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RESUMEN

El delito de violacion es definido en el codigo penal del D.F., al que
por medio de la violencia fisica o moral realice copula con persona
de cualquier sexo, se entiende por copula a la introduccion del
pene en el cuerpo humano por via vaginal, anal o bucal, cuando la
victima fuere menor a doce anos, cuando la persona se encontrare
privada de razon, de sentido o cuando por cualquier otra causa no
pudiere resistir al ataque.!

Las agravantes estan dadas cuando resultare un grave dano en la
salud de la victima, por la relacion victima victimario (ascendiente,
descendiente, afin en linea recta, hermano, encargado de la
educacion o guarda de aquella, o con el concurso de dos o mas
personas), como asimismo, si resultare la muerte de la victima.!
Siendo un delito en que se priva a la victima de su libertad sexual,
el Estado interviene para garantizar la libertad de esta en la
comunidad, por lo mismo, dentro de sus fines, tiende a tutelar
inclusive penalmente, sabedor de que con frecuencia algunos
sujetos rebasan los limites violentando la libertad de otros creando
conflicto social.

Ante esta realidad, la Fiscalia para Delitos Sexuales de la PGJDF —
creada en 1991 y cuyas funciones son recibir denuncias de ese
tipo de crimenes, integrar las averiguaciones previas y apoyar
psicologicamente a las victimas y a sus familiares se ha dado a la
tarea de establecer patrones psicologicos y de “modus operandi”

de los agresores sexuales con miras a identificarlos y disponer



medidas de prevencion en una ciudad donde, segun cifras
oficiales, ocurre una violacién cada siete minutos.1y 2

En 1989 la Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal y
de otros Estados han creado Agencias Especializadas en Delitos
Sexuales, con el fin de recibir las denuncias por estos delitos,
orientar a las victimas y derivarlas -a ella y a sus familiares- a
organismos especializados para el apoyo terapéutico y legal.?

En 1994 habia 16 de estas agencias en el pais. Al mismo tiempo,
también en el Distrito Federal, desde 1989, la Procuraduria de
Justicia cuenta con un Centro de Terapia de Apoyo a Victimas de
Delitos Sexuales que capacita ademas a funcionarios de las
Procuradurias de los Estados en su trabajo en las AEDS (Agencias
Especializadas de Delitos Sexuales). Desde 1990 tiene un Centro
de Atencion a la Violencia Intrafamiliar, que da orientacion
psicoterapéutica a victimas y victimarios. Es por esto que la
investigacion consiste en el analisis de los elementos que
conforman la evidencia biologica recuperada en los casos de
violacion sexual, ya sea en el lugar de los hechos o directamente
recolectados de la victima.!

El semen, la sangre y los pelos casi siempre son testigos mudos de
las agresiones sexuales, o sea de los delitos que atentan contra la
libertad sexual. En este trabajo se hace una recopilacion de los
diferentes examenes de laboratorio realizados a la victima de
violacion y a imputados.3

Es importante mencionar que las evidencias aqui recolectadas y
analizadas estan orientadas a demostrar la existencia de copula,

acceso carnal, ademas de la posible identificacion del agresor. El



peritaje de examenes de laboratorio de los diferentes fluidos
biologicos incluye también la forma de recoleccion y preservacion
de los mismos.

Fluidos biologicos a analizar:

1. Sangre y manchas de sangre

2. Semen y manchas de semen

3. Cabellos con foliculo

4. Contenido vaginal, vulvar y perivulvar4

El presente trabajo consiste en realizar una recopilacion
bibliografica, de caracter documental y abarcara aspectos desde la
recoleccion de evidencia en la escena de la agresion, hasta el
examen de la victima y los indicios que vinculen a la persona con
el agresor.

Ademas también se mencionaran los estudios correspondientes de
ADN ya que los individuos son idénticos entre si en un 99% y solo
el 0,02% restante aproximadamente en 60000 nucleotido residen
las diferencias entre unos y otros y que nos hacen un ser unico
(salvo en los casos de gemelos univitelinos que son genéticamente
idénticos). E1 ADN esta presente en todas las células del cuerpo
humano (excepto los eritrocitos y las plaquetas), por lo que es
posible extraerlo a partir de cualquier material biologico. Estas
muestras biologicas son susceptibles de extraer y analizar, porque
de manera directa y objetiva, independientemente de otro tipo de
pruebas, con ellos se podra demostrar la culpabilidad o la

inocencia del presunto responsable.



La adecuada aplicacion de técnicas para el examen de los indicios,
especialmente las técnicas analiticas del ADN aportan una precisa
individualizacion de las personas y con ello aportan asi una
herramienta ahora indispensable para resolver un posible caso de

violacion sexual.



INTRODUCCION

Muchos anos han pasado desde que Francis Galton (1822-1911),
erudito inglés dedicado al estudio de la transmision de caracteres
humanos, explicara las bases de la individualizacion
descubriéndonos que las huellas dactilares son caracteristicas de
cada individuo. En nuestros dias, y adoptando el nombre de su
herramienta, la huella genética (estudio de ADN) se nos presenta
como una técnica imprescindible para la identificacion de vestigios

biologicos de interés forense.5

El estado actual de aplicacion de estas técnicas debe su auge al
gran avance biotecnologico que se ha producido en estas ultimas
dos décadas y que han hecho posible el estudio de indicios
dejados en la escena del crimen o sobre la victima de un crimen y
que anteriormente hubiese sido imposibles de analizar con las
técnicas convencionales. Desde la saliva dejada en una colilla
hasta un pelo o los escasos restos epiteliales restantes en unas en
maniobras de forcejeo entre victima y agresor, son hoy valiosas
pruebas que pueden por si solas arrojar la informacion suficiente

para identificar a un sospechoso.5

Entre los tipos de agresiones violentas, las sexuales son
especificamente propensas al estudio de vestigios biologicos ya
que implican siempre un contacto fisico entre la victima y su

agresor y consecuentemente, un intercambio de materiales tales



como pelos, fibras y fluidos biologicos, siendo las mas frecuentes

los restos de semen y saliva.s

Otra peculiaridad importante de este delito es que ocurren
frecuentemente en ausencia de testigos. Incluso las declaraciones
de la victima que actia como testigo directo de los hechos deben
ser interpretadas con cautela, ya que a menudo concurren
circunstancias que tergiversan su vision del asalto tales como
graves traumatismos, consumo de alcohol y drogas, minusvalias
siquicas, etc. Es por esto que todos los datos obtenidos en la
historia del caso, la informacion obtenida por los médicos en el
examen de las victimas y los datos derivados de la investigacion
son los que deben marcar como debe procesarse el caso en el
laboratorio y cuales seran los indicios mas relevantes cuyo

analisis contribuya al esclarecimiento de los hechos.5

Técnicamente, se puede admitir que en toda actividad de las
personas, existe un momento y un escenario en donde se
desarrollan las diversas actividades del tipo social, politico,
religioso, familiar, etc. incluso criminal. Indudablemente, en cada
escenario queda estampada en forma latente o visual la presencia
de los protagonistas, a través de pequenos detalles dejados por
cada uno como su uUnico creador, (olores, sabores, huellas,
manchas, estado y posicion de las cosas, etc.), que permiten

deducir fehacientemente de que evento se trato.2



LOS INDICIOS BIOLOGICOS.
La primera medida a tomar cuando se tiene conocimiento de la

comision de un hecho delictivo, es la PROTECCION DEL LUGAR.

El lugar del hecho es wun escenario extraordinariamente
importante que no debe ser alterado por malos procedimientos, en
este encontraremos todas las evidencias que nos permitiran
reconstruir el hecho investigado (huellas de calzados, manchas de

sangre, semen, pelos, vellos, etc.).3

Los indicios, son el material sensiblemente significativo
relacionado con los hechos que se investigan, constituye el objeto

formal de estudio de la criminalistica.3

Con relacion al concepto de indicio segun Clément: Son todos los
objetos y todas las senales o huellas relacionadas directa o
indirectamente con los hechos delictuosos que se investigan, y
para los hermanos José Antonio y Miguel Lorente Acosta: Todo lo
que el sospechoso deje o se lleve del lugar de los hechos, o que de

alguna manera pueda conectarse con este ultimo.?2

El estudio de los indicios es de gran importancia ya que
constituye la prueba cientifica del delito, a nuestro juicio el mas
importante y seguro de los medios de prueba que contempla la
legislacion penal moderna.3 Los indicios pueden ser encontrados
tanto en el lugar de los hechos, en el cuerpo de la victima o el

victimario, como en las areas relacionadas, ya sean proximas o
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distantes. Su manejo inadecuado conduce a su contaminacion,
deterioro o destruccion, siendo estas las causas mas frecuentes

que impiden su ulterior examen en el laboratorio.3

Los indicios que podemos encontrar en el lugar de los hechos son
diversos, asi tenemos: huellas, objetos, armas, proyectiles,
casquillos, papeles, cuerdas, vestidos, manchas (sangre, semen,

orina, etc.), pelos, fibras, polvos, etcétera.3

Indicios biolégicos. 39

El examen forense de los indicios, también denominados evidencia
fisica comprende varios pasos: su reconocimiento en el lugar de
los hechos, su registro documental con relacion al lugar de los

hechos, su coleccion y preservacion, su analisis, la interpretacion
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de los resultados derivados de su examen y, finalmente, el reporte

de los mismos, es decir, emision del dictamen.3

Para que los indicios tengan un valor criminalistico y, por tanto,
también procesal, los indicios deben reunir ciertas condiciones,
deben tener una relacion con el hecho primordial y que servira
de inicio para la conclusion que se busca y que reunidos en su
totalidad conduzcan logica y naturalmente al hecho que se trate.6

En el caso una violacion sexual, las muestras de laboratorio que
se entreguen para su analisis, tienen como objetivos establecer los

siguientes conceptos:

1. ADN de victima y agresor.
2. Administracion de toxicos a la victima.
3. Enfermedades de transmision sexual preexistentes en la

victima.6

Todo esto con el fin de confirmar un delito y establecer la

vinculacion del acusado con el hecho.5
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MARCO TEORICO

La palabra acceso, procede del latin (accesos: entrada, paso). El
acceso carnal es denominado coépula. Tradicionalmente se ha
definido como la introduccion completa e incompleta del miembro

viril en la via vaginal, anal o bucal de la victima.6

Legislacion penal: Art. 265. Al que por medio de violencia fisica o
moral realice copula con una persona sin la voluntad de esta

comete un delito de violacion.”

Podemos resumir este delito diciendo que la violacion sexual es
copula con violencia. Resulta obvio entonces, que el médico hara
su exploracion dirigiendo su atencion hacia signos que hablan de
copula y a los que indican acciones violentas. Es observable que la
violacion no hace referencia al sexo del sujeto pasivo. Esto es que
la violacion puede cometerse contra una persona de cualquier
sexo. En este caso, la exploracion debera dirigirse al conducto
ano-rectal buscando desgarros, equimosis, tono del esfinter y
secreciones. A estas ultimas se les manejara similar a las
encontradas en la vagina y esto es extensivo a cualquier otra
superficie o cavidad corporal, ya que la violacion se puede
consumar via vaginal, anal u oral.8

La autoridad legal puede también solicitar al médico el estudio del
probable responsable, el examen general debera orientarse con
preferencia a los organos genitales buscando lesiones y

secreciones.8
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1. PRECAUCIONES GENERALES DURANTE LA RECOGIDA Y
ENVIO DE MUESTRAS
Para asegurar el éxito del estudio de los indicios biologicos, es

importante resaltar que para evitar su alteracion es importante
levantar y marcar el indicio biologico lo mas pronto posible,
embalar correctamente, registrar por escrito todos los detalles del
lugar de los hechos, entregar el indicio biolégico al laboratorio
procurando en su traslado y recepcion seguir guardando la
cadena de custodia (se debe tener un registro fiel del curso
seguido por los indicios, es decir, que personas los tuvieron en sus
manos, a partir del momento en que fueron levantados del lugar

de los hechos, hasta que fueron entregados al laboratorio).2v 10

2. TOMA DE INDICIOS BIOLOGICOS EN EL LUGAR DE LOS
HECHOS

2.1 SANGRE
2.1.1 Sangre liquida:

Debera tomarse con ayuda de una pipeta Pasteur o de un gotero,
depositarlo en un tubo de ensaye limpio con 1ml de solucion

salina estéril por cada Sml de sangre recolectada.®

2.1.2 Coagulos:

Se toman con el extremo de un aplicador de madera y se colocan

en el interior de un tubo de ensaye con solucion salina.?

14



2.1.3 Manchas secas:

Levantar en pequenos fragmentos y colocar en papel

absorbente humedecido con solucion salina.?

2.2 SEMEN

2.2.1 En la victima:
Tomar dos muestras en la cavidad vaginal, anal y boca, por

medio de hisopos y depositarlos en tubos de ensaye con
solucion salina estéril. Los espermatozoides se pueden
identificar en la vagina luego de 24 horas y, a veces hasta 72

horas después del contacto sexual.3v 13

2.2.2 Manchas secas:
Desprender con mucho cuidado las costras y depositarlas en

un tubo de ensaye. Si la mancha esta sobre un objeto solido
no transportable se macera con solucion salina y se recoge el
liquido resultante con una pipeta y se envasa en un tubo de

ensaye.?

2.3 SALIVA

2.3.1 Sobre objetos:
Suele encontrarse en las boquillas de cigarro y puros, en las

pipas, panuelos, vasos y tazas, en las estampillas postales y
chicles por lo que estos objetos se guardaran en sobres de

papel para su envio al laboratorio. 10
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2.3.2 Manchas secas:
Levantar con hisopos estériles humedecidos con solucion

salina, hacer un barrido sobre la mancha hasta impregnar la
saliva, colocar la muestra en un tubo de ensaye, este se
coloca en un contenedor hermético con gel de enfriamiento.
Si la victima presenta rastros de mordedura por parte de su
agresor, se sigue el mismo procedimiento para recolectar el

indicio o evidencia.10

2.4 PELO
Levantar con pinzas y depositar la evidencia en un tubo de

ensaye o recipiente con cierre hermeético y posteriormente

depositar en bolsa de papel o plastico.10

3. SISTEMAS DE EMPAQUETAMIENTO Y PRESERVACION
DE MUESTRAS

3.1 EMPAQUETADO
Embalar en empaques limpios y apropiados

e Tubos de ensaye
e Hisopos estériles
e Bolsas de papel

e Papel absorbentell

16



3.2 IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Los datos que deberan identificar en el rotulo al indicio o evidencia

material levantada son:

Fecha y Hora

Direccion del lugar sujeto a investigacion (hechos o
hallazgos)

Numero de expediente o carpeta de investigacion

Numero de indicio

Ubicacion exacta dentro del lugar sujeto a investigacion
Clase de indicio o evidencia material

Descripcion del indicio o evidencia material

Observaciones

Nombre y firma del perito!!

3.3 CUSTODIA DE LA MUESTRA
El registro de cadena de custodia debera contener lo siguiente:

Datos de la averiguacion previa

Fecha y hora en que inicia el registro de cadena de custodia
Descripcion del indicio o evidencia

Datos de la diligencia

Nombre y firma de quién hallé el indicio o evidencia, de
quién la recolecto y de quién la embalo

Tipo de empaque

Nivel de seguridad (Condiciones de manejo)

Medios de fijacion

Fecha y hora de entrega

Fecha y hora de recepcion

17



e Nombre, firma y datos de quien recibe
e Proposito de la entrega

e Observaciones!!

3.4 RECEPCION DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO
El perito que reciba el embalaje dejara constancia del estado en

que se encuentra y procedera a las investigaciones y analisis del

indicio o evidencia a la menor brevedad posible.!!

4. TECNICAS PERICIALES EMPLEADAS PARA LA
INVESTIGACION DE DELITOS SEXUALES

PERITO MEDICO FORENSE
Para la integracion de las indagatorias iniciadas por delitos

sexuales los peritos médicos legistas que intervienen realizan los
siguientes examenes:

a) Ginecologico.- Realizado a la victima. Si presenta desfloracion
reciente o no, comparativamente a la caratula del reloj, himen
elastico o no.2

b) Proctologico.- Realizado a victima. Si presenta borradura en
pliegues anales o sin alteraciones.2

c) Andrologico.- Realizado al probable responsable, para
determinar si es apto o no para el coito.

Si se trata de menores de edad, se realiza ademas determinacion

de talla y peso, y edad clinica probable.2
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PERITO QUIMICO FORENSE
Su intervencion es para determinar la presencia e identificacion de
restos biolégicos que se encuentran tanto en la escena del crimen

o directamente sobre la victima.2

4.1 Restos de semen

4.1.2 Caracteristicas del semen.
El semen es una mezcla viscosa de células, aminoacidos,

azucares, sales, iones y otros componentes organicos e
inorganicos en cuya elaboracion participan principalmente la
vesicula seminal, la glandula prostatica, la glandula de Cowper y
los testiculos.5

El semen esta compuesto por cuatro fracciones que provienen de
los testiculos, el epididimo, los vasos seminales, la prostata y las
glandulas bulbouretrales. Cada fraccion difiere en su composicion,
y el mezclado de las cuatro durante la eyaculacion es esencial
para la produccion de una muestra de semen normal.12

Los conductos eyaculadores reciben espermatozoides del conducto
deferente y liquido de las vesiculas seminales; estas ultimas
producen la mayor parte del liquido presente en el semen (60-
70%).12

Alrededor del 20-30% del volumen del semen es un liquido acido
producido por la prostata. El cual contiene concentraciones
elevadas de fosfatasa acida, acido citrico cinc y enzimas
proteoliticas que determinan la coagulacion y la licuefaccion del

semen después de la eyaculacion.12
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Composicion del semen!2

Espermatozoides 5%
Liquido seminal 60-70%
Liquido prostatico 20-30%
Glandulas bulbouretrales 5%

El principal componente celular del semen es el espermatozoide,
célula especializada, flagelada y con una morfologia peculiar.
Suele medir entre 5 a 6 micras de largo y 2 a 3 micras de ancho, y
se distingue basicamente dos partes: cabeza y cola. La cabeza
tiene forma oval y aplanada, con unas dimensiones de 4 a 5
micras de largo x 2 micras de ancho x 1.5 micras de grosor. Su
numero puede variar pero suelen ser mayores a 20 millones por
mililitro de eyaculado. El volumen de eyaculado también varia

entre 2mL y 6mL.5y 12

Esperma ) .

El esperma se elabora
en los tubulos seminiferos,
dentro del testiculo

Esperma.40
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Ademas de los espermatozoides, en el semen podemos encontrar
otros elementos formes tales como leucocitos y células epiteliales
del tracto urinario aunque en un numero mucho menor. En un
individuo normoespermo podemos esperar concentracion mas alta
de espermatozoides y por tanto de ADN que en un individuo
azoospérmico en el cual la presencia de espermatozoides sera
minima o nula.5

Otros rasgos caracteristicos del semen son su pH basico (8.3) y su
capacidad de fluorescer en la region visible del espectro cuando es
irradiado con luz ultravioleta. Esta capacidad de fluorescencia en
las manchas se debe, segin algunos autores, a dos procesos; por
un lado la conversion de sustancias no proteicas en otros
componentes capaces de fluorescer y por otro lado al crecimiento

de determinadas bacterias tales como Pseudomonas fluorescens.>5

La presencia caracteristica de concentraciones altas de fosfatasa
acida y de una proteina especifica (proteina P30 o PSA) seran
rasgos que se utilizan en el diagnoéstico previo en la investigacion

de restos de semen.5

4.1.2 Pruebas de orientacion y confirmacion en el
diagnoéstico de restos de semen
Aquellas muestras que llegan al laboratorio y se suponen que son

directas corporales sobre la victima, tienen un proceso muy
sistematizado. Las pruebas de orientacion tienen mayor utilidad

cuando se trata de localizar el vestigio entre ropas de la victima,
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superficies grandes tales como sabanas, mantas o entre manchas
dubitadas recogidas del lugar de los hechos.5

En estos casos, el papel de un test presuntivo de orientacion recae
mas en su habilidad para descartar la presencia de semen en una
mancha cuestionada que en la de indicar la presencia de semen.
Es necesario un examen visual exhaustivo y minucioso de las
distintas prendas, asistido si es posible con el uso de una fuente
de luz forense (luz ultravioleta), con distintas longitudes de onda y
distintos filtros. Los test presuntivos mas utilizados en el
laboratorio forense se basan en técnicas bioquimicas que revelan
la presencia de actividad fosfatasa acida y técnicas inmunologicas
que revelan la presencia del antigeno especifico de prostata (PSA o
proteina P30). Las técnicas de confirmacion implican la
observacion de espermatozoides en preparaciones microscopicas

realizadas a partir de las muestras a analizar.5

Los espermatozoides se pueden identificar en la vagina después de
24 horas y, a veces, hasta 72 horas después. Se pueden llevar a
cabo examenes serologicos y enzimaticos del semen (ademas de la
identificacion espermatoscopica) después de periodos muy largos,
se deben conservar las muestras para una posible identificacion

de ADN.13

Observacion de espermatozoides.
La presencia de espermatozoides en una muestra de semen se

evaluan mediante un frotis delgado, tenido y observado con aceite
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de inmersion. La tincion puede realizarse con las técnicas de

Wright, Giemsa o Papanicolaou.12

vy o w v #» 4 4
! 2 ®o8s de ™= .
® v -y B 5
» y o ¥ en® 3 » %
> o wews 9
o~ :’ - 2 C' 4
v I, &~ _o
pasr ‘ '(\ .o‘
L 2 Y ’
& -’ . = T e
B > » p
. R 4 . > > ks
L " “ ‘4“’ )
" 4 ; » .’ L f &
-
Q“ - -. .'.- -« ' ““.’ p

Frotis de esperma.4!

Fosfatasa Acida prostatica. (ACP)
Enzima que cataliza la hidrolisis de ciertos fosfatos organicos. Su

localizacion es muy ubicua no solo en otros tejidos humanos sino
también en animales y plantas. Sin embargo, las altas
concentraciones en que se encuentra en el plasma seminal
suponen un rasgo caracteristico. Es secretada por la células
epiteliales de la glandula prostatica en grandes cantidades desde
la pubertad hasta aproximadamente los 40 anos, edad a partir de
la cual decrece gradualmente la cantidad secretada. No se ha
encontrado ninguna relacion entre los niveles de ACP entre
individuos normoespermos e individuos clinicamente infértiles o

con vasectomia.s
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La determinacion de la fosfatasa acida prostatica se determina
usando a-naftil fosfato, como sustrato ha demostrado sensibilidad
y especificidad para determinar la actividad de la enzima.8

Fundamento: La fosfatasa acida hidroliza el a-naftil fosfato a pH
5,2 con liberacion de fosfato y a-naftol. El naftol reacciona a su
vez con un diazorreactivo presente en el sistema produciendo un
pigmento amarillo, de modo que el aumento de la absorbancia,
leido a 405 nm, es proporcional a la actividad de fosfatasa acida
total de la muestra. Cuando se mide la actividad en presencia de
tartrato, se inhibe la actividad de la isoenzima prostatica. La
diferencia entre las actividades de fosfatasa acida total y de la

resistente al tartrato corresponde a la fraccion prostatica.9

Antigeno especifico de prostata (PSA) o proteina P30
Fue identificada por Sensabaugh en 1978, y se bautiz6 en un

principio en funcion de su peso molecular (30 000 daltons). Es
una glicoproteina dializada que se origina en la préstata, por lo
que la vasectomia no afecta su presencia en el liquido seminal. Su
principal funcion es licuar el liquido seminal. Su intervalo de
concentracion varia entre 300 y 4000 microgramos por mililitro de
semen. No se ha detectado la presencia de PSA en ningun tejido o
fluido femenino utilizando la técnica de ELISA. Tampoco se ha
identificado su presencia en el semen de otras especies animales
domeésticas (carnero, toro, cerdo, gato), aunque si se encuentra en
primates tales como el orangutan y macaco en rangos de

concentracion semejantes al humano, si bien en estas especies la
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actividad de la fosfatasa acida es extremadamente baja comparada
con la humana.5

El método mas utilizado para la determinacion de PSA es de ELISA
(Enzyme Linked Inmunosorbent) ensayo por inmunoabsorcion
ligados a enzimas una técnica de inmunoensayo.

Fundamento: Es un método analitico que se basa en la reaccion
antigeno-anticuerpo, la determinacion de wun antigeno o
anticuerpo, mediante el uso de uno de ellos inmovilizado en fase
solida y el otro en solucion. El producto de la reaccion puede ser
detectado y cuantificado mediante un marcador enzimatico con un
sustrato apropiado. Las enzimas son capaces de modificar el
sustrato en presencia de un cromoégeno produciendo un producto
coloreado que es detectado visualmente o por un
espectofotometro. La ventaja de esta técnica es que no requiere de

gran cantidad de muestra para llevarlo a cabo.!4

En el hombre, la orina, el suero y el sudor contienen niveles de
PSA usualmente muy por debajo del limite de deteccion forense.
La deteccion de altos niveles de PSA en suero es un marcador
utilizado en el seguimiento y diagnoéstico del carcinoma de
prostata. El suero sanguineo de hombres contiene por debajo de
4nm/mL y algunos canceres de prostata pueden encontrarse en

un rango normal de PSA en suero (0O a 4ng/mlL).5

25



4.2 Restos de sangre.

4.2.1 Caracteristicas de la sangre.

La sangre es una modalidad de tejido conjuntivo compuesto por
células sanguineas suspendidas en un liquido intercelular (o
plasma). Entre estas células se encuentran los eritrocitos (globulos
rojos), las plaquetas (trombocitos) y los leucocitos (globulos
blancos).15

La sangre es de alrededor de un 7% del peso del cuerpo humano
promedio y por lo tanto un adulto tiene un volumen de sangre de
aproximadamente 5 litros de los cuales 2,7 a 3 litros son plasma.

El pH de la sangre es de aproximadamente 7,40.16

Eritrocitos (globulos rojos)

Son los mas numerosos, tienen forma de disco biconcavo, carecen
de nucleo y cuando son maduros no tienen organulos y se
encargan de transportar gases. Con la tincion de Wright los
eritrocitos se ven de color rosa y el centro palido.15

Los eritrocitos se generan en la médula 6sea y entran en la
circulacion sanguinea a través de las paredes de sinusoides de la
médula. Duran unos 120 dias, y son destruidos por los
macrofagos en el bazo, el higado y la médula 6sea. Los eritrocitos
tienen una concentracion muy elevada de hemoglobina. Esta se
encarga de transportar el oxigeno a los tejidos periféricos y de

retirar el dioxido de carbono de los mismos.16
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Eritrocitol7

Plaquetas

Son fragmentos celulares muy diminutos que no tienen nucleo, no
se pueden dividir y proceden de células muy voluminosas
llamadas megacariocitos. Las plaquetas desempenan una funcion

importante en la hemostasia.l5s

Leucocitos (globulos blancos)

Los globulos blancos o leucocitos (3,0%) forman parte del sistema
inmunologico; son los encargados de destruir los agentes
infecciosos. Su valor normal esta entre 3500 y 1100 por mmas.
Tienen como funcion principal defender al organismo contra las
infecciones. Los leucocitos se pueden clasificar como agranulocitos
o granulocitos, segun la ausencia o presencia de granulos
especificos en su citoplasma.15

Granulocitos

Neutrofilos: Son los granulocitos mas abundantes entre los

leucocitos, tiene un nucleo multilobulado (dos o cinco lobulos
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interconectados) y un citoplasma color rosa palido con muchos
granulos o vesiculas. Su valor normal oscila entre 2000 y 7500
por mm?3. Son los mas numerosos, ocupando un 65% a 75% de los
leucocitos. Se encargan de atacar y fagocitar sustancias extranas
(bacterias, agentes externos, etc.) que entran en el organismo. En
situaciones de infeccion o inflamacion su numero aumenta en la

sangre.15

Neutrofilol7

Basofilos: Son los leucocitos menos numerosos en el torrente
circulatorio, y suponen menos del 1% del total. Poseen nucleos
con dos o tres lobulos unos granulos grandes distribuidos de
forma desigual por el citoplasma, que tinen de violeta intenso con
la tincion de Wright. Segregan sustancias como la heparina, de
propiedades anticoagulantes, y la histamina que estimula el
proceso de la inflamacion. Componen un 0.5% de los globulos

blancos.15
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Basofilol”

Eosinofilos: Tienen un nucleo con o dos o tres lobulos

(segmentado), y wun citoplasma con numerosos granulos
especificos (eosinodfilos) y algunos granulos azurofilos. Los
granulos especificos contienen hidrolasas acidas, peroxidasas,
histaminasas, proteinas basicas y proteinas cationicas eosinofilas,
que tienen propiedades antihelminticas. Los granulos azurofilos
poseen enzimas lisosomicas. Aumentan en enfermedades
producidas por parasitos, en las alergias y en el asma. Son

aproximadamente 2% a 5% de los leucocitos.15

Eosinofilol7
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Agranulocitos

Monocitos: Son las células agranuladas mas voluminosas de la
sangre periférica. Cada una tiene un nucleo grande y alargado, a
menudo reniforme o con forma de herradura. El citoplasma es gris
azulado y tiene un numero variable granulos de color purpura y
azul oscuro, que se denominan granulos azurofilos. Los granulos
azurofilos son lisosomas, por lo que son granulos inespecificos del
citoplasma. 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.!5

LY - P

Monocitol7

Linfocitos: Los linfocitos pueden ser de tamano pequeno o
mediano. Cada uno tiene un nucleo relativamente grande y
redondeado dentro de un delgado borde de citoplasma (que suelen
tener forma de medialuna). Se pueden clasificar en linfocitos B y
T, segan su funcion en la inmunidad. Los linfocitos B son los
responsables de la respuesta inmunitaria humoral, en la que
secretan inmunoglobulinas después de que se diferencien en

células plasmaticas. Los linfocitos T son responsables de la
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respuesta inmunitaria celular. En los frotis sanguineos no pueden
distinguirse los linfocitos B de los T por la forma. Su valor normal
oscila entre 1000 y 4500 por mm? (3% a 8% del total de glébulos
blancos). Aumentan sobre todo en infecciones por virus o
parasitos. También en algunos tumores o leucemias, produciendo

anticuerpos.15

Linfocitol7

Plasma sanguineo

El plasma sanguineo es esencialmente una solucion acuosa
conteniendo 96% agua, 4% proteinas y algunos rastros de otros
materiales (hormonas, electrolitos, anticuerpos, etc.). El plasma
sanguineo es la porcion liquida de la sangre en la que estan
inmersos los elementos formes. Es salado y de color amarillento.
Ademas 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.16

El plasma es una mezcla de proteinas, aminoacidos, glucidos,
lipidos, sales, hormonas, enzimas, anticuerpos, urea, gases en

disolucion y sustancias inorganicas como sodio, potasio, cloruro
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de calcio, carbonato y bicarbonato. El agua constituye el 91% y las

proteinas el 8%.16

4.2.2 Pruebas de orientacion y confirmacion en el
diagnostico de restos de sangre.
El estudio de los rastros de sangre abarca dos momentos, a saber:

el quimico, reacciones de probabilidad y certeza, que se lleva a
cabo en el laboratorio, fundamentalmente; y el reconstructivo, que
se cumple en el lugar de los hechos, en el presente trabajo soélo se
abarcara el aspecto quimico.3

Para demostrar la naturaleza sanguinea de la mancha,
disponemos de técnicas microscopicas cuya utilidad estriba en
poner de manifiesto los elementos formes de la sangre, ademas se
debe identificar si la mancha de sangre es de origen humano o
animal; lo que constituye uno de los problemas mas importantes
en medicina legal.18

Se debe comparar la forma de los eritrocitos tanto humanos como
de animal de tal forma que sabemos que el eritrocito del hombre
es de 7.5 milésimas de milimetros, que en comparacion con el
tamano de los eritrocitos de animales son los mas grandes de
todos y que los eritrocitos de aves y batracios son elipticos.23
Dentro de las pruebas de orientacion existen numerosas técnicas
que ponen de manifiesto si una mancha es de sangre sin embargo

solo se mencionaran algunas de ellas:

Reaccion de Meyer.
Se basa en la reaccion con fenoftaleina, reactivo muy alterable y

por lo que hay que prepararlo cuando se va a realizar la prueba.
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Se utiliza 2.0g de fenoftaleina, 20.0g de potasa anhidra, 100 cc de
agua destilada, se disuelven, se hacen hervir y se les agrega 20.0g
de polvo de zinc y se filtra. Ya disuelta la mancha sospechosa, se
coloca lcc del reactivo y dos gotas de agua oxigenada; si hay

sangre aparece un color rojo.18

Reaccion de Adler.
El reactivo es una solucion saturada de bencidina en alcohol de

95 grados o acido acético

En un tubo de ensaye se pone lcc de la solucion de la mancha se
agrega lcc del reactivo y unas gotas de agua oxigenada. Si es
sangre se produce un color verde y luego una coloracion azul de
prusia intenso.!8

Otro estudio presuntivo es el basado en la investigacion de
aglutinégenos en el sistema ABO.19

El estudio de individualizacion en sangre es el ADN, un analisis
completo nos revela el perfil genético de la persona, en virtud de
que no existen dos personas ADN idénticas, con excepcion de los

denominados gemelos univitelinos.19

4.3 Restos de saliva

4.3.1 Caracteristicas de la saliva.

Se produce alrededor de 1 y 1.5 litros de saliva en 24 horas. La
cantidad producida depende del estimulo externo. La saliva se
produce en el acino terminal y sufre diferentes cambios de
concentracion electrolitica en el trayecto hasta el conducto
excretor. La saliva se compone de electrolitos, enzimas, otras

proteinas, vitaminas y hormonas. La concentracion electrolitica no
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depende de la concentracion plasmatica. Las funciones de la
saliva son muy importantes: lubricacion de las membranas
mucosas, limpieza local, proteccion de los dientes, actividad
antibacteriana y produccion de inmunoglobulina A secretora y

lisozimas.

4.3.2 Pruebas de orientacion y confirmacion en el
diagnostico de restos de saliva.
El diagnoéstico presuntivo se basa en la busqueda con luz

ultravioleta, debido a que poseen cierta aunque débil florescencia
de mucina. Sin embargo, no hay que olvidar la posibilidad de
fluorescencia propia del soporte. En el caso de las manchas secas
se puede determinar el sistema ABO, lo que permite la
determinacion del grupo sanguineo. Por cuanto se refiere a la
determinacion del sexo, se determina mediante pruebas de ADN.3
La saliva esta constituida por agua y sales minerales carentes de
materia organica, pero transporta restos epiteliales y leucocitos
que contienen de ADN.3

En virtud de que la saliva puede contener células en suspension
de las que es posible extraer el ADN, mediante técnicas genéticas,

se puede lograr una identificacion segura y directa.3
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4.4 El pelo

4.5.1 Caracteristicas del pelo.

Son Filamentos cornificados que se desarrollan en la epidermis;
su longitud varia entre varios milimetros, hasta de un metro, y el
espesor, entre 0,05mm y 0,6mm. Se distribuyen con densidad
variable sobre toda la piel con excepcion de las plantas de los pies,
las palmas de las manos, las caras inferiores y laterales de los
dedos de la mano y del pie, la cara superior de la tercera falange,
los labios, el glande del pene, el prepucio y la superficie interna de

los labios mayores.20

Cada pelo se forma por una invaginacion tubular de la piel, el
foliculo piloso cuyas paredes estan formadas por epidermis y
dermis. En el extremo profundo del foliculo piloso hay una
saliente de tejido conectivo que constituye la papila pilosa. La raiz
continua con el tallo piloso cuyo diametro es mayor y sale a la

piel.20

Conectado a cada pelo, hay una glandula o mas, sebaceas, estan
situadas en el angulo obtuso y se abren en el cuello del foliculo. El
primer pelo en aparecer es el "lanugo", este pelo se pierde en el
séptimo u octavo mes de vida intra - uterina flotando en el liquido
amniotico. El pelo ésta constituido por proteinas 28%, lipidos el
2% y en pequenas cantidades, sales minerales y sustancias
hidrofilas aproximadamente el 70% de agua. La sustancia de

sostén del pelo es la queratina que esta formada por macro
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moléculas constituidas por largas cadenas de aminoacidos que se

une entre si.20

Cabello

Superficie
de la piel

Sebo

Foliculo

Glandula____
sebacea

Estructura del peloZ2!

En la estructura del pelo podemos distinguir que su eje esta
compuesto de afuera hacia adentro, por tres planos: la cuticula o

escamas, la corteza o cortex y la médula.20
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La cuticula: Se le atribuye la resistencia y estabilidad, esta
formada por escamas superpuestas que siempre apuntan hacia la
punta del pelo. Las escamas estan formadas por células
especializadas, las cuales se apilan desde el foliculo y el

nacimiento del cabello, forman 6 a 8 capas.20

En el hombre, la cuticula es suave y poco saliente, con escamas
imbricadas, en los animales, son gruesas y poco imbricadas. En
general los cabellos de una misma persona, arrojan valores de
indice escamoso muy similares, y, si bien no existen gran variedad
de estos indices para distintos individuos. Es util en algunos
casos para descartar un cabello de otro origen al que se estudia.
Su determinacion se efectia normalmente bajo observacion al
microscopio utilizando ocular de 10 x micrométrico y objetivo de
25x. La corteza: Esta sostenida de la capa protectora de la
cuticula, sus elementos son células corticales en formas de aguja,
las cuales se alinean en una formacion regular paralelas a la
longitud del cabello.20 Se distinguen en el cortex dos estructuras
principales: Una es semicristalina, formada por cadenas
polipépticas, en las direcciones del tallo piloso. Estas cadenas se
denominan microfibrillas. Rodeando estas fibrillas se encuentra
una estructura con alto contenido de azufre y prolina llamada

matriz.20
La mayor importancia forense de la corteza proviene del hecho de

que se halla implantada con granulos pigmentados que originan el

color del cabello. El color y la distribucion de estos granulos dan
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al criminalista importantes puntos de comparacion entre cabellos
humanos.20

No todos los pelos tienen médula, y cuando la tienen, pueden
variar el grado de medulacion. La médula ofrece una serie de
datos, debiendo considerarse la medida del diametro total y el
diametro medular. En los cabellos de hombre se encuentran
valores promedios de indice medular de 0,25 a 0,35 y en las
mujeres, inferiores a 0,20. El pelo humano puede no exhibir
meédula o tenerla fragmentada, raramente muestra una
medulacion continua; en cambio en los animales tienen médulas

que son continuas o interrumpidas.20

4.4.2 Pruebas de orientacion y confirmacion en el analisis
del pelo.
El primer problema a resolver consiste en averiguar si se trata de

pelo o algo similar. Esta cuestion se aclara mediante el examen
microscopico del elemento, para lo cual deben tomarse en cuenta
las caracteristicas de la cuticula, de los pigmentos y de la
estructura medular. Una vez resuelta la primera cuestion se
realiza un estudio para determinar la especie zoologica a la que
pertenece, la morfologia de la médula varia mucho de una especie
animal a otras, rasgo distintivo de gran valor para la identificacion
zoologica. Al respecto existen diferencias entre la médula de los
pelos humanos y la de otras especies animales, segun Carlos A.
Guzman.20

Hay casos en que la diferenciacion salta a la vista y no hay

confusion sobre a qué especie pertenece el pelo encontrado, sin
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embargo y para evitar errores, se debe hacer una revision al

microscopio.!8

PELO HUMANO PELO ANIMAL
Canal Medular
Red aérea granulosa Contenido aéreo voluminoso
Celulas medulares invisibles Celulas medulares aparentes
IM: 0,3 IM: 0,5
Pelos delvello: sin médula Pelos delvello: médula en escalones d moliniforme
Sustancia Cortical
Forma un grueso manguito Constituye un cilindro hueco
Pigmento en granulaciones Pigmento en granulaciones mayores que en el hombre
Cuticula
Escamas delgadas, poco salientes e imbricadas E;cee;r;s;grrgesas Salleniesy menos imericatas que

DIFERENCIAS DE PELO HUMANO Y ANIMAL?23

Para diferenciar entre pelo animal y de humanos el signo mas
apreciable es el mayor desarrollo de la médula, que constituye la
mayor parte del pelo; la sustancia cortical forma una especie de
membrana mas o menos delgada, lo contrario de lo que se
encuentra en el cabello humano.!8

La cuticula esta formada por celdillas mas aparentes que en la
especie humana; tienen bordes salientes que dan al contorno del
pelo un aspecto dentado. Para cada animal varia su aspecto; por
simple comparacion se puede determinar de qué animal proviene;
en los peritajes es suficiente saber que no pertenece a la especie
humana. Los cabellos pueden reconocerse por su longitud y
diametro, varian generalmente entre 0.05 y 0.10 mm. De tal
manera que todo pelo que tenga mas de este grosor probablemente

no sea cabello humano.!8
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Para establecer a que persona pertenece, la Unica técnica directa
consiste en determinar el perfil genético (ADN) en la raiz, en la fase
del crecimiento (anagena o catagena). Asimismo, de la fraccion
medular se pueden determinar el parentesco por linea materna a

través del ADN mitocondrial.18
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5. GENETICA FORENSE
Su intervencion es para determinar el perfil genético del presunto

responsable a partir de las muestras de semen encontradas en la
victima o en manchas de sangre encontradas en el lugar de los

hechos.

5.1 ANTECEDENTES DEL PERFIL DEL ADN.
En 1990 cientificos estadounidenses, entre ellos Watson, iniciaron

el Proyecto del Genoma Humano, cuyo objetivo era obtener una
secuencia completa del ADN; en el ano 2001 y con la ayuda de
varios paises, se publico lo que podria ser la primera secuencia del
genoma humano, en 2003, se presenté una nueva secuencias que
contenia el 99% de la secuencia del genoma. A partir de estos
estudios se conoce que el genoma humano contiene entre 30,000
y 35,000 genes y que solo alrededor del 5% participa en la
codificacion para descifrar la informacion, mientras que el resto es
hasta ahora desconocida.24

Al demostrarse la relevancia biologica del ADN y su caracter
polimérico (Watson y Crick 1953), fue necesario desarrollar
métodos para conocer la secuencia de sus monomeros. Frederick
Sanger fue quien desarrollo los dos métodos que extendieron a
todo laboratorio de biologia dando la posibilidad de secuenciar
biomoléculas. Gracias a estos métodos, se demostro Ila
colinearidad entre el ADN y la proteina (Guest y Yanofsky, 1966).
La secuenciacion de biomacromoléculas se usa para la verificacion
rutinaria de moléculas recombinantes hasta lograr el

conocimiento del contenido genético total (gendémica).25
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En 1985, Alec Jeffreys fue el primero en realizar estudios mas
detallados de las regiones de ADN, obteniendo un patron de
bandas parecido a un codigo de barras que denomino huella
digital del DNA o huella genética.?4

Otro descubrimiento importante fue el de las enzimas de
restriccion (ERs). Las ERs existen de forma natural en los
microorganismos y tiene la capacidad de cortar moléculas en sitios
especificos. Con el descubrimiento de las ERs se fundaron las
bases de la genética molecular, donde se analizan Ilas
caracteristicas moleculares buscando patrones de corte (huella

geneética).25

5.2 BASES MOLECULARES DEL ADN
Cada organismo posee un genoma que contiene la informacion

biologica necesaria para construir y mantener otro ser viviente de
ese organismo. La mayor parte de los genomas esta constituida
por el acido desoxirribonucleico (ADN), a excepcion de algunos
genomas virales en los que la informacion genética se encuentra
contenida en moléculas de acido ribonucleico (ARN).24

En las células eucariontes, las moléculas individuales del ADN se
localizan en los cromosomas del nucleo y las mitocondrias. Las
principales funciones de un genoma son la de almacenar la
informacion genética a otra (replicacion), permitir su expresion y
su capacidad para sufrir cambios que lleven a su evolucion.15

El ADN esta formado por dos cadenas entrelazadas, cada una
constituida por el ensamble de nucledtidos caracterizado por

contener bases nitrogenadas de cuatro tipos: adenina (A), guanina
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(G), citosina (C) y timina (T). Las diversas combinaciones de estos
nucleotidos generan a los genes; cada uno de los cuales posee
informacion distintiva que es copiada en el nucleo celular a
moléculas monocatenarias de acido ribonucleico mensajero
(mRNA). Estas ultimas viajan del nucleo hacia el citoplasma y los
ribosomas descifran el mensaje que portan para construir la

proteina correspondiente.24

cromosoma
teléomero
@’ é centromero
cromatidas ‘;‘;O? teiSmero
nucleosomas - :"b\wv
o oG ~:-
- —SEp
pares de - -
bases < histonas

) ADN de
doble hebra

Estructura del ADN26

Para cada gen hay dos copias o alelos, uno materno y otro
paterno. ElI ADN se almacena en los cromosomas que se
encuentran también en el nucleo celular; el sitio ocupado por un
gen dentro del cromosoma se denomina locus. Los cromosomas se

transmiten a cada hijo a través de las células reproductora (6vulo
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y espermatozoide); las células humanas —con excepcion de las
reproductora- contienen dos juegos de 23 cromosomas
provenientes de cada progenitor, de los cuales un par, constituido
por un miembro de cada juego (los cromosomas sexuales X y Y),
que determinan el sexo del individuo.24

El gen es la unidad de la informacion genética. En eucariotas la
mayor parte de los genes consiste de secuencias codificantes
llamadas exones, separados por regiones no codificantes o
intrones, cuando un gen va a ser expresado se transcribe a partir
del ADN, a una copia de ARN de tira sencilla en donde la timina
es reemplazada por un uracilo. Este trascrito primario de RNA con
secuencias de intrones y exones se procesa para producir RNA
mensajero (mARN), que contiene unicamente la secuencia de los
exones. El mARN es una transcripcion la secuencia génica
completa que es procesado en el nucleo, generandose un mARN
maduro que luego es transportado al citoplasma para su
traduccion. En el proceso se eliminan las secuencias no
codificantes, se unen entre si los exones generandose un mRNA
maduro que es colinear a la secuencia de aminoacidos en la
proténa.24y 27

En los eucariontes, ademas existen varios tipos de secuencias:
Unicas que codifican para polipéptidos (genes estructurales);
repetidas, secuencias de longitudes variables repetidas cientos o
miles de veces en el genoma. De ellas se conocen dos tipos ADN
moderadamente repetido del que se encuentran de 10 a 105 copias

por genoma y ADN altamente repetido que se encuentra en
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cantidades mayores a 105 copias por genoma, con secuencias sin
funcion conocida.2?

El ADN moderadamente repetido constituye en el genoma humano
alrededor del 30% de las secuencias, estas pueden ser dispersas o
repetidas en tandem. Las secuencias dispersas formadas por
alrededor de 500 pares de bases, existen alrededor de 500,000 en
el genoma, se denominan elementos salpicados cortos (SINE, del
inglés short interspersed nuclear elements). Dentro de ellas se
encuentran las secuencias Alu (su nombre deriva del hecho de que
la secuencia tiene un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Alu I. Ademas existen secuencias salpicadas dispersas
largas (LINE, del inglés long interspersed nuclear elements)
formadas por 6,500 pares de bases de las cuales hay 40,000 en el
genoma humano. Las secuencias repetidas en tandem codifican
para las histonas; RNA ribosomal (rARN) subunidades 18 y 28 S,
los genes que codifica para estas secuencias se encuentran en el
brazo p de los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22; rARN subunidad
35S que se encuentra en el brazo p del cromosoma 1.27

Ademas existen repeticiones en tandem salpicadas en el genoma
de numero variable (VNTR, del inglés, variable number of tandem
repeats), formadas por entre S y 100 pares de bases sin funcion
conocida. El numero de copias en cada individuo varia formando
regiones localizadas de entre 1,000 a 500 pares de bases de
longuitud, pueden estar dentro de los genes o entre los genes.
Estas regiones son la base de la técnica forense de huellas

moleculares de DNA, el cual es un patron de bandas que se
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obtiene al cortar secuencias de longitud variable con enzimas de

restriccion que se visualizan luego por Southern.27y 28

ADN mitocondrial

Las mitocondrias son organulos presentes en el citoplasma de las
células eucariotas. Contienen, esencialmente, las proteinas de la
cadena respiratoria implicadas en la sintesis del ATP .34

Las proteinas de la mitocondria tienen un doble origen. La mayor
parte son codificadas por el ADN del nucleo, sintetizadas en el
citoplasma y transportadas a las mitocondria. Pero algunas de
ellas, que se encuentran en la membrana interna y que
desempenan un papel esencial en la fosforilacion oxidativa, son
codificadas por el ADN mitocondrial, pues la mitocondria posee su
propia maquinaria para sintetizar proteinas.29

El ADN cromosomico en tandem, que se divide en : 1) Minisatélite,
que es una secuencia de treinta y tres pares de bases (por
ejemplo: ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG
ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG
ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG
ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG); y 2) Microsatélite, que es
una secuencia corta, de dos a seis pares de bases (por ejemplo:

ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG ATCG)-30
El1 ADN de las mitocondrias:

-Esta formado por 2 hebras.

-Es circular cerrado (16.569)
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-Codifica los rARN (acido ribonucleico ribosomico), tARN y mARN
mitocondriales. Una de las dos hebras contiene la mayoria de los
genes.29

-Dos de sus genes se solapan, con una pauta de lectura diferente
(son los genes de la subunidad 8 de la ATPasa y el que codifica la
subunidad 6).29

-El codigo genético mitocondrial es ligeramente diferente al codigo
nuclear.29

-LA herencia del mtADN es citoplasmatica. Un embrion hereda el
ADN del nucleo del espermatozoide y del nucleo del ovulo, pero
también el mtADN del citoplasma del 6vulo. Las mitocondrias son,

por lo tanto, transmitidas so6lo por la madre.29

5.3 POLIMORFISMO CROMOSOMICO.
La palabra polimorfismo (poli, muchas; morfos, formas) refiere la

variabilidad de un rasgo o caracteristica. En genética, un locus se
define como polimorfico cuando al menos 1% de los cromosomas
en la poblacion tienen una secuencia diferente a la mayor parte,
aunque es importante destacar que esta definicion refleja la
existencia de variantes de un locus y no son consecuencias

funcionales.3!

5.3.1 Polimorfismo de un s6lo nucleotido (SNP)
El polimorfismo mas comun en el genoma humano es la diferencia

de una sola base conocido como polimorfismo de un soélo
nucleotido (SNP del inglés, single nucleotide polymorphism), el
cual ocurre aproximadamente cada 1 000 pb. Cada SNP tiene dos

alelos posibles, por lo cual existe una alta probabilidad de que
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todos los miembros de una familia resulten homocigotos para un
SNP particular.3!

La variabilidad fenotipica y la susceptibilidad o resistencia de cada
individuo a distintas enfermedades se debe principalmente a los

SNP.31

5.3.2 Polimorfismo en la longitud de secuencias simples
(SSLP)

Secuencias minisatélites
Los polimorfismos de secuencias repetidas, son conocidos como

VNTR-minisatelite. Estos presentan un numero variables de
repeticiones en tandem (VNTR del inglés variable number of
tandem repeats). Las secuencias codificadoras del ADN humano,
son, en general, muy similares entre individuos, mientras que por
el contrario, las secuencias no codificadoras han sufrido grandes
variaciones en el transcurso de la evolucion. En esta parte no
codificadora estan las VNTR.28y 31

El ADN con polimorfismo de secuencias repetidas esta asociado
con la region heterocromatica del cromosoma y en particular con
el centromero y es el resultado de una organizacion repetitiva
dentro de los minisatelites y microsatélites, estas repeticiones de
numero variable tienen un tamano de alrededor de 30 pares de
bases, estos son increiblemente polimorficos (esto es que son muy
variables entre individuos). Por lo que es muy utilizado en
identificacion forense.28y 29

En la actualidad, la mayoria de las técnicas de determinacion del

perfil genético utilizan secuencias muy cortas de ADN, que son las
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microsatélites o repeticiones cortas en tandem, que se repiten una

y otra vez y se encuentran ampliamente en el genoma humano.33

6. HERRAMIENTAS EXPERIMENTALES PARA EL ANALISIS
DEL ADN.
Para el analisis genético hay métodos que permiten separar

macromoléculas y obtener segmentos con un tamano manejable
para la manipulacion y el analisis de secuencias de ADN
especificas. Por ejemplo, la descripcion de las estructuras y las
caracteristicas de los pares de bases que forman el ADN y el ARN
sento las bases del desarrollo de las técnicas de hibridacion y
secuenciacion que permitieron el analisis rapido y detallado de la

estructura y la expresion de los genes.32

6.1 Enzimas de restriccion
Las enzimas de restriccion reconocen como blanco a pequenas

secuencias de ADN de doble tira y las cortan; estas secuencias
abarcan de 4 a 8 nucleotidos que son especificos para cada
enzima. La medida del ADN cortado puede variar de 1 kilobase
(Kb) a varias megabases (Mb), mientras el numero de los diferentes
fragmentos generados puede ir desde miles hasta millones. Existe
una relacion inversamente proporcional entre el tamano de la
secuencia que reconoce la enzima y el numero de cortes que
realiza en el genoma. Las enzimas de restriccion usadas para la
identificacion de fragmentos del ADN son las endonucleasas,
estas enzimas de restriccion reconocen especificamente la

secuencia y corta exactamente en el sitio de restriccion.24y 32
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DNAasa es una endonucleasa de origen bovino con una capacidad
de cortar la molécula de ADN de doble cadena (o de cadena
simple) al azar, generando asi mezclas de oligonucléotidos.29

Taqg polimerasa es una ADN polimerasa aislada de bacterias que
viven en fuentes de agua caliente. Actia a una temperatura
cercana a los 65° C. Esta propiedad es util en las reacciones en las
que es necesario utilizar una ADN polimerasa termoestable, como,
por ejemplo, en la técnica de amplificacion del ADN llamada PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa). Puede ser utilizada también
en las técnicas de secuenciacion del DNA, puesto que permite
trabajar a temperaturas elevadas, a fin de evitar estructuras

secundarias.29

6.2 Analisis de restriccion.
La mayoria de las moléculas de ADN naturales es mucho mas

grande del tamano que puede manejarse o analizarse con facilidad
en el laboratorio. Los cromosomas son moléculas unicas de ADN
muy extensas que pueden contener miles de genes. Para estudiar
genes individuales y sitios especificos en la molécula de ADN, las
grandes moléculas de ADN se deben dividir en fragmentos
manejables, proceso llevado a cabo por endonucleasas de
restriccion, que son enzimas que escinden las moléculas de ADN
en sitios determinados por medio del reconocimiento de
secuencias especificas. Gran parte del analisis molecular de los
genes y su funcion requiere la separacion de segmentos

especificos de ADN a partir de moléculas mucho mas grandes y de
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su amplificacion selectiva. Esto permite el analisis de la
informacion codificada en cada molécula de ADN especifica. Por lo
tanto, es posible determinar la secuencia de ADN o llevar a cabo

su expresion y el estudio del material obtenido a partir de €1.32y 33

6.3 Electroforesis
La electroforesis se basa en la capacidad de las macromoléculas

cargadas para desplazarse en un campo eléctrico, con velocidad
proporcional a su carga e inversamente proporcional a su tamano.
A pH alcalino las moléculas de ADN poseen una carga negativa
uniforme por unidad de masa, lo que hace que su movilidad sea
hacia el polo positivo y que esté determinada por el tamano de las
moléculas (numero de pares de bases). Debe destacarse que los
cromosomas eucariotas son demasiado grandes para ser
identificados por este tipo de analisis por lo que comunmente se
aplica ADN fragmentado con endonucleasas.34

La separacion de los fragmentos de ADN de doble cadena se
realiza por electroforesis en gel de agarosa o en gel de
poliacrilamida. En ambos casos, el gel se prepara con distintas
concentraciones en funcion del tamano de los fragmentos del ADN
que se quiere separar. Las moléculas de ADN compuestas por
hasta 2000 nucleotidos por lo general se separan por electroforesis
en gel de poliacrilamida y las de 500 nucleotidos y hasta 20 Kb en
gel de agarosa. Modificando la concentracion de acrilamida o
agarosa se consigue obtener una mejor resolucion de los

fragmentos separados.34
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Después de finalizada la electroforesis, es posible detectar las
moléculas de ADN por medio de la tincion del gel con colorantes
fluorescentes, como bromuro de etidio, que se une al ADN y se
intercala entre las bases apiladas. Cada banda revela la presencia
de una poblacion de moléculas de ADN que poseen un tamano

especifico.34
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6.4 Secuenciacion.
EL ADN, ARN y las proteinas contienen la informacion genética en

todas las células y los tres son polimeros lineares. El objeto de la
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secuenciacion es conocer el orden que tiene los monomeros de
estas moléculas.25

El método disenado por Sanger (1988), este método usa
nucleotidos modificados con la ausencia del extremo 3’0OH, que es
esencial para la polimerizacion del ADN polimerasa, cuando a este
se incorpora un dideoxinucleético queda un trozo incompleto de
ADN que puede ser separado electroforéticamente. Cada
monomero de ADN (adenina, guanina, citosina y timina) se
marcan con una molécula fluorescente diferente, de esta manera

se puede determinar el orden de los nucleétidos.25

6.5 Hibridacion.
Esta técnica es la mas versatil para el analisis de genomas tan

complejos como el humano y la identificacion de cambios sutiles
en cada secuencia de un fragmento de ADN o ARN. Los acidos
nucleicos en solucion interactiian con superficies sélidas y pueden
llegar a adsorberse en ellas. Estas superficies regularmente son
membranas de nitrocelulosa o nylon, esta interaccion no ha sido
del todo explicada, pero se plantea la hipotesis que son de tipo no
covalentes e hidrofobicas o de cargas parciales entre las moléculas
y la superficie.25

La electroforesis de ADN puede realizarse en geles de agarosa o
poliacrilamida, ambos tienen caracteristicas diferentes por lo que
utilizar uno u otro estara en funcion de lo que se esté trabajando.
El gel de agarosa es el mas utilizado para separar y purificar
fragmentos de ADN, el gel de agarosa tiene un limite superior de

40-50 Kb en el tamano de las moléculas de ADN que puede
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separar, este rango de tamanos es ideal para analizar producto de
digestiones con enzimas de restriccion, lo que puede combinarse
con otras técnicas como Southern Blot, asi como para analizar los
productos de una reaccion de PCR.32

Con los acidos nucleicos las interacciones se pueden hacer
covalentes con luz ultravioleta.25

Muchas técnicas dependen de la especificidad de la hibridacion
entre dos moléculas de ADN con secuencias complementarias. Por
ejemplo, este método permite identificar las secuencias especificas
dentro de compuestos complejos de acidos nucleicos. En este
caso, una de las moléculas es una sonda con una secuencia
conocida (sea un fragmento purificado o una molécula de ADN
sintetizada por métodos quimicos). Se emplea la sonda para
buscar la molécula con secuencia complementaria dentro de
compuestos formados por acidos nucleicos. La sonda de ADN debe
de estar marcada para localizarla de inmediato una vez que se
encuentre la secuencia buscada.32

Si la “sonda” se marca con radiactividad o grupos antigénicos
(capaces de interactuar con anticuerpos), se obtendran manchas
oscuras en la zona de hibridacion si se le exponen a una placa
fotografica, este patron de manchas indicara la presencia de la
molécula y dara informacion sobre su tamano, frecuencia y
abundancia en la muestra. La técnica original es conocida como
Southern Blot.25

Si en vez de ADN se coloca ARN desnaturalizado con formaldehido,

se le denomina Northen Blot. Si en la membrana se coloca una
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proteina desnaturalizada, el método se conoce como Western

Blot.25

6.6 Southern blot
Este método visualiza fragmentos especificos de DNA y de manera

clasica consiste de varios pasos:

Digestion de ADN mediante enzimas de restriccion para
generar fragmentos de ADN de diferentes tamanos, lo que
resulta en una escalera de fragmentos distribuidos a lo largo
del gel.

Electroforesis, Separacion, en un campo eléctrico de los
fragmentos del ADN digerido.

Transferencia, previa desnaturalizacion del ADN, a una
membrana de nylon.

Hibridacion, donde se ponen a aparear con sondas
marcadas; dichas sondas son segmentos de ADN que
reconocen, mediante complementariedad de bases, regiones
especificas.

Autorradiografia que hace evidente el patron de bandas y
que consiste en exponer la membrana de nylon (ya

hibridada) a una pelicula sensible.24
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6.7 Técnicas de amplificacion.
En la actualidad, la mayoria de las técnicas para la determinacion

del perfil genético utilizan secuencias muy cortas de ADN,
denominadas microsatélites o repeticiones cortas en tandem (STR,
por sus siglas en inglés), que son secuencias muy cortas de ADN
que se repiten una tras otra y que se encuentran ampliamente en
el genoma humano. Las personas presentan grandes variaciones
en el nimero de copias de estas repeticiones. Los microsatélites se
detectan por PCR mediante el empleo de cebadores que flanquean
las repeticiones microsatélites, de modo que se amplifican el
fragmento de ADN que contienen las secuencias repetidas. La
longitud del segmento amplificado depende del numero de
repeticiones; el ADN proveniente de una persona con mas
repeticiones producira un segmento amplificado mas largo en
comparacion con el de una persona con menos repeticiones.40

El método mas utilizado para amplificar segmentos especificos de
ADN, fuera de una célula es la PCR, los fragmentos amplificados
por estos se separan mediante electroforesis en gel y se tinen; a
continuacion se observa la produccion de una serie de bandas.
Cuando se examinan varios loci diferentes con microsatélites, la
probabilidad de que dos personas tengan el mismo grupo de
patrones se hace muy pequena, a menos que se trate de

gemelos.36
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6.8 Reaccion en cadena de la polimerasa.
Este método permite amplificar o generar millones de copias de

una secuencia de ADN o ARN, En 1985 Kary Mullis concibio la
PCR como un método in vitro para la sintesis enzimatica se
secuencias especificas de ADN. Utilizé un par de oligonucleoétidos
(primers) que sirven de cebadores para la sintesis del segmento y
que ademas limitan la region de interés al hibridar en los extremos
de las tiras complementarias del ADN a caracterizar.24

La reaccion en cadena de la polimerasa se realiza en tres pasos: La
desnaturalizacion del ADN a 95° C, hibridacion y replicacion a
una temperatura de 72° C temperatura en la que es activa la Taq
polimerasa ademas se incluyen una etapa previa a estas tres en
temperaturas elevadas para inactivar proteasas y nucleasas y
asegurar la completa desnaturalizacion del DNA y una posterior
para prolongar la elongacion y se completen todos los fragmentos
que se desean amplificar.24y 32

A partir de estos pasos se generan dos oligonucleotidos
monocatenarios sintéticos, uno complementario con la secuencia
del extremo 5 de una cadena del ADN que se va amplificar y el
otro complementario con el extremo S de la otra cadena.
Entonces, el ADN que se va amplificar se desnaturaliza y los
oligonucleotidos se unen con sus secuencias complementarias. En
este momento se agregan a la reaccion los sustratos ADN
polimerasa y desoxinucleotidos, y la enzima extiende los
cebadores. Esta reaccion produce ADN. Por lo tanto, en este
primer ciclo de la reaccion de PCR se obtienen dos copias

bicatenarias del fragmento original de ADN.32
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Luego el ADN se somete a otro ciclo de desnaturalizacion y sintesis
con los mismos cebadores para obtener cuatro copias del
fragmento evaluado. De esta manera, la realizacion de ciclos
nuevos de desnaturalizacion y sintesis de ADN dirigida por el
cebador amplifica la region entre los dos cebadores en forma
geométrica (2, 4, 6, 16, 32, 64, etc.). De esta manera, un
fragmento de DNA que primero estaba presente en cantidades
muy escasas se amplifica hasta obtener wuna cantidad

relativamente grande de ADN.32
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Técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa37?

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

v
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Secuencia de ADN 2 ampificar
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Técnicas de Identificacion de ADN en las Ciencias Forenses38
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los delitos contra la libertad sexual hoy en dia requieren de una
especial atencion por parte de la autoridad competente, ya que es
un abuso que marca sensiblemente a la victima y se demanda la
aplicacion de ley, para esto se debe esclarecer con pruebas
irrefutables que den una demostracion plena de que existe el

delito.

Por lo anterior el papel del perito en el laboratorio quimico-
biologico es aportar elementos de juicios objetivos en la
investigacion de estos, con base en comprobaciones quimicas y

biologicas sustentadas cientificamente.

De esta manera el laboratorio forense constituye uno de los pilares
dentro de la criminalistica indispensables para una conclusion en
el esclarecimiento de los hechos. Existen una serie de técnicas
para la identificacion de presuntos responsables, dentro de ellas
las mas importantes es la terminacion del ADN que permite
vincular o0 no a un sospechoso o sospechosos con los indicios

biologicos obtenidos en el lugar de los hechos.
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METODOLOGIA

OBJETIVOS.

Confirmar que a través de los examenes de laboratorio puede o no
existir una vinculacion entre victima y acusado en un caso de

violacion sexual.

DISENO DE LA INVESTIGACION.

Se realizara un diseno donde todas las fuentes para el estudio
sean documentales, como libros, revistas y manuales para la

obtencion de informacion referentes al tema.

PROCEDIMIENTO
Recopilacion de la Delimitacién del Eleccion de la
_ P B  ——  E— _ ccl B
informacion tema informacién
Conclusiones de Elaboracién de la Redaccion y
los hallazgos < discusion <—— | desarrollo del tema
tedricos
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DISCUSION

El avance biotecnologico que se ha producido en esta ultimas dos
décadas y que han hecho posible el estudio de indicios dejados en
la escena del crimen, permiten al médico y quimico forense
analizar desde la saliva dejada en una colilla de cigarro hasta un
pelo o los escasos restos epiteliales restantes en unas unas tras
un aranazo, son hoy valiosas pruebas que pueden por si solas

arrojar la informacion suficiente para identificar a un sospechoso.

Entre todos los tipos de agresiones violentas, las sexuales son
especialmente propensas de estudios de vestigios biologicos ya que
implican siempre un contacto fisico entre la victima y su agresor y
consecuentemente, un intercambio de materiales tales como pelos,
fibras y fluidos bioldgicos, siendo los mas frecuentes los restos de

semen y saliva.

La utilizacion de la prueba de polimorfismos de ADN en medicina
forense es confiable para establecer consanguinidad o parentesco
y sirve como huella biologica para identificacion de personas en la
escena de crimen u otro acto. Su uso es formalmente utilizado en
los sistemas de justicia de las naciones desarrolladas y en México

ha sido aceptada durante la década de 1990.
Hay mucha certeza sobre la validez y seguridad de la prueba de

ADN para demostrar la vinculacion en delitos, como hemos

constatado en la revision bibliografica de las pruebas cientificas
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que lo demuestran. Y se observa que el avance de la tecnologia
hace que cada vez esta prueba sea mas certera en sus

conclusiones.

Es importante mencionar que desde los examenes de presuncion
hasta la confirmacion de una muestra, es de suma importancia la
recoleccion, preservacion, embalaje y la cadena de custodia ya que
es posible llevar a cabo un buen examen de laboratorio si la
muestra proporcionada es adecuada y creo que en ese sentido
todavia falta mucha sistematizacion para estos primeros pasos, ya
que estos aportaran un buen indicio que nos ayude en el

esclarecimiento de los hechos.
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CONCLUSIONES

En los casos en los que haya que recoger las evidencias, todos los
indicios de origen biologico presentes, debe hacerse en condiciones
de maxima limpieza o esterilidad, almacenandolos
independientemente y adecuadamente identificados en cuantos
recipientes estériles sea necesario y manteniéndolos custodiados
en refrigeracion, hasta recibir las instrucciones oportunas por

parte de las Autoridades Judiciales.

La cuidadosa y adecuada toma de muestra o colecta de indicios
biologicos permite no solo llevar a cabo un buen analisis de estos,

también permite demostrar la autenticidad de los mismos.

Durante el analisis de los indicios, en especial a una probable
muestra de semen, al realizar las pruebas de fosfatasa alcalina,
antigeno prostatico y la observacion directa en la muestra de
espermatozoides nos acercan a una prueba probable de abuso
sexual tras verificar la presencia de semen, sin embargo su
hallazgo, es solo de presuncion y solo podran apoyar o descartar
un probable abuso. Por otro lado cuando hay una confirmacion de
abuso sexual solo la prueba de ADN podra darnos la identidad del

agresor.
El desarrollo cientifico ha permitido la introduccion de la

tecnologia del ADN en la investigacion forense, posibilitando el

estudio de indicios biolégicos minimos, hecho que unos pocos
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anos atras era imposible. El perito Médico Forense se encuentra
en una posicion privilegiada para recoger algunos vestigios que
por su fragilidad pueden alterarse o perderse como consecuencia
de una actuacion retrasada, permitiendo su estudio y la
resolucion del caso, con las consecuencias beneficiosas que de ello

se derivarian.

Actualmente las técnicas en el laboratorio forense han marcado
una diferencia enorme en el esclarecimiento de crimenes que
involucran la libertad sexual, ya que al poder analizar manchas de
esperma, pelos, cabellos, saliva, manchas de sangre, aun en
cantidades muy pequenas, se pueden aportar datos de gran valor
sobre la individualidad del indicio, las diferentes técnicas de
polimorfismo del ADN han permitido conectar un indicio biologico
entre la victima y su agresor, las diferentes técnicas para analizar
ADN son claves para darle identidad a una muestra de la misma,

dando como resultado que sea una prueba legal.

Las diferentes técnicas para analizar ADN en conjunto nos
permiten individualizar a una persona hoy en dia con mucho mas
éxito que una sola de ellas, dando como resultado una prueba

legal irrefutable
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