrigerada hasta que pueda ser transportada al
laboratorio, o bien, ésta puede ser recolectada en un papel filtro especial llamado FTA. La
evidencia debe ser llevada al laboratorio tan pronto como sea posible.

La sangre derramada o lanzada, vertida o proyectada, babeada o arrojada, es el indicio mas
valioso, el rastro més importante que puede encontrarse en el lugar de los hechos. No
solamente tiene una importancia decisiva para demostrar la perpetracion del delito, sino que
también aporta un sélido fundamento para la acusacién, constituyendo muchas veces la tinica
prueba plena y fehaciente, la prueba técnica que conduce inequivocamente a la condenatoria
del probable responsable.
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Muestras de Sangre Liquida de un Individuo

. La sangre liquida de una persona debe ser recolectada por peritos técnicos o
profesionales, Figura 11.

. Recolectar la sangre en un tubo vacutainer de aproximadamente 5 ml, con EDTA como
anticoagulante y etiquetarlo.

. Cada tubo debe ser etiquetado con la fecha, hora, nombre del Perito, lugar, namero de
caso, intervencion o llamado, Averiguacion Previa y nombre del donador.

o  Las muestras de sangre deben ser refrigeradas preferentemente a 4 °C (no congeladas).

. Enviarlas al laboratorio tan pronto como sea posible.

T

Material requerido para toma de muestra sanguinea  Extraccién de Sangre

Figura 11 Toma de muestra.

Muestras de sangre liquida en el lugar de los hechos

. La sangre liquida debe ser colectada con una pipeta desechable (preferiblemente estéril)
y transferida a un tubo de ensaye limpio (preferiblemente estéril).

e Un coagulo de sangre puede ser transferido a un tubo de ensaye limpio con una
espatula limpia.

e«  Un filtro de FTA puede ser usado para absorber sangre liquida o sangre coagulada
(evitando areas que contengan suero inicamente).

. Etiquetar las muestras con ntimero de caso, intervenciéon o llamado, averiguacién
previa, nimero de articulo, fecha, hora, lugar y nombre del recolector.

. Si se recolectan muestras liquidas, se deben preservar en refrigeraciéon. Estas muestras
se deben llevar al Laboratorio tan pronto como sea posible.
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Muestras de sangre liquida en nieve o agua

Muestras de sangre encontradas en nieve o agua se deben recolectar inmediatamente
para evitar una dilucién excesiva.

La méxima cantidad posible de estas muestras se debe recolectar dentro de un
contenedor limpio o en papel FTA evitando cualquier contaminante tanto como sea
posible.

Etiquetar la muestra como se ha indicado anteriormente.

Enviar las muestras al laboratorio tan pronto como sea posible.

Manchas de sangre hiumeda en ropa

La ropa con manchas de sangre himeda se debe colocar sobre una superficie limpia y
permitir que se seque al aire libre.

Nunca recolectar ropa himeda o ropa con manchas de sangre huimedas en un
contenedor sellado herméticamente o bolsas de plastico. Esto causara que la muestra
retenga humedad y provocaria el crecimiento de bacterias y el deterioro de la misma.

Una vez que la ropa y las manchas se han secado, empaquetar en un contenedor de
cartén o de papel apropiadamente etiquetado (Figura 12).

Figura 12 Contenedores

Manchas de sangre himeda en objetos

Los objetos pequefios con manchas de sangre himeda, se deben secar al aire libre para
posteriormente recolectarlos.

Se debe hacer un esfuerzo para preservar la integridad de cualquier mancha de sangre
durante el empaquetado y la transportacion.
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. Los objetos grandes no pueden ser movidos del lugar de los hechos porque podrian
tener manchas de sangre hiimeda en ellos. La sangre himeda debe ser absorbida en un
hisopo estéril o con un filtro FTA.

QQ Q0
(00,00
x\ 1" . )
\ Figura 13 filtro FTA
o  Las manchas de sangre en el hisopo estéril o en FTA, se deben secar al aire libre antes de

ser empaquetadas.

. Cada objeto y contenedor debe ser apropiadamente etiquetado.

Figura 14 Ropa con manchas de sangre

Manchas de sangre seca en objetos movibles

o Las manchas de sangre seca en armas, vestimentas y otros objetos movibles se deben
recolectar individualmente.

. Cada articulo se debe colocar en un contenedor (papel o cartén) individualmente, y éste
debe ser sellado y etiquetado apropiadamente.

Manchas de sangre seca sobre sdlidos o superficies no absorbentes de objetos fijos

. Las manchas de sangre se deben documentar de manera detallada.

. La mancha puede ser levantada con una cinta o raspada (con una herramienta filosa) del
objeto y colocada dentro de una pieza de papel limpio, o bien con un hisopo estéril
previamente humedecido con solucién salina estéril que se encuentra en frasco gotero
de plastico, rotando la superficie del mismo para recoleccién del indicio.

. La cinta o el papel con sangre adherida puede ser colocado dentro de un sobre sellado,
el hisopo se colocara en una caja porta hisopos (swab box) para su transporte.

. Cada objeto debe ser adecuadamente etiquetado.
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Manchas de sangre seca sobre objetos grandes o fijos donde las manchas no pueden ser
raspadas v los objetos no se pueden cortar

Hacer un bosquejo de la mancha de sangre y documentarla.

La mancha de sangre puede ser tomada con un hisopo previamente humedecido con
solucion salina esterilizada rotando el hisopo en el area de la mancha.

El hisopo se deja secar al aire.
El hisopo se coloca en una caja porta hisopos (swab box), debidamente etiquetado.

Siempre debe tenerse un control repitiendo el procedimiento en un drea adyacente pero
sin mancha de la superficie donde se extrajo la mancha de sangre.

Manchas de sangre seca sobre carpetas, tapiceria u otros objetos que puedan ser cortados

El &rea manchada debe ser documentada como se indicé anteriormente.

Una porcion del objeto que contenga la mancha de sangre se puede extraer cortando con
una herramienta limpia.

Cada corte se debe empaquetar individualmente y etiquetar de manera adecuada.

Una porcion del objeto sin mancha debe ser recolectado y empaquetado como un
control.

Salpicadura de sangre seca

Las salpicaduras a menudo son dificiles de recolectar de las superficies.
Después de una documentacion adecuada se puede utilizar cinta limpia de huellas
digitales para levantar las salpicaduras de sangre de la superficie.

Cada pieza de la cinta utilizada se debe empaquetar dentro de un contenedor plastico.
Las puntas de la cinta utilizada se deben colocar de tal manera que resguarden la
muestra.

Colocar la cinta con la muestra de sangre en la mitad del contenedor.
Sellar y etiquetar el contenedor adecuadamente.

Tomar un control negativo con la cinta y colocarlo en otro contenedor, sellar y etiquetar
adecuadamente.

Alternativamente, puede procederse como en el numeral

'Yy

v &
-

Figura 15. Mancha de sangre en forma de mano.
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Procedimientos generales

1. El primer oficial que llegue a la escena protege la misma en su totalidad. Se
incluyen los fluidos para evitar su contaminacion, posible pérdida o
destruccion.

2. Si estan expuestos a las inclemencias del tiempo se deben cubrir con un
recipiente de metal.

3. Se debe buscar en lugares no obvios. Si el sospechoso se lavé las manos, el cafio
de curva debajo de desagtie se debe dejar secar y enviar al laboratorio.

4. El sospechoso pudo limpiarse las manos en lugares poco visibles como debajo
de un mueble, alfombra u objetos oscuros.

5. Se debe buscar en las rajaduras o hendiduras del piso, en especial entre las
losetas.
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7.7 Técnicas de confirmacion

Entre las técnicas de confirmaciéon podemos encontrar la de Takayama para confirmar la
presencia de sangre, Inhibicién de la aglutinacién para comprobar si la sangre es humana y
Absorcion-Elucion para determinar el grupo ABO de la muestra 3. Aunque son ampliamente
utilizadas es importante establecer su sensibilidad y efectividad cuando las muestras han sido
sometidas a diferentes condiciones ambientales en diferentes soportes en vista que la mayoria
de casos en criminalistica presentan evidencias biol6gicas de diversos origenes 7.

Prueba de Takayama o cristales de hemocromégeno: Tanto la ferroprotoporfirina como la
ferriprotoporfirina tienen la propiedad de combinarse con otros compuestos nitrogenados
por medio de la globulina. Tales compuestos incluyen otras proteinas, hidréxido de amonio,
cianuro, nicotina y piridina y los productos resultantes se llaman hemocromégenos. Los
cristales pueden formarse tanto en medio acido como alcalino, sin embargo el reactivo de
Takayama es de naturaleza alcalina 3°.

Método:

e Se prepara el reactivo de Takayama mezclando una parte de soluciéon saturada de
glucosa, una parte de solucién de NaOH al 10%, una parte de piridina y dos partes de
agua destilada.

e Se coloca una gota de muestra en un porta objetos y un cubre objetos.
e Se desliza por capilaridad 2 gotas del reactivo de Takayama.

e Se calienta la laminilla a baja temperatura por 30 segundos.

Se observa al microscopio.
Interpretacion de resultados:
En caso positivo se observara la formacion de cristales romboides de color rosa.

Otra técnica de confirmaciéon es la de Teichman, o cristales de Hemina. En esta técnica la
hemoglobina, cuando es tratada con acido acético, se separa inmediatamente de las proteinas
del grupo prostético. Durante la hidrdlisis la globulina se desnaturaliza.

La oxidacion del fierro del grupo hem se efecttia més rapidamente en medio &cido que en
alcalino. Si esta presente un hal6égeno inorgéanico como el cloro, se formardn cristales
insolubles de cloruro de ferriprotoporfirina o hemina.
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Método:
e En un portaobjetos se coloca una gota de muestra y se le coloca un cubreobjetos.
e Por capilaridad se deslizan 2 gotas del reactivo de Teichman.
e Se calienta suavemente hasta evaporacion.
e Se deja enfriar y se observa al microscopio.
Interpretacion de resultados:
En caso positivo se formaran cristales romboides de color café.

Tenemos que una de las técnicas utilizadas en la determinacion de la naturaleza humana de
una mancha presumiblemente de sangre, es la reaccién de las precipitinas.

En esta, las moléculas del anticuerpo (inmunoglobulina) reacciona 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 técnica se puede realizar en tubo capilar, en gel y electroforéticamente, se elige la que al
investigador mas le convenga. Aqui se presenta la técnica en capilar.

Método:

e Se corta un pequeio fragmento de la mancha y se extrae en un tubo de ensayo con
unas gotas de solucion salina.

e Sila solucion esta turbia es conveniente centrifugar y utilizar el sobrenadante.
e Dos gotas del extracto se colocan en un tubo capilar.

e Una cantidad igual de antisuero se absorbe en el mismo capilar de manera que quede
abajo del extracto de la muestra.

e El tubo se fija perpendicularmente sobre un soporte por 20 minutos maximo, ya que
después de ese tiempo el resultado deja de ser confiable.

e La observacion se hace con luz indirecta y sobre un fondo oscuro.
Interpretacion de resultados:

La apariciéon de un anillo de precipitacion en la interface de los dos liquidos indica una
reaccion positiva.
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La determinacion de los grupos sanguineos en la quimica legal, se pueden llevar a cabo por
diferentes técnicas, pero recordemos que antes de analizar una muestra debemos de
identificar que realmente se trate de sangre humana y de esta manera poder individualizarla
posteriormente.

Evaluacién de los métodos de confirmacion.

Como se observé en las técnicas de orientaciéon en el método B se evaluaron los test de
Takayama, Inhibicién de la aglutinaciéon y Absorcién-elucion que determinan el origen de la
sangre y tipifican su grupo sanguineo 32, con el fin de determinar su sensibilidad e
interferencia frente a diferentes condiciones de soporte, temperatura, tiempo y ambiente de la
forma siguiente:

1. Test de Takayama.

Muestras, soportes y condiciones. Se toma muestra de sangre por puncién venosa en tubo con
anticoagulante EDTA y posteriormente se procedera a realizar manchas sobre Algodén, Tela
de Algodén, Seda, Lino, Satin, Jean delgado y Jean grueso. Se expone a una temperatura de -
20°, 4°, 37° y 60° C por periodos de tiempo de 24 horas, una semana y un mes. A las manchas
de 24 horas se someten a ambientes cerrados, abiertos y en un recipiente con tierra negra.

Sensibilidad de la prueba. Se toman muestras de sangre por puncién venosa en tubo con
anticoagulante EDTA, a personas con hemoclasificacion de los cuatro grupos sanguineos del
sistema ABO (A, B, AB, O), a las que se les hard diluciones seriadas a partir de 1/10, asi:
1/100, 1/500, 1/1.000, 1/ 5.000, 1/10.000.

Test de Takayama. Con una hoja de bisturi se hara un raspado de la mancha con el fin de
obtener pequefias escamas, las cuales se colocaran entre lamina y laminilla. Luego se agrega
por capilaridad una gota del reactivo de Takayama dejando en reposo de 10 a 20 minutos. Se
observa al microscopio con objetivo de 10X y 40X incluyendo controles positivos y negativos.

2. Determinacion de sangre humana en manchas. Inhibicion de la
aglutinacion.
Muestras, soportes y condiciones. Las mismas del método de Takayama.
Sensibilidad de la prueba. Igual que en el test de Piramidoén.

Prueba de Inhibicion de la aglutinacion. Se titula el suero de Coombs y se seleccionaron las 2
diluciones que demuestren mejor lectura. La muestra pretratada (Ver test de Piramidén) se
pone en contacto con las diluciones escogidas y globulos rojos sensibilizados al 2%. Se
realizaran controles con sangre humana, sangre animal y solucién salina al 0.85%32.

3. Absorcién - Elucion.
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Muestras, soportes y condiciones. Igual al test de Piramidén.

Meétodo de absorcion-elucion. Esta prueba se llevé acabo siguiendo el descrito por Nishi, K en
1985 24,

Resultados:

El test de Takayama se ve afectado cuando la muestra ha sido expuesta a temperaturas altas
sin importar el tiempo de exposicion. La inhibicion de la aglutinacién se vio alterada cuando
las muestras fueron enterradas y su soporte era Seda o Satin. La sensibilidad de las dos
pruebas anteriores es muy baja, detectando presencia de sangre y sangre humana en
muestras diluidas hasta 1/100. Se confirma que se requiere abundante cantidad de muestra
para obtener un resultado confiable32.

La técnica de Absorcién-eluciéon para determinar el grupo sanguineo se vio afectado
principalmente por el soporte de tela Jean delgada o gruesa. La temperatura de
almacenamiento elevada (60°C) solo alter6 el algodén luego de un mes de recogida la
muestra. Katsuji, reporté que los antigenos son termoestables inclusive cuando han sido
purificados. El tiempo de almacenamiento no afecté los resultados. La sensibilidad de esta
prueba se ve afectada cuando las muestras son diluidas en concordancia con otros reportes
donde se encuentran resultados discrepantes cuando se trabaja con muestras hiumedas 2.

Se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Las pruebas confirmatorias no se ven afectadas en su mayoria al variar los soportes, la
temperatura o las condiciones ambientales bajo las cuales fueron almacenadas. Respecto a la
sensibilidad se encontré que en las pruebas presuntivas es alta en contraposicion a las
confirmatorias que requieren de muestras que no hayan sido sometidas a diluciones o
lavados?.

66



7.8 TECNICAS PARA DETERMINAR GRUPO SANGUINEO:

Son numerosas las técnicas para determinar el grupo sanguineo de un individuo, con solo
analizar sus cabellos. Sin embargo, en la actualidad, las técnicas que arrojan resultados
confiables en la busqueda de aglutinégenos responsables del grupo, son las siguientes:

A) Absorcién - Elucién:

Bésicamente la técnica de Absorcion-Elucion en pelo; consiste en cortar 6 cm del pelo en
estudio en tres partes iguales, luego de ser lavado con jabon y éter. Cada trozo se deja 3 hs.
con su antisuero correspondiente (anti A, anti B, anti H), de titulos 128,64 y 32,
respectivamente, con constante agitaciéon: Etapa de Absorcion. Luego se lavan los trozos del
pelo en solucién salina, se agregan suspensiones al 0.2 % de glébulos correspondientes al
antisuero colocado inicialmente. Se someten los trozos de pelo en contacto con glébulos rojos
a temperatura de 50°C durante 10 minutos y se completa la etapa de elucién con ayuda de
vibraciones ultrasénicas. Finalmente se centrifuga a 1200 durante 2 minutos y se observa la
aglutinaciéon formada.

TECNICA DE ABSORCION-ELUCION PARA SANGRE

La técnica de absorcién-elucion tiene como fundamento un primer proceso de absorciéon
especifica entre la mancha problema y su anticuerpo homologo; después que la absorcién 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 aglutinacion indica la presencia de un antigeno de la misma
especificidad que el de las células usadas como testigo conocido 3¢.

o—cC e
o0—C e
— 1/ e
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o
1.-Tratamiento con antisuero el anticuerpo se une a su 2.- El exceso de anticuerpo se remueve mediante lavados.

antigeno especifico.

/ o
o
o ©

o —— 2

Agregar glébulos rojos conocidos

3.- Si hubo reaccién Ag-Ab, uno y otro se separan al eluir 4.- Se observara aglutinacién si el Ag presente en los
por calentamiento, quedando el Ab en la fase liquida. globulos rojos agregados, se encuentra en la muestra
problema.

67



Figura 16. Técnica de absorcién-elucion, para determinar grupos sanguineos en manchas de
sangre seca®.

L.

Determinaciéon de grupo sanguineo en el sistema ABO por medio de la técnica de
absorcion-elucion.

Material empleado

1. Sueros hemoclasificadores Anti-A, anti-B, Anti-AB y lecitina Anti-H.

2. Metanol CH30OH.

3. Fosfato acido de sodio Na2HPOA4.

4. Fosfato didcido de potasio KH2PO4.

5. Cloruro de sodio NaCl

6. Tubos de ensayo de 13 x 100.

7. Pipetas Pasteur.

8. Bulbos de goma.

9. Tijeras.

10. Aplicadores de madera.

11. Guantes desechables.

12. Tela estéril de algodon y sin apresto.

13. Gradillas para tubos de ensayo de 13 x 100.

14. Refrigerador.

15. Centrifuga.

16. Bafio maria a temperatura constante.

17. Horno.

Procedimiento:

1. Cortar 4 fragmentos de tela impregnada con sangre problema, que mediran 3 mm?2
(cuando la mancha problema no se encuentre sobre tela, absorberla con solucion salina
en pequefios trozos de tela de algodoén, de color blanco, sin apresto y esterilizada, que
en caso necesario puede secarse en la estufa) y colocar cada recorte en los tubos
necesarios.

2. Los tubos se colocan en una misma columna de una gradilla como se ilustra en la
figura 17, columna que se marcara como problema.

3. En la forma antes descrita se prepara otra serie de tubos, en cuyo interior se colocaran
fragmentos de tela manchadas con sangre de grupo conocido: A, B, AB y O,
marcandose tal columna como testigo.

4. Igualmente se colocard otra serie de tubos, que contengan fragmentos de una parte de

tela en estudio, que no se encuentre maculada con sangre y se pondran en una tercera
columna asignada como control.
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5. Obsérvese en la figura 17 como las hileras horizontales de la gradilla se marcaran:
Anti.A, Anti-B, Anti-AB y Anti-H, en cada una de ellas y en la columna
correspondiente al testigo; se encontrard al respectivo tuba conteniendo muestras de
grupo conocido, requisito sin el cual la técnica carece de validez.

6. Fijar las manchas de sangre impregnadas en la tela, cubriéndolas con metanol cuando
menos durante 15 minutos, después de ese tiempo eliminarlo totalmente.

7. Agregar a cada tubo de la hilera Anti-A, dos gotas de suero Anti-A; a los de la hilera
Anti-B, suero Anti-B; a los de la hilera Anti-AB, suero anti-AB y a los de la hilera Anti-
H, lecitina Anti-H.

8. Dejar en refrigeracion durante toda la noche a 4°C.

9. Lavar con solucion salina fria 6 veces o hasta obtener una solucién clara e incolora.
10. Afiadir a cada tubo, 2 gotas de solucion salina a temperatura ambiente.

11. Colocar la gradilla en el bafio maria a 56°C, durante 10 o 15 minutos.

12. Sacar cuidadosamente los trozos de tela con un aplicador de madera, diferente para
cada tubo.

13. Agregar una gota de solucién de glébulos rojos lavados al 2% de la siguiente manera:
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.
(Problemas, control, testigo) figura 17.

14. centrifugar durante 30 segundos a 3400 rpm.
15. Observar la presencia o ausencia de aglutinacion.
INTERPRETACION DE RESULTADOS:

A. Si hay aglutinacién en el tubo problema de la hilera marcada como Anti-A, el grupo
corresponderd al A; puede aglutinar ligeramente en el tubo problema de Anti-AB.

B. Si hay aglutinacion en el tubo problema de la hilera marcada como Anti-B, el grupo
corresponderd al B; también puede aglutinar ligeramente en el tubo problema de Anti-
AB.

C. Si hay aglutinacién en los tubos marcados: Anti-A, Anti-B y Anti-AB; pero no la hilera
asignada como Anti-H, el grupo de la muestra analizada correspondera al AB.
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D. Si existe aglutinacién en el tubo problema de la hilera marcada como Anti-H y
simultineamente en el problema de la hilera asignada como Anti-A, el grupo en
cuestion correspondera al A2.

E. Sino hay aglutinacién en los tubos problema de las tres primeras hileras, pero si en el
de la hilera marcada como Anti-H, el grupo sanguineo correspondera al O.

Problema Testigo Control
Anti-A - A> -
Anti-B - B> -
Anti-AB S QAB> -
Anti-H - > =

Figura 17 Técnica de absorciéon elucién.

II. Determinacion de grupo sanguineo del sistema Rh en manchas de sangre por la técnica
de absorcion-elucion.

Para efectuar estas determinaciones es indispensable contar con una muestra de sangre fresca
del grupo O que contenga los cinco antigenos del sistema Rh (R1, Ro).

a. Preparacion de las células testigo:

Estas células deberan prepararse inmediatamente antes de ser utilizadas, a partir de una
muestra de sangre con las caracteristicas anotadas anteriormente, lavandolas tres veces con
solucion salina y tratdndolas posteriormente con bromelina comercial diluida 1:10 con una
solucion buffer de fosfatos de pH 5.7.

Se colocan dos gotas de globulos lavados RiR2 en un tubo de 12 x 75, se agrega a un segundo
tubo 0.1 mL de solucion de bromelina y 0.9 mL de la solucién buffer, quedando asi la enzima
diluida 1:10; se mezcla perfectamente para después colocar cada tubo en la incubadora
durante 5 a 6 minutos. Se afiaden 4 gotas de buffer con bromelina a las dos gotas del paquete
globular R1R2 y se mezcla. Este tubo se coloca en la incubadora a 37°C, durante 10 minutos.
Pasado el tiempo se saca de la incubadora y se llena con solucién salina fresca y estéril;
centrifugar y realizar tres lavados con solucién salina. Con los glébulos lavados hacer una
suspension al 3.5%.
b. Preparacién de las muestras.

Diluir los sueros anti-D y anti-C usando una gota de suero y 9 gotas de soluciéon salina (dil.
1:10). Los sueros anti-C, anti-e y anti-E se diluirdn 1:2. Una gota de suero y dos de solucién
salina. La albamina bovina se diluira al 1.5% con solucién salina. Se cortaran fragmentos de
tela manchada con sangre, este se marcard como problema y también de sangre testigo (3
mm). Para los grupos C, E y e de 4 x 4mmm; de 3x3 mm. Para los grupos C y D.
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i.
1ii.

iv.

Vi.
Vii.
Viii.
ix.
xi.

xil.

I1I.

Procedimiento

Colocar los fragmentos de tela en sus respectivos tubos, ver figural8. Afiadir una gota
de antisuero especifico en cada una de los tubos.

Tapar bien los tubos y colocar la gradilla en la incubadora a 37°C durante toda la
noche.

Lavar con solucién salina durante 2 horas, cambiando 6 veces esa solucidn con
intervalos de 20 minutos.

Quitar la dltima solucion y agregar 3 gotas de albumina diluida a cada tubo para la
elusion.

Incubar durante 40 minutos a bafio maria a 60°C sin tapar.

Sacar la gradilla del bafio y retirar rdpido las piezas de tela con ayuda de aplicadores
de madera.

Agregar células testigo R1, R2 tratadas con bromelina y tapar los tubos.

Incubar a 37°C durante hora y media.

Centrifugar durante 1 minuto a 3400 rpm.

Leer macroscopicamente.

Pasar el contenido de cada tubo a una mirilla que contenga una gota de solucién
salina.

Mezcla y leer al microscopio.

e

C C E
Testigo positivo O 0 O O
O O 0 [0

Problema
O O O |0

Testigo negativo
Figura 18. Determinacion del factor Rh por la técnica de absorcién elucion.

OO T

Determinaciéon de grupo sanguineo del sistema MN en manchas de sangre por medio
de la técnica de absorcién-elucion.

Esta técnica se realiza por un experto en la materia debido a que los antigenos MN son
dificilmente detectables por la inespecificidad y mala calidad de los antisueros disponibles.

Procedimiento:

1.

1ii.

iv.

Colocar fragmentos de tela de 15 mm2 manchados con sangre en tubos, colocarlos en
la primera columna y marcarlos como problema, ver figura 19.

Colocar fragmento de tela manchadas con sangre con propiedades
antigenicasconocidos del grupo M en un tubo en la primera fila y del grupo N en la
segunda hilera y marcar la columna como testigo.

Colocar fragmentos de la tela en estudio sin manchas de sangre en la tercer columna y
marcarla como control.

No fijar con metanol.
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v. Colocar una gota de suero anti-M sin diluir a la hilera anti-M y de suero anti-N a la
hilera anti-N.
vi.  Dejar en refrigeracién toda la noche a 4°C
vii.  Lavar con solucion salina 5 veces.
viii.  Agregar 3 gotas de las células conocidas M a la hilera 1 y de N a la hilera 2.
ix.  Poner a ebullicién por 15 minutos.
x.  Leer aglutinacién.

Interpretacion.
Si aglutina la hilera anti-M, el grupo serd M.

Si aglutina la hilera anti-N, el grupo serd N.
Si aglutina en ambas hileras el grupo serd MN.

Problema | Testigo | Control

1. Anti-M M

2. Anti-N N
Figura 19.

En resumen, la técnica de absorcién-elucion es la mas satisfactoria para determinar el grupo
sanguineo del sistema ABO, en manchas de sangre seca en algunas literaturas se reporta que
este método puede usarse para el sistema MN y para determinar Rh, aun cuando se tiene el
inconveniente, en el caso del sistema MN, de que sus antigenos son dificilmente detectables
por la inespecificidad y mala calidad de los antisueros disponibles; en el caso de el Rh, se
requiere de mayores cantidades de muestra por tener que estudiarse.

B) TECNICA DE ABSORCION-INHIBICION
La técnica de absorcién-inhibicién, para la determinacion del grupo sanguineo, se utiliza
ademds de manchas de sangre, preferencialmente en saliva y liquido seminal, fluidos
organicos en los que el antigeno se encuentra en forma soluble3®.
El material antigénico se coloca en contacto con su anticuerpo homologo a fin de efectuar su
absorcion especifica. El anticuerpo en el sobrenadante, se observa con eritrocitos de
propiedades antigénicas conocidas; es conveniente trabajar con testigos de grupo conocido.

Procedimiento:

1. cortar fragmentos de tela impregnada de muestra problema (3mm?) asi mismo del
control y testigos en hileras de tubos etiquetadas como: Anti-A, Anti-B y Anti-H.

2. poner tres gotas de cada uno de los sueros en sus respectivas hileras como se ilustra en
la siguiente figura:
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Problema Testigo Control
Anti-A @) O O
Anti-B ©) O O
Anti-H ©) O O
Figura 20: Técnica de absorcion-inhibicion.
INTERPRETACION:

A. Si se observa aglutinacién con Anti-A y con Anti-B, pero no con Anti-H el grupo seré

O.

B. Si hay aglutinacién en los tubos con anti-B y con Anti-H, pero no en el de Anti-A, el

grupo sera A.

C. Si no existe aglutinacién con Anti-A ni con anti-B, pero si con Anti-H, el grupo sera

AB.

D. Si se obtiene aglutinacién con Anti-B pero no la hay con Anti-A ni con Anti-H, el grupo

sera A2.

E. Si se obtiene aglutinacién con Anti-A y con Anti-H, pero no con Anti-B, el grupo sera

B.

Figura 21.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Como puede observarse se realiz6 una exhaustiva btsqueda de informacién para poder
mostrar aspectos importantes en la determinacién de los grupos sanguineos en manchas de
sangre, ya que el presente trabajo tiene como propésito introducir al Quimico Farmacéutico-
Biol6gico en el 4rea forense y por ende en el esclarecimiento del delito.

Cabe sefalar que la informacién acerca de los grupos sanguineos, recae en su mayoria en el
tema de transfusiones sanguineas, y, como herramienta de identificaciéon, dentro del ambito
forense, se desvia la atencién a la huella genética, restandole importancia a los grupos
sanguineos. Es por ello que se recopilo la informacién necesaria para abordar el tema de los
grupos sanguineos dentro de la Quimica Legal, dandole la importancia que tienen en dicha
area, esto es: el ADN por si solo no puede ser utilizado en la resolucién del delito, ya que sé6lo
es parte del rompecabezas en el que se encuentran embebidos los grupos sanguineos, ademas
de otro tipo de indicios, y que en conjunto reflejan como ocurrié el hecho delictivo; ademas de
sefialar perpetradores, quienes cometen el delito, y a sus victimas.

Observamos que existen variedad de sistemas de grupos sanguineos, sin embargo no todos
pueden ser determinados por las diversas técnicas inmunohematolégicas, por ello el sistema
ABO sigue siendo el mas utilizado y de esta manera sirve de apoyo en la identificacion de
individuos. El sistema ABO ofrece caracteristicas peculiares que hacen mas factible la
identificacién de un sospechosos, el casos del grupo A que presenta subtipos es un claro
ejemplo de ello; la frecuencia con que se manifiestan y el tipo de raza se relacionan con los
grupos sanguineos.

En la btsqueda de informacién se encontré que el método de absorcién-elucién es el maés
utilizado en la determinacion de grupos sanguineos en manchas de sangre, y podria decirse
que el mas confiable, por lo cual en la actualidad necesitamos que se realicen nuevas técnicas
mas sensibles y més especificas.

El presente trabajo es una herramienta ttil en la que se apoyen y sirva de base en la creaciéon
de nuevos proyectos acerca del tema aqui tratado, intentando acercar y motivar a estudiantes
universitarios, profesores, profesionistas expertos en el area, etc., a que desarrollen nuevas
técnicas y estudios acerca de los grupos sanguineos y su uso en el drea Quimico-Legal,
mejorando de esta manera la imparticion de justicia.
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo se realizo con el fin de proporcionar herramientas tedricas al Quimico
Farmacéutico-Biolégico, ya que se proporcionan, en su mayoria, aspectos tedricos que son
utiles en el campo de la investigacion quimica forense, inmunolégica, genética y
hematolégica.

Es importante considerar el hecho que la ciencia ha logrado connotados avances en los
altimos afios en relacion a la investigacion forense, lo que hace mas confiable la procuraciéon
de justicia, apoyada por la ciencia y la tecnologia.

La importancia que ha adquirido con el paso del tiempo la Quimica Analitica en la
investigacion Criminalistica proviene de su estrecha relacién con estudios periciales de otro
tipo como son la Balistica, Hematologia, Genética Forense, Grafoscopia, Incendios y
Explosivos. La Quimica estad presente cuando existe la necesidad de conocer la naturaleza
intrinseca de cualquier sustancia o elemento, y mdas atn, cuando sirve para auxiliar en la
investigacion cientifica de los delitos.

Los peritos quimicos son requeridos para participar en diferentes situaciones durante un
proceso legal. Su presencia es indispensable en las diferentes especialidades.

Por ello la determinaciéon de grupos sanguineos no es menos importante, en la identificacién
de individuos, que el estudio de la huella genética, porque al igual que los peritos y sus
diferentes especialidades, los grupos sanguineos son un apoyo importante en la solucién de
un delito.

Sin embargo aun no se ha realizado un método nuevo, en la determinacién de grupos

sanguineos ya que en la bibliografia revisada sélo se encontré que el método de absorcién -
elucién sigue siendo el método mas usado aun en la actualidad.
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11. ANEXO1

KARL LANDSTEINER

Figura 22. Karl Landsteiner y los grupos sanguineos

La primera transfusién humana con éxito fue probablemente la que realizé en 1667 Jean-
Baptiste Denis administré tres pintas o gotas de sangre de carnero a una persona sin observar
ninguna reaccién postransfusional. Aparentemente ello le anim¢ a inocular sangre de ternera a
un joven de vida licenciosa para aplacar su estado de agitaciéon, con un desenlace mortal.
Aunque fue exonerado por los tribunales, la facultad de Paris prohibi6é las préacticas
transfusionales. La incompatibilidad sanguinea entre especies habia sido ya puesta de
manifiesto en 1873 por Landois y por Ponfick en 1874.

Nos encontramos a finales del siglo XIX, y una nueva ciencia estd naciendo, la inmunologia,
interesada en sus inicios por los sueros y las vacunas. Las investigaciones llevadas a cabo por
Ehrlich, Bordet, Behring y otros inmunodlogos, sientan las bases para el conocimiento de las
reacciones inmunolégicas, responsables de los accidentes postransfusionales. Karl Landsteiner,
médico austriaco (1868-1943), ensefiaba entonces anatomia patoldgica en la Universidad de
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Viena. Uno de sus campos de investigacion fue la genética de la sangre humana que comparé
con la de los simios. Landsteiner observé que al mezclar la sangre de dos personas habia
ocasiones en que los glébulos rojos se aglutinaban formando grumos visibles. Analizé la
sangre de un total de 22 personas, incluyendo la suya y la de cinco colaboradores de su
laboratorio, para lo cual procedia a separar el suero de la sangre total, lavaba después los
globulos rojos y los sumergia en una solucion de suero salino fisiolégico. A continuacién
ensayaba cada suero con los diferentes globulos rojos obtenidos y tabulaba los resultados.
Lleg6 asi a descubrir tres tipos distintos de hematies, denominados A, B y O, que daban lugar
a reacciones de aglutinacion. Estos hallazgos los realizé en Viena hacia 1901. Dos afios mas
tarde, dos discipulos suyos, Alfredo de Castello y Adriano Sturli, analizando 155 muestras (de
121 pacientes y 34 controles sanos), descubren un cuarto grupo, al que llaman AB, sin poder
aglutinante.

La sangre humana posee de forma natural unas moléculas conocidas como anticuerpos
capaces de reaccionar con otras moléculas de los glébulos rojos llamadas antigenos o
aglutinégenos, produciendo como resultado de la interacciéon antigeno-anticuerpo su
aglutinacion. Estos anticuerpos o isoaglutininas (que no existen en el tipo AB) son las
responsables de la incompatibilidad de las transfusiones sanguineas si no se selecciona o se
tipa (es asi como se dice técnicamente en el argot del laboratorio) la sangre a transfundir del
donante. Ottenberg en 1911 acuf6 el término de “donante universal” para el grupo O por
carecer de antigenos en los eritrocitos. En 1908 Epstein y Ottenberg sugieren que los grupos
sanguineos son hereditarios. Y en 1910, E. von Dungern y L. Hirszfeld descubren que la
herencia de estos grupos sanguineos sigue las leyes de Mendel con un patrén dominante para
los tipos A y B. En 1927 junto con Philip Levine, inmunizando conejos, Landsteiner descubri6
tres antigenos mas (M, N y P) similares a los antigenos de los grupos A y B pero que, a
diferencia de éstos, su presencia en los hematies no supone la existencia en la sangre humana
normal de aglutininas naturales.

Posteriormente en 1940, junto con Alexander Salomon Wiener, descubre otro antigeno en los
hematies al que bautiza como factor Rh, al haberse hallado en el suero de conejos inmunizados
con sangre procedente de un mono de la India, el Macacus Rhesus. Un nifio que tiene el factor
Rh, es decir, es Rh+, puede inmunizar a su madre Rh- durante la gestacion. Esta desarrolla
anticuerpos especificos anti-Rh que pueden en su segundo embarazo atravesar la placenta y
producir el aborto o una enfermedad hemolitica en el recién nacido que cursa con ictericia, la
temible eritroblastosis fetal. Mas tarde Ronald A. Fisher describe otros sistemas de antigenos
eritrocitarios y hoy en dia se conocen un total de hasta 42 antigenos distintos en los glébulos
rojos humanos.

Gracias a sus trabajos pioneros en inmunohematologia se establecié la compatibilidad
sanguinea entre las distintas sangres de los seres humanos. El descubrimiento de los grupos
sanguineos por Karl Landsteiner, del que ahora se cumple el primer centenario, facilit6 la labor
de la justicia al permitir los andlisis periciales en casos de litigio de paternidad, y lo que es més
importante, hizo posible las transfusiones sanguineas seguras basadas en criterios cientificos,
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evitando los temibles accidentes postransfusionales (hemolisis o destrucciéon de los glébulos
rojos y lesiones renales) por la falta de compatibilidad sanguinea.

El dia 19 de noviembre de 1914, E. Merlo, a la sazén administrador de la Clinica Médica de la
Universidad de Buenos Aires, lleva a cabo con éxito la primera transfusion indirecta en el
hombre siendo el donante R. Mosquera, un portero del establecimiento. Luego, muchos otros
investigadores (Carrel, Crile, Ellsberg, Unger) pusieron a punto multitud de técnicas para
optimizar la transfusién sanguinea, que han hecho posible que en los modernos bancos de
sangre la transfusién sea una practica rutinaria.

En el campo de la antropologia, el tipaje de los grupos sanguineos favoreci6 los estudios sobre
la distribucién de los grupos sanguineos en las distintas razas y etnias. La importancia de las
aportaciones de Landsteiner tuvieron justa recompensa y reconocimiento internacional por la
comunidad cientifica. Fue galardonado por la Academia sueca con el Premio Nobel de
Medicina y Fisiologia en 1930.
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ANEXO 2

Fenolftaleina
HQO Fenolftaleina (Indicador de pH )
OH Inferior a pH 7 Sobre pH 7
Incoloro > Rosa

O

Figuras 23y 24.
Estructura de la Fenolftaleina en pH inferior a 8,2.

La fenolftaleina es un indicador de pH que en soluciones dcidas permanece incoloro, pero en
presencia de bases se torna rosa o violeta.

Es un sélido blanco, inodoro que se forma principalmente por reaccién del fenol, anhidrido
ftalico y acido sulftirico (H2SO4); sus cristales son incoloros. Tiene un punto de fusién de
254°C.

Su formula es CooH14O04.

El cambio de color esta dado por la siguiente ecuacion quimica:

HoFenolftaleina  Fenolftaleina>  Fenolftaleina(OH)3-
Acido <> Alcalino <«  Muy Alcalino
Incoloro Rosa Incoloro

No es soluble en agua, con lo que normalmente se disuelve en alcohol para su uso en
experimentos. La fenolftaleina es un acido débil que pierde cationes H* en solucién. La
molécula de fenolftaleina es incolora, en cambio el anién derivado de la fenolftaleina es de
color rosa. Cuando se agrega una base la fenolftaleina (siendo esta inicialmente incolora)
pierde H* formandose el anién y haciendo que tome coloracién rosa.

Se utiliza en investigaciones forenses, para detectar manchas y posteriormente agua
oxigenada, si el color se torn6 de rosa a violeta, hay trazas de sangre .
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ANEXO 3

Quimioluminiscencia:

Bajo quimoluminiscencia se entiende el fenémeno que en algunas reacciones quimicas la
energia liberada no sélo se emite en forma de calor o de energia quimica sino en forma de luz.

Ejemplos: El ejemplo mds conocido es la oxidacién de los vapores del fosforo blanco al oxigeno
que emite una luz pélida y que ha dado nombre a este elemento. Las reacciones de
quimoluminiscencia son mas extendidas que se suele suponer aunque el rendimiento cuantico
es habitualmente muy bajo y por lo tanto se requieren instrumentos muy potentes
(fotomultiplicadores) para detectarlas.

Fendmenos relacionados

La bioluminiscencia demostrada por unos organismos se basa igualmente en la
quimoluminiscencia aunque se oxidan otras sustancias que las habitualmente utilizados en el
laboratorio, p. €j. la luziferina 7.

Luminol es un derivado del 4cido ftélico. Se trata de un sélido verdoso poco soluble. Su mayor
importancia reside en la reaccién de quimoluminiscencia que da con per6xidos en presencia de
complejos de hierro como catalizadores.

Datos fisicoquimicos

NH» o
Férmula:CsH7N3O» .

,.--”'H

Masa molecular: 177,7 g/mol T
Punto de fusiéon: 317 °C A y
N° CAS: 521-31-3 )
Sintesis

El luminol es accesible en dos etapas a partir de 3-nitro 4cido ftélico e hidracina. El grupo nitro
del producto de esta reaccién, la hidrazida ciclica del &cido, es reducida después a grupo
amino mediante el ditionito de sodio bisulfito sédico.

Reacciones de Luminol

En las reacciones de bioluminiscencia, como se observa en las luciérnagas y diversos
organismos marinos, el papel del luminol lo juegan las luciferinas 58.
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ANEXO 4

Radiacion ultravioleta

Figura 26.

Lampara fluorescente de luz ultravioleta. La radiacién ultravioleta no es visible; sin embargo,
muchas de las lamparas ultravioletas emiten marginalmente parte de su luz en la zona
adyacente del espectro visible, con lo que se observan de un color violeta.

Se denomina radiacion ultravioleta o radiacion UV a la radiacién electromagnética cuya
longitud de onda estd comprendida aproximadamente entre los 400 nm (4x107 m) y los 15 nm
(1,5x10% m). Su nombre proviene de que su rango empieza desde longitudes de onda mas
cortas de lo que los humanos identificamos como el color violeta.

Descubrimiento

El descubrimiento de la radiacién ultravioleta estd asociado a la observacion del
oscurecimiento de las sales de plata al ser expuestas a la luz solar. En 1801 el fisico aleman
Johann Wilhelm Ritter descubrié que los rayos invisibles situados justo detras del extremo
violeta del espectro visible eran especialmente efectivos oscureciendo el papel impregnado con
cloruro de plata. Denominé a estos rayos '"rayos desoxidantes" para enfatizar su reactividad
quimica y para distinguirlos de los "rayos caléricos" (descubiertos por William Herschel) que
se encontraban al otro lado del espectro visible. Poco después se adopt6 el término "rayos
quimicos". Estos dos términos, "rayos caloricos" y "rayos quimicos" permanecieron siendo
bastante populares a lo largo del siglo XIX. Finalmente estos términos fueron dando paso a los
mas modernos de radiacién ultravioleta e infrarroja respectivamente.

Subtipos

Segtin su longitud de onda, se distinguen varios subtipos de rayos ultravioleta:
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Nombre Abreviacion | Longitud de onda (nm) | Energia por foton (eV)
Ultravioleta cercano | NUV 400 - 200 3.10 - 6.20

Onda larga UVA 400 - 320 3.10 - 3.87

Onda media UVB 320 - 280 3.87 -4.43

Onda corta UuvC 280 - 200 443 -6.20
Ultravioleta lejano | FUV, VUV | 200 - 10 6.20 - 124

Ultravioleta extremo | EUV, XUV 31-1 40 - 1240

Usos

La luz ultravioleta tiene diversas aplicaciones.

Una de las aplicaciones de los rayos ultravioleta es como forma de esterilizacién, junto con los
rayos infrarrojos.

Lamparas fluorescentes

Producen radiaciéon UV a través de la ionizaciéon de gas de mercurio a baja presiéon. Un
recubrimiento fosforescente en el interior de los tubos absorbe la radiacién UV y la convierte
en luz visible.

Parte de las longitudes de onda emitidas por el gas de mercurio estan en el rango UVC. La
exposicién sin proteccion de la piel y ojos a lamparas de mercurio que no tienen un fosforo de
conversion es sumamente peligrosa.

La luz obtenida de una ldmpara de mercurio se encuentra principalmente en longitudes de
onda discretas. Otras fuentes de radiacién UV précticas con de espectro mdas continuo incluyen
las lamparas de xendn, las lamparas de deuterio, las ldmparas de mercurio-xenén, las lamparas
de haldro metalico y la Laimpara hal6gena.

Luz ultravioleta

La luz ultravioleta también es conocida coloquialmente como [uz negra. Para generar este tipo
de luz se usan unas lamparas fluorescentes especiales. En estas ldmparas se usa sélo un tipo de
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tésforo en lugar de los varios usados en las lamparas fluorescentes normales. También se
reemplaza el vidrio claro por uno de color azul-violeta, llamado Cristal de Wood.

El vidrio de Wood contiene 6xido de niquel, y 6xido de cobalto, y bloquea casi toda la luz
visible que supere los 400 nanémetros. El fésforo normalmente usado para un espectro de
emisiéon de 368nm a 371nm puede ser tanto una mezcla de europio y fluoroborato de estroncio
(SrB4O7F:Eu?*), o una mezcla de europio y borato de estroncio (SrBsO7:Eu?*), mientras que el
tosforo usado para el rango de 350nm a 353nm nandémetros es plomo asociado con silicato de
bario (BaSi2Os:Pb*).

La radiacion ultravioleta, al iluminar ciertos materiales, se hace visible debido al fenémeno
denominado fluorescencia. Este método es usado comtinmente para autenticar antigiiedades y
billetes, pues es un método no invasivo y no destructivo de exanimacién. Liquidos
fluorescentes se aplican a estructuras metélicas iluminadas con una luz negra. De este modo,
rajaduras y otros defectos pueden ser facilmente identificados.

En Ciencia forense, la luz negra se usa para detectar rastros de sangre, orina, semen y saliva
(entre otros), causando que estos liquidos adquieran fluorescencia. Usando esta misma técnica,
algunos reporteros han revelado la falta de higiene en las habitaciones de los hoteles, o
manchas en ropa que de otra manera serian mas dificiles de detectar.

Control de plagas

Las trampas de moscas ultravioleta se usan para eliminar pequenos insectos voladores. Dichas
criaturas son atraidas a la luz UV para luego ser eliminadas por shock eléctrico, o atrapadas
después de tocar la trampa.

Espectrofotometria

El espectroscopio UV/VIS (de ultravioleta/visible) es ampliamente usado en quimica para
analizar estructuras quimicas.

Efectos en la salud

La mayor parte de la radiacién ultravioleta que llega a la Tierra lo hace en las formas UV-C,
UV-B y UV-A; principalmente en esta tiltima, a causa de la absorcién por parte de la atmdsfera
terrestre. Estos rangos estan relacionados con el dafio que producen en el ser humano: la
radiaciéon UV-C —la més perjudicial para la vida— no llega a la tierra al ser absorbida por el
oxigeno y el ozono de la atmésfera; la radiacién UV-B es parcialmente absorbida por el ozono
y s6lo llega a la superficie de la tierra en un porcentaje minimo, pese a lo que puede producir
dafios en la piel.

Entre los dafios que los rayos ultravioleta pueden provocar se incluyen el cancer de piel,
envejecimiento de ésta, irritacion, arrugas, manchas o pérdida de elasticidad 5°.
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