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INTRODUCCION

El desarrollo social trajo consigo una modificacion de la tipologia delictiva, que
ha hecho relativamente frecuente determinados tipos de actos criminales
caracterizados por su violencia con una notable desproporcion de fuerza entre
victima y agresor, por la utilizacion de instrumentos y armas que hacen que las
evidencias o indicios dejados en el lugar de los hechos por el autor o autores
sean minimas. Paralelamente, el desarrollo cientifico ha posibilitado la aplicacion
de nuevas tecnologias que han profundizado en su capacidad identificadora
sobre indicios cada vez mas pequefios: el maximo exponente en el momento
actual es la denominada tecnologia del ADN.

La aplicaciéon forense de los métodos de tipificaciéon del ADN durante los ultimos
veintitrés afios ha constituido un avance notable en la evaluacién de evidencias
bioldgicas. Con su gran sensibilidad y poder de discriminacién, el andlisis del
ADN se ha vuelto un area importante en el campo de las ciencias forenses, y
pruebas de paternidad. Para ello las muestras mas comunes son sangre, semen
y/o manchas de ambos. *

El andlisis del ADN promete ser la herramienta mas importante en la
identificacion humana desde que Francis Galton desarrollé el uso de las huellas
dactilares para el mismo propésito. Se puede predecir que en un futuro no
distante sera posible identificar a una persona con una certidumbre cientifica
gue esta mas alla de la duda razonable, incluso en problemas que actualmente
se presentan como un desafio para la tecnologia con la que cuentan los
laboratorios de genética forense, tanto en la mezcla de fluidos biolégicos como
en el caso de violaciones tumultuarias o bien, discernir entre gemelos idénticos.

Como ya fue citado anteriormente la identificacion de perfiles genéticos es una
técnica que aparece a mediados de los 80s y se considera como una
metodologia relativamente joven. Sin embargo, como en muchas otras areas de
la ciencia, ésta en particular ha tenido un enorme desarrollo en muy corto
tiempo, desde la aplicacion de la “huella genética” hasta la implementacion de la
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) y el andlisis de los STRs
(Repeticiones cortas en tandem) han aparecido en la literatura cientifica una
infinidad de investigaciones y desarrollo de tecnologia. 2

Aunque existe bastante informacion existente sobre el tema, la comisién de
errores en la toma de muestra, el embalaje y el envio al laboratorio, hacen
necesario y urgente difundir informacién basica de este tema con el fin de
obtener una muestra de calidad analitica, para el analisis de ADN.

Es importante que toda persona involucrada en esta fase de la investigacion la
conozca.



Por ello, la finalidad de éste trabajo es elaborar una guia sobre los lineamientos
minimos necesarios para la recoleccion de las muestras mas comunmente
utilizadas en el analisis forense de ADN, como una parte del control de calidad
interno en la etapa pre analitica.



MARCO TEORICO
Antecedentes Histéricos
Evolucion de las técnicas de estudio del ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) ha adquirido gran importancia en la
investigacion cientifica de hechos delictivos, ya que el estudio pericial de material
biologico encontrado en el lugar de los hechos, ha contribuido principalmente en la
identificacion inequivoca de probables responsables o reconocimiento de victimas
0 personas que por otros medios resultaria imposible realizar.

El analisis se lleva a cabo mediante técnicas especializadas para extraer,
purificar, multiplicar y comparar el ADN que se encuentra en los materiales
biolégicos que se presenta para estudio. Sin embargo, uno de los problemas que
se presentan con mayor frecuencia es la recoleccion y manipulacion de las
muestras biologicas, ya que éstas pueden ser contaminadas o destruidas con
facilidad, lo cual trae como consecuencia que el analisis no se concluya
apropiadamente y el éxito de la prueba se vea frustrado por utilizar técnicas
inapropiadas en el manejo del ADN durante esta etapa. *

La Hemogenética Forense nace a principios de siglo, cuando Karl Landsteiner
describe el sistema ABO de los hematies y Von Durgen y Hirschfeld descubren su
transmision hereditaria. Esta ciencia surgid6 como una rama de la Criminalistica
cuyo obijetivo era la identificacion genética tanto en casos de investigacion criminal

como en estudio bioldgico de la paternidad. Inicialmente, las investigaciones se
centraban en el estudio de antigenos eritrocitarios (sistema ABO, Rh, MN),
proteinas séricas, enzimas eritrocitarias y sistema HLA. Con el estudio de dichos



marcadores podia incluirse o excluirse una persona como posible sospechoso por
poseer una combinacién genética igual o diferente a la del vestigio biolégico
hallado en el lugar de los hechos.

Pero fue a mediados de siglo cuando gracias al descubrimiento del ADN y de su
estructura y al posterior avance de las técnicas de analisis de dicha molécula, la
Hemogenética Forense evolucion6 considerablemente hasta el punto de que hoy
en dia puede hablarse de una especialidad dentro de la Medicina Forense: la
Genética Forense. Dicha ciencia estudia basicamente unas regiones polimaérficas
del ADN, asi analizando un determinado numero de dichas regiones, la
probabilidad de que dos individuos sean genéticamente iguales es practicamente
nula (excepto en el caso de gemelos univetelinos).

Aunque la ciencia tenia los conocimientos necesarios para el estudio del ADN, su
aplicacion en la resolucion de casos judiciales no se produjo hasta 1985, cuando
el Ministerio del Interior britanico solicité la ayuda de Alec J. Jeffreys, profesor de
Genética de la Universidad de Leicester. Los primeros casos de Criminalistica
fueron resueltos gracias a la técnica de RFLPs (fragmentos de restriccion de
longitud polimorfica). Jeffreys descubrié la existencia de unas regiones
minisatélites hipervariables dispersas por el genoma humano que al ser tratadas
con enzimas de restriccion generaban fragmentos de longitud variable.

Estudios posteriores realizados por el mismo Jeffreys demostraron que las
diferencias en el tamafio de estos fragmentos se debian a que estas regiones
consistian en un determinado numero de repeticiones en tdndem de una
secuencia central, el cual variaba de unos individuos a otros. *

El primer locus de ADN polimorfico fue descubierto por Giman y White en 1980
usando una sonda de ADN arbitraria, de esta manera observaron fragmentos de
mas de 15 longitudes diferentes en una pequefla muestra de individuos.
Posteriormente se encontraron otros loci hipervariables como en la secuencia del
gen de la insulina humana, en el oncogen “ras”, en el pseudogen de la zeta-
globina y en el gen de la mioglobina. Estos loci hipervariables constaban de
repeticiones en tdndem de una secuencia de oligonucleotidos (11 a 60 pb), de
manera que las diferentes longitudes de los fragmentos originados dependian del
numero de dichas repeticiones y se les denomind VNTR (variable number of
tandem repeat)

Tras el descubrimiento de los primeros VNRTs se vio que éstos podian ser
aplicados a la medicina forense y sustituir a los marcadores clasicos. En un
principio la manera de estudiar dichos marcadores se hizo por medio de la técnica
llamada hibridacion con sondas o Souther blot.

El tipo de sondas utilizadas en esta técnica pueden ser de dos tipos:

Sondas Mono-Locus (SLP): Son especificas para una region de un determinado
cromosoma. Se unen a secuencias largas de nucledtidos y presentan mayor



variabilidad que las sondas multi-locus. Como resultado se observan una o dos
bandas por individuo, segun sea homocigoto o heterocigoto. El patron de bandas
obtenido con estas sondas se denomina perfil unilocus de ADN o “DNA profiling”

Sondas Multi-locus (MLP): Hibridan con secuencias minisatélites presentes en
varios loci de diferentes cromosomas. Son sondas de 10 a 15 nucleotidos que se
repiten multiples veces y tras el revelado se observan de 10 a 20 bandas por
persona. Este patron de multiples bandas se conoce como huella genética

multilocus o DNA fingerprint”. °

Las ondas multi y mono-locus presentan una serie de ventajas e inconvenientes
con respecto a una serie de paradmetros como son:

e Informacion aportada: las sondas multi-locus tienen una mayor capacidad
discriminativa al aparecer multiples bandas. No obstante, las mono-locus
son mas especificas ya que el fragmento de ADN con el que hibridan es de
mayor tamano.

e Cantidad y calidad del ADN: cuando se usan sondas multi-locus se requiere
aproximadamente un microgramo de ADN sin degradar mientras que en el
caso de las mono-locus se necesita menos de 100 ng y este ADN no
necesariamente debe esta en perfecto estado, siempre y cuando el
fragmento complementario a la sonda esté intacto.

e Especificidad entre especies: las sondas multi-locus permiten su uso sobre
el ADN humano y cientos de animales superiores, mientras que las mono-
locus son exclusivas de ADN humano.

A pesar de que el andlisis SLP ha sido y es bastante util en estudios de paternidad
no puede decirse lo mismo de su aplicacion a la criminalistica ya que presenta
una serie de inconvenientes como son:

e La cantidad de ADN gue se necesita esta entre 20 y 100 ng, cantidad dificil
de conseguir en casos de criminalistica en los que los indicios biolégicos
encontrados son minimos.

e En cuanto a la calidad del ADN, en la practica forense es muy dificil
encontrar en estado no degradado toda la cantidad de ADN que se necesita
para un analisis con sondas mono-locus.

e Eltiempo requerido para este tipo de analisis es de dos o tres dias.

e El hecho de que se requieran cantidades elevadas de ADN hacen que
normalmente, con el primer analisis se consume la totalidad de la muestra,
con lo que se dificulta una posterior revision del caso.

Todas estas limitaciones fueron superadas gracias a la aplicacion en genética
forense de una técnica, la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), que
supuso una revolucién en muchos campos de la biologia y de la medicina.®



El estudio de indicios biologicos por PCR ha permitido la resolucién de un gran
ndamero de casos en criminalistica que hasta entonces eran desestimados por no
poseer la suficiente cantidad de muestra para su analisis por RFLP. Con el uso de
la PCR muestras tan minimas como pueden ser un pelo con raiz, una mindscula
mancha de sangre o semen e incluso caspa son suficientes en muchos casos
para llevar a cabo el analisis de identificacion genética.

La molécula del ADN esta presente en cada célula nucleada, por lo tanto es
factible encontrarlo en materiales biolégicos dejados en el lugar de los hechos. El
ADN se ha aislado exitosamente y analizado de una gran variedad de materiales
bioldgicos. La aplicacion de la técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha ampliado el intervalo de muestras susceptibles a ser analizadas debido
a que se obtienen una gran cantidad de copias de los marcadores que seran
examinados. Los materiales mas comunmente analizados en laboratorios forenses
son: sangre y semen. ’

La evidencia de ADN puede ser recolectada de casi cualquier cosa que ha estado
en contacto con dichos fluidos. EL ADN ha ayudado a resolver muchos casos
cuando los investigadores han recuperado muestras de fuentes no tradicionales
se han documentado casos en los que se establece una clara relacion biol6gica
entre las muestras recolectados del lugar de los hechos y las personas
involucradas directamente con un delito.

Numerosos casos se han resuelto por el andlisis de ADN de saliva en colillas de
cigarros, estampillas postales, y el area alrededor de la apertura bucal de las
mascaras para esquiar. Actualmente se cuenta con estudios que sugieren la alta
probabilidad de recuperar ADN a partir de impresiones dactilares.®

Los diferentes tipos de muestras biologicas pueden ser utilizados para excluir a un
individuo en la participacién de un crimen. En particular, la transferencia directa
de ADN de un individuo a otro, o a un objeto, puede ser usada para relacionar a
un sospechoso con el lugar de los hechos. Como lo sefalo el Dr. Henry Lee, esta
transferencia directa puede involucrar.

El ADN del sospechoso depositado sobre el cuerpo de la victima o su ropa.
El ADN del sospechoso depositado en un objeto.

El ADN del sospechoso depositado en un lugar.

El ADN de la victima depositado sobre el cuerpo del sospechoso o su ropa.
El ADN de la victima depositado en un objeto.

El ADN de la victima depositado en un lugar.

El ADN del testigo depositado sobre una victima o el sospechoso.

El ADN del testigo depositado sobre un objeto o lugar.



El valor informativo de las secuencias de ADN que se emplean en la genética
forense se basa en el grado de polimorfismo y en la frecuencia de los alelos en la
poblacion. Las ventajas del uso del ADN en la medicina legal, son entre otras
caracteristicas que bastan solo minimos indicios ya que se utiliza la técnica de
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para amplificar la muestra. La calidad
de la misma no se ve afectada cuando se trata de tejidos en putrefaccion o
muestras milenarias ya que pueden emplearse los STRs (Repeticiones cortas en
tandem)

Cuadro 1. Objetos méas comunes utilizados como evidencias.

EVIDENCIA POSIBLE LOCALIZACION FUENTE DE ADN
DEL ADN
Bat de béishol o similar Donde se colocan las manos o | Sudor, piel, sangre, tejido y
en el extremo del bat. pelo.
Sombrero, pafiuelo Dentro Sudor, pelo, caspa
Anteojos Lentes y espacios que tienen | Sudor y piel
contacto con la nariz y las
orejas.
Toallas faciales, hisopos con | Superficie Moco, sangre, sudor y cerilla
algodon (cotonetes)
Ropa sucia Superficie Sangre, sudor, semen y saliva
Palillos Punta Sangre, sudor y saliva
Cigarros usados Colilla de cigarro Saliva
Estampillas o sobres Area de engomado Saliva
Tapa o ligadura Superficie interna y externa Piel y sudor
Lata o envases de vidrio Lados y areas que tiene|Salivay sudor
contacto con la boca
Condon usado Superficie interna y externa Semen, células del epitelio
uretral, células vaginales o
rectales
Cobija, almohada o sabana Superficie Sudor, pelo, semen, orina y
saliva
Bala Superficie externa Sangre y tejido
Mordida Piel de la victima o ropa Saliva

Las técnicas de ADN se han transformado en técnicas altamente sensibles que
incluso aquellas muestras tan pequefias que no puedan ser observadas a simple
vista, pueden ser utilizadas para relacionar al probable responsable con el lugar
de los hechos. Para ello la evidencia debe ser recolectada, preservada,
almacenada y transportada cuidadosamente al laboratorio de ADN.*°




OBJETIVOS

General
Establecer los lineamientos para la recoleccion, embalaje y envio de muestras

e indicios de naturaleza biolégica, que garanticen su integridad y calidad
necesaria para el analisis forense del ADN.

Particulares

1. Investigar para cada indicio bioldgico el método de recoleccién idoneo.

2. Investigar las condiciones de almacenamiento de los principales indicios
biolégicos.

3. Investigar la ruta critica del indicio desde su recoleccion hasta su
resguardo por el perito analista.



CAPITULO 1. GENERALIDADES DE LA CRIMINALISTICA

1.1 Criminalistica.

Disciplina que aplica fundamentalmente los conocimientos, métodos y técnicas de
investigacion de las ciencias naturales en el examen de la evidencia fisica, con el
fin de auxiliar a los encargados de administrar justicia. El término fue usado por
primera vez por Hanns Gross. **

De acuerdo al Doctor Rafael Moreno Gonzalez, la Criminalistica es: “La disciplina
que aplica fundamentalmente los conocimientos, métodos y técnicas de
investigacion de las ciencias naturales en el examen del material sensible
significativo relacionado con un presunto hecho delictivo, con el fin de determinar,
con auxilio de los 6rganos encargados de administrar justicia, su existencia, o bien
reconstruirlo, o sefialar y precisar la intervencion de uno o varios sujetos en el
mismo”.

1.2 Clasificacion

La Criminalistica se divide segun el lugar donde se realice la investigacion, a
saber:

a) Criminalistica de campo: se entiende la investigacion que se lleva a cabo
en el propio lugar de los hechos. El escenario del crimen, como también
se le denomina, es una fuente invaluable de informacion.

b) Criminalistica de Laboratorio: Es la que se realiza en los laboratorios
donde se encuentran los instrumentos usados para el examen del
indicio, en ocasiones con fines de identificacién o cuantificacion. Es la
gue ha permitido pasar de la época de las aproximaciones a la etapa de
las precisiones.

La Criminalistica tiene dos objetivos a saber, uno formal y otro material: Formal: es
el auxiliar con resultados a los organismos encargados de administrar justicia; el
material, es el estudio de los indicios encontrados en la comisién de algun hecho
considerado delictivo. *



1.3 El método de la criminalistica.

La Induccién y la Deduccion constituyen,de acuerdo con el Dr. Rafael Moreno
Gonzélez, los procedimientos que con mayor frecuencia aplica la criminalistica.
La hipdtesis formulada producto de los hechos observados, o sea, la solucién
provisional del problema planteado, asi como la comprobacion empirica de su
consecuencias, ya sea mediante la observacibn y la experimentacion
constituyen las etapas principales de la Induccién. En suma, el razonamiento
criminalistico inductivo estd basado en la trilogia observacion-hipétesis-
verificacion que aplicado ordenadamente garantiza la validez de sus resultados.
El procedimiento Deductivo lo aplica la Criminalistica para resolver problemas
particulares, con base en los principios generales establecidos mediante la
induccion. A éste método se le denomina Hipotético-deductivo, que consiste en
formular hipétesis, o sea, soluciones probables del problema planteado y, acto
seguido comprobar si estan de acuerdo con los datos disponibles. La validez de
una hipétesis depende de que consiga comprobar la validez de las
consecuencias que de ellas se deduzcan. **

1.4 Cadena de custodia.

Es un mecanismo que permite registrar de manera cierta y detallada cada paso
gue se da, con las evidencias encontradas en el sitio del suceso, para mantener
el control del flujograma que ésta desarrolla 0 experimenta a través de los
diferentes sistemas (policial, laboratorio) hasta llegar a las instancias judiciales.
Este procedimiento, Conforme a su finalidad permite conocer cualquier etapa
de la tramitacion del proceso, donde se encuentra el elemento de prueba, quien
lo tiene, nombre del perito a cargo, etc. lo cual garantiza la transparencia del
dictamen emitido por los expertos de los diferentes laboratorios de
criminalistica, ajustado a la rigurosidad y calidad exigida en la investigacion
cientifica.

Esta cadena se manifiesta mediante un formulario de registro de informacion
gue debe ser iniciado por el personal especializado que se hace presente en la
escena del crimen para realizar las diligencias periciales propias de una
investigacion criminal.

1.5 Lugar de los hechos.
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Genéricamente se le ha dado éste nombre al lugar en donde se realiza una
investigacion encaminada al esclarecimiento de algun probable hecho
delictuoso, por lo tanto seria mas conveniente llamarle “Lugar de la
Investigacion”, hasta en tanto no se determine si en el ocurrieron efectivamente
los hechos que se investigan. Asi entonces el lugar sera aquel espacio fisico en
donde se presume ha ocurrido un delito y que por lo tanto presentara indicios
gue estén relacionados con el hecho que se investiga, de acuerdo con uno de
los principios fundamentales de la Criminalistica.*

1.6 Indicios

La palabra proviene del latin Indicium “que significa signo aparente y de que
existe alguna cosa, que a su vez es sinbnimo de sefia, muestra, vestigio,
marca, rastro, pista o indicacion, siendo todo aquel material sensible
significativo (cadaver, armas, huellas, objetos etc) encontrado en el lugar de los
hechos o del hallazgo, el cual es percibido mediante la vista, oido, tacto y olfato
gue esta intimamente relacionado con un presunto hecho delictuoso.

1.6.1 Clasificacion de los indicios

Los indicios que se presentan en un hecho presuntamente delictivo nos
acercan al conocimiento de la verdad y estos podran ser clasificados de
acuerdo a diversos criterios.

e Por valor investigativo en identificadores y reconstructivos

Identificadores: Son los que por su naturaleza sirven para identificar a la
victima, victimario, lugar de los hechos, tipo de arma, etc. Lo anterior con la
aplicaciéon de diversos examenes y estudios, siempre y cuando haya muestra
testigo y muestras problema.

Reconstructivos: son los que por su naturaleza, forma, caracteristicas,
estructura, localizacién, dimensiones y ubicacion, sirven para efectuar una
reconstruccion de un hecho, para si poder establecer como se desarrollaron los
hechos y llegar a la verdad del mismo. *°
e De acuerdo al tipo de analisis requerido:
Determinados: Estos requieren solamente de un analisis minucioso a simple vista
o con lente de aumento (lupa) y que guardan relacion directa con el objeto

0 persona que lo produce, tomando en cuenta que por su naturaleza fisica los
podemos clasificar. Por ejemplo: Armas, huellas dactilares etc.
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Indeterminados: Estos requieren de un analisis completo para el conocimiento
de su composicién y estructura de acuerdo a su naturaleza fisica. Por ejemplo:
pelos, fibras, semen, orina, vomito, sangre etc.

e De acuerdo a su relacion con el lugar de los hechos:

Asociativos: Son los indicios que se corroboran y que guardan relacion directa
con el hecho que se investiga.

No asociativos: Los encontramos en el lugar de los hechos o del hallazgo, pero
no estan relacionados intimamente con el hecho que se investiga.

e De acuerdo a su tamafo:

MicroscoOpicos. Son aquellos que por su naturaleza, se requiere de algun
instrumento (lupa), microscopio, etc. para su observacion, por ejemplo: pelo.

Macroscopicos. Este tipo son los que pueden ser observados a simple vista,
por ejemplo: mancha de sangre, boquete, armas, etc.

e De acuerdo a su naturaleza fisica:

Trasladables. Son aquellos que por su naturaleza, como seria su forma,
volumen, peso, o cualidades inherentes, etc. Se pueden sacar del lugar de los
hechos y se pueden preservar de forma adecuada para trasladarse al
laboratorio para su respectivo estudio. Por ejemplo: armas, pelos, fibras, etc.

No trasladables. Son aquellos que por su naturaleza, como seria su forma,
volumen, peso o cualidades inherentes, etc. No pueden moverse para
trasladarlo al laboratorio para su respectivo estudio, ya que alteraria el lugar de
los hechos. Por ejemplo: impresiones latentes de huellas dactilares, huellas de:
herramientas, pies, zapato, neumaticos, etc. éstas se obtienen y se preservan
mediante las siguientes técnicas: fotografia, levantamiento de impresiones
latentes, moldes de yeso, etc.

Organicos. Todos los de procedencia humana o animal, (alimentos, ceras,
grasa etc).

Inorganicos. Pueden ser naturales (polvo, 6xido, cenizas, manchas, etc.) y
artificiales (tintas, armas, restos de incendios, papeles, monedas etc). *°
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1.7 Técnicas
A) Observacion

La observacién consiste en el examen completo, metédico y meticuloso del
lugar, con el fin de encontrar todos los indicios y evidencias posibles para
determinar su relacion con el hecho.

B) Fotografia forense

Esta técnica viene a ser un complemento de suma importancia, ya que da la
imagen objetiva de los indicios que estén relacionados al hecho, siendo de gran
apoyo para la descripcidn escrita, ya que con ellas se fija con precision los
detalles y particularidades del lugar y las caracteristicas de los indicios, el lugar
debe estar fijado con exactitud y nitidez.

C) Fijacion

Es el aseguramiento de todos los indicios que se hallaron en el lugar de los
hechos y del lugar mismo; se hace con el objetivo de contar con un registro que
pueda ser utilizado en cualquier momento e incluso estar integrado en la
averiguacion previa.

Existen diferentes tipos de fijacion, pero los mas frecuentemente utilizados son
la fijacion fotografica, la escrita o narrativa, la planimétrica y por moldeo.

D) Embalaje
En relacién con la proteccion técnica de las evidencias o indicios, los peritos de
las diversas especialidades deberan conocer las técnicas de embalaje para

cada uno de los indicios, a efecto de conservar sus caracteristicas originales y
no alterarlos al momento del levantamiento o de su traslado al laboratorio. **

CAPITULO 2. CONSIDERACIONES GENERALES

2.1 Estructura del ADN
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EL ADN es uno de los dos acidos nucleicos que se encuentran en las células de
los organismos vivientes. Se encuentra en el nacleo celular formando parte de
los cromosomas y en el citoplasma dentro de los mitocondrias, en el caso de las
células vegetales, también esta en los cloroplastos.

El ADN es un polinucleétido constituido por dos cadenas antiparalelas de
unidades de desoxirribonucleicos unidos covalentemente, dispuestos de una
forma complementaria y adoptando una estructura enrollada de doble hélice
dextrogira. Esta formado por un azucar (pentosa), bases nitrogenadas (purinas y
pirimidinas) y acido fosférico. EI ADN contiene la pentosa desoxirribosa; como
bases puricas tiene Adenina - Guanina y como bases pirimidicas a la Citosina y
Timidina.

Los nucledtidos son las unidades monoméricas de la macromolécula de é&cido
nucleico, que resultan de la unién covalente de un fosfato y una base heterociclica
con la pentosa. Dentro del nucleétido, la combinacién de una base con la pentosa
constituye un nucleésido.

El &cido nucleico formado por diferentes nucle6tidos alternados dentro de las
cuatro variantes mencionadas y en forma lineal, en una doble cadena helicoidal,
codifica para la produccién de proteinas o polipéptidos. 2
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Fig. 2. Observamos que el ADN esta constituido por una doble hélice, con dos bandas de entre
las cuales, existen a modo de peldafios, un par de moléculas especificas.

14



2.2 Clasificacion del ADN
El ADN se divide en dos grandes grupos en base a su funcién:

a) ADN codificante o esencial. Es el encargado de almacenar informacion genética
en los genes, que son los diferentes sectores de ADN con un orden concreto en la
disposicion de los nucleétidos que determina la secuencia de aminoacidos de las
proteinas que codifican y el grado de expresion del gen en cada tejido y en cada
tiempo.

b) ADN no codificante. No aguarda informacion genética y juega un importante
papel en la funcién de los cromosomas y, sobre todo actuando como puntos
calientes de recombinacion. Este ADN puede ser de dos tipos: ADN espaciador, el
cual esta formado por una secuencia sencilla de bases que se dispone entre
regiones codificantes del genoma y ADN repetitivo, que lo forma una secuencia
gue, al contrario del espaciador se dispone por todo el genoma debido a la
existencia de multiples copias. A su vez este ADN repetitivo se divide segun las
caracteristicas de la secuencia en: “Secuencias repetidas en tAndem” en las que
existe una repeticién de la misma secuencia unay otra vez y todas seguidas, en
un fragmento de ADN.

---ATCGG ATCGG ATCGG ATCGG ATCGG ------

Y “secuencias repetidas intercaladas”, tratandose de una secuencia larga de
bases que aparece repetida, pero no a continuaciéon del primer grupos de
secuencia repetitivo, sino en un lugar diferente y distante del genoma:

Las caracteristicas generales del ADN no codificante lo hacen especialmente Uutil
para su aplicacion a la identificacion en Medicina Forense. El ADN esencial esta
formado por secuencias altamente conservadas con muy pocas variaciones
interindividuales e intergeneracionales, ya que de lo contrario se podrian ver
afectadas funciones basicas para la vida de las personas. Los minimos cambios
gue tienen lugar, cuando son viables, aumentan el polimorfismo de proteinas y
enzimas, aunque también pueden tener efectos negativos.

El ADN no codificante presenta una gran variabilidad de unos individuos a otros,
ya que estas secuencias no son conservadoras al no afectar sus cambios a la
fisiologia del individuo. Las variaciones debidas a cambios de bases sencillos,
procesos de insercién-deleccion o de intercambio de ADN (recombinacion)
durante la formacién de las células germinales (meiosis) hacen que se modifique
el nimero de repeticiones o el orden de las bases de un determinado fragmento
repetitivo, pudiendo producirse en un locus sencillo o multiples loci, siendo este el
origen de la variacion que hace que no haya dos personas, a excepcion de los
gemelos univitelinos, que tengan la misma secuencia del ADN.*
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2.3 Funcién del ADN

El ADN es una biomolécula que se encuentra en el interior de la célula y contiene
toda la informacion necesaria para construir un individuo completo. Practicamente
todos los seres vivos tienen como portador de la informacion genética el ADN a
excepcion de los retrovirus como el virus de Inmunodeficiencia humana (HIV). El
ADN es un componente imprescindible de cada célula en el ser humano y ademas
el ADN de un individuo es el mismo en todas sus células. (sangre, semen, saliva,
células de la piel, etc)

2.4 Utilizacion  de Restos organicos utilizados para identificar el &cido
desoxirribonucleico de una persona.

Se ha realizado un buen ndmero de pruebas cientificas que prueban que el ADN
es la base de la herencia, entre las que se puede destacar:

a) En proceso normal de reproduccion celular, los cromosomas (estructuras
con ADN) se duplican para proporcionar a los ndcleos hijos los mismos
genes que la célula.

b) Las mutaciones provocadas se producen por una alteracion de la
estructura del ADN que tienen como efecto una grave alteracion de la
descendencia de las células afectadas.

c) El ADN extraido de un virus basta por si mismo para reproducir el virus
entero, por lo que, en la esfera juridica y a efectos legales, tiene toda la
informacion genética para ello.

El ADN puede llegar a ser muy util en Derecho, no sélo para identificar a una
persona gracias a los restos organicos encontrados donde se haya cometido un
crimen, en especial en delitos contra la libertad sexual o en los que se ha ejercido
violencia, sino también para determinar la filiacién bioldgica de una persona.

El andlisis de ADN es una herramienta muy poderosa que revolucioné la ciencia
forense hasta convertirse en la “nueva forma de la evidencia cientifica”. Varios
factores han contribuido a su rapida evolucion: solo se requieren trazas de
material biologico, el ADN es mas estable en comparacion con otros marcadores
biologicos tradicionales y es un método muy preciso. La trascendencia social de la
tecnologia del ADN en la identificacion humana, la convierte en el arma mas eficaz
contra la delincuencia. No existen dos personas con el mismo ADN, a excepcion
de los gemelos idénticos. Es igual en todas las células del cuerpo humano. Las
diferencias en la secuencia del ADN entre los individuos constituye el fundamento
cientifico para identificarlos y establecer la relacion de parentesco biologico entre
ellos. v
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Las cinco areas de impacto mas importantes de esta especialidad son: la
criminalistica, las pruebas de paternidad, la identificacion de personas
desaparecidas, la identificacién de individuos en desastres y la historia que
combina las aplicaciones anteriores. Esta reciente herramienta, que tiene sus
bases en la genética clasica, la bioguimica, la estadistica y la biologia molecular,
ocupa un lugar importante en los juicios donde se trata de identificar y/o
relacionar evidencias entre acusado, victima y lugar de los hechos.
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CAPITULO. 3 TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL ADN

Existen numerosas técnicas y procedimientos que emplean los cientificos para
estudiar el ADN. Una de estas herramientas utiliza un grupo de enzimas
especializadas denominadas enzimas de restriccion, que fueron encontradas en
bacterias y que se usan como tijeras moleculares para cortar los enlaces fosfato
de la molécula de ADN en secuencias especificas. Las cadenas de ADN que han
sido cortadas con estas enzimas presentan extremos del mismo tipo. Los
cientificos utilizan este tipo de enzimas para llevar a cabo la tecnologia del ADN
recombinante o ingenieria genética. Esto implica la eliminacion de genes
especificos de un organismo y su sustitucién por genes de otro organismo.

a) FLPs (fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica)

En 1985 se describié por primera vez el uso de esta técnica para analisis de
paternidad. En esta técnica se utilizan enzimas llamadas de restriccion (por
ejemplo Hae IIl) para cortar el ADN en sitios previamente conocidos par su gran
variabilidad (regiones hipervariables) en la busqueda de una secuencia especifica.
Los fragmentos resultantes se colocan en una matriz hecha de un gel. Una
corriente eléctrica se aplica al gel y los fragmentos (que tienen carga negativa)
migran a lo largo del gel (dirigiéndose al polo positivo) de manera tal que los
fragmentos mas grandes son mas lentos. Los fragmentos asi separados son
transferidos a una membrana de nylon, la cual es expuesta posteriormente a una
sonda de ADN marcada, ésta es un pequefio segmento sintético de ADN que
reconoce especificamente y por lo tanto se une a un segmento Unico (locus) del
ADN de la persona que se esta examinando.

Esta metodologia de analisis aun es utilizada por algunos laboratorios para
resolver casos de paternidad.

Las desventajas mas importantes para ser aplicadas en la resolucion de casos
criminales son la enorme cantidad de ADN que requiere y la alta calidad del
mismo, condiciones que so6lo en casos excepcionales se presentan en el ambito
criminal.

b) VNTR (Numero variable de repeticiones en tandem)
Copias de fragmentos de secuencias idénticas de unos 30 — 50 pares de bases
gue se suceden ininterrumpidamente en un cromosoma. La existencia de los VNTr

origina los diferentes alelos y por lo tanto el polimorfismo. Esta técnica sustituyo
a los RFLPs en medicina forense.

18



c) STR (Repeticiones cortas en tAndem)

Son locus cuyos VNTR estan compuestas solo por una secuencia de 2 a 7 pares
de bases que se repiten en tandem de modo que pueden ser analizados por
PCR. Se pueden amplificar en conjunto de 3 a 15 marcadores en una sola
reaccion de PCR, en consecuencia tienen una gran estabilidad, son altamente
polimérficos, ideales para muestras degradadas, ahorran tiempo, material y lo mas
importante la muestra, por lo que son muy utiles en criminalistica.

d) Souther blot
Esta técnica consta basicamente de las siguientes etapas:

1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion tras extraer ADN de alta
molecularidad.

2. Separacion de los fragmentos obtenidos por medio de electroforesis en
gel de agarosa.

3. Desnaturalizacion de los fragmentos separados y cortados.

4. Transferencia de las cadenas simples a una membrana de nitrocelulosa
o nylon y fijacién de las mismas por medio de calor (80°C).

5. Prehibridacién con sondas de ADN inespecificos que pudiera haber en

la membrana.

Marcaje de la sonda con nucledétidos radioactivos.

Hibridacion de la sonda marcada y desnaturalizada con los fragmentos

de ADN fijados a la membrana, y lavado de la membrana para eliminar el

exceso de sonda.

8. Revelado en placa radiografica e interpretacion de los resultados.

N

Esta técnica fue sustituida por la PCR, debido a que presentaba limitaciones como
por ejemplo: Requeria gran cantidad y calidad de ADN, asi como también el
factor tiempo, era muy prolongado.

e) PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Como su nombre lo indica se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa
gue es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya existente.
Sus requerimentos son que existan nucleotidos en el medio que son la materia
base para fabricar el ADN (los nucleotidos de A, T, C y G) y una pequefia cadena
de ADN que pueda unirse a la molécula que se desea copiar para que sirva como
cebadora (primers).?°

Permite amplificar mas de 1 millébn de veces el ADN obtenido a partir de una
region seleccionada del genoma siempre y cuando se conozca una parte de su
secuencia de nucleotidos.

Procedimiento
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Para la PCR se utilizan dos oligonucleotidos sintéticos de unos 15 — 20
nucleétidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la regién que
se quiere amplificar. Estos oligonucledtidos (primers) actan como cebadores
para la sintesis in vitro de ADN la cual esta habitualmente catalizada por una
enzima llamada “Taq polimerasa” dicha enzima se aisla de una bacteria termofila
denominada Thermus acudticus que es capaz de crecer a temperaturas elevadas
(79-85°C). A ésta temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de
extension de mas de 60 nucledtidos por segundo en regiones ricas en uniones

G — C. La temperatura Optima a la que actlia la Tag polimerasa permite el uso de
elevadas temperaturas para la union de los primeros y para la extension, de esta
manera se aumenta el nivel de exigencia de la reaccion y se reduce la extension
de los primers unidos inespecificamente al ADN.

La reaccidén se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales incluye
tres fases:

e Desnaturalizacion: Para que comience la reaccion es necesario que el
ADN molde se encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se consigue
aplicando temperaturas de 90 a 95 °C que producen la rotura de los
puentes de hidrogeno intercatenarios y por lo tanto la separacion de
ambas cadenas. Para conseguir la completa separacién de las hebras
de toda la muestra esta temperatura debe mantenerse unos minutos. Si
el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tenderd a renaturalizarse
rapidamente, evitando asi una eficiente hibridacion de los primers y una
posterior extension.

e Hibridacion: Esta fase se denomina también fase de “annealing” o de
emparejamiento. Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye
la temperatura hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para
gue se pueda producir la uniébn de los primers a las secuencias
flanqueantes del fragmento que se va a amplificar. La temperatura de
fusion o annealing (Tm, “melting temperature”) depende de varios
factores y es relativamente especifica para cada primer. La longitud de
los primers y la secuencia son criticas en la designacion de los
parametros de una amplificacion, una férmula simple para calcular la Tm
es la siguiente: Tm = 4(G+C) + 2 (A+T). No obstante, cada primer exige
una serie de estudios experimentales para determinar su temperatura de
annealing especifica ya que si la temperatura es muy baja la union se
hara de forma inespecifica y si es muy alta no se producird una union
completa.Extension: Durante este paso la Tag polimerasa incorpora
nucleétidos en el extremo 3' del primer utilizando como molde la cadena
de ADN previamente desnaturalizada. La temperatura a la que se lleva a
cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la temperatura a la que la
Taqg polimerasa alcanza su maxima actividad. Normalmente una
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e extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de
500 pb, y 40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb.

Un factor importante en el transcurso de las diferentes fases es el tiempo de
rampa. Este se define como el tiempo invertido en pasar de una temperatura a
otra y depende del disefio y de las caracteristicas del aparato donde se realiza
automaticamente este proceso, el termociclador. En las nuevas generaciones de
termocicladores este factor se ha ido optimizando para hacerlo minimo.

Figura 3. Sintetizador automatico de ADN. Las bases nucleotidicas son adicionadas una por una a
un soporte sdlido localizado en una columna desechable delimitada por dos filtros. Las bases estan
separadas en distintos botellas. Los reactivos localizados en las botellas grandes son auxiliares
para completar cada acoplamiento.

COMPONENTES DE LA PCR

Buffer de Amplificacion

Los buffer de PCR gque se utilizan normalmente contienen KCI, Tris y MgCl,. El
MgCi, es el componente que mas influye en la especificidad y rendimiento de la
reaccion ya que los iones Mg,+ son necesarios para la actividad de la Taq
polimerasa, es decir, actian como cofactores de la polimerasa.

La concentracion optima de MgCl, estd en torno a 1.5 mM si se emplean
concentraciones de 200 mM de cada uno de los dNTPs. No obstante, a veces es
necesario probar con diferentes cantidades de Mg ya que un exceso del mismo
origina una acumulacion de productos inespecificos y una cantidad insuficiente
hace que disminuya el rendimiento de la amplificacion.**

Primers
A la hora de elegir unos primers para amplificar un determinado fragmento de
ADN hay una serie de reglas a seguir:

e Lalongitud de cada uno de los primers debe estar comprendida entre 18 y
24 bases ya que se ha comprobado que primers de mayor longitud (30-35
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e bases) no aumentan el rendimiento y los primers cortos carecen de
suficiente especificidad.
e Ambos primers deben tener una Tm similar (como mucho la diferencia entre
ambas temperatura debe ser de 5°C).
e La relacion bases puricas: bases pirimidinicas debe ser 1:1 (0 como mucho
40-60%).
e La secuencia de los primers debe comenzar y terminar con 1-2 bases
puricas.
e Para evitar la formacion de dimeros de primers es necesario comprobar
gue los primers no contengan secuencias complementarias entre si.
Los dimeros de primers consisten en fragmentos de doble cadena cuya longitud
es muy proxima a la de la suma de los primers y se producen cuando un primer es
extendido a continuacion del otro. EI mecanismo exacto por el que se forman
estos dimeros no esta completamente determinado. La observacion de que
primers con los extremos 3' complementarios favorecen su formacién sugiere que
el paso inicial se debe a interacciones transitorias que aproximan los extremos
complementarios. Algunas polimerasas, incluida la Taq, han mostrado una débil
actividad polimerizadora no dirigida por un ADN patrén, la cual puede unir
nucledtidos adicionales al doble extremo apareado. Si esta actividad puede
producirse sobre una hebra sencilla de oligonucleotidos, resultaria una buena
oportunidad para que la extensién formara un corto solapamiento en el extremo 3'
con el otro primer, suficiente para promover la formacion del dimero.

Desoxinucleotidos Trifosfatos (ANTPs)

Las concentraciones de dNTPs que suelen usarse estan en torno a 200 uM para
cada uno de ellos. En un volumen de reaccion de 25 pl con esta concentracion de
dNTPs se sintetizarian entre 6-6.5 pug de ADN. La concentracion de dNTPs y de
MgCl, va relacionadas ya que el Mg se une a los dNTPs con lo que
concentraciones elevadas de dNTPs inhibirian la reaccion al no tener la Taq
polimerasa suficiente Mg como para incorporar dNTPs. Para una concentracion de
200 uM de cada dNTP se suele afiadir MgCl, a una concentracion de 1.5 mM.
Tag--Polimerasa

Las cantidades 6ptimas de Taqg polimerasa necesarias para la sintesis de ADN
estan alrededor de 2 unidades en 25 ul de volumen final de reaccién. La actividad
de este enzima se ve influenciada por la concentracion de dNTPs, de Mg+ y de
algunos iones monovalentes de manera que concentraciones elevadas de los
mismos inhiben dicha actividad.

Por otro lado, pequefias concentraciones de KCI estimulan la actividad sintética de
la Tag en un 50-60% con un maximo aparente cuando su concentracion es de 50
mM. Existen algunos datos relacionados con la influencia de ciertos reactivos que
se emplean antes de la amplificacion y que alteran la actividad de la Tag. Por
ejemplo concentraciones 1M de urea estimulan la actividad, el SDS a bajas
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concentraciones que la inhibe al igual que concentraciones mayores del 10% de
etanol.

ADN Molde “TEMPLATE"

Es el ADN del cual se desea copiar un determinado fragmento, es, por tanto, el
ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la sintesis de nuevas
cadenas polinucleotidicas. La cantidad de ADN necesaria para la PCR depende
de varios factores:

e Del marcador que se va a amplificar: hay marcadores cuyos primers son
mas especificos o0 bien cuyas condiciones de amplificacion estan mejor
optimizadas que las de otros. Por esta razon puede darse el caso de que
cierta cantidad de ADN (sobre todo cuando jugamos con cantidades
minimas) amplifique para unos marcadores pero no para otros. Por ello,
cuando en un laboratorio se va a utilizar un nuevo marcador es necesario
hacer un estudio de validacibn en él que se incluye un estudio de
sensibilidad. De dicho estudio de sensibilidad puede sacarse como
conclusion cuél es la minima cantidad de ADN que amplifica en condiciones
estandar. De manera general, para casi todos los STR utilizados en
Genética Forense la cantidad 6ptima de ADN que asegura un rendimiento
adecuado esta en torno a los 5 ng.

e Calidad del ADN: Cuando se trabaja con ADN cuya calidad es Optima no
suele haber problemas en la amplificacion y cantidades del mismo por
encima e incluso por debajo de los 5 ng rinden buenos resultados. El
problema aparece cuando la calidad del ADN obtenido no es la idonea, bien
porque esté degradado o bien porque dicho ADN vaya ligado a una serie de
contaminantes que pueden inhibir la actividad de la polimerasa. Si el ADN
esta degradado por la accién de enzimas de restriccion el que obtengamos
0 no resultado en la amplificacion va a depender de que el fragmento a
amplificar haya sido dafiado o no. En el caso en el que tengamos ADN sin
degradar pero unido a una serie de contaminantes habria que intentar diluir
al maximo la muestra para disminuir dichos contaminantes, pero siempre
dentro de un rango de ADN que no esté por debajo del limite de
sensibilidad de la PCR. El problema de las cantidades minimas de ADN y la
presencia de contaminantes o inhibidores de la Tag es un hecho habitual
en Criminalistica y requiere un estudio pormenorizado de la muestra antes
de la amplificacion.

Adyuvantes de la PCR

Son elementos que mejoran el rendimiento y la especificidad de la PCR. El
adyuvante mas utilizado es el BSA (albumina sérica bovina), a concentraciones
por encima de 0.8 u g/ul éste incrementa la eficiencia de la PCR y actia como
una proteina captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa.

La PCR ofrece una serie de ventajas, frente al uso de las técnicas de analisis
genético utilizadas con anterioridad, como son:
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e Su capacidad para obtener resultados en casos en los que la cantidad
de ADN es minima o en casos en los que el ADN esté parcialmente
degradado.

e Genera en un espacio corto de tiempo un elevado niamero de copias de
la secuencia de ADN que es objeto de estudio, lo cual permite utilizar
técnicas de visualizacion mas sencillas y rapidas que el uso de sondas
marcadas radiactivamente.

e Permite la determinacién y agrupacién alélica en clases discretas, lo que
facilita la elaboracién de bases de datos al ser la estandarizacion
inmediata y posibilitar la aplicacibn de métodos bioestadisticos y
programas elaborados.

e El uso de marcadores microsatélites de pequefio peso molecular

aumenta las probabilidades de obtener resultados positivos de

amplificacion cuando el ADN se encuentra degradado ya que puede ser
gue dichos fragmentos no hayan sido digeridos. Esta ventaja es de gran
importancia en Criminalistica ya que normalmente los indicios bioldgicos

encontrados han estado sometidos a diversos factores (calor y

humedad) que favorecen el crecimiento bacteriano.

Una de las mas grandes ventajas es su elevada sensibilidad puede, en

ocasiones, convertirse en un gran problema ya que se podria

coamplificar un ADN extrafio.**

Esta técnica también presenta desventajas, como son que no es una
técnica cuantitativa y presenta alta probabilidad de obtener falsos positivos por
contaminacion.

Una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes son separados en funcién
de su tamafo por medio de un proceso de electroforesis. Actualmente se utilizan
dos tipos de electroforesis:

e Electroforesis en geles verticales de poliacrilamida
e Electroforesis capilar
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capitulo 4 LA IMPORTANCIA DE LOS INDICIOS EN EL LUGAR DE LOS
HECHOS

La llegada de las muestras al laboratorio para su procesamiento es el eslabon que
viene a unir los dos fragmentos de la cadena de la investigacion criminal. Por una
parte, todo el estudio preliminar llevado a cabo en el lugar de los hechos, y por
otra el andlisis cientifico en el laboratorio forense.

Todas las acciones del personal relacionado con la investigacion van destinadas a
un mismo fin: la averiguacion del autor o autores del hecho, en este caso por
medio de la identificacion del donante o donantes de unos determinados indicios
biolégicos. Sin embargo, se tiende a pensar que sélo los ultimos pasos, aquellos
gue van a proporcionar el resultado del analisis genético son lo Unicos
verdaderamente importantes, esto hace que en muchas ocasiones se pierda un
poco de concentracion y atencidon necesaria en las primeras fases de la
investigacion, y que se piense que con lo avanzado de la técnica hoy por hoy se
es capaz de estudiar cualquier indicio, cualesquiera que sean sus condiciones y
que lo que se puede hacer mal en las fases preliminares luego sera solventado
por el buen hacer del personal del laboratorio y por los adelantos cientificos.??

Las enormes posibilidades de la tecnologia del ADN no deben ser motivo para
confiarnos a la hora de realizar la investigacion en el lugar de los hechos y pensar
gue la solucion a la investigacion dependera del laboratorio en cuestion al que se
remitan los indicios hallados, ya que no sélo se trata de buscar una determinada
evidencia, sino de hacerlo correctamente, de lo contrario podria ser que pierda su
actividad biolégica o que la prueba quede invalidada por un defecto en la
investigacion preliminar. Por elemental que parezca, no debemos olvidar nunca
gue en los laboratorios solo se estudia aquello que se remite, y que el analisis se
inicia sobre el indicio en las condiciones en las que llega, no en las que se manda,
de ahi la enorme importancia del indicio en el lugar de los hechos.

El indicio es el soporte sensible del ADN. La naturaleza tan variada de los indicios
exige en rigor la concurrencia de especialistas muy diversos en algunas de las
fases: policias, médicos, quimicos, fisicos, expertos en balistica, y huellas, en
fotografia, todo esto incluye conocimientos de las ciencias naturales.

Cualquier indicio puede resultar clave en un caso determinado, pero sin lugar a
dudas en los hechos criminales violentos, son los indicios biolégicos los mas
trascendentes, por su significado y por la informacién que de ellos se puede
obtener a través del andlisis del ADN.

Por lo tanto se deduce que los indicios pueden ser muy diversos y que, por lo
tanto, pueden ser muy distintos los profesionales que se vean envueltos en la
investigacion de unos hechos criminales enfocandose en aquellos que por su
frecuencia, importancia y naturaleza hacen que el quimico forense adquiera una
posicion privilegiada, haciendo de su actuacion una pieza fundamental del
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rompecabezas que todo caso judicial supone. La investigacion pericial consta de
tres grandes etapas:

1) Busqueda en la escena del crimen o sobre las victimas y/o los implicados
2) Recoleccion y envié al laboratorio
3) Examenes analiticos y su interpretacion.

En las dos primeras, el papel del quimico forense es fundamental en relacion a los
vestigios organicos, debido a que esta familiarizado con ellos y conoce sus
peculiaridades, y de ahi que deba saber también la forma de levantarlos y
enviarlos adecuadamente. %

26



capitulo 5 AISLAMIENTO Y EVALUACION DE LOS RIESGOS DE
CONTAMINACION del ADN

Los indicios han de ser buscado y recogidos en el lugar de los hechos, por lo que
se debe exigir una perfecta deteccion, identificacion y aislamiento de los mismos
para evitar la contaminacion de indole biolégico o quimico que pudiere producirse.
Por lo tanto, se deduce que existen dos tipos fundamentales 6 béasicos de
contaminacion que, pueden afectar a las muestras e indicios biolégicos criminales:
-la contaminacién quimica y

- la contaminacion biolégica.

Se denomina contaminacion quimica a la presencia de productos de origen
bioquimico o quimico (tintes, colorantes, pinturas, esmaltes, carburantes, aceites,
etc.) que van a dificultar los procesos de andlisis en el laboratorio, bien sea
durante la extraccion, cuantificacion, restriccion 6 amplificacion del ADN.

Este tipo de contaminacion es muchas veces inevitable, ya que suele encontrarse
en el sustrato de donde cae la mancha y puede ser penosa para el laboratorio
pues impide que las investigaciones lleguen a buen puerto. Cada proceso de
andlisis de los mencionados tiene variaciones técnicas que se pueden aplicar
cuando se sospecha de una contaminacion quimica, gran nimero de casos se
alcanza una solucion satisfactoria aunque alarga enormemente el proceso de
analisis.

Existe también la contaminacion biolégica que es propia de indicios humanos, al
consistir en la mezcla de ADN que no pertenece al indicio con ADN de la
evidencia misma. Las técnicas empleadas en la actualidad tienen gran efectividad
para obtener informacion de indicios bioldégicos minimos, invisibles muchos de
ellos para el ojo humano. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la
secuenciacion del ADN mitocondrial por técnicas de secuenciacion en ciclos son
capaces de amplificar una sola célula que contenga ADN de una persona aunque
esté mezclada con miles de células con ADN de otra persona. Esta circunstancia,
denominada genéricamente “sensibilidad” es un grave peligro en la investigacion
criminal, ya que una mezcla indeseada de muestras puede originar graves
problemas. Por ello, es necesario tomar desde el comienzo de la investigacion, las
maximas precauciones posibles.

La contaminacién biol6gica de los indicios criminales puede ser de tres tipos:
anterior 0 previa, coetanea 0 paralela y posterior, que a su vez puede ser
accidental, negligente o criminal, segun la relacion que guarden con el hecho
criminal que motiva la investigacion. Todas ellas son peligrosas, en tanto cuanto
pueden tergiversar o inutilizar los resultados, aunque la mas peligrosa de todas es
la posterior, ya que no ofrece ningun dato Gtil a la investigacion y es totalmente
evitable.
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La contaminacion se descubre normalmente en el laboratorio, cuando al analizar
los indicios se detecta ADN de mas de una persona. En este momento el
investigador debe plantearse cudl es el origen de la contaminacién, para poder
adoptar los protocolos analiticos oportunos y poder valorar correctamente los
resultados. Por ello, el personal de los laboratorios debe de tener la garantia de
gue la contaminacion no se ha producido criminal o negligentemente, con
posterioridad al delito (por existir dificultades técnicas al analizar las muestras) o
servir de base para que alguna de las partes presentes en el proceso (defensa,
acusacion particula, Ministerio fiscal) puedan pedir, en buena légica la anulacion
de la prueba (al no estar los resultados claros) o reclamen la coautoria los de los
hechos por parte de otras personas desconocidas y no procesadas?*

5.1 Contaminacion anterior o previa

Se debe a la presencia de material biolégico con ADN en el lugar donde luego
van a aparecer los indicios, y se caracteriza por ser inevitable (al estar presente
antes de que se depositen los indicios criminales), por ser parcialmente valorable
(al poder descubrirse que es accidental, por ejemplo en sustratos muy
contaminados) y por ser potencialmente til (el producto contaminante puede ser
del criminal, de algun coautor o de una victima previa).

Evidentemente, si en un caso determinado aparece una pequefia mancha de
sangre (evidencia) en la perilla de una puerta, en un fragmento de baldosa o en un
cenicero, en el momento de recogerla es inevitable que el investigador pueda
arrastrar ADN de otras personas que, siendo ajenas al hecho criminal, dejaron el
mismo depositado al abrir la puerta, al pisar la baldosa o en manejar el cenicero.
Existen métodos de recoleccion de muestras que tratan de evitar la inclusion de
ADN contaminante al recoger el indicio criminal. Con este fin, por ejemplo, se
puede tomar parte de una mancha de sangre o de semen por medio de un hisopo
de algoddn estéril y solucion salina estéril, en vez de recortar o raspar la mancha
completa del sustrato.

Paralelamente, en los laboratorios hay que realizar controles negativos del indicio,
consistentes en la amplificacion del material obtenido de trozos de sustrato que
tiene el indicio. Por ejemplo, si encontramos una mancha de sangre en un zapato
de cuero, no sélo hemos de intentar extraer el ADN del trozo de cuero que tiene la
sangre, sino que hemos de tomar lino 0 mas trozos de cuero de otras zonas del
zapato y tratarlas como si tuvieran ADN, sometiéndolos a procesos de extraccion.
Si en un trozo de cuero que no estaba manchado (control) aparece ADN, hemos
de deducir que existe una contaminaciéon, que habra de valorar adecuadamente
de acuerdo a las circunstancias del caso.

Este tipo de contaminacion puede ser, en ciertos casos y circunstancias de
utiidad, ya que puede ofrecernos pistas sobre diversas circunstancias
relacionadas con un sustrato o0 sustratos que por sus caracteristicas deberian de
estar totalmente limpios, aparecen muy contaminados con ADN de multiples
origenes o viceversa.
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En otras ocasiones, cuando se intenta confirmar que un indicio procede de una
persona, aparecen también datos genéticos de otra: por ejemplo, en el caso en
que aparezca un pafiuelo manchado con sangre cerca del cadaver de una
persona que murid por un disparo de arma de fuego, la idea inicial de los
investigadores puede ser confirmar que la sangre es del fallecido pero también
podemos encontrarnos con restos de ADN del homicida, si el pafiuelo era de su
pertenencia, pudiendo servir este dato para incriminarlo posteriormente.
Evidentemente, cada caso es un mundo diferente pero en los que todas las
posibilidades hay que tenerlas en cuenta.

En general, las contaminaciones previas que mas utilidad tienen por la informacién
gue pueden ofrecer, son propias de los casos en que el arma homicida era una
pertenencia personal del autor del crimen (arma blanca o de fuego, correas o
cinturones, lazos o pafiuelos en casos de asfixia. Etc.).

5.2 Contaminacioén Coetanea o Paralela

El ADN de un indicio se mezcla con ADN de otro origen en el momento de los
hechos, y al igual que la contaminacion anterior o previa se caracteriza por ser
inevitable, valorable y til.

Se diferencia , en la practica de la “contaminacion anterior “ en que la paralela es
valorable vy util, ya que los indicios que se mezclan son de personas envueltas en
los hechos criminales mientras que la contaminacion anterior, los indicios pueden
no tener relacion con los hechos violentos, como de hecho asi ocurre en la
mayoria de esos supuestos.

Es propia de hechos especialmente violentos, en los que tanto la victima como el
agresor depositan material biologico con ADN de un mismo sustrato al mismo
tiempo. Hay que remitirse en estos casos al ejemplo mas tipico: dos personas
heridas y perdiendo sangre que se enzarcen en una lucha en muchos lugares
aparecera sangre de los dos mezclada. También se pueden dar mezclas muy
variadas de diversos fluidos, como son el semen, la saliva, orina (en casos mas
excepcionales, pueden servir de origen del ADN los restos de piel del agresor en
las uiias de la victima o viceversa).

También es propio de criminales con stress, el dejar huellas o rastros evidentes,
no es propio de criminales con experiencia, ni de crimenes bien planeados o
ejecutados, siendo en estos casos factor comun el “stress” o tension nerviosa y/o
emocional en que se encuentra el autor por haber sido parcialmente descubierto,
por tener que abandonar el lugar de los hechos de prisa, por herirse con
posterioridad, etc.

Sin embargo, los casos paradigmaticos de contaminacion paralela o concomitante
son los supuestos de violacion (vaginal, anal y oral) en los que el semen del
criminal se mezcla con células y fluidos de las diversas estructuras anatémicas de
la victima. En estos casos, la contaminacion es conocida “a priori” por el
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investigador, y puede ser manejada adecuadamente tomando controles de la
victima: cuando aparezcan dos ADN diferente, uno serd conocido por ser de la
victima, siendo el restante del violador.

La contaminacion paralela es especialmente valorable cuando la victima sobrevive
y es capaz de dar una explicacion de los hechos, lo que permitira centrar la
investigacion en indicios especialmente utiles y posteriormente facilitar4 los
analisis en el laboratorio.

En los casos de violacion y en todos aquellos supuestos en los que uno de los
indicios sea semen mezclado con cualquier otra muestra biolégica, existen
técnicas de extraccion diferencial que permiten aislar el ADN contenido en los
espermatozoides y separarlos de otras células como las del epitelio vaginal o de la
mucosa oral.

5.3 Contaminacion Posterior

Se debe al depdsito de ADN de diversos origenes en los indicios y sustratos
criminales con posterioridad al momento de los hechos. Puede tener origen
accidental, negligente o criminal.

Se caracteriza por ser notablemente evitable, parcialmente valorable (s6lo en los
casos en que se pueda demostrar que la contaminacion es posterior, identificando
al donante del material biolégico) e inutil (al no aportar datos de interés a la
investigacion).

5.4 Contaminacion Posterior Accidental

En el periodo de tiempo transcurrido entre la ejecucion de un hecho criminal y el
momento en que se encuentran y aislan los indicios, es obvio que se puedan
depositar otros materiales bioldgicos que contengan un ADN que normalmente no
esta relacionado con los hechos.

Basicamente deben distinguirse los indicios que aparecen a la intemperie,
(susceptibles de ser afectados por fendbmenos meteoroldgicos y de entrar en
contacto con animales, insectos, personas y objetos contaminados) y que son
facilmente contaminables, de aquellos que aparecen aislados (enterrados en
habitaciones o0 espacios cerrados, etc.) en los que la contaminacion posterior es
mas dificil, pero no es imposible.

En general cualquier indicio puede contaminarse “a posteriori” con material que
contenga ADN y que sea arrastrado por animales salvajes y domésticos, insectos
(especialmente moscas y mosquitos), personas ajenas a la investigacion que los
tocan desconociendo la importancia que pueden tener, o incluso tratando de
ayudar a los investigadores (personas que encuentran y recogen cualquier indicio
para llevarlo a la policia) o por fendmenos naturales y meteorolégicos.
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Con una valoracion siempre prudente de los hallazgos, la contaminacién posterior
nos puede dar datos de la situacion en que ha permanecido el indicio, incluso
sobre cambios de ubicacion (accidentales o intencionados) que haya podido sufrir
hasta el momento en que fue encontrado.

5.5  Contaminacién Posterior Negligente

Se debe a la culpa por desconocimiento o por falta de celo profesional de aquellas
personas que manejan los indicios y tienen la obligacion de preservarlos
perfectamente.

Para evitarla se debe aislar el lugar de los hechos lo més rapido posible y con los
medios que inicialmente haya al alcance, en principio y hasta poder valorar
claramente la situacion, mas vale “aislar por exceso” que por defecto.

El lugar de los hechos suele ser punto de reunion de todas las personas
implicadas en las diversas fases de la investigacion, convirtiéndose muchas veces
en un ambiente sobrecargado donde se habla continuamente, se fuma, se bebe y
hasta se come, siendo todas estas fuentes de contaminacion evitables. El acceso
debe estar inicialmente restringido a todos los investigadores y autoridades hasta
gue no hayan evaluado y tomado las muestras biolégicas que puedan contener
ADN.

5.6 Contaminacién Posterior Criminal

Se produce cuando alguna persona tiene acceso a los indicios, bien en el lugar de
los hechos bien durante su transporte o en los lugares donde se almacenan, para
proceder a cambiarlos, tergiversarlos o destruirlos.

Por esto ha de destacarse en este lugar la importancia que tiene la custodia de
los indicios de este tipo y la necesidad de mantener la “cadena de custodia”,
dejando constancia de qué personas han tenido acceso a los indicios y quiénes
han sido los responsables de su transporte y almacenamiento desde el momento
de la recoleccion hasta que termina su analisis en el laboratorio.

31



CAPITULO 6 CONSIDERACIONES PRELIMINARES PARA LA
RECOLECCION DE MUSTRAS E INDICIOS DE NATURALEZA BIOLOGICA

En la investigacion de un hecho, es importante la fase preanalitica de los indicios
recibidos en el laboratorio. Aunque desde el punto de vista técnico y cientifico el
estudio de las muestras sea impecable, el esfuerzo hecho sera en vano si la
recoleccion, embalaje y envio al laboratorio de los indicios fue erroneo y se
cometieron diversos errores como: utilizar una sola bolsa para diferentes
muestras. No etiquetar correctamente los contenedores de los indicios. No enviar
rapidamente las muestras al laboratorio. Etc.

Por ello es importante enfatizar los criterios esenciales para una buena
recoleccion de indicios.

En este sentido deben seguirse las siguientes normas generales:

En un caso de violacion

Tipo de muestra a recolectar:

Semen: En exudado vaginal, anal, oral, preservativos y papel higiénico, saliva en
piel (zonas erbégenas) latas de refresco, papel higiénico. Pelo en superficie
corporal y ropas, tejido en lecho ungueal, sangre del probable responsable y de la
victima o denunciante.

En un caso de homicidio

Tipo de muestra a recolectar:

Sangre: en el lugar de los hechos, semen en cavidades corporales, preservativos
y papel higiénico. Saliva en zonas erdgenas, latas de refresco, papel higiénico.
Pelos y fibras en superficies corporal y ropas, tejido en lecho ungueal, sangre de
probable responsable y del denunciante o victima.

En caso de maternidad o paternidad

Tipo de muestra a recolectar: Sangre de las personas involucradas en el estudio,
tejido blando o duro
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En caso de desastres masivos

Tipo de muestras a recolectar: Tejido blando y duro, sangre de parientes

En caso de personas desaparecidas

Tipo de muestras a recolectar: Fluidos en prendas, sangre de parientes, tejido
0seo, dientes.

En el estudio de hechos histéricos

Tipo de muestra a recolectar: tejido 6seo y sangre de parientes

Material requerido:

Hisopos estériles, solucion salina estéril en frasco gotero de plastico, guantes,
cubrebocas, bata, peine desechable, pinzas, encendedor o lampara de alcohol,
cajas de carton, pluma y plumén, sobres de papel, cortaufias, palillos, alcohol,
bolsa de papel, tubos vacutainer, agujas estériles para sistema vacutainer,
ligaduras, torundas, papel FTA (flinders technology associates), y pipetas de
transferencias estériles,
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Capitulo 7 GENERALIDADES DE LOS INDICIOS
e Sangre

La sangre es uno de los indicios que se encuentran con mayor frecuencia en la
mayoria de delitos violentos, por lo que su estudio es invaluable.

A continuacion, se hara un relato detallado de la manera correcta de tomar
muestras de sangre en el lugar de los hechos, después de que han sido
adecuadamente fijadas mediante la descripcion escrita, la planimetria y la
fotografia.

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

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 (Flinders Technology Associates). La evidencia
debe ser llevada al laboratorio .

A la variedad morfologica de este indicio sangriento (manchas, trazas, huellas,
etc), genéricamente se le denomina, en su conjunto, imagen hematoscépica.

La imagen hematoscopica puede clasificarse de la siguiente manera: manchas
circulares y manchas alargadas. Ahora bien por sus dimensiones pueden ser
pequefias, medianas, grandes y muy grandes. Segun sus contornos, seran
regulares e irregulares. Si nos referimos a la cantidad, se clasifican en mancha
lenticular, charco, laguna. Cuando sale de la herida en forma de chorro, deja una
imagen caracteristica: la chorreadura. Cuando es arrojada con violencia en
pequefia cantidad, produce un roceado o salpicadura.

Resulta evidente que la situacion y forma de las manchas estan en relacién con la
indole de las heridas, las situaciones de victima y agresor, los movimientos y una
serie de circunstancias que se deducen en el escenario del crimen.

e Semen

El semen, casi siempre un testigo mudo de las agresiones sexuales, es decir, de
los delitos que atentan contra la libertad sexual. El esperma se puede encontrar
como mancha o fluido sobre las ropas, sobre el propio sospechoso o sobre la
victima, aportando asi una prueba muy significativa.
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Composicion del semen: Esta constituido por fructuosa, Prostaglandinas (E2, A, B)
Aminoacidos, fosforo, Potasio, Hormonas.

El liquido espermatico esta constituido por espermatozoides, células propias del
epitelio uretral y plasma seminal. Son células haploides que constituye el gameto
masculino de los animales. Su funcién es la formacion de un cigoto al fusionarse
su nucleo con el gameto femenino, fendmeno que daré lugar al embrion y al feto.
En la fecundacién humana los espermatozoides dan el sexo a la nueva célula
diploide, pues pueden llevar cromosoma sexual X o Y mientras que el évulo lleva
solo el cromosoma X.

Los espermatozoides constan de tres partes: cabeza, que contiene el nucleo
(ADN), porcion intermedia y cola. Su color y aspecto es lechoso, algo
opalescente. La opalescencia es proporcional a la concentracibn de
espermatozoides. Coagula inmediatamente después de la eyaculacion.?’

Fig. 4. Morfologia de un espermatozoide humano

En los tejidos absorbentes forma unas manchas de color gris-amarillo, bien
delineadas y de consistencia almidonada. Si la mancha es reciente, tiene un olor
tipico. En las telas blancas las manchas se perciben mal y deben examinarse por
transparencia. Cuando son de color han de examinarse a trasluz y por contacto
para determinar la consistencia almidonada. Cuando las telas son impermeables
aparecen como pinceladas de barniz. Sobre los pelos, constituyen un magma
grisaceo que los aglutina y sobre objetos sélidos aparecen costras brillantes.

35



e PELO

El pelo cubre casi toda la superficie cutanea, presentando variaciones de color,
cantidad y longitud, segun la region anatdémica, el sexo y la raza. Su forma es
generalmente cilindrica. EI 91% del cabello estd compuesto por una proteina
fibrosa llamada queratina y su forma es similar a la de un tallo cilindrico con una
raiz llamada foliculo piloso. Es ahi donde nace, se forma y crece.

Fig. 5 .Estructuras del pelo humano

En los humanos, generalmente se habla de cuatro tipos de pelo, caracterizados
principalmente por su textura y su longitud.?’

El lanugo es fino, suave y poco pigmentado y carece de médula central. Existen
dos capas de lanugo, una que cubre al feto y se cae justo antes de nacer, y otra
gue crece después del nacimiento y se cae durante el tercer o cuarto mes de vida.

El vello alcanza generalmente una longitud de menos de un centimetro. Crece en
los nifios pequenios tras la caida del lanugo y se trata de un cabello fino, poco
pigmentado y medulado. El vello sigue creciendo durante toda la vida y
generalmente entre el 6 y el 25 % del cabello del cuero cabelludo es de este tipo.

El intermedio tiene aproximadamente un centimetro de longitud y se forma en el

cuero cabelludo del los nifios entre los 3 y 7 meses de edad. Puede durar hasta 2
afnos.

36



El terminal crece mucho mas de un centimetro y es mas denso y mas grueso que
los otros tipos de cabello. Crece en el cuero cabelludo, las cejas y las pestafias
antes de la pubertad. El cabello sexual secundario como el pelo pubico o el pelo
de la barba en los varones, también es cabello terminal.

El bulbo reviste un gran interés medico-legal y criminalistico ya que hace posible
diferencial los pelos caidos espontdneamente o de bulbo lleno, delos arrancados
carentes de bulbo. Asi mismo contiene la informacion genética (ADN) que permite
una individualizacion segura y directa. La base de la raiz esta dilatada en el bulbo
gue se apoya sobre la papila dérmica y la rodea. Todos los foliculos o raices se
forman antes del nacimiento y no hay manera natural de generarlos una vez que
salimos del vientre de la madre.

e Piel

La piel protege la red de musculos, huesos, nervios, vasos sanguineos y todo lo
gue hay dentro de nuestro cuerpo. Nuestros parpados tienen la piel mas fina y las
plantas de los pies, la mas gruesa.

Las ufias protegen los extremos sensibles de los dedos de las manos y de los
pies. Las ufias humanas no son necesarias para la vida, pero proporcionan apoyo
para las puntas de los dedos de pies y manos, los protegen contra lesiones y
ayudan a tomar objetos pequefios. Sin ellas, nos seria muy dificil rascarnos la
comezon o desatar un nudo. Las ufias pueden ser indicadoras de la salud general
de una personay las enfermedad.

Fig. 6. Partes que componen la piel

Pelo
Glandula Sebacea

La Piel

Terminacion Nerviosa Libre
~ Epidermis
| —~Mervio

- Dermis

- Hipodermis

Vasos
Capilares

Glandula

Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos
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Saliva

La saliva es un liquido de la cavidad bucal, producido por las glandulas salivales,
transparentes, de viscosidad variable, compuesto principalmente por agua, sales
minerales y algunas proteinas.

Se estima que la boca estd humedecida por la produccion de entre 1y 1.5 litros de
saliva al dia, Esta cantidad de saliva es variable ya que va disminuyendo conforme
avanzan los afos y debido a diferentes tratamientos, su composicion varia en
funcién de los estimulos (como el olor 6 la vision de la comida).

Las funciones de la saliva son:

Mantener el pH a 6.5

Da proteccidon al esmalte: Funcionando como defensa, lubricante y
regulando el pH

Como reparadora: favoreciendo la mineralizacion.

Digestiva: Al mezclarse con el alimento se transforma en bolo alimenticio.
Importante en la expresion oral

Mantiene el equilibrio hidrico

Capacidad tamponadora del medio: Neutraliza el medio acido producido
tras las comidas. Si se produce un pH acido se provoca la
desmineralizacion del esmalte, mientras que se produce un pH basico, se
acumula sarro.
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CAPITULO 8 RECOLECCION Y PRESERVACION DE LOS DIFERENTES
TIPOS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Debido a que muestras biolégicas extremadamente pequefias pueden ser usadas
como evidencias, se debe poner especial atencion en la contaminacion cuando se
identifiquen, colecten y preserven las muestras para estudios de ADN. Las
muestras pueden estar contaminadas cuando el ADN de otras fuentes se mezcla
con el ADN relevante relacionado con el caso. Esto puede suceder cuando alguien
estornuda o tose sobre la evidencia o toca su boca, nariz y otras partes de la cara
y después toca la zona que puede contener el ADN involucrado con el ilicito.
Debido a que la tecnologia denominada PCR replica o copia el contenido de ADN
en la muestra bioldgica, la introduccion de contaminantes de otras fuentes puede
resultar muy problematica. Para evitar este inconveniente, se deben tomar
precauciones especiales como son el usar cubrebocas, guantes, un contenedor
para cada tipo de muestras, etc. a fin de prevenir los contaminantes que en
cualquier circunstancia son indeseables. Si se recolecta una muestra biologica
para estudios de ADN, el proceso de PCR copiara cualquier ADN presente en la
muestra, haciendo imposible distinguir entre el ADN del probable responsable y
el ADN de otra fuente.

Una vez que el lugar de los hechos ha sido totalmente identificado, y se ha
localizado la evidencia, se podra empezar el proceso de coleccién. La coleccién
usualmente inicia con la evidencia mas fragil o mas facil de perder. Se debe tener
una consideracion especial con los objetos o evidencias que requieren ser
movidos por ejemplo: una puerta, un automévil, una mesa, etc.?®

Las evidencias bioldgicas son transferidas por via directa por: un preservativo
usado, un coagulo de sangre; indirecta, estas quedan sobre superficies por
absorcion o adherencia por ejemplo arena, un kleenex, una colilla de cigarro, etc.
En general, las muestras liquidas son absorbidas dentro de las superficies y las
evidencias soélidas se adhieren a las superficies. EI método de recoleccion
depende ampliamente del estado liquido o sélido y de las condiciones de la
evidencia.

A continuacion se mencionan los lineamientos especificos para la recoleccion de
muestras bioldgicas para el analisis de ADN.

8.1 Normas Generales de Recoleccién

Fijar la escena del crimen mediante; fotografia, dibujo etc.

Recoger, si es posible, en primer lugar los indicios biologicos.

No afiadir conservantes a las muestras.

Evitar hablar o estornudar sobre las muestras. Usar mascarillas si es
posible.

Condiciones de méxima esterilidad, usando guantes de goma, si se entra en la
escena del crimen, bata y zapatones asi como instrumentos
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esterilizados o perfectamente limpios para la obtencidbn de materiales
(pinzas, tijeras etc.).

Volver a limpiar o utilizar un nuevo instrumento para recoger un indicio
diferente. Si se recoge con guantes, cambiar los mismos si se recoge un
elemento diferente. Usar diferentes para cada indicio, aunque hayan
sido recogidos en lugares muy proximos o estuviesen juntos.
Empaquetar en bolsas de papel o carton, evitar las bolsas de plastico, y
de celofan que condensan la humedad y favorecen la proliferacion de
bacterias que degradan el ADN.

Etiquetar perfectamente cada uno de los recipientes con lo siguiente:
Fechay hora

Identificacion de la victima.

Localizacion del indicio.

Tipo de indicio.

Numero del mismo.

Nombre de la persona que lo recoge.

Referencia al caso judicial.

@roooop

Enviar lo mas rapidamente posible al juzgado o laboratorio, asegurando
gue las muestras que se encuentren con cadena de frio, se mantenga.
Es fundamental y basico tomar muestras testigo de la victima y
sospechoso. De ser posible extrayéndole sangre, o en su defecto con
frotis de la cavidad bucal.

Tomar la filiacion de todas las personas que han intervenido o
colaborado en la recogida de las evidencias, por si se presentan
problemas de contaminacién cruzada.

Para la toma de referencia en personas vivas, debe existir un documento
firmado con la autorizacién expresa para realizar el anélisis.?

8.2 Sangre

Algunas de las principales recomendaciones son las siguientes:

Muestra de sangre liquida en un individuo

La sangre debe ser colectada por personal capacitado.

Recolectar sangre en un tubo vacutainer de aproximadamente 5 ml. Con
EDTA como anticoagulante.

Las muestras de sangre deben ser refrigeradas no congeladas.

Etiquetarlas y

Enviarlas al laboratorio tan pronto como sea posible.?°
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Muestras de sangre liquida en el lugar de los hechos

La sangre liquida presente en el lugar de los hechos debe ser colectada
con una pipeta desechable (preferiblemente estéril) y transferida a un tubo
de ensaye con EDTA.

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

Las muestras se deben preservar con un anticoagulante como EDTA y
mantenerse en refrigeracion. Finalmente estas muestras se deben
etiquetar y llevar al laboratorio tan pronto como sea posible.

Sangre coagulada

Cuando la sangre se encuentra en forma de coagulos, se tomaran éstos
con el extremo de un aplicador de madera y se colocaran en un tubo de
ensayo limpio y seco, agregando 1 mL de solucion salina estéril por cada 5
mL de sangre. Etiquetarlas y enviarlas al laboratorio.

Muestra de sangre liquida en nieve o agua

Las muestras de sangre en nieve 0 agua se deben colectar inmediatamente
para evitar una dilucion excesiva, ya que la temperatura afecta
directamente en la dilucién de la sangre.

Se deben recolectar aproximadamente 5 mL de esta muestra dentro de un
contenedor limpio o en papel FTA evitando cualquier tipo de
contaminacion.

Etiquetar y enviar las muestras al laboratorio tan pronto como sea posible.

Manchas de sangre humeda en ropa

La ropa con manchas de sangre humeda se deben colocar sobre una
superficie limpia y permitir que se sequen al aire libre

Nunca colectar ropa humeda o ropa con manchas de sangre humedas en
un contenedor sellado herméticamente o bolsas de plastico, esto causaria
que las muestras retuvieran humedad y provocaria el crecimiento de
bacterias y el deterioro de la misma.

Una vez que la ropa y la mancha se han secado, se debe recortar un area
donde exista la mancha de sangre empaquetarlo en un contenedor de
carton o de papel apropiadamente etiquetado, con otro fragmento de la
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ropa, preparado de la misma forma, se tomara una muestra control de una
zona del soporte no manchada con sangre.
Etiquetar y enviar las muestras al laboratorio tan pronto como sea posible.

Manchas de sangre humeda en objetos

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

Se debe hacer un esfuerzo para preservar la integridad de cualquier
mancha de sangre durante el empaquetado y la transportacion.

Los objetos grandes no pueden ser removidos del lugar de los hechos
porque podrian tener manchas de sangre humeda en ellos. La sangre
himeda debe ser absorbida con una tela absorbente antes de ser
empaquetadas.

Cada objeto y contenedor debe ser etiquetado y enviado.

Manchas de sangre humeda en objetos movibles

Las manchas de sangre seca en armas, vestimentas y otros objetos
movibles se deben colectar individualmente por coleccion del objeto
completo.

Cada articulo se debe colocar en un contendor (papel) individualmente y
este debe ser sellado, etiquetado y enviado.

Manchas de sangre seca sobre solidos 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 adhesiva o raspada con una
espatula estéril 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
recoleccion de la evidencia. 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 para su transporte. Cada objeto debe ser sellado, etiquetado
y enviado.

Manchas de sangre seca sobre objetos grandes o fijos donde las
manchas no pueden ser raspadas y los objetos no se pueden cortar.
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En aquellos casos en que la mancha no puede rasparse o el objeto en donde
esta no se puede cortar se recomienda:

Hacer un bosquejo de la mancha de sangre y documentarla

La mancha e 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. Se empaqueta.

El paquete se coloca en un sobre sellado o en una caja porta hisopos
etiquetados y enviados.

Siempre debe tenerse un control repitiendo el procedimiento en un area
adyacente de la superficie.

Manchas de sangre seca sobre objetos que pueden ser cortados

Cuando la mancha se localiza sobre objetos factibles de cortar se recomienda
lo siguiente:

Hacer un bosquejo de la mancha de sangre y documentarla.

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

Cada corte se debe empaquetar individualmente y etiquetarlo.

Una porcion del objeto sin mancha debe ser colectado como un control,
empaquetado y enviado.

Salpicaduras de sangre

Las salpicaduras a menudo son dificiles de colectar de las superficies. Se
debe utilizar cinta adhesiva limpia de huellas digitales para levantar las
salpicaduras de sangre en superficies que no pueden levantarse por
ejemplo una ventana, una pared, etc.

Cada pieza de la cinta utilizada se debe empaquetar y etiquetar
individualmente dentro de un contenedor plastico por ejemplo una bolsa, de
manera que resguarde la muestra, colocar la cinta con la muestra de
sangre en la mitad de la bolsa.

Tomar un control negativo con la cinta. Sellar, etiquetar y enviar el
contenedor.

8.3 Semen

Manchas seminales y semen encontrados en el lugar de los hechos

Documentar los indicios del crimen por notas, fotografias o videocasete del
semen.
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Usar un hisopo estéril desechable y levantar la mancha humedeciendo el
hisopo con solucién salina estéril con movimientos rotatorios.

Etiquetar

Mantener la muestra refrigerada y enviarla al laboratorio tan pronto como
sea posible.

Alternativamente, el liquido seminal puede ser absorbido con una tela de
algodén que posteriormente se seca al aire libre, empaquetar, sellar y
etiquetar.

Tomar un control negativo, de la misma tela se corta una parte que no
contenga muestra.

e Manchas seminales sobre objetos movibles

Las manchas seminales en pantaletas, ropa, sabanas, almohada y otros objetos
gue se puedan mover se deben colectar como tales, (se llevara la evidencia
totalmente al laboratorio)
Si un articulo tiene una mancha humeda, la mancha se debe secar al aire
libre, y después colectar el objeto.
Cada objeto debe ser empaquetado individualmente en un contenedor de
papel limpio. Por ejemplo bolsas de papel limpias y secas.
Cada objeto debe ser etiguetado y sellado.
Los objetos empaquetados se deben refrigerar si es posible y enviarlos al
laboratorio tan pronto como sea posible.

e Manchas de semen en objetos grandes que se pueden cortar

Ejemplos de objetos grandes que pueden ser cortados y que pueden tener
manchas seminales en ellos, son: las alfombras, sabanas y la tapiceria.
Documentar los indicios del crimen por notas, fotografias o videocasete del
semen.

Usar unas tijeras limpias para cortar el area que contenga la mancha.
Cortar otra area que no contenga la mancha, como control negativo.

Poner cada corte separadamente dentro de piezas de papel limpio.

Hacer un envoltorio seguro para la evidencia, para evitar cualquier
contaminacion.

Colocar el envoltorio dentro de un contenedor de papel, sellar el contenedor
y etiquetarlo.

Manchas seminales sobre superficies no absorbentes y fijas
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Ejemplos de estas superficies son: pisos, mostradores y superficies
metélicas.

Documentar los indicios del crimen mediante notas, fotografias o
videocasete del semen.

Usar una espétula limpia para raspar manchas de semen, depositarlo en
sobre de papel limpio perfectamente rotulado.

Raspar una pequefia area en la que no se observe mancha de semen,
como control negativo.

Esterilizar la espatula después de cada uso, para evitar la contaminacion.
Colocar los hisopos en una caja porta hisopos.

Etiquetar y enviar

e Muestras de semen en la victima

Las victimas de ataque sexual siempre deben ser examinadas
médicamente por personal calificado y autorizado (doctores, quimicos
forenses) en busca de liquido seminal.

El equipo estdndar que se debe usar para la recoleccion de evidencias en
una violacion (guantes, hisopos, tijeras, contenedores, papel absorbente
etc.) debe permitir recolectar muestras vaginales, orales y anales segun se
requiera, asi como de zona pubica e inguinal si la victima refiere rastro de
semen en estas zonas. Este tipo de muestras biolégicas son recolectadas
con hisopos estériles, desechables y no humedecidos si en muestras de
mucosas o ligeramente humedecidos, con solucién isotonica estéril si se
recolectan muestras de la piel.*

Cada indicio se debe recolectar, sellar y etiquetar.

El indicio se debe enviar al laboratorio tan pronto como sea posible.

8.4 Tejidos, Organos, Dientes y Huesos

En varias ocasiones, en el laboratorio de genética se reciben evidencias bioldgicas
en estado solido. Este tipo de material es frecuentemente recuperado en casos de
desastres masivos, secuestros, atropellamientos y personas desaparecidas. La
dificultad y el tiempo invertido en el andlisis de estas muestras esta relacionado
con el grado de dureza y compactacion del tejido de manera que resulta mas
laborioso y tardado el estudio de huesos y dientes que en tejido muscular.

e Tejidos, Organos, dientes y huesos recientes (material biolégico que
aun no han sufrido deterioro)
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Cada indicio debe ser descrito mediante notas y fijado por fotografia o
videocasete.

Este tipo de indicios se pueden levantar con pinzas limpias y flameadas
(colocadas al fuego aproximadamente 5min.)

Cada objeto se debe colocar dentro de un contenedor (bolsa de plastico)
limpio sin ninguna sustancia fijadora.

Cada contenedor debe ser sellado, etiquetado, y almacenado dentro de un
refrigerador.

Los indicios se deben enviar al laboratorio tan pronto como sea posible.

Tejido, 6rganos, dientes y huesos envejecidos (material bioldgico
deteriorado por el tiempo)

Cada indicio de ser fotografiado y registrado antes de la recoleccion. El
tamafio, forma y la relaciéon espacial de la muestra con el resto del lugar de
los hechos debe ser documentado.

Cada objeto se debe levantar con guantes de latex limpios. Las muestras
relacionadas se deben embalar juntas.

Colectar 2.5-5 cm3 de musculo esquelético rojo

Colectar de 7.5 — 12.5 cm de hueso largo, tal como fémur

Tener cuidado de no contaminar ningun objeto con material de otro.
Cambiar guantes para la coleccion de cada tejido.

Los dientes se colectan con unas pinzas limpias con cuidado de no apretar
con fuerza, en el siguiente orden: molar, premolar, caninos y dientes
frontales. Se van colectando uno a uno.

Cada tejido se debe colocar en un contenedor limpio, que puede ser una
bolsa de papel limpia y seca ésta se debe sellar y etiquetar.

La evidencia se debe almacenar en un lugar fresco a temperatura ambiente
y enviarla al laboratorio tan pronto como se posible. %

Saliva

Las manchas de saliva se pueden encontrar en cigarros empezados Yy puro, en
las pipas, pafiuelos, en vasos, en las tasas o sobre el cuerpo de una victima.
También en las estampillas postales, en los sobres o en los chicles. Sobre las
telas presentan un color amarillento, blanco o gris. Sus contornos son imprecisos
e irregulares y almidonan ligeramente el pafio. Su busqueda se debe realizar con
luz ultr%gioleta, debido a que poseen cierta, aunque débil fluorescencia de
mucina.
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8.5 Manchas de Fluidos

Las manchas de orina, saliva u otras manchas de fluidos corporales se
colectan con una pipeta estéril si se encuentran en estado liquido, o se
extraen del sustrato cortando el &rea o utilizando hisopos estériles,
previamente humedecidos con solucion salina estéril, o bien con papel FTA
especial para el levantamiento de saliva.
La orina humana o animal se puede encontrar en el sitio del suceso en forma
liguida o en forma de manchas, dependiendo de la naturaleza del soporte. Se
puede hallar sola o asociada con meconio, excremento, semen, sangre, etc. Al
examen microscopico se presenta en forma de manchas de color amarillento y de
un olor caracteristico.

Colocar cada muestra en un contenedor de papel limpio. La muestra se
debe colectar y colocar dentro de un envoltorio de papel limpio o en una
caja porta hisopo. El envoltorio posteriormente se debe colocar dentro de
otro contenedor de papel que bien puede ser una bolsa, el cual debera
sellarse y etiquetarse adecuadamente.

Las muestras se transportaran al laboratorio tan pronto como sea posible.

8.7 Pelo

Si se realizan exdmenes de ADN en pelo se necesita también muestra de
sangre conocida. (ver anexol)

Estos deben ser levantados con pinzas y con extremo cuidado y depositados en
sobres perfectamente sellados para su estudio en el laboratorio. Habran de
remitirse por separado, en distintos recipientes, los pelos recogidos en sitios
diferentes y, a su vez, los sobres iran rotulados con las indicaciones sobre el lugar
del hallazgo. Por supuesto antes de llevar a cabo estas operaciones, se deben
fijar fotograficamente, asi como hacer su precisa descripcion escrita,
complementada con un croquis. De ser necesario, un solo pelo con bulbo es
suficiente, pero se recomienda recolectar no menos de tres mediante arrancado, y
fijarlos mediante una cinta adhesiva a una placa de cartulina o plastico. Se sugiere
no usar portaobjetos de vidrio, ya que pueden romperse durante el traslado.
Siempre deben colectarse muestras de control, aproximadamente 30 pelos de
varias regiones anatomicas y embalarse por separado. Su cotejo morfoldgico,
realizado por el area de patologia forense, siempre debera realizarse con pelo de
idéntica procedencia regional.®*
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CAPITULO 9 PRESERVACION DE MUESTRAS

Un aspecto importante en las pruebas de identificacion de muestras forenses es
entender la manera en la cual la exposicion al ambiente puede afectar los
resultados de la prueba. Desde que las propiedades fisicas o quimicas del ADN
estan bien entendidas es posible predecir que una exposicion prolongada a los
rayos del sol, una temperatura célida y una alta humedad provocara la
degradacion del ADN. Incluso aun sin la presencia de factores externos, las
endonucleasas liberadas sobre la célula muerta pueden causar la degradacion del
ADN. Sin embargo, debido a que estos rompimientos ocurren en sitios cercanos y
al azar, la probabilidad de generar fragmentos de ADN de un tamafio particular por
una endonucleasa de restriccion, dependera de que tan grande fuera la
degradacion de ADN y del tamafio de los fragmentos de ADN a ser detectados.
Los fragmentos polimérficos largos de ADN son mas probables de convertirse en
un blanco de rompimiento al azar. Una observacion comun hecha en muestras de
ADN degradado es que los alelos méas largos desaparecen mientras que los mas
pequefios permanecen. Mas aln cuando se examinan los polimorfismos de ADN
es importante analizar cada locus individualmente.

En los estudios en los que se han utilizado manchas de sangre y semen muestran
gue el ADN que se puede utilizar para el andlisis de RFLP han sido recuperados
después de muchos afios.

La destruccién o degradacién de las muestras es resultado de la accion de
enzimas que azarosamente degradan el ADN empezando por el final de la
molécula (exonucleasas) o produciendo un rompimiento doble de las hebras
(endonucleasas). Estas enzimas estan presentes en la célula o en bacterias y
empiezan su accion después de que la célula muere. La sangre dentro de tubos
estériles con EDTA o citrato, como preservativos, puede ser almacenada por
varios dias a temperatura ambiente y por muchos afios a 4°C. Sin embargo, una
vez abiertas las muestras de sangre en citrato se contaminan rapidamente y la
estabilidad del ADN disminuye. La sangre recolectada en tubos heparinizados se
coagulara en pocos dias y el rendimiento del ADN se vera enormemente reducido,
ademas se conoce que la heparina es inhibidor de la polimerasa. Tal vez, el
procedimiento mas rapido y sencillo para preservar muestras es congelandolas.
Este procedimiento se aplica a muchas muestras de material biolégico debido a
gue éste detiene el crecimiento de bacterias y la actividad de las enzimas que
dividen o rompen al ADN. La mejor temperatura para almacenar material biolégico
por un periodo ilimitado es a —70 °C o en nitrogeno liquido. Por un periodo de
pocas semanas éste puede ser almacenado a -20 °C. Se recomienda
almacenarlo en hielo, solamente, por pocas horas y no mas de pocos dias. Una
vez que una muestra ha sido congelada esta no se debe descongelar y congelar
repetidas veces, ya que esto favorece el rompimiento celular y facilita la
degradacion del ADN.

Otra manera de preservar muestras es secar al aire las muestras liquidas sobre
papel filtro o sobre tela de algodoén limpia, Articulos, tales, como sangre o semen
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se pueden almacenar por muchos afios como manchas secas en sobres sellados
(para protegerlos de la humedad) y almacenarlos a 4 ° —20°C.

No se recomienda preservar los tejidos en formaldehido u otros quimicos
similares, ya que el ADN se degrada después de un almacenamiento prolongado.
Una muestra de tejido que haya sido fijada se debe enjuagar con solucion salina y
después mantenerla refrigerada o congelada hasta que esté lista para procesarla.
Una ventaja del ADN sobre las proteinas es que el ADN es mas resistente a la
degradacion que las proteinas a causa de las condiciones ambientales. Los
efectos mas significativos del ambiente sobre el ADN son los rompimientos
hidroliticos y oxidativos.
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CONCLUSIONES

Es muy importante que la gente especializada en colectar los indicios, lo realice
bajo condiciones minimas de manipuleo, es decir lo menos posible, a fin de
evitar su contaminacion, llevando con esto a su destruccion. Frecuentemente los
casos se pierden porque la persona encargada de hacer la evaluacion de la
escena considera que ciertas pruebas o evidencias no son importantes y por lo
tanto decide no recogerlas ni preservarlas, y en el peor de los casos
manipularlas sin la mas minima precaucion, alterando el material biolégico
presente en dichas muestras y por consecuencia invalidando por completo los
resultados de la prueba del ADN.

Toda cadena de custodia debe realizarse bajo condiciones confidenciales, de
identificacion y de continuidad de quien, cuando y donde la realiza, desde la
simple fijacion, la descripcion, la recoleccion de las muestras bioldgicas, su
embalaje, y finalmente su envio al laboratorio de Genética, donde se pretende
llegue en su estado original, ya que estos puntos por sencillos que parezcan a
simple vista, pueden hacer fracasar la prueba del ADN, es también muy
importante la interpretacion de los resultados, de nada sirven todos los estudios
realizados en el laboratorio si no se les sabe interpretar. La calidad de la
muestra es importante en este tipo de analisis, debido a que ésta limita el
estudio, simples detalles como la superficie en que se encuentra, el estar
mezclada con tierra u otras sustancias biolégicas que pueden interferir de una
manera fundamental en el desarrollo de la prueba.

Deben mantenerse custodiados en un refrigerador hasta recibir las
instrucciones oportunas por parte de las Autoridades correspondientes. Cuando
se proceda al envio de las muestras, hay que asegurarse de que las muestras
continuaran en un medio frio, hasta su envio al laboratorio, ya que son etapas
fundamentales en una cadena de custodia que le da validez a todo estudio
realizado.

Este trabajo monografico se propone como material de consulta tanto en
instituciones educativas como de procuracion de justicia.
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ANEXO 1
Criminalistica identificadora en el estudio de los pelos.

Los estudios mas importantes que el cabello como indicio biolégico ofrece a la
Criminalistica son los siguientes:

1. El estudio morfologico del pelo bajo el microscopio permite resolver en forma
sencilla si el pelo es de un ser humano, la observacién de las escamas o
cuticula del pelo, su indice medular y el tipo de médula que presenta son
elementos que en-forma-objetiva-lo-determinan.

La relacion matematica entre el didmetro del canal medular y el total del pelo,
tomado en su parte mas ancha, se conoce con el nombre de indice medular, el
cual, en caso de ser menos de 0,5, se entiende que es humano o de algunas
especies animales como el guanaco, la llama u algunos antropoides, los que
son facilmente descartables por el estudio morfoldgico.

Otro método para determinar su origen humano es la determinacién de su indice
€scamoso.

El pelo esta formado por tres capas: la cuticula, formada por escamas
transparentes externas, situadas como el recubrimiento de un tronco de
palmera; corteza o cortex, integrada por células inertes, las que le dan forma,
color, elasticidad y resistencia; y, una parte interna compuesta por la médula.*

El indice escamoso se refiere a la cantidad de escamas que tiene la parte
externa del pelo, la cuticula, por unidad de longitud, lo que permite identificar
una peculiaridad susceptible de ser utilizada en el cotejo entre diversos pelos.

2. Para determinar la region, de la cual viene el pelo se considera el largo, el
didmetro, la forma de la punta, el material que cubre la superficie y la forma de la
seccion-transversal.

3. La forma en que se observa la raiz del pelo en estudio, los bordes del extremo
cortado y otras caracteristicas fisicas son necesarias para evaluar si el cabello
fue arrancado, cay6 involuntariamente o fue cortado

4. Si ha sido cortado, ¢fue con un instrumento bien afilado u obtuso? En este
caso la observacion detallada de la muestra es importante, ya que
aplastamientos del pelo, bordes deshilachados o cortes al sesgo, dan la
informacion para sacar conclusiones al respecto

5. Diferentes técnicas permiten conocer si ha sido decolorado previamente o no,

la deteccidon de sustancias de tincion por técnicas analiticas instrumentales
también aportan informacién para hallar facilmente la respuesta a esta pregunta.
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6. El calor pueden deberse a la accién de los mas variados agentes: llamas,
electricidad, metales calientes, encrespadores, explosiones, etc.

Si el calor es tan intenso (+/- 300°) que produzca la combustién del pelo, la parte
guemada se carboniza y queda adherida a la no quemada. Sometido a menos
temperatura, el pelo cambia de color al gris, café, rojo y negro, segun los grados
de calor, se hace transparente y quebradizo, apareciendo en su interior burbujas
gaseosas en forma de rosario.

En caso de ser guemado por agua caliente o vapor, sufre también
deformaciones de las cuales las mas caracteristicas son debidas a las
guemaduras por vapor.

Si el vapor esta a mas de 250° C, el pelo se enrolla en espiral, se hace
quebradizo, y de rojizo pasa a rojo negruzco, se hace mas transparente y
aparece el clasico collar de burbujas en su interior.

Si éste esta alrededor de los 180° C, el pelo se pone rojizo y agrietado
longitudinalmente.

Estos datos son utiles para determinar a qué temperatura el cuerpo de la victima
ha sido expuesto.

7. Los métodos de determinacion de sexo en pelo, estan basados en la tincién
diferencial de los cromosomas sexuales.

Estos se hallan en la interface de los nucleos de las células dela vaina de raiz
del pelo.
Una nueva técnica basada en la tincidon del cromosoma “Y”, desarrollada por el
Laboratorio de Scotland Yard y disefiada para la determinacion de sexo en
manchas secas de sangre fue adaptada para la vaina de raiz de pelo

Esta técnica utiliza la soluciéon colorante fluorescente de clorhidrato de
quinacrina, y si el pelo en estudio da un indice mayor de 30% de células con
cromosoma “Y” es considerado del sexo masculino.

Los nucleos de las células presentardn un color verde fluorescente brillante
sobre un fondo verde palido. EI cromosoma “Y” se observard como una mancha
amarillo verdosa brillante localizada generalmente en la periferia de los ndcleos
y ocasionalmente en el centro de los mismos. **

Se obtienen resultados confiables hasta las seis semanas después de haberse
caido o arrancado.

8. Efectos de disparos de arma de fuego en el pelo. Es tanto mayor la
multiplicidad de deformaciones que sufre el pelo que ha sido tocado por un
disparo, mientras mas cerca de él se encuentre la boca del arma en el momento
de disparar.
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Cuando es a boca de jarro, hay verdaderas quemaduras, con encrespamiento y
chamuscado tipico del pelo, burbujas gaseosas, impregnacion de pélvora, y, a
veces, hasta particulas metélicas.

Si el pelo es muy espeso y abundante, su estudio es tanto mas importante,
cuanto que va a enmascarar algo el aspecto comun de las heridas sobre la
superficie recubierta por él.

A medida que la boca del arma se aleja de la superficie del pelo, estas
deformaciones van siendo menores, hasta ofrecer muy escasas caracteristicas.

9. La posible existencia de venenos metalicos en el sujeto del cual procede.
Algunos téxicos metdlicos se acumulan en el cabello y por técnicas
microquimicas adecuadas, se puede comprobar la presencia de los mismos.
Arsénico y talio son los ejemplos mas clasicos de toxicos que se alojan en pelo y
su determinacion permite conocer si un individuo ha sido envenenado.

10. Son variadas las técnicas que permiten determinar el grupo sanguineo de un
individuo con el solo analisis de sus cabellos.

La busqueda de los aglutinbgenos responsables de grupo se realiza
fundamentalmente por dos métodos:

absorcién-elucion
anticuerpos radioactivos marcados.

Algunas de las técnicas empleadas utilizan la células de la raiz del pelo y otras
trozos del mismo pelo y, en general, dependiendo del tiempo transcurrido y de
las condiciones de conservacion del pelo, la probabilidad de éxito en la
determinacion del grupo sanguineo tiene un méaximo del 90 %.%°

11. Existen varias patologias y anomalias que pueden afectar a la cabellera, las
cuales son importantes desde el punto de vista forense, por cuanto la deteccion
de ella en el analisis del pelo, puede ayudarnos a descartar sospechosos o a
sumar antecedentes de cargo.
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