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RESUMEN

Ademas de la valiosa informacion que devela la préactica de la autopsia en el area
forense, el andlisis de diversos fluidos organicos como la sangre, el semen, la saliva y
otros, pueden aportar datos muy importantes para el esclarecimiento de crimenes
violentos y algunos otros delitos, no obstante que en la generalidad de los casos, estas
sustancias segregadas del cuerpo humano y en ciertas ocasiones de animales, se
examinan cuando el proceso de desecacién se encuentra avanzado, es decir, en estado
de manchas, las cuales deben ser afanosamente buscadas en los cadaveres y en
cualquier persona que este inmiscuida en la comision de algun ilicito. El presente estudio
se realiz6 con el objetivo de recopilar las técnicas inmunolégicas empleadas en el area de
hematologia forense para la identificacibn de sangre, se da una descripcion de la
recoleccién de una muestra de sangre: abarcando el levantamiento y embalaje de dicho
indicio, asi como las medidas y precauciones utilizadas en el desarrollo de esta actividad.
Se exponen ademas, los métodos mas cominmente empleados en el estudio forense de
sangre, tomando como base diez puntos de valor investigativo. Describiendo de manera
separada cada uno de los puntos, asi como el desarrollo de los procedimientos
empleados para la obtencion de resultados satisfactorios en la investigacion y
persecucion de los delitos. Asimismo se describen los avances en dichas técnicas y otras

mas recientes empleadas con el mismo fin investigativo.
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INTRODUCCION

La criminalistica de laboratorio tiene sus inicios en 1910 al fundarse en Francia el
primer laboratorio forense por Edmond Locard. Desde entonces y hasta la fecha, han sido
instalados en todo el mundo diferentes tipos de laboratorios con caracteristicas y
funciones muy especiales, los cuales dependen tanto de los recursos econémicos del pais

como de los delitos que se investiguen. ™

Existen los mas sofisticados y completos, como los de la Policia cientifica y Técnica
francesa, los del FBI, que después de consultar a los expertos de diversas areas
cientificas por indicacién de su primer director J. Edgar Hoover, lograron integrar un
laboratorio especifico de ciencias forenses que inicio sus trabajos en 1932 y es, a la

fecha, uno de los mas reconocidos en el mundo. !

En México puede dividirse la criminalistica del laboratorio segun el delito, teniendo los
Laboratorios de Servicios Periciales dependientes de la Procuraduria General de la
Republica para delitos del fuero federal y los Servicios Periciales Estatales, asi como los
del Distrito Federal, para delitos del fuero comun. ™

En cualquier parte del mundo los laboratorios forenses estaran organizados
dependiendo del potencial econémico del pais, asi como de sus necesidades, pero
siempre considerando que cada evidencia encontrada en el lugar del hecho requerira su
traslado al laboratorio para su estudio con el propésito de lograr su identificacion,
clasificacion, comparacion y su relacion con el hecho. Por lo que serd necesario contar
con areas especificas, personal altamente calificado y equipo moderno para aportar

elementos suficientemente cientificos en la investigacién. ™

Las principales areas que integran los laboratorios periciales son: Quimica forense,
Balistica, Toxicologia forense, Documentoscopia, Genética, Hecho de transito, Estudio de
pelos y fibras, Incendios y explosivos, Dactiloscopia, Odontologia forense, Antropologia
forense, Medicina forense, Fotografia forense y Hematologia siendo esta dltima nuestro

objeto de estudio.
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Las manchas de sangre suelen ser el principal indicio obtenido en la escena del
crimen, esto ha hecho que tanto por su frecuencia, como por la importancia de los
resultados obtenidos tal es el caso de la individualizacién, sea uno de los pilares del
laboratorio de criminalistica. Son cuatro las interrogantes que sustentan la hematologia
forense: 1. ¢Una mancha es o no de sangre? 2. En caso de serlo, cudl es su origen:
humano o animal? 3. ¢ A qué grupo sanguineo pertenece? y 4. ¢De qué persona es? La
pretensidn de este trabajo es dar a conocer los métodos inmunolégicos aplicados al area
de hematologia forense para la identificacion de manchas de sangre, asi como métodos

guimicos y microscdpicos que permiten resolver estas preguntas.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

La investigacion de manchas de sangre tiene un lugar preferente debido a que la
informacién que provee puede ayudar al esclarecimiento de un hecho delictivo, pero, para
poder tener la informacion que esta nos puede proporcionar es necesario utilizar
procedimientos que se adecuen a la cantidad y a la calidad de la muestra encontrada. El
presente estudio se realiz6 debido a que la hematologia forense es un area de gran
importancia en la criminalistica, y los métodos inmunol6gicos son la base de las pruebas

utilizadas para la identificacién de manchas de sangre.

Desde el punto de vista legal la sangre tiene dos tipos de intereses que son, primero: la
investigacion de la paternidad y segundo: la identificacion, este ultimo es el principal
interés de la hematologia forense ya que permite resolver si ese indicio pertenece a un
individuo determinado. Para obtener resultados favorables se va mas alla de los grupos
sanguineos y de la identificacion de isoenzimas los cuales se basan en fundamentos
genéticos y técnicas inmunoldgicas para su determinacion, en la actualidad la PCR y la
secuenciacion de ADN mitocondrial son los métodos mas modernos y que dan resultados
mas especificos, ya que la incorporacion de nuevos y numerosos marcadores permiten
hacer mas estrecha la posibilidad de que un individuo coincida con las caracteristicas

genéticas encontradas en el estudio de una mancha de sangre.

¢,Cudles son los métodos que debemos aplicar para obtener la identificacion de una
supuesta muestra de sangre segun sus puntos valorables a saber como son: certeza,
origen, sexo e individualidad? para responder a esta pregunta se realizé una investigaciéon
bibliografica y monogréfica acerca de la tematica en hematologia forense, para obtener
una monografia que contiene informacion de la hematologia reconstructora que da una
descripcidbn con respecto a sus caracteres fisicos, asimismo de la hematologia
identificadora que detalla los procedimientos quimicos e inmunoldgicos que permiten
determinar la individualidad y por lo tanto su identificacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Recopilar los métodos de analisis morfologico, quimico e inmunoldégicos utilizados en el
laboratorio para analizar muestras forenses de sangre en sus distintos puntos de valor

investigativo.

Objetivos particulares.
Describir como se lleva a cabo el levantamiento y embalaje de este tipo de indicios.

Describir los procedimientos de laboratorio basicos para el analisis morfolégico y quimico

de manchas de sangre.

Revisar los procedimientos inmunolégicos empleados para determinar la individualidad de

la sangre: prueba de grupo sanguineo, andlisis de isoenzimas,

Revisar otros métodos de laboratorio para determinar la individualidad de muestras de

sangre: técnica de PCR y analisis de Southern blot.
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CAPITULO |

HEMATOLOGIA FORENSE

La hematologia criminalistica es el estudio de la sangre con la finalidad de descubrir y

verificar cientificamente el delito o los delincuentes .

La sangre es un tejido inmerso en una suspension liquida, constituida por un 45% de
elementos soélidos: eritrocitos, leucocitos y plaquetas y el 55% de elementos liquidos,

ambos constituyentes de importancia criminalistica .

Los eritrocitos son aproximadamente 5 x 10%mm?®, carecen de ntcleo en los mamiferos,
y presentan como componente a la hemoglobina puede sufrir modificaciones en su color
en situaciones de intoxicacion por monéxido de carbono, nitritos y otros compuestos
metahemoglobinizantes, fenbmenos que pueden demostrarse mediante espectroscopia.
Otro elemento que presentan los glébulos rojos son los aglutindgenos que determinan el
grupo sanguineo A, B, AB, en caso de no presentarse este elemento constituyen el grupo
0. Ademas el 85% de la poblacién presenta el factor Rh P!,

Los glébulos blancos o leucocitos, que son aproximadamente 8 x 10% mm? participan en
la defensa del organismo frente a las infecciones y a los cuerpos extrafios, en una herida
traumatica ocurre la afluencia de leucocitos, hecho que sirve para estimar el dato de lesion
de acuerdo a la cantidad de leucocitos existentes en el foco traumético. Producida la lesion
no hay glébulos blancos pero a medida que transcurren los minutos, afluyen cada vez mas
leucocitos, fendbmeno conocido como leucocitosis traumatica de Piedelievre, por otra parte,
un tipo de leucocito, el linfocito, presenta en su nucleo el acido desoxirribonucleico (ADN),

de utilidad en la identificacién humana preferentemente .,

Las plaquetas, que son aproximadamente 250 000/mm?®, participan en el proceso de la
coagulacién sanguinea que dura aproximadamente 10 minutos, finalizando con la

formacion del coagulo de fibrina, la coagulacién es un fendémeno vital, en el cadaver la

6
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sangre no coagula, la retraccion del coagulo dura mas o menos 4 horas, como resultado de
este fendbmeno se libera suero, la presencia de suero alrededor del coagulo permite, junto

a otros elementos determinar datos de la muerte .

En esta especialidad la aplicacién de la quimica es fundamental para descubrir si una
mancha que se hall6é en el lugar del hecho es sangre y si ésta es de animal o humana; en

caso de tratarse de sangre humana se determinaran los grupos, subgrupos y el factor Rh"..

En casos especiales podra solicitarse la investigacion de enfermedades
infectocontagiosas, como el SIDA o la Hepatitis ™.

La hematologia forense comprende dos ramas.

1.1 Hematologia reconstructora.

1.2 Hematologia identificadora.

1.1 HEMATOLOGIA RECONSTRUCTORA.

La hematologia reconstructora se ocupa de la determinacion e interpretacion del
mecanismo de produccién de las imagenes, cada mecanismo tiene imagenes sanguineas
propias que se ven alteradas cualquiera sea el factor que las produce por las
caracteristicas propias del soporte !,

A través del estudio meticuloso de las imagenes sanguineas se podra obtener una
informacién precisa de la forma en que se han producido los hechos y asi determinar
posicion de la victima y del agresor, los movimientos realizados en el sitio de suceso, las
caracteristicas del traumatismo y violencia empleada, intensidad del traumatismo, arma
empleada, movimientos ejecutados con ella, incluso se podra encontrar al autor del delito,
las etapas fundamentales de la investigacion se aplican a los rastreos hematicos tanto en
recintos cerrados como abiertos, por ejemplo en recintos cerrados se inspeccionara
cuidadosamente las entradas, salidas, techos, muebles, instrumentos del delito
sospechosos, cadaveres, servicios higiénicos, etc., mientras que en recintos abiertos se
puede encontrar manchas de sangre en arbustos, piedras, pastos, hojas, en la tierra, etc .
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La distribucién y caracteristicas de las manchas de sangre, permiten reconstruir la
posicién y los movimientos de la victima, la forma en que fue herida, el posible intervalo de
sobrevida y la hora de la muerte (con base en la separacién del coagulo y el suero
sanguineos) 7!,

Las manchas sanguineas constituyen la base del estudio de la hematologia forense
reconstructora: estudia su mecanismo de produccién, su forma, extension, situacion,
cantidad y orientacion, tamafio, color, aspecto, la clasificacién de manchas sanguineas se

basa en su mecanismo de produccion .

1.1.1 MANCHAS SANGUINEAS Y SU CLASIFICACION
Por su forma las manchas de sangre pueden clasificarse del siguiente modo:
1.1.1.1 Manchas de sangre en particular.
1.1.1.2 Manchas de sangre por proyeccion. Comprenden gotas y salpicaduras.
1.1.1.3 Manchas de sangre por escurrimiento. Son los charcos, regueros y rebabas.

1.1.1.4 Manchas de sangre por contacto. Aqui se incluyen las impresiones

sangrantes de pies, manos, etcétera.

1.1.1.5Manchas de sangre por impregnacion. Se producen especialmente por

inhibicion de la sangre en tejidos textiles.

1.1.1.1 Manchas en particular .- Las manchas de sangre frescas son faciles de
reconocer, sobre todo cuando se encuentran en lienzos blancos, pero no siempre se tiene
esta suerte, cuando por evaporacion se desecan y obscurecen, es posible confundirlas las

de herrumbre, carmin, tinturas, jugos de frutas, manchas de vino tinto, etc. (30]

Cuando una arteria ha sido cortada, la sangre salpica a cierta distancia de la herida, lo
gue no sucede con la hemorragia venosa que a pesar de ser abundante en cantidad,
escurre sin una fuerza que la proyecte; sin embargo son comunes manchas de sangre en

el lugar de los hechos, de cualquier lesion causada por laceraciones o heridas por
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instrumento cortante, sin que se deba a una presion propia, sino que cae o es aventada

por algtin movimiento activo®.

Cuando una herida se localiza en una extremidad como la mano o el brazo, la
hemorragia es profusa al moverlo con rapidez, como al estar peleando o gesticulando y
puede en este caso regar gotas, sucede en forma similar, si la mano de la victima o el
asaltante entra en contacto con la herida sangrante, o incluso en una epistaxis, la sangre

es arrojada por los dedos cuando el brazo se mueve en forma vigorosa '©.

Otras manchas de sangre pueden causarse por la victima al toser la sangre, la cual
pasa a la boca a partir de una hemorragia nasal, heridas toracicas o hematemesis; cuando
la sangre es arrojada la forma que adquiere al chocar sobre una superficie depende del
angulo de impacto, si esta cae en un angulo recto adquiere caracteristicas circulares, si el
contacto es violento los bordes seran alargados, mientras que al hacerlo en forma oblicua
se forma una mancha ahusada con la punta adelgazada apuntando en direccion del
trayecto, ademas un glébulo pequefio del liquido se separa y localiza en la parte terminal
de la mancha, semejante a un “signo de exclamacion”, estos datos ayudan a determinar la
direccidn del origen de las salpicaduras en paredes, techos, suelos y otros objetos, con el
fin de contribuir a la conclusién sobre la posicion de la victima cuando fue atacada, uno de
los movimientos por los que el médico debe acudir al lugar de los hechos, en caso de
muerte violenta, es para observar los detalles como las huellas de sangre y ayudar a la

interpretacion policiaca®.

El sentido comdn indicard la posicion previa en caso de encontrarse en posicion
recostada sobre su espalda muestra escurrimiento de sangre que pasa en forma vertical
hacia abajo por un lado del cuerpo, cuello o extremidades, mientras que si se encuentra de
pie, la sangre corre en la direccién del eje longitudinal del cuerpo !,

1.1.1.2 Manchas de sangre proyeccion.- Se producen cuando la sangre es
proyectada en forma mas o menos violenta sobre el soporte; si la mancha de sangre
proyectada al soporte se presenta en forma de imagenes aisladas y de disposicion
irregular constituyen las salpicaduras, distinguiéndose en ellas salpicaduras gruesas y
finas, en general, las salpicaduras gruesas corresponden a la contusién repetida sobre una
superficie sangrante, las salpicaduras finas se observan generalmente en la mano del
suicida que se dispara sobre la sien, la rociadura se produce cuando la fuente productora

se desplaza linealmente frente al soporte ..
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1.1.1.3 Manchas de sangre por escurrimiento.- La sangre se desliza por el soporte
impermeable, desde la fuente productora (herida); cuando el desplazamiento se hace
sobre un soporte inclinado se forma el reguero, pero cuando el soporte es horizontal o
presenta depresiones la sangre forma charcos, el soporte puede estar constituido por el

cuerpo, suelo o piso, murallas, ropas, etc. ©°

En las manchas por proyeccion, si las gotas caen perpendicularmente forman un disco
gue, conforme va aumentando la altura muestra dentellones primero y gotas
independientes mas tarde. El grado de salpicadura de una gota solo depende mas de la
lisura de la superficie soporte que de la distancia desde la cual cae la gota; asi, conforme
mas tosca sea la gota se rompa y salpique, si las gotas caen oblicuamente, adquieren la

forma de un signo de admiracién, con la parte mas gruesa hacia el lugar de origen ™.

En cuanto al aspecto general; las manchas recientes son rojas, luego parduzcas y

mas tarde negruzcas, debido a las transformaciones de la hemoglobina ™.

Por motivos de algunos elementos constitutivos de la sangre como lo son su
confirmaciéon masa-liquido, su densidad que oscila entre 1.05 y 1.06, su caracteristica de
ser aproximadamente 5 veces mas “espesa”’ que el agua en prueba comparativa en un
viscosimetro y sobre todo el color de los eritrocitos, el llamado liquido hematico ya sea
venoso o arterial, se convierte en una verdadera materia colorante cuando es expulsada
del organismo, dejando las llamadas manchas hematicas cuyas dimensiones y formas se
relacionan con la cantidad, la distancia, el movimiento y la velocidad y que de manera
general se han clasificado en: lagos, gotas, proyecciones, rastros e impresiones
ensangrentadas. A continuacion se presentan las principales variantes de las formaciones

y Sus causas:
» Las gotas al caer, al variar la distancia cambian su tamafio. [Figura 1]
» A cinco centimetros de altura, la mancha es pequefia y de bordes netos.
* A mas de cinco centimetros de altura comienzan a aparecer las estrias.

e Cuando las alturas de caida se incrementan, las estrias se hacen mas largas,
inclusive en distancias mayores a dos metros se separan visiblemente junto con pequefas

gotitas [,

10



Métodos inmunoldgicos para identificar sangre humana
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Figural. Morfologia y tamafio de las manchas sanguineas.

Las manchas de sangre por goteo de altura se producen al caer la gota sanguinea
desde la fuente productora hasta el soporte, impulsada por la fuerza de gravedad, la
imagen producida toma caracteres especiales de acuerdo a la altura, al desplazamiento y
detenciones del herido y a la inclinacién del soporte, asi a medida que la fuente productora
se va alejando del soporte, la forma de la gota sufre variaciones progresivas en su
contorno; de muy poca altura el contorno es regular y a medida que se aleja, el contorno se
va haciendo irregular, luego presenta salientes en forma de rayos y, posteriormente, se

aprecia rodeada de gotas secundarias [©.

El desplazamiento del herido produce un contorno especial que se acentla con la
velocidad: la gota aparece de forma ovalada y con digitaciones (pata de 0s0) que se
acenttan transformandose en proyeccion, estas digitaciones o proyecciones indican la
direccion del desplazamiento (la punta mas fina y alargada de la gota muestra el lugar

hacia donde se dirige el herido) ..

1.1.1.4 Manchas de sangre por contacto. Se producen por el contacto directo de la
fuente productora y el soporte, el contacto puede ser simple por ejemplo: las manchas de
sangre de las ropas que estén en contacto directo con la herida, el contacto puede ser por
limpiamiento, al proceder a la limpieza de manos, armas, etc., las manchas aparecen en
los objetos utilizados para ello, sucede en ocasiones que las manchas de sangre por

arrastre se producen cuando la victima se arrastra o es arrastrada .
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1.1.1.5 Manchas de sangre por impregnacion.- Muchas veces las manchas no se
deben a que la sangre haya viajado libremente por el aire, sino al contacto directo con la
piel ensangrentada, cabello, ropa, manos o armas, las embarraduras pueden indicar un
movimiento deslizante, pero hay veces en que se observa una imagen fiel como sucede en
la ropa, la cual es (til para indicar la forma del arma ..

o

Directo Soporte permeable
Soporte impermeable

Por contacto Limpiamiento
Arrastre

Manchas — huellas | Manos ensangrentadas

MANCHAS Pie descalzo o calzado
DE \
SANGRE Escurrimiento Charco (hemorragia abundante)

Reguero (en plano inclinado)

Proyeccion Directo: salpicadura Fina
arterial Gruesa
Goteo de Detenido
\ altura Movimiento

Cuadro 1: Clasificacion de las manchas de sangre, s  egun el mecanismo de formacién 51
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1.2 HEMATOLOGIA IDENTIFICADORA

Es la rama de la hematologia forense que se ocupa de identificar sangre. Los
procedimientos empleados estan destinados a investigar si es sangre, ¢a qué especie
pertenece? y en lo posible su individualidad, el trabajo policial se ve frecuentemente
solicitado a determinar en los delitos contra las personas, manchas sospechosas de
sangre, su aspecto macroscoépico induce frecuentemente a error, siendo necesario recurrir
a las pruebas de laboratorio para obtener el resultado verdadero, la muestra sospechosa
de sangre, puede ser fresca o antigua, sélida o liquida, pura o mezclada o aparecer en
diferentes soportes, circunstancias tan variadas exigen del laboratorio especializado el
empleo de técnicas adecuadas condicionadas a la naturaleza, cantidad, antigiiedad, etc.,

de la muestra [,

En el enfoque legal el estudio de la hematologia identificadora se lleva a cabo con las
distintas técnicas de laboratorio que dan resultados reportables y que ayudan a responder
cuestiones que se van planteando en el transcurso de una investigacion, tales como: ¢es
sangre?, ¢si es sangre es humana o de un animal?, ¢la muestra es reciente 0 es antigua?,
éa gué genero pertenece: hombre o mujer?, ¢a quién pertenece?, y si ¢esta implicada en
el ilicito? En el capitulo 3 se mencionan las técnicas de laboratorio empleadas para
responder tales planteamientos, por ejemplo: para averiguar si la mancha encontrada es
de sangre se lleva a cabo el estudio de certeza el cual se evalla mediante técnicas
guimicas y microscoépicas, es importante mencionar que si la muestra no es de sangre no
se prosigue con la investigacion hematoldgica pero en caso contrario se determinan los
siguientes puntos de investigacién los cuales incluyen: antigiedad, genero e
individualizacién de la muestra, siendo esta Ultima la de mayor importancia en una
investigacion ya que para su determinacién se requiere de métodos inmunolégicos,
ademas de otros tales como estudios de genética, también se mencionan otros puntos que
seguln sea el caso pueden ser solicitados pero van depender del aspecto legal que se
requiera como son: la prueba de paternidad y estudios especiales: busqueda de tdxicos o

algunas enfermedades (VIH, Hepatitis C, etc.)
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1.3 RASTREO EN HEMATOLOGIA FORENSE

El rastreo de sangre en el sitio de suceso tiene por objeto detectar, mediante una
bdsqueda metddica, toda clase de vestigios de sangre, tanto en el sitio de suceso mismo,
como en el cadaver, vestimentas y también en el sospechoso, una vez detectada la
imagen sanguinea se aplica el procedimiento criminalistico normal: PROTEGER el vestigio
para evitar que sea alterado o borrado; FIJAR, mediante la fotografia y descripcion escrita;
TRANSPORTAR el vestigio al Laboratorio de Criminalistica (cuando sea procedente); la

imagen sanguinea, es decir, reconstruir su origen y mecanismo .

1.3.1 RASTREO EN EL SITIO DEL SUCESO

Las manchas de sangre deben buscarse en el cuerpo de la victima, sobre el acusado y

en las ropas de ambos; en instrumentos, paredes, suelo y muebles "%,

En armas blancas, se debe investigar la presencia de sangre en la unién de la hoja

con el mango "

En las personas, se debe buscar sangre desecada debajo de las ufias y en el pelo ™.

En las ropas, se pesquisan en los forros y en los bolsillos; en los zapatos, en el surco
10]

entre la suela y la parte que recubre el pie |
Se puede efectuar en forma radiada, a partir del punto en que se encuentra el cadaver,
en un sitio de suceso cerrado se debe examinar las vias de entrada y salida: puertas,
ventanas, pasillos, etc., un especial cuidado se observa en las manillas y pasamanos de
escaleras, también se rastrea sangre en muros, techo (sangre por proyeccion); cubiertas y
bajo la cubierta de las mesas vy sillas, incluso debe revisarse las patas de las sillas y las
junturas del piso, ya que en muchas oportunidades el sitio de suceso (especialmente en
negocios) puede haber sido lavado, pero nadie presta atencion a dichos sitios donde
puede haber sangre y, por lo tanto, no son lavados, otro lugar que por ningdn motivo debe
ser olvidado en el rastreo, es la sala de bafio o toilette, se examina el lavamanos, cesto de
papeles, interior del W.C., cadenilla de los tapones, toallas y otros elementos de limpiado y
secado.
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En los sitios de suceso abiertos, especialmente caminos polvorientos, la sangre se
busca soplando ligeramente los sitios sospechosos, ya que puede aparecer entonces la
mancha de sangre bajo el polvo, se debe incluir también el rastreo en arbustos, pasto,

rocas, hojas, etc.®

1.3.2 RELACION ENTRE SANGRE Y SITIO DE SUCESO

El investigador policial auxiliado del médico criminalista debe establecer si existe
realmente una relacion entre la cantidad de sangre que se encuentra en el sitio de suceso
y en el cadaver y el caracter de las lesiones, es decir, si el cadaver presenta lesiones, que
necesariamente producirdn un gran sangrado, pero en el sitio de suceso encontramos s6lo
una pequefia cantidad, es l6gico suponer que hubo traslado del cadaver y, por lo tanto, el
rastreo debe ampliarse y considerarse esta posibilidad, y, si por el contrario, se encuentra
demasiada sangre en el sitio del suceso que no se explica por el tipo de lesiones, se debe

presumir que hubo otras personas heridas en el lugar. ©

1.3.3 ELEMENTOS PARA EFECTUAR UN RASTREO HEMATOLOGI CO

El investigador debe abastecerse de un maletin que contenga una lupa, tubos de
ensayo para transportar muestras, sobres de papel, papel filtro y etiquetas, cortaplumas
para sacar muestras de madera o raspar otras superficies con sangre, es necesario extraer
una muestra de todo vestigio sanguineo en el sitio de suceso y del cadaver para enviarlo al
laboratorio y solicitar los examenes pertinentes, indicando en el respectivo embalaje su
procedencia y el lugar donde se encontrd. Las prendas de vestir o armas, se envian
directamente al laboratorio, sin necesidad de sacarles muestras (calzones, pafiuelos,
cuchillos, pistolas), es obvio que el quimico necesita una muestra de la sangre de la
victima para efectuar comparaciones y esto debe tenerse en cuenta, para sacar muestras
de sangre con papel filtro, éste debe aplicarse en la mancha, humedecido en agua salada
(solucién salina: evita la destruccion de los glébulos y elementos de la sangre) ..
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1.3.4 SOPORTE

Es toda superficie de recibir manchas de sangre (cuerpo, ropas, suelo, murallas,
vidrios, etc.), en el desarrollo de la clasificacion se puede apreciar la importancia del
soporte en la determinacién de las caracteristicas de las manchas de sangre, las manchas
de sangre por contacto tendran particularidades especiales atendiendo a la permeabilidad
e impermeabilidad del soporte; si éste es permeable y permite la inhibicion (absorber un
cuerpo solido a otro liquido) sanguinea, se observaran las manchas de sangre por
impregnacién, especialmente en tejidos .
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CAPITULO I

RECOLECCION Y ENVIO AL LABORATORIO DE
MUESTRAS DE SANGRE.

Se considera que de los tipos mas comunes de indicios en escenarios de delitos, la
sangre quiza sea la mas fragil, los indicios biol6gicos se deterioran con el tiempo, la
desecacion y la congelacion de las muestras retardan este deterioro %,

Si la sangre se encuentra en estado liquido, se recolectan aproximadamente dos
mililitros (2mL) con una pipeta limpia, se colocan en un tubo de ensayo con solucién salina
(0.85% de cloruro de sodio en agua destilada); se tapa el tubo y se vierte dos o tres veces
con el propésito de mezclar la sangre con la solucién. [Figura 2] *°.

La otra opcion es recolectar la sangre liquida con un pedazo de material absorbente
(papel de filtro, aplicadores con algoddon y gasa de algodén), un material util es el
empleado en pafiuelos de algodon, de los cuales se hacen cuadros de 0.5cm de lado,
estos nos ayudan a recolectar manchas de sangre hiimeda y seca. [Figura 3] *°.

Cuando se trata de sangre seca, se recolecta por raspado con una hoijilla de afeitar o de
bisturi, y el polvillo se recoge sobre un pedazo de papel, que es doblado de modo que evite

su pérdida ™.

Cuando se trata de sangre seca bajo la forma de gotas o frotis, conviene recolectarla
con un pedazo de tela de algodén humedecida en agua destilada y sostenida por una
pinza, después de la recoleccion, la muestra se coloca en un tubo de ensayo seco y sin

tapas, con el fin de que la mancha se seque al aire %,
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En caso de objetos manchados de sangre, asi como de ropas manchadas lo ideal es
enviar el objeto o articulo completo, en vez de remover la sangre, ademas se debe de
anotar la localizacion y fotografiar la mancha, pero si la sangre tiende a desprenderse,
conviene recolectarla o envasarla separadamente, de una manera general, se debe
especificar el lugar de procedencia, asi como las dimensiones y caracteristicas de las

manchas “9.

2.1 PRECAUCIONES DURANTE LA RECOLECCION Y ENVIO DE
MUESTRAS.

Recomendaciones de la Sociedad Latinoamericana de Genética Forense basadas en la
International Society for Forensic Genetics —ISFG- y en el GEP-ISFG .

« Aislar y proteger, lo mas rapidamente posible la escena del delito

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

e Usar guantes limpios que deben cambiarse con frecuencia.

e Evitar hablar o estornudar sobre las muestras. Usar mascarilla, guantes y bata u
otro  tipo de ropa protectora.

«  Utilizar material desechable, siempre que sea posible.

* No afadir conservantes a las muestras.

« Dejar secar a temperatura ambiente previamente a ser empaquetadas.

*  Empaquetar por separado las muestras.

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

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

* Las muestras bioldgicas potencialmente pueden contener agentes patdgenos (VIH,
hepatitis, meningitis).

*  Prohibir comer, beber o fumar durante el proceso de recoleccion.

« Recomendar la vacunacion al personal que trabaje con este tipo de muestras !
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2.2 TIPOS DE CONTAMINACION PRESENTES EN LOS INDICIOS
BIOLOGICOS.

v' Contaminacién por material biolégico humano: Se debe a la aparicion en el propio
indicio bioldgico de un aporte de material biolégico humano ajeno al propio indicio. Produce

como resultado la mezcla de perfiles genéticos .

v' Contaminacién anterior o previa: Se debe a la aparicion de material bioldgico en el
lugar donde luego apareceran los indicios, esta es inevitable y generalmente dificulta la

valoracién de la prueba .

v' Contaminacién coetanea o paralela: El material genético de un indicio se mezcla
con ADN de otro origen en el momento de los hechos, es inevitable y favorece la

valoracion .

v' Contaminacién posterior: Debido al depédsito de material genético de diversos
origenes en el indicio con posterioridad al momento de los hechos, es evitable mediante
estrictos protocolos de recoleccién, embalaje y envio de las muestras .

v' Contaminacién durante la transferencia de indicios biolégicos: Traslado accidental
de los indicios de un lugar a otro, ocasionando contaminacién o pérdida de la muestra (por

ej. pelos) .

v' Contaminacién biolégica no humana: Producida por microorganismos que acaban
degradando el ADN por accion fundamentalmente de exonucleasas, la humedad y altas
temperaturas producen la degradacién del DNA y ausencia de resultados, pero nunca la
alteracion de los patrones genéticos, puede ocurrir “a priori” a la recoleccion de indicios
(muestras expuestas a condiciones que favorecen la proliferacién bacteriana), tras la
recoleccién del indicio si el empaquetado y conservacién no es el adecuado .

v' Contaminacién quimica: Producida cuando las muestras se preservan (formol) o se
tratan con determinados productos quimicos. Por ejemplo, es nocivo cuando para el
estudio de huellas dactilares se utilizan liquidos reactivos; los polvos minerales —carbon,
talco, etc.- no producen alteracién alguna, afecta principalmente a las fases de extraccion y

amplificacién del ADN, ya que modifican la estructura quimica del mismo, lo cual se
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manifiesta como ausencia de resultados evaluables, pero nunca como modificacion del

patrén genético 1.

2.3 TOMA DE MUESTRAS DE REFERENCIA

2.3.1 TOMA DE MUESTRAS EN PERSONAS VIVAS.

«  Siempre con consentimiento informado "),

 Debe existir un documento firmado con la autorizaciébn expresa para realizar el
analisis ",

» Existe la creencia popular de que en PERSONAS TRANSFUNDIDAS se cambia el
patron genético; esto es asi sélo en teoria, ya que en la practica la persona deberia
transfundirse un gran volumen de sangre (casi toda) y concurrir inmediatamente a la toma
de muestra para ADN, lo cual le produciria una debilidad y caracteristicas fisicas facilmente
detectables por el personal que realiza la toma; un par de horas después, ya aparece en la
sangre el patrén genético real del individuo, al principio mezclado con el donante de la
sangre, de cualquier forma, en caso de duda pueden tomarse HISOPADOS BUCALES .

»  Se sugiere realizar puncién dactilar, depositar una gota —de aproximadamente 1cm
de didmetro- en cualquier tipo de papel de filtro y dejar secar a temperatura ambiente,
embalar en sobres de papel comun, en estas condiciones la muestra dura mas de 10 afios
y)

« No tomar sangre liquida ya que debe conservarse en frio y se deteriora
rapidamente 1,

2.3.2 TOMA DE MUESTRAS EN CADAVERES

En buen estado de conservacion.- Sangre post-mortem: 200 ul (anticoagulante tipo
EDTA), colocar sobre papel de filtro "),

Musculo esquelético: Aproximadamente 1g, se almacena en un recipiente de plastico y
tapon de rosca. Conservar en frio (freezer) ",

20



Métodos inmunoldgicos para identificar sangre humana

Quemados o parcialmente carbonizados.- Cuando la carbonizacion no es total es
posible analizar misculo esquelético de zonas profundas .

Cuando la carbonizacién es total, es recomendable recolectar huesos o dientes,
seleccionando aquellos que a simple vista se encuentren en mejor estado "),

Otras muestras de referencias de individuos fallecidos.- En hospitales (muestras de
sangre, biopsias en parafina, o preparaciones histologicas, se debe procurar no utilizar
tejidos fijados en formol .

Ambito familiar (peines, maquinillas de afeitar, saliva en sellos o sobres...) [

2.3.3 TOMA DE INDICIOS BIOLOGICOS EN EL LUGAR DE LO S HECHOS.

Manchas secas en soportes pequefios y de facil transporte.- Colillas, armas blancas,
monedas, llaves, piedras, ramas, papeles, se sugiere recoger por separado e introducirlas

en bolsas de papel o cajas .
Manchas secas: en soportes grandes no transportables:

A) Soporte no absorbente (cristal, metal...): recoger con un hisopo mojado en agua

destilada (dejar secar antes de guardar) o raspar con bisturi y guardar en bolsa de papel /.

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

papel .

Indicios himedos.- Ropas, tapicerias, toallas: Introducir por separado en bolsas de
papel madera, trasladar rapidamente a instalaciones adecuadas, dejar secar en lugar
protegido y sobre una superficie limpia y envolver en papel (por separado), guardar en

bolsas de papel 1"\

Indicios liquidos.- En gran cantidad: recoger con pipeta de plastico y depositarla en un
tubo con EDTA, o recoger con una jeringa y de igual forma depositar en un tubo con EDTA.
(Figura 2) "1,

En pequefia cantidad: recoger con hisopo y dejar secar, en caso de estar coagulada:
recoger con una cucharita e introducir en tubo (Figura 3) 1.
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Figura 2. Levantamiento de sangre en estado liquido  : se recoge con jeringa o papel filtro. Sangre

coagulada: se recolecta con el extremo de un aplica  dor de madera o plastico. El embalaje se lleva a

cabo en un tubo de ensayo, limpio o0 seco, con soluc i6n salina o heparina .
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Figura 3. Levantamiento de sangre seca, en objetos  soélidos o en el cuerpo de la victima: se

recolecta con gasa de 2 x 2cm, humedecida en soluci  6n fisiolégica, el embalaje se lleva a cabo en un

tubo de ensayo, limpio y seco o,
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CAPITULO 1lI

TECNICA RELATIVA AL EXAMEN DE MANCHAS DE
SANGRE.

Deben describirse los mas completo y claro que sea posible, sefialando situacion,
tamaro, aspecto, nimero, etc., de cada una de estas manchas, debido que las manchas
son modificadas por las condiciones ambientales, es importante, siempre que sea posible,
hacer su estudio lo mas rapidamente que se puede, o cuando menos protegerlas para su
posterior examen, algunas veces las manchas puestas a nuestra consideracion son
demasiado antiguas; en estos casos es necesario agudizar nuestro ingenio para su
identificacion [,

Por ejemplo: mancha de sangre vieja en un vidrio, se debe colocar el pedazo de vidrio
manchado sobre una hoja de papel, si es blanco mejor; raspar la mancha con todo cuidado,
empleando para ello un instrumento de acuerdo con el tamafio de la mancha; se recogen
estas particulas que, aunque pequefiisimas, no son suficientes para su identificacién,
cuando la mancha sospechosa se encuentra en un lienzo, es necesario disolverla primero
en un liquido apropiado (suero fisiolégico), para su posterior estudio, en ocasiones es

necesario deshilar el lienzo para facilitar este estudio .

En el estudio forense de la sangre se consideran 10 puntos de alto valor investigativo que

son:

3.1 Certeza.

3.2 Género (humana o animal).
3.3 Origen.

3.4 Antigliedad.
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3.5 Morfologia.

3.6 Técnicas hemoclasificativas. Individualizacion.
3.7 Sexo.

3.8 Prueba de exclusion de paternidad.

3.9 Enfermedades venéreas.

3.10 Estudios especiales M.

3.1 CERTEZA

En condiciones normales el liquido hematico es casi inconfundible, pero ya fuera del
cuerpo y en estado sequizo, por el efecto del aire y el calor a través del tiempo, su
apariencia se modifica provocando la duda y confusion con manchas que dejan
determinados vegetales y depdsitos de 6xido en variados objetos, siendo los mas comunes
en navajas, cuchillos, utensilios de cocina, partes metalicas y en otras superficies porosas e
irregulares donde las formas se vuelven atipicas. Los cambios de color se vuelven
fundamentalmente a las modificaciones quimicas que experimenta la hemoglobina, con
varios factores con los que puede encontrarse en el exterior del cuerpo, y es precisamente
gue con esos mismos principios se sientan las bases para su identificacion quimica, es decir

haciendo reaccionar la cromoproteina de los glébulos rojos!*2.

3.1.1 Pruebas de laboratorio para determinar la cer teza

En el diagndstico criminalistico de la sangre, las técnicas que demuestran la presencia de
algin elemento caracteristico de ésta constituyen las llamadas pruebas de certeza o
ensayos decisivos. Asi, para caracterizar una mancha de sangre como tal sin lugar a dudas,
basta asegurarse de la presencia de alguno de sus elementos formes. Las pruebas de
laboratorio para determinar la certeza se clasifican en cuanto a su fundamento y resultados
de la siguiente manera:
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Reacciones de probabilidad <

IDENTIFICACION
QUIMICA DE LA
CERTEZA

Reacciones de Certidumbre

\

[ ’
Tintura de guayaco

Catalasas
Reaccion de bencidina(Adler)

\ Reaccion de fenolftaleina(Mayer)

Cristales de Teichman
Cristales de Lecha Marzo

Pruebas espectrofotometricas

Cuadro 2. Reacciones para la identificacion quimica de la certeza.

[12]

3.1.1.1 Reacciones de probabilidad. Los ensayos probabilidad se basan en la

recuperacion del color de sustancias que en estado redu

cido lo pierden (guayaco, bencidina,

fenolftaleina) pero que en condiciones de oxidacién (con agua oxigenada) lo obtienen de

nuevo en presencia de una peroxidasa (hemoglobina).

producen burbujas ™.

En el caso de la catalasa solo se

Reaccién de Mayer.- Entre ellas tenemos la prueba de Kastle- Mayer, cuya base es la

fenolftaleina, reactivo muy alterable y por lo que hay que prepararlo cuando se va a realizar

la prueba ™2,

Formula: Fenolftaleina 2.0mL; potasa anhidra 20.0g; agua destilada 100mL. Se disuelven

se hace hervir, se agregan 20g de polvo de cinc, se

blanca %,

filtra; la solucion debe de quedar
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Técnica: Ya disuelta la mancha sospechosa, se toma 1mL de esta solucién y se pone en
un tubo de ensaye o en una capsula; alli, se agrega 1mL del reactivo y dos o tres gotas de

agua oxigenada; si hay sangre aparece un color rojo 3.

Esta reaccion es muy sensible, se obtiene con manchas viejas y aln lavadas, y aun en
ropa hervida, pero las manchas por sales cupricas; jugo gastrico, leche cruda, también dan

la misma reaccion B,

Su fundamento cientifico consiste en poner de manifiesto la existencia de la enzima
peroxidasa de los hematies, segln la siguiente reaccion:

H,0, - HO + %0,

La liberacion del oxigeno, produce la coloracion del reactivo empleado, ejemplo,
14]

benicidina y fenolftaleina
Reaccion de Adler.- Otra de las reacciones de orientacién, es la llamada prueba de
Adler, en la cual el reactivo es una solucién saturada de benicidina en alcohol a 95°0 acido

acético, recientemente preparada ™.

Técnica: En un tubo de ensaye se pone 1mL de la solucién de la mancha, se le agrega
1mL del reactivo y unas gotas de agua oxigenada. Si hay sangre se produce un color verde
y luego una coloracién azul de Prusia intenso y persistente. Son causas de error el
herrumbre, las sales de hierro, las oxidasas de los cereales; se complementa con la
reaccion de Mayer 4.

Reaccion de Van Deen.- El reactivo es una solucién de 5g de resina de guayaco en

100mL de alcohol de 95°filtrada y recientemente pr eparada ™*.

Técnica: En un tubo de ensaye se pone 1mL de solucién de la mancha sospechosa, se le
agrega 1mL del reactivo y unas dos gotas o tres de agua oxigenada o de esencia de
trementina cargada de ozono. Si hay sangre, se produce a los pocos segundos un color
verde pélido, el que vira al azul claro y después al azul oscuro ™.
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Falsos Positivos. Este tipo de reacciones suelen dar con los oxidantes quimicos, las
peroxidasas de las plantas reaccionan comUnmente con la fenolftaleina, este tipo de
peroxidasa se inactiva rapidamente con el calor y es paso del tiempo y a presencia de

oxigeno libre en el agua oxigenada empleada ™.

Falsos Negativos. Se suelen presentar cuando las manchas de sangre han sido

sometidas a lavados y cuando la muestra es muy escasa ¥

Reaccién de las catalasas.- Se pone la solucién de sangre en un tubo de ensaye, se le
agregan una gotas de agua oxigenada y se forman; por la accion del fermento sanguineo,

unas burbujas que producen una espuma blanquecina en la superficie del liquido ™.

Todas las reacciones de orientacion son enunciadas, sirven de control reciproco y con
13]

ellas solo tenemos opinién de probabilidad |

Técnica del luminol.- Otra importante técnica de identificacion de manchas de sangre es
el examen de luminol . A diferencia de la bencidina y del examen de Kastle-Meyer, la
reaccion del luminol con la muestra de sangre da como resultado la produccién de luz mejor
dicho de color. Al rociar el reactivo de luminol sobre el objeto sospechoso largas areas son
impregnadas. Los objetos asi rociados si se someten a la obscuridad proyectaran
luminiscencia. Sin embargo el luminol es un agente que puede destruir muchos factores
importantes en la sangre y que pueden ayudar a la individualizacion de la sangre, debido a

ello es limitado su uso y solo se utiliza en lugares donde no es visualizada una muestra <.

Valor de prueba. Solamente tienen valor en el caso de ser negativas: pudiéndose afirmar
gue la mancha no es de sangre, y por tanto concluimos el andlisis en este punto. En caso
contrario, solamente nos indica que se debe seguir la secuencia del estudio™®.

3.1.1.2 Reacciones de certidumbre. Las pruebas de certeza tienen su soporte en los
cambios estructurales de la molécula de hemoglobina bajo el efecto de reactivos quimicos,
de tal modo que con el &cido acético glacial forma cristales de hemina (Teichman) y con el
sulfhidrato de amonio cristales de hemocromégeno (Lecha-Marzo). Se denominan asi
porque ellas nos permiten afirmacion categérica 2.
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Estas pruebas se basan en la siguiente reaccion:

Hemoglobina + Halégenos - Halogenuros de hematina

Cristales de Teichman.- Es una reaccion microquimica de formacion de cristales
alargados, romboidales, de extremidades oblicuas, color marrén castafo, de clorhidrato de

hemina o hematina 2,

Técnica: Previa maceracion de la tela manchada en suero fisiolégico, en la que se
emplea tanto tiempo cuanto sea necesario; en manchas muy antiguas con frecuencia se
precisan horas. Después, en un portaobjetos se depositan varias gotas de esta solucion, las
gue se evaporan a 60C mas o menos, hasta que quede un mancha seca visible; en el
centro de esta mancha se deja caer una gota de acido acético, la que rapidamente se hace
evaporar a la llama, operacion que se repite varias veces; después se observa al
microscopio ™.

Puede hacerse también la investigacién dejando entrar por capilaridad, sucesivas gotas
de acido acético glacial en el borde del cubreobjetos, previamente formada la mancha como
en el caso anterior; una vez que estas gotas han entrado por capilaridad, se someten a la
llama para que se evapore rapidamente el acido acético. Cuando la sangre se encuentra en
un cuchillo u objeto duro, se toman particulas de la sangre, se llevan a un portaobjetos
donde se hace la solucién primero y luego la desecacidn, haciendo después que actue el

acido acético, evaporandolo rapidamente a la llama ™.

Reaccién de Lecha Marzo.- Consiste en la formacién de cristales de hemocromdgeno,
de color anaranjado o rojo oscuro, en forma de agujas o tabletas rémbicas, a veces

agrupada en estrellas 3.

Técnica: En un portaobjetos se disuelve la mancha con una gotas de piridina y una gota
de solucion yodo (yoduro de potasio: 0.5g, yodo 2.5g; y alcohol de 96°25mL), y se evapora
al calor suave; se agrega después una gota de piridina y otra de sulfuro de amonio o de
acido pirogdlico; se cubre la preparacién y se observa al microscopio la presencia de

cristales ¥,
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Falsos Negativos: La poca cantidad de la muestra, el lavado de la misma vy la falta de

experiencia del analista para buscar los cristales entre las fibras de los tejidos textiles ™.

Valor de la prueba: La negatividad de la prueba asegura la no presencia de sangre en la
mancha. Cuando esta es positiva, indica sin lugar a duda la existencia de la sangre, y obliga

a continuar la marcha analitica %

3.1.1.3. Pruebas espectrofotométricas.  Estan indicadas cuando las manchas son
de mucha antigiiedad, o cuando fallan las técnicas ya mencionadas. La extraccion delas
manchas se realiza con Lauril sulfato sodico, en presencia de Mercaptoetanol. En estas

condiciones, la hemoglobina presenta dos picos de absorcién, una a 558nm y otro a 529nm
[13]

Falsos positivos para las pruebas espectrofotométri cas: Es muy poco probable
obtener falsos positivos y cuando se presentan suelen deberse a errores de interpretacion

del analista %,

Valor de la prueba: La negatividad de la prueba asegura la no presencia de sangre en la
mancha, cuando esta es positiva, indica sin lugar a duda la existencia de sangre y obliga a
continuar la marcha analitica.

3.2 GENERO (HUMANA O ANIMAL).

En algunas ocasiones la sangre de un animal puede estar involucrada en el hecho
violento, para diferenciarla del humano se puede hacer las mediciones de los diametros de
los eritrocitos, tomando en consideracion las medidas en femtolitros (fL) son de 7.5fL, es
decir que en comparacién con los diametros de los eritrocitos de los animales, son los mas
grandes de todos, pues en la mayoria de los animales domésticos tienden a ser menores
aungue esto no es una regla, el tamafio de los eritrocitos del perro son de 7.2, los del conejo
de 6.9, los del gato de 6.5, los del cerdo de 6.0, los de el chimpancé son de 7.4, los del

caballo, toro y vaca de 4.6fL y los de las aves y batracios son elipticos .

Muchas veces, un sospechoso que tiene manchas de sangre en su ropa o0 pertenencias

intenta explicarlas diciendo que estaba cortando carne o desplumando gallinas o conejos.
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Con raras excepciones de identificacion, como el eritrocito oval del camello o los
nucleados de aves y de reptiles, los examenes previos no pueden distinguir la sangre
humana de la animal, se requieren estudios inmunoldgicos: antisueros especificos que
pueden obtenerse al inmunizar conejos e inyectandoles sangre de diversos animales para
gue desarrollen los anticuerpos especificos. A continuacion se muestra una tabla del tamafio
y la forma de los eritrocitos del humano y de algunas especies de animales .

Especie Diametro(um) Forma del eritrocito
Humano 7.5 Biconcavo

Perro 7.2 Cébncavo
Conejo 6.9 Ovalocito

Gato 6.5 Tiende a la crenacion

Cerdo 6.3 Tiende a la crenacion
Caballo 4.6 Céncavo

Toro 4.6 Regular

Vaca 4.6 Regular

Aves 10a15 Elipticos y nucleados

Cuadro 3. Didmetro y forma de los eritrocitos de al  gunas especies ™.

Contando con mayores elementos, podemos emplear los métodos biolégicos para saber
si una mancha de sangre es humana, o a qué animal pertenece, siendo posible hasta
identificar al individuo de quien procede la sangre mediante la investigacion del grupo

sanguineo de la mancha y del sospechoso ..

Antiguamente en las pruebas burdas de aglutinacién tales como la del suero en extractos
de manchas se esperaba produjeran una capa opaca en la interfase, los métodos modernos
usan la electroforesis, en la que el extracto y el antisuero se juntan a través de una capa de
gel por medio de corriente eléctrica, la interaccion se hace visible por tincion. La técnica de
anticuerpos fluorescentes se usa para determinacion de especies, asi como otros métodos

que ahora se encuentran integrados a laboratorios serolégicos complicados .
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En medicina legal tiene una enorme importancia determinar la especie animal a que
pertenece la sangre encontrada, sea por que se necesita establecer que es humana o por
gue se busca rectificar a un acusado que atribuye la mancha a sangre de pollo o ternera, por
ejemplo, ocultando su verdadero origen criminal, debido a ello se utlizan métodos

inmunolégicos ™.

3.2.1 PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR EL GEN ERO.

Las pruebas de laboratorio para determinar el género en una muestra de sangre las
clasificamos en dos tipos: métodos microscopicos y métodos inmunolégicos .

3.2.1.1 Métodos microscopicos. Uno de los métodos de microscopia para

determinar el género es el citodiagndstico in situ.

Citodiagnéstico in situ.-  El estudio microscépico de la mancha de sangre puede ofrecer
datos ciertos para su identificacion y permite decir no sélo que la mancha es de sangre, sino
cémo son los caracteres de los glébulos (nucleados, forma, tamafio) y si pertenecen a

mamiferos u oviparos *2.

Técnica: Se tratara la sangre con solucion fisiolégica y se recurrira a los métodos
corrientes de coloracion. La mancha en cuerpos duros, opacos, puede ser estudiada
directamente con luz lateral, con el método iniciado con el aparato de Florence. Esto sirve
como investigacion previa para localizar la mancha, pero permite también el estudio
microscopico completo, sobre todo con modernos aparatos de microscopia (estativo Zeizz o
el Ultropak) ™.

3.2.1.2 Métodos inmunoldgicos.  Estos métodos estdn basados en la reaccion
antigeno-anticuerpo, el nimero de técnicas inmunolégicas para la identificacion de la
especie a la que pertenece una mancha de sangre es muy variado, dependiendo siempre de

la interaccién antigeno-anticuerpo.

Prueba de las precipitinas.-  Existe otro examen con mas probabilidades que el anterior,
cimentado en la obtencién de un antisuero especifico en contra de las albiminas humanas,
mismo que se produce en un conejo al cual con anterioridad se le habia inyectado suero o

plasma humano en condiciones estériles, la reaccion antigeno-anticuerpo se hace visible por
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la aparicion de un anillo de precipitado color blanco, dentro de un tubo capilar en el punto de
unién de la sangre analizada y el antisuero humano, a este ensayo se le ha llamado prueba

de las precipitinas 2.

Reaccién Sueroprecipitante de Uhlenhut o Test de in  munoprecipitacion radial de
Uhlenhut).- El principio de este método es que la inyeccion de sangre o de suero sanguineo
de especie diferente repetida en dosis en intervalos convenientes ocasiona la aparicién, en
el suero del animal inyectado, de un proceso que tiene la propiedad de dar un precipitado en
presencia de la solucién de sangre o suero sanguineo idéntico al que fue inyectado y no con

la sangre o suero de otros animales para los que no ha sido preparado *3,

El conejo es el animal de eleccion; debe ser joven, y que haya alcanzado su completo

desarrollo ™3,

Inyecciones. Para obtener suero precipitante humano utilizar suero humano limpido y
estéril que se inyecta en el conejo por via intravenosa, intraperitonal o subcutanea, en dosis

diferentes %,

La via intravenosa es la de eleccion ya que usando esta via se obtienen mejores
resultados ™.

Los mejores sueros precipitantes se han obtenido haciendo seis inyecciones intravenosas

de suero humano en las dosis de 0.50, 0.75, 1, 1.25, 1.50 y 2mL, cada tercer dia (13

La sangria del conejo se hard ocho dias después de la Ultima inyeccién, estando el
animal en ayunas para evitar la opalescencia del suero. La sangria se hara en la carétida o
en la vena marginal de la oreja; puede hacerse también por puncién cardiaca. El suero
obtenido después de la coagulacion de la sangre, recogido bajo la méas escrupulosa asepsia,
sera colocado en tubos que se conservaran en refrigeracion 4.

La titulacién del suero es importante. Para la practica medico legal se aconseja una
sensibilidad de 1 en 20 000 ™.

Técnica de la reaccion.- Condicidn indispensable para que la reaccion tenga valor es que

tanto la solucién o liquido para examinar como el suero precipitante no presenten turbidez.
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Se hace la reaccion empleando siete tubos delgados de 2 a 3mL de capacidad y

distribuidos del modo siguiente:

1) Primer tubo.- Se colocan 0.9mL de la solucion en suero fisioldgico de la mancha
sanguinea, (macerado de hueso, musculo, etc., en los que se ha comprobado la presencia

de proteinas, por la accién del &cido nitrico).

2) Segundo tubo.- Se colocan 0.9mL de la solucién sanguinea en suero fisioldgico, sin

agregar el suero precipitante.

3) Tercer tubo.- Se colocan 0.9mL del suero fisiologico limpido y esterilizado que ha

servido para disolver la mancha.

4) Cuarto tubo.- Se colocan 0.9mL de la solucion de suero fisiolégico de un lugar no

manchado de la tela u objeto del examen.

5) Quinto tubo.- Se colocan 0.9mL de suero normal de conejo, diluido al 1 por 1 000 en
suero fisiolégico.

6) Sexto tubo.- Se colocan 0.9mL de suero de vaca o de caballo, carnero o pollo, etc., u

otro animal.

7) Séptimo tubo.- Se colocan 0.9mL de suero humano diluido al 1 por 1 000 ™.
A cada tubo menos al segundo, se le agrega 0.1mL de suero precipitante, dejandolo

correr suavemente por la pared del tubo; se dejan en la estufa a 37C .

Las modificaciones si se trata de sangre humana, son producidas en el primero y
séptimo, que son los que contienen la solucion contaminada y el suero humano,
respectivamente, la reaccién se produce en corto tiempo, la opacidad o enturbamiento se
inicia a los cinco minutos en el punto de contacto de los liquidos y el precipitado se
producira después de los veinte minutos; los que se formen posteriormente a ese tiempo no

tienen valor %,

La reaccion presenta gran valor medico legal, pero no es de especificidad absoluta, sino

de grupo, demostrativo de la presencia de albiminas o globulinas humanas, y de algunos

pocos animales (monos) ™.
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Reaccién anafilactica.- El fundamento de este fendmeno ha sido concretado por Richet:
“Una sustancia insuficiente para matar o enfermar a un animal normal determina accidentes,
fulminantes y mortales en una animal al cual un tiempo antes se le ha inyectado esa misma
sustancia” .

El fendbmeno anafilactico tiene tres fases: la sensibilizacion (inyeccién), el periodo de
incubacién de mas o menos veinte dias (o preanafilactico) y la inyeccion desencadenante
(fendmenos anafilacticos). La sensibilizacion se hace en el cobayo (animal de eleccion)
efectuando una inyeccién Unica de suero, sangre completa, esperma, etc. (segun la
sustancia que se investiga), en el tejido celular subcutaneo, en el peritoneo, en una vena, en
el corazon (por lo general la mas segura, en el canal raquideo o en el cerebro. Los

fenémenos anafilacticos son de identidad variada Y.

Primera forma (mortal de necesidad)
- Fulminante: el animal muere en menos de cinco minutos.

- Mortal aguda: el animal muere mas o menos en una hora.

- Mortal tardia: el animal muere en mas de una hora ™.

Segunda forma

- Grave: el animal tiene marcada disnea, vértigos, movimientos giratorios, secrecion
salival, embotamiento, descenso de la temperatura; entre 45 a 60 minutos, el animal se

normaliza o no Y,
Tercera forma

- Benigna: el animal tiene prurito en el hocico y en los lomos, carrera impulsiva,
[11]

descenso de la temperatura, curacion entre 15 a 30 minutos

Se pueden tener a los animales sensibilizados de antemano, con suero 0 sangre
humana, de 0.5 a 1mL; usandose entonces como inyeccidn desencadenante la solucién de
sustancia sospechosa en suero fisiolégico, de 0.5 a 1mL; pero lo comin es preparar al
animal con una inyeccién sensibilizante, (0.5mL a 1mL), de solucién en suero fisiolégico de
la mancha, con pequefia cantidad de sosa; a los 20 dias o al mes, se inyecta de 0.5mL a

1mL de suero humano y se observa la reaccion del animal ™.

35




Métodos inmunolégicos para identificar sangre humana

Cuando se ha determinado por la reaccion precipitante o por la fijacion del complemento,
la presencia de sangre humana en una mancha, la investigacion de la reaccion anafilactica,
mucho mas sensible que las precedentes, constituye un procedimiento de lo mas valioso;
insuficiente por si solo para determinar el origen de la mancha, permite descartar el origen
humano si el animal no presenta ningun accidente después de la segunda inyeccion
intravenosa de suero humano ™,

Falsos Negativos: Baja sensibilidad del antisuero elegido, Deterioro de la proteina o

proteinas del suero que actian como antigenos y el mal desarrollo de la técnica empleada.

Falsos Positivos: Escasa especificidad del antisuero obtenido. Especies animales muy

proxima en la escala zooldgica.

Valor de la prueba: Cuando esta es positiva, indica la especie animal de la que proviene
la mancha de sangre, ante la negatividad de la misma, se puede pensar en una falta de
sensibilidad del antisuero elegido, o bien en un deterioro de las proteinas que actian como

sustancias antigénicas.

3.3 ORIGEN.

El hallazgo de manchas de sangre no siempre estara sujeto a la comision de lesiones con
los diferentes tipos de armas conocidas, también puede encontrarse por efecto de
enfermedades, ataques sexuales, abortos, cuando las condiciones lo permitan deben
agotarse las posibilidades de examinar ese sangrado tratando de determinar su origen,
sabiendo que la sangre de una mancha es de origen humano el examen histolégico puede
permitir reconocer la procedencia de esa mancha: mancha de sangre menstrual, de una
epistaxis, de una hemoptisis, de una hematemesis, etc.

Sangre menstrual : La sangre menstrual es relativamente facil de reconocer gracias a las
placas epiteliales deprendidas de la mucosa uterina que se encuentran esparcidas entre los
glébulos sanguineos, para ponerlas en claro, es util hemolizar los glébulos rojos, en un frotis
en placa, se observa descamacién masiva del epitelio vaginal, se encuentran células

epiteliales superficiales, basdfilas con grandes y pequefios nudcleos.
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El procedimiento general llevado a cabo es: la maceracion de la mancha en acido acético

al 4%, centrifugacion y examen del sedimento, se fija y se colorea con azul de metileno !,

Violacion: Se concibe el interés que en ciertos casos representa distinguir la sangre
menstrual de la sangre que produce la desfloracion, en este Ultimo caso, es posible
encontrar igualmente celdillas epiteliales mezcladas con sangre, que proceden de la
mucosa vulvar, pero estas celdillas nunca afectan las formas de las placas, como las que
vienen de la mucosa uterina; ademas su nucleo es distinto, al examinar manchas hematicas
la busqueda se enfoca a la observacion de células del epitelio vaginal, asi mismo a células

bulbares y también de espermatozoides .

Sangre obstétrica : Se trata de localizar residuos de la placenta, materia sebacea,

vellosidades y fecal y meconio .

Hemoptisis: Sangramiento bucal de origen pulmonar. Se observa espumosa. En los
vomitos con sangrado es posible identificar al microscopio fibras elasticas pulmonares, moco
bronquial y células del epitelio con pestafas vibratiles. Ademas suele presentarse en el

escenario en forma de salpicaduras ™.

Hematemesis : Cuando hay sangre en los vémitos pueden encontrase residuos de

alimentos, drogas, venenos y células del tracto digestivo .

Restorragia: Sangramiento de recto por heridas o ruptura de hemorroides. La sangre es

de color rojo y de aspecto fluido ©.

Melena: Sangramiento de origen intestinal, tubo gastrico alto. Se evidencia por

deposiciones negras (alquitranadas). La sangre si es de este tipo suele contener restos de

materia fecal %,
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3.4 ANTIGUEDAD.

La pretension de determinar la antigiiedad de una mancha de sangre ha sido siempre
bloqueada por la accion diversa de los factores climatolégicos, del soporte y fenémenos
microbiologicos, por lo tanto el perito podra solo opinar acerca del posible tiempo
transcurrido o precisar si una mancha es mas antigua en comparacién con otra 2.

Los siguientes son elementos de estudio que sirven de base para determinar la
antigliedad de una mancha de sangre: el color es uno de los factores a considerar, la sangre
puede ser venosa o arterial, ya fuera del cuerpo se va oscureciendo hasta llegar al café
oscuro al cabo de unos 10 dias, para luego hacerse casi negro en tiempos mas

prolongados.

El brillo de las manchas secas se va perdiendo poco a poco conforme pasa el tiempo, la
propiedad de coagulacion de la sangre se efectlia dentro de un tiempo aproximado de tres a
ocho minutos, el tiempo de secado para una gota de sangre en una habitacién de calcula en
una horay de 12 a 36 horas para un charco ™2,

La solubilidad de las manchas secas de la sangre, conforme pasa el tiempo presenta
variaciones, en los primeros dias se disuelven con facilidad en agua o suero fisioldgico pero
después de mas dias la disolucion se torna mas lenta, después de varias semanas puede
disolverse en solucién al 2% de hidréxido de potasio y al paso de varios meses la solucién
de potasa tiene que incrementarse al 33% para que disuelva la mancha ™.

Existen otras técnicas fundamentales en los cambios quimicos que sufre la hemoglobina,
transformandose en hemocromégeno, o en hematoporfirina en el caso de sangres muy
antiguas y que son detectadas con el empleo de espectroscopia de resonancia electrénica
del spin, técnica no destructiva que sélo requiere 20 a 250 mg de muestra, pero los

exdmenes mas avanzados son a base de radioinmunoensayos 2.

3.5 MORFOLOGIA.

La morfologia de las manchas sanguineas y sus caracteristicas han sido tratadas en el

tema de hematologia reconstructora, capitulo I.
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3.6 TECNICAS HEMOCLASIFICATIVAS: INDIVIDUALIZACION.

Una vez que se ha certificado que alguna mancha sospechosa resulté ser de origen
hematico y, con posterioridad se pudo comprobar que proviene del género humano, se
presenta en seguida una de las preguntas capitales de la investigacion forense, consistente

en intentar saber ¢ a quien pertenecia esa sangre? 2.

La individualizacion, es el objetivo final del estudio de las manchas de sangre, a tal fin la
hematologia forense se vale de la identificacion de los marcadores genéticos eritrocitarios y
plasmaticos que habitualmente se utilizan en el estudio de las paternidades, usando con
frecuencia las mismas técnicas que en esos casos. Desafortunadamente no todas ellas son
aplicables a diagnostico individualizador de las manchas ya que los marcadores genéticos

son muy sensibles a situaciones tales como la desecacion, cambio de temperaturas, etc.

3.6.1 PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR LA IN DIVIDUALIZACION.
Las pruebas de laboratorio para determinar la individualizaciéon de sangre son:

3.6.1.1 Antigenos leucocitarios.
3.6.1.2 Sistemas de enzimas de células rojas.
3.6.1.3 Examen de ADN.

3.6.1.1 Antigenos leucocitarios humanos (Sistema HL  A). Al igual que en los
glébulos rojos, en diferentes tipos de leucocitos también se ha demostrado la presencia de
antigenos en las membranas de estas células nucleadas, los de mayor importancia
pertenecen al sistema HL-A los cuales estan codificados por los genes del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad, ubicados en los loci A, B, C, D, DR, DQ y DP del brazo corto del
cromosoma 6. Los antigenos HLA-A, B y C estan presentes en todas las células nucleadas
del organismo; en cambio los HLA-D y R se distribuyen en forma mas limitada: sobre
linfocitos B, macrofagos, espermatozoides, células de Langerhans, etc., presentan en su
conjunto un rango de probabilidad de exclusién de aproximadamente 95 %. utilizando la

técnica de leucoaglutinacién, aunque desafortunadamente la escasez de anticuerpos

39



Métodos inmunolégicos para identificar sangre humana

especificos ha impedido que esta metodologia se generalice, sin embargo su aplicacién
persiste en estudios relacionados con transfusiones sanguineas, trasplantes, pudiendo

aportar una gran informacion en los trabajos analiticos para la diferenciacion de la sangre
[12]

3.6.1.2 Sistemas de enzimas de células rojas . Aprovechando los diversos tipos del
contenido enzimatico de los eritrocitos, se han formalizado sistemas que amplian de manera
significativa la posibilidad de descartar que dos muestras de sangre pertenezcan a una sola
persona, 0 en su caso tener mas peso acusativo para algun sujeto sospechoso, los sistemas
mas utilizados son la Fosfoglucomutasa locus; y la Fosfatasa acida eritrocitaria, haciendo la
observacion que en este caso no se utlizan técnicas de aglutinacion sino ensayos
especializados de la electroforesis explicadas en el anexo 2.

3.6.1.3 Examen de ADN . El andlisis forense de &cido desoxirribonucleico es la
herramienta mas avanzada para llegar a la individualizacion de la sangre y otros tejidos, la
informacién genética que proporciona ha sido comparada con la huella digital de un
individuo, los fundamentos analiticos estan basados en las variaciones individuales en las
secuencias de los nucleétidos que se traducen en elementos de individualizacion, las zonas
diferenciales de las cadenas de los nucleétidos son aprovechadas por los ensayos
analiticos, existen diversas metodologias entre las que se encuentran el HLA DQ alfa, el
Polimarker y el D1S80, aunque con fines de individualizacién completa la técnica mas

adecuada es la Southern Blot que proporciona la llamada “huella genética” ™.

El desarrollo social ha traido consigo una modificacién de la tipologia delictiva, que ha
hecho relativamente frecuentes determinados tipos de actos criminales caracterizados por
su violencia con una notable desproporcion de fuerzas entre victima y agresor y por la
utilizacién 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
gue han ido profundizando en su capacidad identificadora sobre indicios cada vez mas
pequefios; el maximo exponente en el momento actual es la denominada tecnologia del
ADN, la cual es parte de la genética forense esta Ultima definida como: una especialidad de
la ciencias forenses que se ocupa del estudio de los caracteres hereditarios y el analisis del

polimorfismo o variabilidad genética humana aplicada a problemas de orden legal 3.
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Hablar hoy dia del ADN en el campo de la Medicina Forense no resulta desconocido, ni
siquiera novedoso, desde su primera aplicacion en Inglaterra por parte de Alec Jeffreys en el
afio 1985 para la resolucion de un caso de inmigracion de un joven procedente de Ghana, y,
sobre todo, su posterior aplicacion dos afios mas tarde, a la investigacion criminal,
posibilitando identificar a Robert Melias, un pedn de Bristol de 32 afios de edad, como autor
de una agresién sexual a una mujer enferma de polio, y a Nigel Davis como autor del
denominado "caso del condado de Leicestershire", en el que se produjo la violacién y muerte
de dos mujeres del condado, la primera en 1983 y la segunda en 1985 y donde los métodos
serolégicos clasicos no pudieron lograr una individualizacion suficiente con los indicios
biolégicos obtenidos de las victimas, su uso se ha extendido y generalizado a una velocidad

s6lo comprensible y justificable por la efectividad y versatilidad de esta tecnologia.

Esta aceptaciéon general ha conllevado un desarrollo que ha obligado a una notable
evolucién de la técnicas aplicables en la identificacién forense y asi en el breve periodo de
tiempo de 10 afios hemos pasado de s6lo poder estudiar determinados fragmentos del ADN
de una longitud relativamente grande a analizar pequefias regiones procedentes de indicios
minimos por medio de su amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

Todo ello ha supuesto una importante modificaciéon tanto en lo cuantitativo como en lo
23]

cualitativo de los indicios biolégicos !

En el analisis e identificacion se emplean estas técnicas:
3.6.1.3.a Southern blot e hibridacién (con sondas): VNTR
3.6.1.3.b PCR

3.6.1.3.c Secuenciacion de ADN mitocondrial

Los médicos forenses pueden utilizar el ADN presente en la sangre, el semen, la piel, la
saliva o el pelo en la escena de un crimen para identificar al responsable, esta técnica se
denomina huella genética, o también "perfil de ADN", al realizar la huella genética, se
compara la longitud de secciones altamente variables de ADN repetitivo, como los
microsatélites, entre personas diferentes, este método es frecuentemente muy fiable para
identificar a un criminal, sin embargo, la identificacién puede complicarse si la escena esta

contaminada con ADN de personas diferentes .
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La técnica de la huella genética fue desarrollada en 1984 por el genetista britanico Sir
Alec Jeffreys,'*® y fue utilizada por primera vez en medicina forense para condenar a Colin
Pitchfork en los asesinatos de Narborough (UK) en 1983 y 1986. Se puede requerir a las
personas acusadas de ciertos tipos de crimenes que proporcionen una muestra de ADN
para introducirlos en una base de datos, esto ha facilitado la labor de los investigadores en
la resolucion de casos antiguos, donde soélo se obtuvo una muestra de ADN de la escena del
crimen, en algunos casos permitiendo exonerar a un convicto.

La huella genética también puede utilizarse para identificar victimas de accidentes en

masa o para realizar pruebas de consanguinidad .

3.6.1.3.a Analisis de restriccion de Southern Blot. Las endonucleasas de
restriccion son enzimas que cortan el ADN guiadas por secuencias definidas como blancos,
por lo general se hace referencia a ellas simplemente como enzimas de restriccién, debido a
gue cada enzima corta el ADN sdlo por su secuencia de reconocimiento especifica, el ADN
total de un individuo presente en las células nucleadas se puede cortar en pedazos de

tamafios manejables y definidos de modo reproducible *°!.

Luego, los fragmentos de ADN individuales se seleccionan, se ligan en vectores
adecuados, se multiplican y se examinan. Debido a la distribucién dispareja de los sitios de

reconocimiento, los fragmentos de ADN difieren en su tamafio 28]

Una mezcla inicial de fragmentos de ADN puede ordenarse de acuerdo a su tamafio. Dos
procedimientos detectan el ADN blanco o los fragmentos de RNA luego que fueron
ordenados por tamafio mediante electroforesis en gel: hibridacién por Southern Blot para el
ADN, y la hibridacién por Northern blot para el RNA 9.

Técnica.- La técnica de Southern blot se utiliza principalmente para revelar patrones de
asociacion polimérficas y con ello para resolver la identidad, son siete los pasos numerados
para la realizacién de esta técnica, descritos a continuacion:

1. El andlisis comienza con ADN total que se aisla y corta con enzimas de restriccion.

2. Uno de los fragmentos aun no identificados contiene el gen de interés o parte del gen.
Los fragmentos se ordenan por tamafio en un gel (por lo general de agarosa) en un campo

eléctrico (electroforesis).
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3. Cuanto menor es el fragmento, mas rapido migra; cuanto mas grande, mas lento, luego
se realiza la impronta (“blot”): los fragmentos contenidos en el gel se transfieren a una

membrana de nitrocelulosa o de nailon.

4. Alli el ADN se desnaturaliza (se vuelve de cadena simple) con un alcali y se fija a la
membrana, mediante un calentamiento moderado (80°C) o por un ligamiento cruzado con

UV, la muestra se incuba con una sonda de ADN de cadena simple complementaria del gen.
5. La sonda hibrida solo con el fragmento complementario buscado y no con otros.

6. Dado que la sonda esta marcada con 32 radiactivo, el fragmento de interés se puede
identificar poniendo en contacto una pelicula de rayos X con la membrana; alli aparece

como una banda negra en la pelicula una vez que esta es revelada (autorradiografia).

7. El tamafio correspondiente a la posicion, se determina corriendo fragmentos de ADN

de tamafios conocidos en la electroforesis 7,
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Figura 4: Pasos de la técnica de Southern Blot .
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Tipificacion del ADN.- Las pruebas forenses de ADN como se conocen hoy tienen una
historia relativamente breve, en 1985, Sir Alec Jeffreys desarroll6 un método para usarse en
las pruebas forenses de identidad de ADN. Este método se basaba en el descubrimiento de
que determinadas regiones del genoma humano contenian segmentos de ADN que se
repetian multiples veces y mostraban un notable grado de variacion genética (y, por tanto,

individual) ™.

Tipificacion del ADN-VNTR.- Las regiones de interés se llaman nimero variable de
repeticiones en tandem (VNTR) y, con excepcion de los gemelos idénticos, la gente varia en
el nimero de copias que tienen de una secuencia de ADN repetida en particular, por
ejemplo, el cromosoma de una persona puede contener 18 copias de una secuencia en
particular, mientras que el mismo cromosoma de un individuo distinto puede contener 25

copias de esa misma secuencia ',
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Figura 5. PCR con marcadores VNTR’s 21,
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3.6.1.3.b Amplificacion de ADN por Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La introduccién de métodos sin la utilizacion de células para multiplicar fragmentos
de DNA de origen definido (amplificacién de ADN) en 1985, condujo a una nueva era en
genética molecular, esta tecnologia fundamental se ha difundido drasticamente con el
desarrollo del equipamiento automatizado utilizado en investigacién basica y aplicada "),

Gracias a esta técnica se puede amplificar una determinada region del ADN que esta
delimitada por una secuencia especifica y complementaria a unas pequefias sondas
denominadas primers que actlian como iniciadores de la reaccién de polimerizacion que
lleva a cabo una enzima, habitualmente la Taq polimerasa. Esta enzima va uniendo
desoxinucledétidos, que nosotros incluimos en la reaccién, de forma complementaria a cada
una de los fragmentos de las cadenas que se delimitan por los primers que son tomadas
como moldes, la repeticion ciclica de este proceso permite la obtencion de multiples copias
de dicha region en una cantidad suficiente para ser estudiada, posteriormente, el ADN
amplificado se puede visualizar mediante la separacién de los alelos de diferente tamafio y
tincién o estudiando las variaciones de su secuencia, de este modo es posible que cuando
dispongamos de muy escasa cantidad de ADN en un indicio o esté parcialmente degradado,
sea posible amplificarlo y obtener una cantidad suficiente ™.

La PCR estandar es un procedimiento in vitro para amplificar secuencias definidas de
ADN blanco, aun partiendo de muy pocas cantidades de material o de material antiguo, la
amplificacién selectiva requiere alguna informacion previa acerca de las secuencias que
flanquean el ADN blanco, sobre la base de esta informacion se diseflan dos

oligonucleétidos cebadores (primers) de alrededor de 15 a 25 pares de bases de longitud ™.

Los cebadores son complementarios de las secuencias por fuera de los extremos 3’ del
18]

sitio blanco y se unen a ellas en forma especifica !

La PCR es una reaccién en cadena porque las cadenas de DNA nuevas sintetizadas
actian como molde para la posterior sintesis de ADN en los 25 0 35 ciclos subsiguientes, en
teoria, cada ciclo dobla la cantidad de ADN amplificado, al final, hay al menos 10° copias de
la secuencia blanco especifica, esta se puede visualizar como una banda distintiva de un

tamafio especifico luego de una electroforesis en gel ! (Figura 6).

Cada ciclo, que involucra tres reacciones rigurosamente controladas en tiempo y

temperatura en los termocicladores automaticos, lleva alrededor de 1-5 minutos 2.
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Los tres pasos en cada ciclo son:

1) Desnaturalizacion del ADN de cadena doble, alrededor de 93% 95° C para el ADN
humano,

2) Hibridacién (annealing) del cebador a unos 50° - 70C, dependiendo de la temperatura

de fusion esperada del duplex de ADN y

3) Sintesis del ADN utilizando una polimerasa de ADN termorresistente (proveniente de
microorganismos que viven en fuentes calientes como la Thermophilus aquaticus, Taq

polimerasa), tipicamente a unos 70C — 75T.

En cada ciclo subsiguiente el molde inicial y el ADN nuevo, sintetizado durante el ciclo

anterior, actian como molde para otra vuelta de sintesis.

El primer ciclo da como resultado la sintesis de ADN nuevo de longitudes variables en el

extremo 3’ por que la sintesis continlla mas alla de la secuencia blanco.

Lo mismo ocurre en los ciclos subsiguientes, pero las cadenas variables son
rapidamente superadas en ndimero por nuevo ADN de longitud fija en ambos extremos
porque la sintesis no puede sobrepasar el final del cebador en el molde de ADN opuesto 2.

El uso de la PCR exige mucho cuidado, lo mas importante es evitar la contaminacion de
la mezcla reactiva la cual es muy sensible y que permite multiplicar accidentalmente
cantidades minimas de ADN contaminante, debido a ello se utilizan procedimientos

normalizados para evitar la contaminacion.

Una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes son separados por medio de un
proceso de electroforesis , proceso en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada con
la finalidad de separar biomoléculas segin su tamafio y carga eléctrica a través de una

matriz gelatinosa.
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Figura 6. Pasos de la reaccion en cadena de la pol imerasa (281

3.6.1.3.c Secuenciacion de ADN mitocondrial.  El andlisis del ADN mitocondrial
(ADNmt) es util en los casos forenses en los que el ADN nuclear es insuficiente para la
tipificacion de repeticiones cortas en tandem (STR). Los cabellos caidos del cuerpo, cabeza
y pubicos sin material celular (foliculo piloso) conectado al bulbo de la raiz y los restos
esqueléticos de cierta edad son las muestras mas cominmente analizadas en busca de

ADNmt porque el ADN nuclear no es recuperable en estos tejidos, el ADN mitocondrial no
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tiene nada de especial en su composicion bioquimica respecto al ADN nuclear, sin embargo,
su ubicacion y arreglo interior de la mitocondria en la célula le confieren caracteristicas
particulares, como caracteristicas adicionales, se tiene que el ADN mitocondrial es menos
propenso a la degradacion, por lo cual, puede estar presente en células y tejidos dafiados
y/o antiguos, e inclusive en muestras carente de ADN nuclear, y que fuera hasta no hace
mucho, Unico material biolégico necesario para la tipificacion genética, pero su mayor
importancia estriba en que presenta regiones hipervariables que permiten distinguir un
individuo de otro en muestras tan comprometidas de las que apenas y se suele tener restos
0seos 0 pelo, ocasionalmente uno, sin embargo dado que se encuentra en grandes
cantidades, es mas susceptible a la contaminacién, implicando cuidados especiales ..

El uso del ADNmt como herramienta forense evolucioné a partir de su papel en el
estudio de la historia y la enfermedad humana, el analisis de ADN mitocondrial resolvio
varios misterios histéricos, como la identificacion de los restos del Zar en Rusia y el
esqueleto de Jesse James, los antropblogas han recuperado ADN mitocondrial de
esqueletos de neandertales de al menos 30,000 afios de antigliedad. Este tipo de analisis
forense ayuda rutinariamente a la identificacion de bajas de guerra, entre ellas un soldado
que luché en Vietnam, ahora enterrado en la Tumba del Soldado Desconocido,
recientemente aumenté las pruebas de STR de los restos de los ataques del World Trade
Center (11/09/01).

El analisis forense de ADN mitocondrial se ha admitido en juicios en al menos la mitad de
los EE.UU. desde su introduccién en un caso de homicidio infantil en Tennessee en 1996, y

sigue sometido a audiencias de Frye y Daubert en algunas jurisdicciones ",

En 1990, el laboratorio de la Oficina Federal de Investigaciéon (FBI) comenzé un proyecto
piloto llamado Sistema de indice de ADN combinado [Combined DNA Index System
(CODIS)] creando un software que permite a los laboratorios federales, estatales y locales
intercambiar y comparar perfiles de ADN de modo electrénico, la Ley federal de
identificacion de ADN se promulgé como parte de la Ley de control de los delitos violentos y
el trabajo policiaco de 1995 (Ley publica N° 103-322); esa ley autorizaba al FBI a establecer
un indice nacional de ADN para el trabajo policiaco, desde entonces, los gobiernos federal y
estatal han invertido importantes recursos para el desarrollo de un sistema nacional de base

de datos ¥,
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El valor forense del ADN mitocondrial surge de su capacidad para expresar resultados
aln en presencia de ADN nuclear muy escaso o seriamente deteriorado, al que se suma la
presencia de igual estructura genética mitocondrial en todas las generaciones que
comparten un mismo linaje materno, circunstancia que responde a su transmision
hereditaria sélo por via materna y sin sufrir modificaciones de su pasaje de madres a hijos.
También resulta significativo desde el punto de vista identificatorio, su presencia en células
sin nucleo (anucleadas) como son las que componen el tallo del pelo 7.

Estas caracteristicas favorecen su empleo en circunstancias que impiden o limitan
severamente la obtencion de ADN nuclear, siendo indicaciones especificas para su

utilizacién las siguientes:

a) andlisis de restos humanos de larga data o sometidos a situaciones externas

altamente desfavorables,

b) muestras con escasa cantidad de ADN nuclear disponible y/o en estado de

degradacién importante,

¢) identificacion con familiares lejanos siempre que el parentesco reclamado lo sea por

via materna.

d) analisis de pelos hallados en el lugar de un hecho criminal *"1,

Si bien las aplicaciones mencionadas resultan de interés forense y constituyen, en
ocasiones, la Unica posibilidad de identificacion genética, debe sefalarse, que en la practica,
los resultados obtenidos no satisfacen las expectativas generadas por el empleo de la

técnica 7,

Ya mencionado que la propiedad del ADN mitocondrial se encuentra en su pasaje de
generacién a generacion sin sufrir modificaciones estructurales, existe la posibilidad de
observar variaciones menores entre familiares, generadas por fenémenos de mutacién, ello
puede complicar la comparacion de los resultados favoreciendo falsas exclusiones, por lo

cual dicha mutacién debera ser contemplada como situacién especial 7.
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Técnica para la realizacion de la secuenciacién de  ADN mitocondrial

Paso 1. Extraccion: Aisla el ADN de todo el resto del material de la muestra ¥,

Paso 2. Amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Se dirige a
las dos regiones hipervariables del ADN mitocondrial para hacer millones de copias para

su anélisis posterior 2,

Paso 3. Secuenciacion: la secuenciacion dideoxi, coloca marcadores quimicos
fluorescentes en los nucleétidos terminales de los fragmentos de ADN que difieren en
longitud por un solo nucledtido, cuando se someten estos fragmentos a electroforesis
mediante un instrumento de deteccidn de secuencias, un laser excita cada marcador
fluorescente al pasar y una camara detecta la fluorescencia emitida y "lee" la secuencia

u orden de los nucleétidos de ADN 23!,

Secuencias de ADN: Las secuencias de ADN se visualizan en un electroferograma, los
picos coloreados se marcan "A", "C", "G", "T" y, ocasionalmente, "N" (cuando el instrumento
de deteccidn de secuencias no puede designar a un nucleétido especifico), en un analisis
comun de ADNmt, se analizan unos 700 nucleétidos en cada muestra, el electroferograma
se puede ver en una pantalla de computadora o imprimirse en papel. Las secuencias de
ADN recogidas por el instrumento de deteccién de secuencias se importan a un programa
de computadora de modo que dos examinadores de ADN puedan comprobar su calidad. Si
los datos de electroferograma de todas las muestras son de calidad aceptable, las
secuencias de ADNmt de distintas muestras de un caso se comparan para determinar si dos

de ellas podrian compartir una fuente coman 3.
Resultados reportables
Un andlisis de ADN mitocondrial tiene dos principales resultados reportables:

« Falta de exclusion: "Las secuencias de ADN mitocondrial de la muestra de cabello A
y de la persona B comparten un nucle6tido comudn en todas las posiciones. Por tanto,
la persona B y sus parientes maternos no se pueden excluir como contribuyentes de
la muestra de cabello A". En este resultado, se ofrece un contexto estadistico de la

falta de exclusion.
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« Exclusién: "Las secuencias de ADN mitocondrial de la muestra de cabello A y de la
persona B son distintas. Por tanto, la persona B y sus parientes maternos estan
excluidos como contribuyentes de la muestra de cabello A". Dado que una mutacion
de un solo nucledtido puede ocurrir dentro de una persona, deben observarse al

menos dos diferencias de nucleétidos para una exclusion .

En ambos casos, el informe da cuenta del hecho de que los parientes maternos de la
23]

persona B tienen el mismo tipo de ADN mitocondrial que dicha persona !
Los siguientes resultados adicionales pueden ser reportados, aunque son mucho mas

infrecuentes:

- Sin resultados: "Se obtuvo ADN mitocondrial insuficiente de la muestra de cabello A
para obtener un perfil" 2%,

« No concluyente: "Las secuencias de ADN mitocondrial de la muestra de cabello A 'y
de la persona B difieren en la posicion de so6lo un nucleétido. Por tanto, la persona B
y sus parientes maternos no se pueden incluir ni excluir como contribuyentes de la
muestra de cabello A" 2%,

« Los analisis forenses de ADN mitocondrial pueden tolerar una minima
contaminacién, y la probabilidad de que ocurra en un pequefio porcentaje de casos
se reconoce en la literatura cientifica. Los laboratorios deben desarrollar lineamientos

validados para la interpretacién de los datos en presencia de contaminacion 23,

3.7 SEXO

La diferenciacion sexual constituye un paso trascendental en el proceso evolutivo, ya que
permite una variabilidad génica en las especies, se sabe de tiempo atras que la
determinaciéon del sexo en los mamiferos depende del dimorfismo cromosémico XX y XY.
Con la dotacién cromosdmica se desencadena un proceso secuencial que implica la
diferenciacién progresiva de las gbénadas, de los genitales internos, de la morfologia de los
genitales externos, la asignacion del sexo al nacimiento, la identidad de cada uno con su
propio papel sexual o sexo psicolégico, la aparicion de los caracteres sexuales secundarios

y el establecimiento del sexo familiar, social y legal.
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El cuestionamiento sobre alguna muestra de sangre para saber si es de hombre o de
mujer, puede ocurrir en diversos casos sobre todo cuando el cadaver o la persona lesionada
estan desaparecidos .Existe una gran cantidad de parametros clinicos que nos darian una
idea clara acerca del sexo del individuo al que pertenecia la muestra hematica,
desafortunadamente estos analisis se ven severamente restringidos en lo que se refiere al
estudio en manchas de sangre, de cualquier forma se considero importante mostrar una
tabla de valores normales comparativa entre el hombre y la mujer (Cuadro 8) 2.

Cuadro 4: Tabla de valores en algunos parametros de  hombre y mujer 2.

Prueba Valor Normal Hombre  Valor Normal Mujer
Volumen 69mL/kg 65mL/kg
Recuento de eritrocitos 4.6 -6.2x 10%mm® 4.2 -5.4 x 10%mm?
Hemoglobina 13.5-18 g/dL 12 - 16 g/dL
Acido Urico 2.1 —-7.8 mg/dL 2- 6.4 mg/dL
Cobre 70 -140 g/dL 85 — 155 g/dL
Creatina 0.2 — 0.6 mg/dL 0.6 — 1.0 mg/dL
17-Hidroxicorticosteroides 7-19g/dL 9 -21g/dL
Testosterona 400 — 1200 ng/dL 30 — 120 ng/dL
Vitamina B12 200 — 800 pg/dL 100 — 650 pg/dL

Es importante hacer la observacion que en diversas enfermedades estos valores se modifican.

En cuanto al mecanismo cromosémico podemos citar que existe una diferencia entre las
células masculinas y femeninas en el periodo de la interfase, el establecimiento de este
dimorfismo sexual es las células de los mamiferos fue alcanzado por Barr y Bertram los
cuales observaron un pequefio corpusculo de una a dos micras de diametro adherido a la
membrana nuclear en las células de gatos hembra y que no aparece en las células
masculinas normales y que durante mucho tiempo se denomino corplsculo de Barr en
honor a su descubridor y cuyo corpusculo par la relacién que guarda con la presencia de los

cromosomas X se le denomina actualmente Cromatina X, asi mismo Barr demostré que la
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cromatina sexual podia ser estudiada en las células provenientes de la mucosa oral, en este
aspecto Davidson y Smith observaron que en los neutréfilos la cromatina presenta una

morfologia diferente ya que aparece como un palillo de tambor 2.

3.7.1 PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR A QUE SEXO
PERTENECE LA MUESTRA DE SANGRE.

3.7.1.1 Prueba de la cromatina sexual. La blsqueda microscépica en los nicleos de
los leucocitos polimorfonucleados del apéndice de cromatina llamado palillo de tambor que
se localizan en la sangre de la hembra, se ha convertido en una prueba de facil ejecucion
con probabilidades de aplicacion forense, siempre y cuando el liquido hematico todavia esté
en regulares condiciones ya que en estado de sequedad ya no es posible realizar. En el
desarrollo del examen debe considerarse que estos “palillos” solo aparecen en los nucleos,
es mas comun en las masas multilobulados y que se da en las hembras en 6 de cada 500

polimorfonucleados *°.

Técnica: Consiste en realizar un frotis ordinario en placa de la muestra de sangre
obtenida con EDTA y estos frotis deben ser gruesos para que los gldbulos rojos se toquen
unos a otros, pero sin cabalgarse, sucede que si los frotis son demasiado espesos, las
células se encogen y los palillos de tambor no se observan y si los frotis son muy delgados
la busqueda se prolonga mucho, son convenientes los colorantes de Wright, Leishman y
Giemsa, luego se observa al microscopio y se realiza un recuento hasta llegar a seis palillos
de tambor o 500 polimorfonucleares. Barr cita las siguientes frecuencias de palillos de
tambor en frotis de sangre de mujer: 0.6 a 8.8 por 100 de polimorfonucleares, con un
promedio de 3.1 por 100. Es preciso distinguir los palillos de tambor verdaderos de los

pequefios apéndices en barra mas comunes en frotis de sangre de hombres normales 2.

La proporcion de nlcleos en los cuales se puede apreciar la cromatina varia segun las
células estudiadas, la técnica de tincion empleada y la influencia de algunas sustancias
hormonales y drogas. En las neuronas los porcentajes de cromatina son muy altos, ya que
se alcanzan valores de hasta 98 por ciento; en la mucosa vaginal, también los valores son
altos y, en otros tejidos, la positividad varia entre el 30 y el 60 por ciento. Los varones
normales no muestran corplsculo de Barr y solo ocasionalmente algunos cromocentros
pueden ser confundidos, también existe el hallazgo en donde sujetos con sindrome de
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Turner resultan cromatina-negativos, mientras que los pacientes con sindrome de Klinefelter

eran cromatina-positivos 3.,

Algunos factores que modifican la cromatina sexual son: la aplicacion local o general de
ciertos antibitticos (clortetraciclina, cloramfenicol, bencilpenicilina y sulfafurazol o gantrisin
ya que estos producen una disminucién reversible de 5 a 60 por 100 del tamafio de la
cromatina sexual. Ademas se debe tener cuidado al interpretar los estudios de cromatina
sexual en frotis de nifias recién nacidas, la frecuencia de cromatina sexual en las células
puede ser muy baja antes del cuarto dia, época en la cual se alcanzan los valores normales.
Las dosis terapéuticas de cortisona pueden reducir la proporcién de células positivas a la

cromatina %,

Figura 7. Imagen de cromatina sexual observada al m icroscopio, también denominada palillo de
48]

tambor

3.7.1.2 Radioinmunoensayos. Esta metodologia clinica-analitica ha sido utilizada con
éxito para investigacién de hormonas masculinas y femeninas, encontrando su aplicacién
forense en determinar si las manchas de sangre examinadas pertenecian a un hombre o0 a
una mujer, estos examenes requieren de un antisuero especifico para la hormona y
hormonas marcadas ™.
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3.7.1.3 Andlisis microscopico de cromosomas. Se han aplicado también métodos
[12]

de cultivo para linfocitos en busqueda de los cromosomas XX o XY y determinar el sexo

Para analizar los cromosomas del humano se emplea generalmente sangre periférica con
heparina estéril la cual se utiliza como anticoagulante, se estimula de preferencia el
crecimiento de linfocitos con el uso de mitogenos que son diferentes lectinas, una de las
mas utilizadas es la fitohemaglutinina, estimula la sintesis de RNA una hora después de su
adicién al medio de cultivo y de ADN 24 horas después; actuando sobre la membrana
celular produce aglutinacion. Para tener éxito en la obtencion de cromosomas es
imprescindible tomar en cuenta el lavado y esterilizacién del material, los medios de cultivo
utilizados, el control de la temperatura, el pH y la humedad, los agentes antimicrobianos

empleados y las condiciones de esterilidad en que deben ser obtenidas las muestras 2.

Técnica: Se toma la muestra en condiciones de esterilidad, en jeringa impregnada con
heparina por 2mL de muestra 0.1mL de heparina prepara en solucion acuosa a una
concentracion de 1 000 unidades por 1mL, se mezcla suavemente la sangre con la heparina
y se siembra en la campana de flujo laminar de ser posible por duplicado 10 gotas de sangre
total en cada frasco de cultivo que contenga 4mL de medio de cultivo y 1mL de suero fetal
de ternera el medio de cultivo le proporciona el soporte y las condiciones que las células
necesitan para sobrevivir y proliferar en cuanto al suero fetal de ternera no se conoce el
papel preciso pero sin el no sobreviven largos periodos de tiempo .

Se aflade 0.2mL de fitohemaglutinina que es un mitégeno y el cual induce la
transformacion de linfocitos a linfoblastos, se agrega 0.1mL de la solucion de antibiéticos
penicilina-antiestreptomicina los cuales se utilizan para controlar la contaminacion
microbiana ademas de que son los antibidticos mas estables a 37T y tienen una vida media
de 72 horas 13,

Se incuba durante 72 horas a 37<C; después de este tiempo se agrega 0.2mL de una
solucion de colchicina la cual ayuda detener la division celular en metafase, se incuba de 1 a
2 horas a 37<C; pasado este tiempo se vierte el con tenido de los frascos de cultivo en tubos
conicos de centrifuga, con banda roja, de 15mL y se centrifuga a 1 000rpm durante 10
minutos, se descarta cuidadosamente el sobrenadante, el botén obtenido se resuspende
con solucion hipotdnica de cloruro de sodio [0.075M], se incuba nuevamente durante 20 a

30 minutos a 37C y se centrifuga a 1 000rpm durante 10 minutos, se elimina el
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sobrenadante y el botdn se resuspende hasta homogeneizar con una solucion de Carnoy
(metanol acido acético 3:1) hasta completar 10mL la cual sirve para fijar a este proceso
Ultimo paso se le conoce como proceso de fijacion, después se deja en temperatura
ambiente por 5 minutos y se centrifuga a 1 000rpm por 10 minutos y se elimina el
sobrenadante, se repite dos veces el proceso de fijacién y se deja en solucién fijadora en
refrigeracién por 24 horas 2.

Pasado este tiempo se centrifuga a 1 000rpm durante 10 minutos, se elimina el
sobrenadante y se agrega solucion fijadora de acuerdo al botén obtenido, se hacen las
preparaciones sobre portaobjetos previamente sumergidos en etanol al 70 % dejando caer
dos gotas de la suspension celular desde una altura suficiente para lograr una dispersion
adecuada de los cromosomas, se seca al aire, se colorea con Giemsa por los
procedimientos usuales y por Ultimo se realiza la observacion microscopica, la toma de
microfotografias y se realiza el montaje de cariotipos 2.
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Figura 8. Cromosomas %

3.8 PRUEBA DE EXCLUSION DE PATERNIDAD.

La aplicaciéon principal de este examen genético, consiste en descartar el parentesco
Padre-hijo y también el de madre-hijo, con la finalidad de llegar a esclarecer situaciones

legales tales como incestos, embarazo como producto de una violacién, nifios entregados a
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una madre equivocada, divorcios por motivos de infidelidad, trafico de nifios. Cabe aclarar
gue estas pruebas no solamente sirven para excluir sino por el contrario también se utilizan
para acumular probabilidades para demostrar la paternidad, sobre todo cuando se agotan
todos los recursos posibles Los ensayos analiticos para estos fines se basan en la deteccién
de los grupos sanguineos y la aplicacién de las leyes de la herencia 2.

En México se aplica el articulo 253 del Cadigo civil —Investigacion de la filiacion.-
Algunos tipos genéticos morfoldgicos. “Las pruebas biolégicas”. Exclusién e inclusion. #2

(Anexo).

Los grupos hemoclasificativos se heredan segin las leyes genéticas de Mendel
partiendo de la existencia de los 23 pares de cromosomas, y codigo para la produccion de
substancias particulares del grupo sanguineo, el sitio donde se encuentra se llama foco, a

las codificaciones se les llama alelos y cada progenitor aportara el suyo .

3.8.1 ANTIGENOS DE GRUPO SANGUINEO.

Los antigenos de grupo sanguineo son un conjunto de antigenos (glicoproteinas,
glicolipidos y proteinas) presentes predominantemente en la membrana de los eritrocitos y

Sus precursores y, en algunos casos, en las secreciones de los individuos.

Los antigenos, junto con los de histocompatibilidad, constituyen importantes antigenos
de trasplante y son responsables de las reacciones post-transfuncionales que aparecen
cuando se administra sangre no compatible de un individuo a otro. Se encuentran
agrupados en sistemas de los que actualmente se conocen 23 en el ser humano, incluyendo
los sistemas ABO, Rh, Mn, Lewis, Kell, Duffy, Kidd, Lutheran, Chido/Rodgers, Diego, por sus
antigenos tienen diversas funciones biolégicas, en esta seccién solo nos referiremos a los
sistemas ABO y Rh .

Sistema ABO.- El sistema ABO, es el primero descrito y continta siendo el de mayor
importancia clinica en medicina, seguido por el sistema Rh, contrario a lo que podria
esperarse, los antigenos del sistema ABO no sélo se encuentra en los eritrocitos, se
expresan en la mayoria de las liquidos biol6gicos, su expresion es el resultado de varios

genes separados, pero intimamente relacionados, dentro de los que se incluyen los genes
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A, B, H, Le y Se. En el sistema ABO se reconocen 4 grupos sanguineos, segin se tenga el

antigeno A o el antigeno B, cuadro 3 .

Antigeno sobre los eritrocitos  Isoaglutininas  Grupo sanguineo
Substancia A Anti-B A
Substancia B Anti- A B
Substancia Ay B Ninguna AB
Substancia H Anti-A y Anti-B @]

Cuadro 5. Clasificacion de los seres humanos en fun  cién de sus antigenos de grupo sanguineo.

Las personas del grupo A tienen en sus eritrocitos el antigeno A; las personas del grupo
B tienen el antigeno B, las personas que poseen tanto el antigeno A como el antigeno B se
clasifican como AB y aquellas que carecen de estos antigenos constituyen el grupo cero, al
mismo tiempo, las personas del grupo A tienen en la sangre anticuerpos contra el antigeno
B; aquellas del grupo B, anticuerpos contra el antigeno A; los individuos del grupo AB no
tienen anticuerpos ni contra A ni contra B y los individuos del grupo O tienen anticuerpos
contra los antigenos A y B. A los anticuerpos contra las substancias de grupo sanguineo se
les llama isoaglutininas y son predominantemente dela clase IgM, aunque existen también
pequefias cantidades de isoaglutininas IgG e IgA !,

Sistema Rh.- EIl otro sistema importante de antigenos eritrocitarios es el sistema Rh, el
cual esta determinado por dos genes estructurales, los genes RhD y RhCE. ElI RhD codifica
para el antigeno D y el gene RhCE para los antigenos C y E y sus alelos c y e. A diferencia
del sistema ABO, en el sistema Rh no hay isoaglutininas circulantes contra los antigenos
Rh; éstas solo se producen como consecuencia de la inmunizacion de los individuos Rh
negativos (Rh-), con eritrocitos (Rh+) .,

De los muchos antigenos que componen el sistema Rh, el antigeno inmunodominante es
el antigeno D y su existencia o ausencia determina que el individuo sea Rh+ o Rh-,

respectivamente. En el inicio de la serologia Rh, utilizando sueros policlonales y el proceso
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de absorcion con eritrocitos humanos, se pudieron preparar antisueros especificos para
cada uno de los antigenos del sistema (D, C, E, c y e). La radioactividad de cada uno de
estos antisueros con los eritrocitos, de las personas de una poblacion caucasica permitid
establecer que, en promedio, el 80-85% de los individuos portan el antigeno D (esto es, son
Rh+) mientras que el 15-20% restante carece de este antigeno y son, por lo tanto (Rh-), la
bldsqueda del antigeno D en los eritrocitos de las personas actualmente se hace utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra ese antigeno ™.

Desde que Ladensteiner identificd por primera vez los grupos sanguineos ABO en 1900,
se han descubierto muchos sistemas de ellos que dan otros tipos de caracteristicas a la
sangre. Los que tienen aplicaciéon forense son Rhesus (Rh), M y N, Kelly, Duffy y Lewis,
recientemente se ha aumentado la individualidad de la sangre por medio de proteinas
complejas como los sistemas Gm y Ge, haptoglobinas y enzimas sanguineas como la PGM
(fosfoglucomutasa). Para que sean utiles, deben seguir las leyes de la herencia y
permanecer fijas a lo largo de toda la vida posnatal de cualquier individuo (algunos grupos
no se establecen en forma permanente hasta la etapa del lactante) 2.

Para conocer el grupo sanguineo, en el sentido amplio de la palabra, son necesarias
otras técnicas como las enzimas de los eritrocitos, haptoglobinas, etcétera, que se usan

para:

a) Demostrar si la mancha de sangre en el arma, ropa, 0 en algun sitio proviene — 0 no
de un sospechoso o victima en particular, con base, por supuesto, en que los dos individuos
no tienen caracteristicas sanguineas idénticas, entre mas ndimeros de sistemas se prueben

hay mas oportunidades de discriminar.

b) Ayudar a reunir los restos humanos fragmentados por desastres aéreos o de otro

tipo, o por crimenes mutilantes mdltiples.
c) Ayudar a resolver disputas sobre paternidad y herencia, excluyendo el parentesco.

d) Resolver confusiones de identidad en maternidades donde hay conflictos sobre a

cual madre pertenece un recién nacido .

En los ultimos afios, el uso del perfil de DNA ha desplazado algunas de estas pruebas,

pero es todavia costosa y no se encuentra disponible en muchas partes del mundo .
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A continuacion se enlistan los grupos sanguineos que en la actualidad se pueden
identificar en sangre fresca y en manchas secas, incluyendo en esta tabla los porcentajes

que han reportado diversos investigadores referentes a la poblacién de los E.U.A 2,

Cuadro 6: Grupos sanguineos encontrados en muestras de sangre. (12)

SISTEMA GRUPOS % DE INCIDENCIA
ABO A 40
B 11
O 15
AB 4
Rh Rhg 2
Rh; rh 34
Rh; Rhy 18
Rh, rh 12
Rh; Rh; 3
Rh; Rh; 13
Rh 14
raros 4
MNs MS 6
MSs 14
Ms 9
MNS 3
MNs 24
MNs 24
NS 1
NSs 5
Ns 14
Kell KK <1
Kk 9
Kk 91
Duffy Fy(a+b-) 17
Fy(a+a+) 51
Fy(a-b+) 32
Fy(a-b-) No localizado en raza
Kidd Jk(a+b-) blanca
Jk(atb+) 27
Jk(a-b+ 21
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La sangre de todos los individuos entra en uno de los cuatro grupos primarios O, A, B o
AB. Lattes dijo, “El hecho de pertenecer a un grupo sanguineo definido, es una
caracteristica fija de cada ser humano, y no se altera con el paso del tiempo, ni con
enfermedades intercurrentes”, asi la sangre, como las huellas digitales, son caracteres
primarios inalterables 12,

Los anticuerpos para todos los grupos ABO tienen que prepararse, ya que no se
encuentran en forma natural, el reconocimiento de los componentes proteinicos especificos
de la sangre se logra por separacién electroforética. Otro descubrimiento Util, es que
alrededor del 80% de la poblacidn, secreta grupos de sustancias solubles en agua, idénticos
a subgrupos sanguineos, en sudor, saliva, semen, liquidos gastricos y otros, si las técnicas
son lo suficientemente sensibles para captar al grupo de estas sustancias, estas
“secreciones” pueden identificarse a partir de manchas seminales y también de saliva, en

caso de mordidas .

Herencia de los grupos sanguineos.- Bernstein, al elaborar los principios mendelianos
de la herencia, formul6 dos “reglas” principales que dependen de las caracteristicas

hereditarias de un gen de cada padre:

1. Un gen de grupo sanguineo no puede presentarse en un nifio a menos que esté

presente en uno, otro 0 ambos padres.

2. Si el individuo es homocigoto (por ejemplo AA) para el gen del grupo sanguineo, éste

debe aparecer en todos sus hijos (hijas) .

Hay otros principios: cada grupo aglutindégeno (fenotipo) tiene genes pares, uno
proveniente de cada progenitor, el grupo A puede ser homocigoto (genotipo AA) o
heterocigoto (AO), lo mismo sucede con el grupo B, el Unico apareamiento que puede

producir los cuatro genotipos AB, AO y OO es un heterocigoto A x B (por ejemplo AO x BO)
(41

El fenotipo A puede tener una estructura genotipica AA o AO, y en forma similar el B
puede distinguirse desde el punto de vista genético como BB o BO. Cada individuo hereda
un gen de cada padre, por lo que se puede elaborar su estructura genotipica simple

comparativa como se observa en el cuadro 5 2.
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Cuadro 7. Grupos sanguineos posibles e imposibles. [22]
Padres Grupos posibles de Grupos imposibles
hijos

OxO O A, B, AB
OxA O, A B, AB
OxB 0,B A, AB
AXxA O, A B, AB
AxB 0O, A B, AB -

BxB 0,B A, AB

La ley 2 resulta en mas posibilidades

O xAB A B O, AB
AXx AB A, B, AB 0]
B x AB A, B,AB o
AB x AB A, B,AB o

El apareamiento de O con O no produce eritrocitos con A, B o AB, pero el de A con B

tiene las combinaciones posibles siguientes:
1. AA x BB debe producir nifios AB
2. AA xBO puede producir nifios AB y AO
3. AO x BB puede producir nifios AB y BO
4. AO x BO puede producir nifios AB, AO, BO u OO
5. AO x AB puede producir nifios AA, AB, AO, BO pero no OO

El grupo A es diferente ya que presenta varios subgrupos #2.
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3.8.2 TIPIFICACION POR ISOENZIMAS Y PROTEINAS.

Las pruebas de grupo (aparte del ADN) nunca establecen la paternidad, pero si pueden
excluirla. Usando la escala completa de grupos sanguineos y otros factores, ahora es
posible absolver cerca del 93% de varones acusados en forma equivocada. Gran parte del
incremento de este poder discriminatorio se debe al uso de Gm Gc, habtoglobinas, y el

sistema enzimatico eritrocitario. (Cuadro 8) 2.

Cuadro 8. Porcentaje de exclusion por sistemas indi  viduales.
ANTIGENOS DE ERITROCITOS %
MNSs 32.1
Rh 28.0
ABO 17.6
Duffy 4.6
Kidd 4.5
Kell 3.3
Luterano 3.3
PROTEINAS SERICAS
Haptoglobina (Hp) 17.5
Gc 14.5
C3 14.2
Gm 6.5
ENZIMAS DE ERITROCITOS
Fosfatasa acida eritrocitaria (FAE) 21.0
Transaminasa glutamicopiravica (TGP) 19.0
Glucoxalasa (Glu) 18.4
Fosfoglucomutasa (FGM) 14.5
Estearasa D (EsD) 9.0
Adenilatocinasa (AC) 4.5
Adenosin deaminasa 4.5
6-Fosfogluconatodeshidrogenasa (6-FGD) 2.5
Porcentaje total utilizando todos los sistemas 93.0
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Introducido por primera vez en las aplicaciones forenses en la década de 1970, la
tipificacién por variantes de isoenzimas y proteinas llevé la potencia del agrupamiento ABO
un paso mas alla. La tipificacion de proteinas y enzimas en la evidencia biolégica ofrecia un
mayor poder de discriminacidn, con algunos tipos presentes en menos del 1% de la
poblacion. Las pruebas de isoenzimas animaron a los cientificos forenses a realizar mas
trabajo con menos cantidad de muestra, permitiendo que una muestra pudiera ser probada
en busca de muiltiples tipos de enzimas ™.

Las enzimas son proteinas que tienen una importante funcién en la regulacién de muchas
reacciones quimicas del organismo, en la serologia forense son particularmente interesantes
las enzimas polimérficas, es decir que tienen diferentes formas, estas enzimas pueden
actuar por separado dentro de componentes de proteinas denominadas isoenzimas. Se
presenta en seguida un cuadro ilustrativo sobre las enzimas de eritrocitos que son posibles
de detectarse en sangre seca, sus tipos y su incidencia reportada por diversos autores

especializados:

SISTEMA TIPOS %DE INCIDENCIA EN LA
POBLACION
BLANCA DE E.U.A
FOSFOGLUCOMUTASA 1 59
-1 35
2 6
1

ADENILATOCINASA 93

1 7
2 <1
A 12
BA 42
B 40
CA 2
CB 4
GLIOXILASA 1 18
2-1 52
30
79
20
1
90
10
<1
96
4
C <1

Cuadro 9: Enzimas de eritrocitos que se pueden dete  ctar en sangre seca. [19]

FOSFATA ACIDA

ESTERASA D

=

ADENOSIN DESAMINASA

N
SN RPN RPN

=

6-FOSFOGLUCONATO
DESHIDROGENASA

>
(@)
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Una de las enzimas de mayor importancia en la hematologia forense es la FGM
(Fosfoglucomutasa) la cual puede ser separada por electroforesis. Lo interesante acerca de
esta separacion, es, la observacién de que no todas las personas tienen las isoenzimas de
FGM. Actualmente son tres las variantes mas comunes de la FGM los tipos son: FGM 1,
FGM 2-1 y FGM 2. Estas variaciones son distribuidas desigualmente en toda la poblacion: la
FGM 1 esta presente en aproximadamente el 58% de la poblacién; la FGM 2-1 se encuentra

presente en el 36% de la poblacién; y la FGM 2 esta presente en el 6% ™.

3.8.3 EXCLUSION E INCLUSION.

Algunos términos en uso estan definidos. Asi “X” representa la probabilidad de que tanto
el padre bioldgico como el alegado tengan fenotipos iguales, por consiguiente si a X se le
asignara el valor el mismo podria estar entre 0 y 100%; por su parte “Y” relaciona los
fenotipos posibles en una poblacién y también tiene valores entre 0 y 100%; a su vez “V” es
la probabilidad de paternidad y el valor maximo o certeza es de 100%; debe tenerse
presente las posibilidades en juego como errores, la exclusion del padre bioldgico y la

inclusién del padre falsamente alegado 8.

Exclusion es la conclusion pericial cuando rechaza vinculos parentales o filiales, las
escalas que se acuerdan para los métodos bioldgicos tienen como cifras y denominaciones
las siguientes:

Mayor de 99,74% = “Paternidad practicamente probada”

99,01 a 99,73

“Paternidad altamente probable”

95,01 a 99% “Paternidad muy probable”

90,01 a 95% = ‘“Paternidad probable”

80,01 a 90% = “Indicacion positiva de paternidad”
50,01 a 80% = “zona de indiferencia”

10,01 a 50% = “Paternidad dudosa”
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5,01 a 10% = ‘“Paternidad improbable”
1,01 a5% = ‘“Paternidad muy improbable”
0,27 a 1% = ‘“Paternidad altamente improbable”

22]

Menos de 0,27% “Paternidad practicamente excluida”

Como se observa se utiliza el término “probable” en distintas variables que entendemos le
quitan valor, debe llevarse al juez el real porcentaje de exclusion o de inclusion del método,
dejando para el juez la terminologia que tendra que tener el resto de la prueba. Cuando aun
el método le es imposible negar el vinculo se habla de “no exclusién”, concepto al que le

damos su total valor, ya que da certeza en la exclusion y gran probabilidad en la inclusion
[18]

3.8.4 PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR LA PAT ERNIDAD.

3.8.4.1 Examen del ADN. La exclusion de la paternidad es una prueba que encaja
perfectamente en las aplicaciones del andlisis del ADN ya que en algunas de sus
metodologias encontramos los mismos fundamentos de los grupos sanguineos, es decir que
los dos codigos genéticos tipificados en un nifio, forzosamente uno de ellos estara en el
padre y otro en la madre *.

3.8.4.2 Prueba de grupo sanguineo. El uso mas importante de los grupos
sanguineos es la prueba de paternidad, usada extensivamente en algunos paises para
apoyar o negar las demandas de mujeres en relacion a que sus hijos son de un hombre en
particular, casi siempre solicitan ayuda financiera de un grupo puntativo; la Corte extiende
una orden para practicar pruebas de sangre a la madre, al nifio y al padre supuesto, ya se
apara liberar al varon de la paternidad o reforzar el caso contra él. Ademas de las pruebas
de ADN, el grupo sanguineo permite excluir a un hombre, pero nunca confirmar en forma
absoluta que es el padre, a menos que se presente la rara casualidad de que dentro de un
gran ndmero de varones que “tuvieron acceso” a la mujer en etapa de ovulacién, sea su

grupo sanguineo el que mas corresponda %,
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3.9 ENFERMEDADES VENEREAS.

Las investigaciones médicas y de laboratorio para la deteccién de enfermedades
venéreas son a menudo solicitadas ya que frecuentemente se encuentran relacionadas con
la comision de algunos delitos como violacion, abuso de menores y transmision de
enfermedades por motivos de lesiones; antiguamente la sifilis era una enfermedad muy
difundida, su deteccién se basa en una reaccion de un antigeno con el anticuerpo que
produce la enfermedad llamada “reagina”, la prueba denominada RPR, es una prueba
disefiada para detectar reagina en el suero de manera rapida, no requiere inactivaciéon por
calor. La muestra se mezcla con una suspensién que posee cardiolipina, lecitina y colesterol
en particulas de carbén. Si la muestra es positiva se observa pequefios grumos negros
(floculacién). El resultado se reporta como reactivo o no reactivo; todos aquellos reactivos
deben ser diluidos seriadamente para realizar la titulacion, y se reporta la dilucion mas alta
gue exhibe reaccién. Se han desarrollado variantes de esta prueba en las que la muestra
puede ser plasma sin que se pierda su sensibilidad y especificidad. Otras pruebas para el
diagnoéstico de la sifilis se comentan en el anexo 2.

HIV: El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es causada cuando menos por
dos virus llamados colectivamente HIV, es transmitida por contacto sexual, exposicién a la
sangre o derivados o por la madre infectada al feto, su demostracion de laboratorio se lleva
a cabo mediante la dilucion de la sangre o suero para provocar luego una reaccion antigeno-

anticuerpo por medio de una inmunoglobulina antihumana extraida de la cabra y por PCR
[12]

3.10 ESTUDIOS ESPECIALES.

Esta seccion especial se refiere a la investigacion de todo tipo de contaminantes en las
manchas sanguineas, acidos, bases, metales, tierra, grasa, farmacos y cualquier otra
sustancia que tenga que ser investigada. En el anexo se presenta un ejemplo para la

busqueda de algln téxico 2.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el estudio de manchas de sangre en la practica forense, los datos con los que
contribuye, son utilizados como un sistema de identificacién confiable; ayuda entre otras
cosas a determinar los grupos y subgrupos sanguineos; asimismo el estudio de manchas
sanguineas debe de ser llevado a cabo con gran responsabilidad, por lo tanto, debe ser
realizado por personal altamente calificado y equipo moderno, con conocimientos del
procedimiento de toma o recoleccion, embalaje, transportacion, entrega y recepcion de este
tipo de indicios para evitar que un mal método invalide posteriores resultados, también el
personal encargado debe conocer las métodos mas comidnmente empleados y las
precauciones adoptadas a la recoleccién.

La hematologia forense de tipo identificadora se apoya de distintos tipos de técnicas:
guimicas, microscépicas e inmunolégicas, ademas de una disciplina moderna que es la
genética; con la finalidad de obtener resultados en algunos de sus valores de investigacion,
siendo estos: la certeza, individualizacién, género, origen, antigiedad, sexo, etc.

Entre las técnicas de tipo quimico figuran las reacciones para conocer un punto
importante y tal vez el primero de valor investigativo en la hematologia forense; que es el de
la certeza, debido a que se pueden encontrar cualquier tipo de manchas y no
necesariamente pueden ser de sangre, pero una vez identificada, se proceden a realizar los
examenes pertinentes a la investigacion. Entre las técnicas quimicas figuran: la reaccion de
bencidina, reacciéon de fenolftaleina, prueba de la catalasa, cristales de Teichman, etc.,
como se describié con anterioridad tales técnicas deben de ir incorporandose primero como

orientacion y por ultimo como certeza.

El siguiente valor de investigaciéon es el género, una vez obtenida la certeza de que esa
muestra es de sangre, se debe conocer si esa muestra es humana o animal, para poder

conocer este punto, se utilizan técnicas inmunolégicas como son: la técnica de las
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precipitinas, reaccion sueroprecipitante de Uhlenhut y la reaccion anafilactica, asi como la

técnica aunque no inmunolégica si importante como es la microscopica.

El siguiente de los valores de investigacién y de igual forma significativo por los datos
aportados, es el de la individualizacion, para su estudio se apoya de técnicas inmunoldgicas
como son: la determinacién de antigenos leucocitarios (HLA) y la identificacion del grupo
sanguineo asi como de técnicas genéticas como PCR, prueba de Southern bloot y
secuenciacion de ADN mitocondrial, siendo estas muy confiables y modernas, que utilizan
principalmente el codigo genético humano para: confirmar la paternidad de un sujeto,
identificar cadaveres e identificar delincuentes que cometen otros tipos de delitos como son
los de tipo sexual, cabe aclarar que por lo tanto la genética no se limita a muestras de
sangre sino de otros fluidos y que en estos métodos de identificaciéon, debe existir material
de confronta, ya que de lo contrario no tiene ninguna utilidad. Sin embargo el inconveniente
de estas pruebas es su alto costo y el tiempo de estudio, que suele ser prolongado antes de

obtener resultados definitivos.

Las bases de las pruebas modernas de ADN se originaron en la aplicacion de métodos
de tipificacion convencional de marcadores genéticos, ahora estas técnicas son aplicadas
con base a una tecnologia mas avanzada, como es el caso de la prueba de PCR, la cual
permite una adecuada individualizacién dado que dicho procedimiento multiplica el ADN
hasta lograr cantidades suficientes. Ademas, gracias a la alta especificidad del ADN, se
puede establecer que el ADN es particular en cada individuo, por lo que ha sido llamado la
huella genética , ya que la probabilidad de que dos personas sin parentesco tengan la
misma secuencia es de una en un hillén, con esta técnica se deja de depender de los
sistemas clasicos de grupos sanguineos ABO, pues el PCR resulta mas contundente,
aungue la combinacion de ambos sistemas, ademas de las pruebas de HLA nos dan un
porcentaje de probabilidad en la identificacién del 100%, incluida la comprobacién de una
paternidad; por lo que respecta al uso de marcadores de ADN mitocondrial para fines
forenses ha tenido uso recientemente pero la principal importancia radica en su aplicacién
sobre materiales con alto dafo, el inconveniente de este método es que es muy susceptible

de contaminacién y al igual que la PCR se necesita material de confronta.

Para conocer el origen de una muestra encontrada se debe recurrir a la microscopia,
siendo este método uno de los principales apoyos.
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Otro de los puntos de investigacion, es el sexo al que pertenece la muestra, para esto
nos ayudamos de técnicas inmunolégicas y microscépicas como: radioinmunoensayos y la
prueba de la cromatina sexual respectivamente, asi mismo la observacién microscépica de
cromosomas posee la misma utilidad, el principal inconveniente de estos métodos, es que
se necesitan muestras que se encuentren en ciertas condiciones de humedad ya que en
estado de sequedad no es posible realizar.

Las técnicas aqui mencionadas son de gran relevancia en el area de hematologia
forense, para aportar elementos lo suficientemente cientificos en la investigacién, pero hay
gue comprender, que estas técnicas deben ser direccionadas y adecuadas conforme a la
muestra obtenida y al estudio criminalistico y segun los criterios para que un test forense
sea admitido como prueba, a de cumplir una serie de condiciones: 1) la teoria cientifica en
cuestion tiene que ser considerada valida; 2) debe reconocerse la fiabilidad de la técnica y

3) debe demostrarse que se aplicé adecuadamente en el caso concreto.

71



Métodos inmunolégicos para identificar sangre humana
—

CONCLUSIONES

La sangre es un fluido biolégico de gran interés en las tareas forenses, su importancia
legal surge porque aparece en muertes violentas, robos con agresién y otras situaciones, su
hallazgo en tales situaciones permite dar una idea de los hechos ocurridos cuando no hay

testigos que es lo mas comun en esta clase de actos.

El estudio de manchas sanguineas debe de ser llevado a cabo con gran responsabilidad,
por personal altamente calificado, con conocimientos del procedimiento de toma o
recoleccién, embalaje, transportacion, entrega y recepcién de este tipo de indicios para
evitar que un mal procedimiento invalide posteriores resultados, también el personal

encargado debe conocer las métodos mas cominmente empleados.

El personal calificado realiza un analisis morfoldgico basadndose en numerosas
caracteristicas del indicio hallado, que van desde el tamafio de la mancha, forma, soporte en

donde se localiza, entre otras.

En esta investigacion se llevo a cabo una recopilacion de los métodos inmunolégicos y
genéticos que son utilizados en el laboratorio para analizar muestras forenses y otras mas

gue tienen un valor legal:

-Técnicas para identificacion de género como las precipitinas, reaccion

sueroprecipitante de Uhlenhut y la reaccién anafilactica.

-Las empleadas para determinar la individualidad de la sangre: determinacion de
antigenos leucocitarios (HLA), prueba de grupo sanguineo, andlisis de isoenzimas,

técnica de PCR, analisis de Southern blot y ADN mitocondrial.
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Finalmente, a pesar de los avances significativos en dichas técnicas y que han
proporcionado resultados favorables para coadyuvar con la criminalistica de forma
importante a esclarecer varios delitos y que sin estas no podrian ser aclarados, queda
mucho por avanzar y sabiendo que el crimen se ha convertido en un grave problema, a su
combate, se tienen que aportar pruebas cientificas que provean los elementos necesarios
para la imparticion de justicia y asi como se han desarrollado estos procedimientos, mas
adelante llegaran otros o se perfeccionaran los mismos para el uso adecuado en la préactica
forense y con esto obtener el resultado final y satisfactorio de una investigacion el cual es

“conocer la verdad”.
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ANEXOS

ANEXO 1. ELECTROFORESIS.

La electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica
controlada con la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafio y carga eléctrica a
través de una matriz gelatinosa ™.

Fue empleado por primera vez por en el afio 1937, pero su importancia vino a
incrementarse cuando en los afios cincuenta E. L. Durrum y Arne W.K. Tiselius, impulsaron
la electroforesis de zona, nombre que se asigno a la separacidon de materiales en un campo
eléctrico en presencia de algun tipo de soporte; aunque este termino se limito originalmente
al andlisis de coloides y particulas submicroscoépicas, se ha convertido en estos Ultimos afios
en una metodologia aplicada a sustancias de bajo peso molecular *°..

Fundamento.- Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta son
colocadas en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo
gue posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las moléculas cargadas
positivamente se desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) y aquellas cargadas

positivamente se desplazaran hacia el &nodo (el polo positivo) ™.

[2

Figura 9. Frente formado por movimiento de los ione  s.
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El movimiento de las moléculas esta gobernado también por dos fuerzas adicionales;
inicialmente la friccion con el solvente dificultara este movimiento originando una fuerza que
se opone, por otro lado las moléculas tienen que moverse en forma aleatoria 0 movimiento
browniano debido a que poseen energia cinética propia denominado difusiéon. La energia
cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello a mayor temperatura mayor

difusion 1,

La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una manera
homogénea, de tal manera que, si las moléculas son colocadas en un cierto lugar de
solucion, los iones comenzaran a moverse formando un frente cuya anchura aumentara con
el tiempo. Para reducir la anchura de este frente podemos reducir el movimiento de las
moléculas empleando un medio que oponga mas resistencia a dicho movimiento. Una forma
comin de hacer esto es formar un gel. El gel consiste de un polimero soluble de muy alto

peso molecular que atrapa moléculas de agua y forma un tamiz que dificulta el movimiento

de los solutos, consecuentemente, la migracién electroforética de las moléculas sera mas
[16]

lenta, pero el ensanchamiento del frente se vera reducido también (Figura 6)

Figura 10. Migracién de las moléculas con electrofo  resis, ensanchamiento del frente formado por los

iones ?.

Métodos electroforéticos zonales. - Son los mas comunes, dada su alta aplicabilidad en
diferentes campos. Son Utiles para lograr la separacién de mezclas complejas. Se aplican
pequefias cantidades de la disolucién de proteinas a un soporte sdlido, que se impregna con
una solucién tampdn. Los soportes son en general polimeros y forman un gel poroso que
restringe el movimiento de las moléculas a través del medio durante electroforesis y
disminuyen los flujos de conveccién “°.
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Como soporte han sido utilizados papel (celulosa), almidén, poliacrilamida, agarosa y
acetato de celulosa, entre otros. Este método tiene gran poder resolutivo por que se aplica
una cantidad pequefia de proteina a una zona estrecha, mientras que la longitud del
trayecto es mucho mayor que la zona de aplicacion. El equipamiento requerido es simple,
fuente de poder, cubeta vertical u horizontal donde se colocan el soporte y dos electrodos

Los mas utilizados son:

Electroforesis en gel de poliacrilamida.- Los geles de poliacrilamida se forman por
polimerizacién de la acrilamida por accién de un agente entrecruzador, es quimicamente
inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida y reproducible,
forma, ademas, geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no iénicos y que permiten buena visualizacion de las bandas durante un
tiempo prolongado, ademas tiene la ventaja de que variando la concentracion de polimeros,
se puede modificar de manera controlada en el tamafio del poro, lamentablemente cada vez

se emplea menos en diagnostico debido a su neurotoxicidad. (Figura 11) "¢,

ELECTRIOFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA:
NO DESNATURALIZANTE

Aigual tamarfio migra A igual carga migra
la mas cargada de menor tamario

CATODO

ANODO

Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida ¢

Electroforesis en geles de gradientes.-  El uso de geles de poliacrilamida que tienen un
gradiente creciente de concentracion de archilamida + bisacrilamida, y en consecuencia un

gradiente decreciente en el tamafio del poro, pueden tener ventajas sobre los geles de
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concentraciones uniformes de acrilamida. En un gel en gradiente la proteina migra hasta
alcanzar una zona donde el tamafio de poro impida cualquier avance. Una vez se alcanza el
limite del poro no se produce una migracién apreciable aunque no se detiene
completamente. Una de las ventajas de este tipo de geles es que resuelve mejor las bandas
pues las concentra en regiones mas estrechas, ademas de incrementar el rango de pesos
moleculares que se pueden resolver en un mismo gel comparado con los de una

concentracion fija. (Figura 12) 1,

El uzo de gradientes de concentracian permite Una mayor resolucian en un rango
de pezo moleculares mas amplio

I I I I I I I I I Ernun gradiente de % de acrilamida

podemos prolongar 1a
— @iy clectroforesiz para separar [as de
—

—_— mayor tamanio.
Laz de menot tamafio no ze pierden
m— p
va que cada vez encuentran mayor
] ~____resistencia a su paso

AN

. Para gue =e separen las proteinas de alto peso molecular, debemos
prolongar el tiempo de electroforesiz. Pero en ese caso se perderian
aguellaz de menor tamanio.

Figura 12. Gel de poliacrilamida que tiene gradient e creciente de concentracion (e,

Electroforesis en geles de agarosa.- La agarosa es un polisacarido (originalmente
obtenido de algas, como el agar-agar, pero de composicion homogénea), cuyas disoluciones
(tipicamente de 0.5 a 2 %) poseen la propiedad de permanecer liquidas por encima de 50 T
y formar un gel, semisdlido al enfriarse, este gel esta constituido por una matriz o trama
tridimensional de fibras poliméricas embebida en gran cantidad de medio liquido, que retarda
el paso de las moléculas, se usa usualmente para separar moléculas grandes de alrededor
20 000 nucleétidos. La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccién, control de
pureza, caracterizacién, cuantificacion (por comparaciébn con controles) asi como
preparacion y purificaciéon (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas y
fragmentos de DNA y RNA ¢,
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Electroforesis capilar. - La electroforesis capilar se basa en los mismos principios de las
técnicas electroforéticas convencionales, pero utiliza condiciones y tecnologia distinta que
nos permiten obtener una serie de ventajas al respecto, esta separacion de péptidos
realizada sobre un capilar de silica fundida a potenciales elevados 20 a 30 Kv en un campo
de 400 a 500 v/cm refrigerados por aire. La corriente electroendosmética (FEO) generada
por los grupos silanol de la superficie interna del capilar da como resultado una corriente
plana del frente del liquido que contrasta con el frente parabdlico de la cromatografia liquida
de alta resolucion ™,

La ventaja de esta técnica es que el capilar de silica fundida que generalmente se cubre
con una capa de polimina para darle mayor rigidez y resistencia, tiene una ventaja a través
de ella que permite el pasaje de la luz UV de tal manera que la visualizacion es on-line. Con
esta técnica descrita es posible separar cationes, aniones, proteinas, macromoléculas y
sustancias no cargadas en forma simultanea, su utilizacién se encuentra en la separacion de

protefnas y péptidos. *°.

G C T

ANODO

TUBO CAPILAR

MUESTRA

Figura 13: Esquema del sistema de electroforesis ca  pilar. Las muestras entran en el tubo a la derecha

y hacia la izquierda el sistema de deteccidon que re  gistra la salida de cromatograma en una computadora
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Isoelectroenfoque.- Esta técnica, habitualmente denominada electroenfoque se basa
en el desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH. Las moléculas amfotéricas,
como los aminoacidos, se separan en un medio en el que existe una diferencia de potencial
y un gradiente de pH. La region del anodo es acida y la del catodo es alcalina. Entre ambos
se establece un gradiente de pH tal que las moléculas que se han de separar tenga su
punto isoeléctrico dentro del rango. Las sustancias que inicialmente se encuentran en
regiones de pH inferior a su punto isoeléctrico estaran cargadas positivamente y migraran
hacia el catodo, mientras aquellas que se encuentran en medios con pH mas bajos que su
punto isoeléctrico tendran carga negativa y migraran hacia el anodo. La migracién les
conducira a una region dénde el pH coincidira con su punto isoeléctrico, tendran una carga
neta nula y se detendran, de esta forma las moléculas amfotéricas se sitan en estrechas
bandas donde coincide su punto isoeléctrico con el pH ¢,

La diferencia de los puntos isoeléctricos de las proteinas se aprovecha para separarlas
por este método, el isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida es una técnica separativa, con

un elevado poder de separacion, puede separar sustancias con una diferencia en pH de 0.1.
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ANEXO 2. ADN

Para comprender mas acerca de las pruebas como la PCR se debe de conocer la

molécula de ADN.

Primero la doble hélice es el rasgo estructural caracteristico del ADN. Las dos cadenas de
polinucledtidos estan enrolladas, una alrededor de la otra, a lo largo de un eje comdn. Los
pares de bases nitrogenadas, ya sean A-T o0 G-C, se encuentran dentro de ella, debido a la
relacion espacial fija de las bases nitrogenadas dentro de la doble hélice y enfrentada entre
si, las dos cadenas de la doble hélice son exactamente complementarias. EI ADN es un
largo polimero formado por unidades repetitivas, los nucleétidos. Una doble cadena de ADN
mide de 22 a 26 angstroms (2,2 a 2,6 nandmetros) de ancho, y una unidad (un nucleétido)
mide 3,3 A (0,33 nm) de largo. Aunque cada unidad individual que se repite es muy pequefia,
los polimeros de ADN pueden ser moléculas enormes que contienen millones de
nucleétidos; por ejemplo, el cromosoma humano mas largo, el cromosoma nimero 1, tiene
aproximadamente 220 millones de pares de bases. "],

En los organismos vivos, el ADN no suele existir como una molécula individual, sino como
una pareja de moléculas estrechamente asociadas, las dos cadenas de ADN se enroscan
sobre si mismas formando una especie de escalera de caracol, denominada doble hélice, el
modelo de estructura en doble hélice fue propuesto en 1953 por James Watson y Francis
Crick (el articulo Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for Deoxyribose Nucleic
Acid fue publicado el 25 de abril de 1953 en Nature), el éxito de éste modelo radicaba en su
consistencia con las propiedades fisicas y quimicas del ADN ™1,

El estudio mostraba ademas que la complementariedad de bases podia ser relevante en
su replicacién, y también la importancia de la secuencia de bases como portador de
informacién genética, cada unidad que se repite, el nucleétido, contiene un segmento de la
estructura de soporte (azucar + fosfato), que mantiene la cadena unida, y una base, que
interacciona con la otra cadena de ADN en la hélice (Figura 14). En general, una base ligada
a un azucar se denomina nucleosido y una base ligada a un azlcar y a uno 0 mas grupos
fosfatos recibe el nombre de nucleétido cuando muchos nucleétidos se encuentran unidos,

como ocurre en el ADN, el polimero resultante se denomina polinucleétido !,
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Figura 14. Estructura quimica del ADN: dos cadenas  de nucleétidos conectadas mediante puentes de

hidrégeno , que aparecen como lineas punteadas [29].

Replicacion.- Debido a que las cadenas nucleotidicas enfrentadas entre si por dentro de
la doble hélice son estrictamente complementarias, cada una puede servir como un patrén
(molde) para la formacién (replicacién) de una nueva cadena cuando la hélice se abre. La
replicacion del ADN es “semiconservativa”, 0 sea que se formara una cadena
complementaria nueva mientras que la otra se conservara ",

Replicacion del ADN. - La sintesis del ADN involucra la accién altamente coordinada de
muchas proteinas. Se requiere precision y velocidad. Las proteinas enzimaticas principales
son las polimerasas, las cuales llevan a cabo la sintesis dirigida a partir de un molde; las
helicasas, que separan las dos cadenas para generar la horquilla de replicacion; las
primasas, que inician la sintesis de la cadena en sitios preferenciales: las proteinas de
iniciacién, que reconocen el punto de origen de la replicacion, y las proteinas que remodelan
la doble hélice. EI complejo completo se denomina “replisoma”. Durante la replicacion cada
cadena de ADN sirve como molde para la formacibn de una nueva (replicacion

semiconservativa) ™.
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La sintesis del ADN tiene lugar en la fase S, la cual llevaria mucho tiempo si hubiera un
solo punto de iniciacién. Sin embargo, la replicacién en el ADN eucarionte comienza en
varios sitios (replicones) .

Desnaturalizacion y renaturalizacion . Los puentes de hidrégeno (enlaces no
covalentes) entre los pares de bases nitrogenadas son débiles, sin embargo, el ADN, es
estable a las temperaturas fisiolégicas debido a que es una molécula muy larga. Las dos
cadenas complementarias se pueden separar (desnaturalizacién) por accion de reactivos
relativamente suaves (por ejemplo: alcalis, formamida o urea) o por un calentamiento
cuidadoso.

Las moléculas de cadenas simples resultantes son relativamente estables. Cuando se las
enfria, las cadenas simples complementarias pueden reunirse para formar moléculas de
cadena doble (renaturalicacion). Las cadenas simples no complementarias no se unen, éstas
son las bases de un método importante para identificar acidos nucleicos: con una cadena
simple de un origen definido es posible determinar con qué otra cadena simple se unira
(hibridard). La hibridacién de segmentos complementarios de ADN es un principio
importante en el analisis de los genes "),

Transmision de la informacién genética.- La informacién genética se encuentra en la
secuencia de los pares de bases nitrogenadas (A-T o G-C). Una secuencia de tres pares de
bases representa una palabra codificadora (codén) para un aminoacido; una secuencia de
codones determina una secuencia correspondiente de aminoacidos, estos forman un
polipéptido (producto génico). La secuencia de bases nitrogenadas primero es transferida
(transcripcion) desde una cadena de ADN hacia una molécula que transporta la informacion
(mRNA, RNA mensajero). Luego la secuencia de las bases nitrogenadas del mRNA sirve
como molde para una secuencia de aminoacidos que se corresponde con el orden de los
codones (traduccion) M.

Esquema de replicacién.- El ADN nuevo se sintetiza en la direccion 5’ a 3’ y no en la
direccién 3’ a 5’. Un nucle6tido nuevo no puede unirse al extremo 5°-OH de la nueva cadena
nucleotidica. Solo se pueden enlazar nuevos nucleétidos de manera continua en el extremo
3. El ADN nuevo en el extremo 5’ se replica en pequefios segmentos ™.

Horquilla de replicacién.- En la horquilla de replicacion cada un a de las dos cadenas

de ADN sirve como molde para la sintesis de nuevo ADN. Primero, la doble hélice en la
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region de la horquilla de replicacion es desenrollada por un sistema enzimatico

(topoisomerasas).

Debido a que las cadenas parenterales son antiparalelas, la replicacion del ADN puede
ser contindia so6lo en una de las cadenas del ADN (direccién 5’ a 3') cadena lider. A lo largo
de la cadena 3’ a 5’ (cadena atrasada), el nuevo ADN es sintetizado en segmentos pequefios
(fragmentos de Okasaki), en esta cadena se requiere una pieza corta de RNA como cebador
(primer) para comenzar la replicacién, éste es formado por la RNA polimerasa (primasa), el
cebador de RNA luego es removido; el ADN es insertado en el espacio remanente por la
polimerasa | y, finalmente, los fragmentos de ADN son ligados por la ADN ligasa. La enzima
responsable de la sintesis del ADN (ADN polimerasa Ill) es compleja y esta formada por

varias subunidades (Figura 15).

En eucariontes existen diferentes enzimas para la cadena lider y la cadena atrasada,
durante la replicacion los errores son eliminados por un mecanismo complejo de prueba de
lectura (proof-reading), que elimina cada una de las bases incorporadas en forma incorrecta
y las reemplaza por las correctas "1,

El flujo de la informacion genética es unidireccional y esta constituido por dos pasos
principales: transcripcion y traduccion, en primer lugar, la informacién de la secuencia
codificante de un gen es transcripta a una molécula intermediaria de RNA, cuya secuencia
es sintetizada de forma estrictamente complementaria a la cadena codificante del ADN
(transcripcién). Durante el segundo paso principal la secuencia de la informaciéon en la
molécula de RNA mensajero (mMRNA) es traducida a una secuencia de aminoacidos
correspondiente (traduccién), el largo y la secuencia de la cadena de aminoacidos
especificada por un gen da como resultado un polipéptido con una funcién bioldgica

(producto génico) .
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Figura 15. Esquema de replicacion del ADN. [28]

Transcripcion.- En primer lugar la secuencia de nucleétidos de una cadena es transcripta
por un a molécula complementaria de RNA (RNA mensajero, mRNA). La hélice de ADN es
abierta por un juego completo de proteinas. La cadena de ADN en direccion 3’ a 5’ (cadena
caodificante), sirve como molde para la transcripcion del RNA, el cual se sintetiza en direccion
5" a 3'. Esta es la denominada cadena de “RNA sentido”, el RNA transcripto en condiciones

experimentales a partir de la cadena de ADN opuesta se denomina RNA antisentido ™.

Traduccién.- Durante la traduccion la secuencia de codones constituida por bases
nitrogenadas en el mMRNA se convierte en una secuencia correspondiente de aminoacidos, la
traduccion se lleva a cabo en un marco de lectura que es definida al comienzo de la
traduccidon (coddn de iniciacion). Los aminoacidos son enlazados, en la secuencia
determinada por las bases nitrogenadas del mRNA, mediante otra clase de RNA de
transferencia (tRNA). Cada aminoacido posee su propio tRNA, el cual posee una regiéon
complementaria a su codon del mRNA (anticodén). Los codones 1, 2, 3 y 4 del mRNA son
traducidos al aminoacido metionina (Met), glicina (Gly), serina (Ser) e isoleucina (lle), etc., el

codén 1 siempre es AUG (codén de iniciacion) M.
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Estadios de la traduccién.- La traduccion (sintesis proteica) en eucariontes se lleva a
cabo fuera del nucleo celular, en los ribosomas presentes en el citoplasma. Los ribosomas
estan constituidos por subunidades de numerosas proteinas asociadas y moléculas de RNA
(RNA ribosomico rRNA). La traduccion comienza con la iniciacién (1): se forma un complejo
de iniciacion que comprende el mMRNA, un ribosoma y un tRNA. Esto requiere el nimero de
factores de iniciacion (IF1, IF2, IF3, etc.). Luego continla la elongacion (2), con el
acoplamiento de otro aminoacido determinado por el codén siguiente. Un ciclo de elongacion
de tres fases se desarrolla con el reconocimiento del codén, la union del péptido al siguiente
aminoacido residual y el traslado (traslocacién) del ribosoma de tres nucleétidos mas en
direccién 3' del mRNA.. La traduccion concluye con la terminacion (3), cuando se alcanza
uno de los tres codones de terminacion (UAA, UAG o UGA). La cadena polipéptidica
formada abandona el ribosoma, tras lo cual este se disocia en subunidades 7.

Estructura del RNA de transferencia (tRNA). EI RNA de transferencia posee una
estructura caracteristica, similar aun trébol, Este posee tres regiones de bucles (loops) de
cadenas simples y cuatro regiones *7.

Mutaciones del ADN.- EI ADN codificante y su correspondiente polipéptido son
colineales, una alteracion (mutacién) de la secuencia de bases del ADN puede dar lugar a un
codon diferente, la posicion del cambio resultante en la secuencia de aminoacidos
corresponde a la posicién de la mutacion, existen tres tipos de mutaciones diferentes que
involucran un solo nucledtido (mutaciones puntuales): sustitucién (intercambio), deleccién
(pérdida) e insercién (adicién). Con una sustitucién, las consecuencias dependen de como
se haya alterado el coddn, se distinguen dos tipos de sustituciones: transicién (intercambio
de una purina por otra o de una pirimidina por otra) y transversion (intercambio de una purina
por una pirimidina o viceversa). Una sustitucion puede alterar un codén de modo que se
presente un aminoacido incorrecto en ese sitio pero sin que se produzcan cambios en el
marco de lectura (mutacién con cambio de sentido o missense mutation), mientras que una
deleccién o una insercién causan un corrimiento en el marco de lectura (mutacién con
cambio de encuadre o frameshift mutation); luego, las secuencias que siguen a continuacion
ya no codifican para un producto génico funcional (mutacion sin sentido o nonsense

mutation) ™.
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Gen.- Un gen puede definirse como una seccion del ADN responsable de la formacién de
un polipéptido (un gen, un polipéptido). Uno o mas polipéptidos forman una proteina. Por lo

tanto, en la formacién de una proteina pueden participar varios genes ™.

Cabdigo genético.- El codigo genético es el juego de reglas biolégicas mediante el cual
las secuencias de pares de bases nitrogenadas del ADN son traducidas en sus secuencias
de aminoéacidos correspondientes, los genes no codifican directamente para proteinas sino
que lo hacen a través de una molécula mensajera (RNA mensajero 0o mRNA). Una secuencia
codificante (codén) para un aminodacido consiste en una sucesion de tres pares de bases
nitrogenadas (codon o triplete de nucleétidos), el cddigo genético también incluye secuencias
para el comienzo (coddn de iniciacién) y para la finalizacién (codén de terminacion) de la

region codificante M.

Cada codon codifica para un solo aminoacido, pero un aminoacido puede ser codificado
por diferentes codones (redundancia del cédigo genético), el coddigo genético fue descifrado
en 1966 analizando como los tripletes transmitian la informacién desde los genes hacia las
proteinas, debido a que el cddigo genético es redundante, es posible que diferentes
secuencias de nucleétidos codifiquen para la misma secuencia de aminoacidos. Sin
embargo, las diferencias estan limitadas a una (0 a lo sumo dos) posiciones de un
determinado triplete ™.

Estructura de los genes (exones e intrones).- Los genes eucariontes estan formados
por segmentos de ADN codificantes y no codificantes, llamados exones e intrones
respectivamente. EI ADN de un gen eucarionte es mas largo que su correspondiente mRNA.
El motivo es que ciertas secciones del transcrito primario del RNA son eliminadas antes de
que se lleve a cabo la traduccién. Cuando el mRNA y su ADN complementario de cadena
simple son hibridados, este Ultimo forma bucles debido a que el mRNA se hibrida
Unicamente con ciertas secciones del DNA de cadena simple. Un segmento que hibrida se
denomina exén. Una seccién de ADN gque inicialmente se transcribe y que luego es

eliminado del transcripto primario se llama intrén ™71,

Secuenciacion del ADN.- El conocimiento de la secuencia nucleétidica de un gen provee
informacién importante acerca de su estructura, funcién y relacién evolutiva con otros genes
similares, en el mismo u otros organismos, existen dos métodos basicos de secuenciacion

del ADN: un método de desdoblamiento quimico y un método enzimatico 7.
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Secuenciacién por degradacion quimica.- Este método utiliza el desdoblamiento
especifico del ADN por medio de ciertas sustancias quimicas, se utilizan cuatro quimicos
diferentes en cuatro reacciones, una para cada base, cada reaccién produce un juego de
fragmentos de ADN de longitudes diferentes ™.

Secuenciacion por terminaciéon de la cadena.-  Este método, se basa en el principio de
gue la sintesis del ADN se termina cuando en el lugar de un desoxinucleétido normal (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), se utiliza un desoxinucle6tido dNTP normal que difiere por la ausencia
de un grupo hidroxilo en la posicion del carbono 3'. Cuando un desoxinuclettido es
incorporado durante la sintesis de ADN, no es posible la unién entre su posicion 3', y el
nucleétido siguiente, porque el ddNTP carece del grupo hidroxilo 3'. Entonces la sintesis de
la cadena nueva se termina en ese sitio ',

Secuenciacion automatizada de ADN.- La secuenciacién del ADN a gran escala
requiere procedimientos automatizados, basados en la marcacion del ADN con fluorescencia
y sistemas de deteccion adecuados, en general, una marca fluorescente se puede utilizar
tanto directa como indirectamente, las marcas fluorescentes directas, como las utilizadas en
la secuenciacion automatizada, son fluoréforos. Estos son moléculas que emiten un color
fluorescente distintivo cuando se exponen a la luz UV de una longitud de onda especifica,
son ejemplos la rodamina y el acido aminometilcumarinico, otro enfoque es la utilizacién de
productos de amplificacién por PCR (secuenciacién por termociclacién) ™.

La secuenciacion automatizada del ADN incluye cuatro fluoréforos, uno para cada una de
las bases nitrogenadas, la sefial de la fluorescencia resultante se toma como punto fijo
cuando el ADN pasa a través de un capilar que contiene un gel de electroforesis. Las marcas
fluorescentes especificas de cada base se unen a los desoxinucleétidos trifosfato
adecuados. Las reacciones de secuenciacién basadas en este tipo de terminacién de las
cadenas con un nucleétido marcado se levan a cabo en forma automatica en capilares de
secuenciacion. La migracion electroforética de las cadenas marcadas con ddNTP en el gel
de los capilares pasa enfrente de un rayo laser enfocado en una posicion fija. El laser induce
una sefal fluorescente dependiente de la marca especifica, que representa uno de los cuatro
nucleotidos. La secuencia es leida y registrada en forma electrénica y visualizada como
picos alternantes de uno de los cuatro colores, lo cual representa la alternancia de los

nucleétidos en su posicién secuencial *7.
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Secuenciacién por termociclacion.-  El ADN a secuenciar esta contenido en un vector
de ADN; el cebador (primer), un oligonucleétido corto con una secuencia complementaria al
sitio de pegado en el ADN de cadena simple, es utilizado como punto de partida; para
secuenciar tramos cortos de ADN es suficiente un cebador universal, este es un
oligonucleétido que se une al ADN de un vector adyacente al ADN a secuenciar; sin
embargo, si este Ultimo es mas largo que 750 pares de bases, s6lo una parte de él sera
secuenciada, por ello se necesitan cebadores internos adicionales, que hibridan en
diferentes sitios y amplifican el ADN, dando lugar a una serie de cadenas continuas y
solapadas que son resultados d experimentos de terminacién de las cadenas, aqui cada
cebador determina que region del molde de ADN sera secuenciada, una ventaja de la
secuenciacion por termociclacién es que puede utilizarse como material de partida el ADN de
cadena doble &1,

Clonado de ADN.- Para obtener suficiente cantidad de una secuencia especifica de ADN
para estudiar, éste debe ser amplificado en forma selectiva, esto se logra mediante el
clonado de ADN, técnica que permite obtener una poblacion homogénea de fragmentos de
ADN, a partir de una mezcla de moléculas de ADN muy diferentes o de todo el ADN del
genoma, separarlo de los otros y multiplicarlo (clonarlo) en forma selectiva, para identificar el
fragmento correcto de ADN se utiliza la hibridacién especifica del ADN complementario de
cadena simple (hibridacion molecular), un segmento corto de ADN de cadena simple, una
sonda (probe), originada a partir de la secuencia en estudio, hibridara sus secuencias
complementarias luego de que se desnaturalicen (se conviertan en cadenas simples: analisis
de Southern blot, una vez que la secuencia hibridada se separ6 de otros ADN, se la puede
clonar, las secuencias seleccionadas se pueden amplificar de dos modos basicos: en células

(clonado dependiente de células) o por clonado libre de células (PCR) 7).

Clonado de ADN dependiente de células.- Tiene cuatro pasos iniciales:

1. Una coleccién de diferentes fragmentos de ADN, se obtienen a partir del ADN deseado,
para lo cual se lo corta con una enzima de restriccion, debido a que los fragmentos
resultantes del corte con enzimas de restriccion poseen un extremo corto de cadena simple
de una secuencia especifica en ambos extremos, se pueden ligar a otros fragmentos de
ADN cortados con la misma enzima; los fragmentos producidos se unen a fragmentos de
ADN que contienen el origen de replicacion (OR) de un replicén, el cual les permite replicar.
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2. Un fragmento se puede unir a un marcador de seleccion, por ejemplo una secuencia de
ADN que contiene un gen de resistencia a un antibiético, las moléculas de ADN
recombinante se transfieren a una célula huésped (células de bacterias o de levaduras); aqui
las moléculas de ADN recombinante se pueden replicar en forma independiente del genoma
de la célula huésped.

3. Por lo general la célula huésped capta una sola (aunque a veces mas de una) molécula
extrafia de DNA, las células huésped transformadas con el ADN recombinante extrafo
crecen en cultivo y se multiplican.

4. El crecimiento selectivo de uno de los clones celulares permite abrir un tipo de molécula
de ADN recombinante, luego de una propagacién posterior se obtiene una poblacion
homogénea de moléculas de ADN, una coleccion de diferentes fragmentos de ADN clonado
se denomina biblioteca. En el clonado dependiente de células las moléculas de ADN que
contienen el replicon se llaman moléculas vectores 7).

Vector plasmidico.- Existen muchos sistemas diferentes de vectores para el clonado de
fragmentos de ADN de diferentes tamafios; los vectores plasmidicos se utilizan para clonar
fragmentos pequefios, el clonado dependiente de células, para fragmentos de ADN de
diferentes tamarios, es facilitado por una amplia variedad de sistemas de vectores, como
ejemplo los vectores plasmidicos se utilizan para clonar fragmentos pequefios de ADN en

bacterias ™.

Mapa de restriccion.- Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccién) son
enzimas que cortan el ADN. Se obtiene de las bacterias, las cuales las producen como
proteccion contra ADN extrafio. Una enzima determinada reconoce una secuencia especifica
de 4-8 nucledtidos (un sitio de restriccion) por donde esta corta el DNA. El tamafio d e los
fragmentos de ADN producidos depende de la distribucién de los sitios de restriccién. Se han

aislado mas de 400 tipos diferentes de enzimas de restriccion ™.

Bibliotecas de ADN.- Una biblioteca de ADN es una coleccién de fragmentos que en
conjunto representan el genoma, 0 sea, un gen particular que se esta buscando y todo el
ADN restante, es el punto de partida para el clonado de un gen de localizacion cromosémica
desconocida. Para producir una biblioteca, el ADN total se digiere con una enzima de

restriccion y los fragmentos resultantes se incorporan a vectores y se replican en bacterias.
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Un numero suficiente de clones debe estar presente para que cada segmento éste
representado al menos una vez. Este es un problema que depende del tamafio del genoma a
investigar y del tamafio de los fragmentos. Se utilizan como vectores los plasmidos y los
fagost*™..

Biblioteca de ADN genémico.- Los clones de ADN gendmico son copias de fragmentos
de ADN de todos los cromosomas, Yy contienen secuencias codificantes y no codificantes.
Para contar el ADN gendmico en muchos fragmentos se utilizan enzimas de restriccion. La
colecciéon completa de moléculas de ADN recombinante, que contienen todas las secuencias
de ADN de una especie o individuo, se denomina biblioteca genémica. Para encontrar un
gen en particular se requiere un proceso de examen 7.

Polimorfismos.- La version de dos o mas alelos de una secuencia de DNA en una
localizacién particular se conoce como polimorfismo. Cuando los alelos son tan comunes que
se encuentran en mas del 1% de la poblacion constituyen un polimorfismo genético, mientras
gue los alelos con frecuencias menores al 1% se conocen como variantes raras.

Dadas las caracteristicas de los polimorfismos estos se pueden dividir en:

e RFLPs o fragmentos de restriccion de longitud polimérfica.- las enzimas de
restriccion reconocen secuencias de ADN especificos, cualquier cambio en la
secuencia del ADN crea o elimina sitios de restriccion particulares alterando el
tamafno de uno o mas fragmentos de ADN (Southern blot), la poblacién no tiene los
mismos sitios de restriccion.

* VNTRs o repetidos en tandem en ndmero variable. Tienen muchos alelos y una alta
heterocigicidad, solamente los gemelos idénticos presentan un patrén indistinguible, a
la deteccion simultanea de VNTRs se le conoce como huella digital de ADN (DNA
finger-printing)

» STRs o repetidos cortos en tandem: Son mas polimorficos que los VNTRs; unidades
de repeticion de dos, tres o cuatro nucleétidos, tienen tres caracteristicas: 1) el locus
de microsatélite tiene muchos alelos, 2) so6lo requiere de PCR para generar
segmentos que difieren en longitud dependiendo del nimero de repetidos y 3) se han

identificado cientos de miles de microsatélites.
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* SNPs o polimorfismos de un solo nucleétido: son la generacién de marcadores mas

nueva y son mas frecuentes de los VNTRs o STRs.

El proceso usado para examinar los VNTR a partir de una muestra forense se llama
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccién (RFLP). La técnica aprovecha el hecho
de que el fragmento de ADN que contiene las 25 copias es mas largo que el otro cromosoma
que contiene las 18 copias, los analisis de las longitudes de los fragmentos revelan que al
buscar varios VNTR dentro de individuos y entre ellos, no hay dos personas que tengan el
mismo surtido de longitudes. Esta técnica fue conocida por el publico como "huella digital de
ADN" debido a su potente capacidad de discriminar entre personas no relacionadas entre
st
Polimorfismo de longitudes de fragmentos de restric cion (RFLP).- Cada 100 pares de
bases de un segmento de ADN en forma aproximada, la secuencia nucleotidica difiere entre
algunos individuos (polimorfismo del ADN), como resultado, la secuencia del reconocimiento
de una enzima de restriccion puede estar presente en un cromosoma pero no en otro, en
este caso los tamafios de los fragmentos de restriccion difieren en sitio (polimorfismo de
longitudes de fragmentos de restriccion, PLFR o RFLP en inglés), es importante comprender
que el PLFR en si mismo no esta relacionado con la mutacion. Este simplemente distingue
fragmentos de ADN de diferentes tamafios de una misma region, estos pueden utilizarse
como marcadores para distinguir alelos en un analisis de segregacion. Ademas de los PLFR
pueden detectarse otros tipos de polimorfismos del ADN, mediante la hibridacion de
Southern blot, aunque hoy se utiliza con mas frecuencia el andlisis de microsatélites basado
en la reaccién en cadena de la polimerasa ™.

Por dltimo el valor informativo de las secuencias de DNA que se emplean en la genética
forense se basan en el grado de polimorfismo y en la frecuencia de los alelos en la
poblacion. Las ventajas del uso del DNA en la medicina legal son entre otras, que bastan
unos indicios minimos ya que se utiliza PCR para amplificar la muestra, la calidad de la
muestra no se ve especialmente comprometida ya que pueden emplearse los STR’s cuando
se trata de tejidos en putrefaccion o muestras milenarias y el DNA esta presente en la
mayoria de los indicios que pueden recogerse de la escena de un crimen como el pelo, la

piel, el semen, sangre, etc.
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ANEXO 3. ADN MITOCONDRIAL

El ADN mitocondrial se encuentra en una pequefia estructura celular llamada mitocondria,
que produce energia para la célula. Hay cientos de miles de mitocondrias en cada célula, y
cada mitocondria contiene entre 1 y 10 moléculas de ADN mitocondrial, el gran nimero de
copias de las moléculas de ADN mitocondrial es uno de los motivos por los cuales se puede

recuperar de cabellos y restos esqueléticos antiguos 3.

Patron de herencia materna.- Una caracteristica singular del ADN mitocondrial es que
se transmite de la madre a sus hijos, de un hombre es heredado de su madre, pero no se lo
transmite a sus hijos, este patron de herencia materna tiene dos implicaciones importantes
en las pruebas forenses . La segunda implicacién es una desventaja: el ADN mitocondrial
no es un identificador Unico, dado que los parientes maternos comparten el mismo tipo de
ADN mitocondrial, la fuente de una muestra biolégica nunca puede identificarse de modo

concluyente &,

Regiones hipervariables.- El papel de los nucledtidos en el ADN mitocondrial es
codificar los genes implicados en la produccion de energia, no obstante, hay dos pequeiias
regiones hipervariables no codificantes que contienen informacién de ADN empleada en
pruebas forenses. El tipo de ADN mitocondrial de una muestra biolégica esta determinado
por el orden preciso, o secuencia, de los nucleétidos de ADN en estas regiones =.En la
década de 1980, los cientificos descubrieron que la probabilidad de seleccionar al azar a dos
personas con el mismo tipo de ADN mitocondrial era muy baja porque hay miles de tipos de
ADN mitocondrial entre los humanos, por ejemplo: de los 700 nucle6tidos de las regiones
hipervariables, dos personas sin parentesco materno tienen unas 10 diferencias de

nucleétidos ¥,

Consideraciones sobre el ADN mitocondrial.- La Heteroplasmia se define como la
presencia de mas de un tipo de ADN mitocondrial en una sola persona, originalmente se
creia que era infrecuente entre las personas sanas, pero los cientificos actualmente creen
gue todas las personas tienen algunos tipos de ADN mitocondrial ligeramente distinto de
baja frecuencia mezclado con su tipo dominante heredado, esos tipos de baja frecuencia
surgen de mutaciones de ADNmt dentro de las células al crecer y dividirse. Los dos tipos de
heteroplasmia son la heteroplasmia de longitud y la heteroplasmia de secuencia (o de

sitio)!?3!,
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ANEXO 4. OTRAS PRUEBAS EN EL DIAGNOSTICO DE LA SiFI LIS

ELISA (Enzyme-Linked Inmunoabsorbent Assay) . Durante la infeccion por Treponema
pallidum se producen anticuerpos inespecificos, contra antigenos comunes a todas las

espiroquetas y anticuerpos especificos contra Treponema pallidum .

En la enfermedad temprana los anticuerpos son IgM, luego rapidamente aparecen

anticuerpos 1gG que son los predominantes durante el tiempo ?.

La técnica de ELISA es un método de cuantificaciéon inmunolégica que evalla la reaccion
antigeno- anticuerpo mediante una reaccion enzimatica, de acuerdo al disefio de la prueba
se puede detectar una o0 mas inmunoglobulinas o se puede detectar antigenos especificos-
para lo cual se utiliza un conjugado, formado por un anticuerpo o un antigeno, el cual se ha

marcado con una enzima (peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, etc.).

El antigeno o anticuerpo que se utiliza, es inmovilizada sobre un soporte sélido, que es
generalmente una placa de poliestireno, por lo que la reaccién antigeno-anticuerpo que se
produce también queda inmovilizada en el soporte solido. A esto se le adiciona un sustrato
(enzima) marcado con un cromoégeno que se produce una reaccion de color, que es
directamente proporcional al analito (antigeno o anticuerpo a ser detectado) y que es
cuantificado con un lector de ELISA que es un espectrofotémetro modificado #°.

Los ELISA para sifilis que se introdujeron en la década de los ochenta, usaban extracto
treponémico como antigeno, y no estaban aprobadas para el diagndstico de sifilis, en los
noventa se introdujeron pruebas que utilizaban antigenos recombinantes de las proteinas de
membrana del Treponema pallidum y otras que utilizaban anticuerpos monoclonales, las
cuales detectan tanto IgM como IgG o ambas con una sensibilidad del 99-100% y con una
especificidad de 94-99% 29,
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Figura 16: En la técnica denominada ELISA se deja interactuar el suero del paciente (representado por puntos
rojos) con un anticuerpo especifico (en amarillo). Luego se agrega una inmunoglobulina unida con una enzima
(en azul) que se une al anticuerpo humano. Finalmente se agrega un sustrato para la enzima. La enzima ligada al
complejo actla sobre el sustrato, produciendo cambio de color, que puede cuantificarse. El color que se produce
es proporcional a la cantidad de anticuerpo especifico que se fija al antl'geno. En conclusién, la presencia de color
indica la presencia del antigeno ..

Western blot.- EI Western Blot, también denominado inmunoblot, es una técnica que
detecta anticuerpos para epitopes especificos en antigenos, previamente separados por
electroforesis de alta resolucion. La electroforesis separa los componentes antigénicos por
sus diferentes pesos moleculares, luego estos son transferidos a una membrana de
nitrocelulosa reteniendo su posicién electroforética y reaccionan con el suero del paciente, si
los anticuerpos especificos estuviesen presentes, estos son revelados usando un anti-
anticuerpo conjugado con una enzima a la que se le agrega un sustrato cromogénico, dando
como resultado bandas coloreadas en la tira de nitrocelulosa, esta técnica se utiliza para
confirmar los anticuerpos detectados previamente por alguna otra prueba serologica de
despistaje ).

Recientemente se ha secuenciado el genoma del Treponema pallidum, también se ha
identificado mediante electroforesis de alta resolucién que sus factores de virulencia radican

en un grupo de 12 proteinas de la membrana externa de diferentes pesos moleculares. En el

99



Métodos inmunoldgicos para identificar sangre humana

Western Blot para Treponema pallidum, los antigenos pueden reaccionar con IgG, IgM o IgA
presentes en el suero de pacientes con sifilis, la IgG reacciona fuertemente con una proteina
de membrana, pero es menos sensible y especifica que la prueba de FTA-ABS. En cambio
cuando la prueba detecta IgM, es de gran utilidad en el diagndstico de la sifilis secundaria y
congénita, con una sensibilidad del 83% 9,

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).- La prueba de PCR que detecta ADN de
Treponema pallidum tiene 785 de sensibilidad y 100% de especificidad, es de gran utilidad
en el diagnéstico de aquella sifilis congénita, la sifilis tardia y en detectar infeccién
persistente en individuos que han recibido tratamiento ineficaz. La ventaja del PCR es que al
amplificar ADN especifico de Treponema pallidum, se elimina la posibilidad de detectar

falsos positivos, ademés que puede realizarse en gestacion temprana .
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ANEXO 5. BUSQUEDA DE TOXICOS EN SANGRE.

Por ejemplo en la blisqueda de algin compuesto toxico, es importante mencionar que la
guimica forense tiene una amplia participacion. La quimica forense se define como: el
conjunto de conocimientos quimicos y biolégicos que auxilia a la resolucién de problemas
legales apoyados en gran parte por estudios en el laboratorio, un area extensa de
participacidon conjunta entre el médico y el quimico es en los casos relacionados con el
campo de la toxicologia que se aplica al cadaver, al sujeto vivo, sobre la actividad laboral y

del medio ambiente *2.
En el laboratorio quimico aplican técnicas analiticas y deben considerarse las siguientes:

Determinaciones cualitativas:  Técnicas que permiten localizar al agente o substancia

mediante diferentes métodos como pueden ser:

- Las reacciones de color que en algunos casos carecen de especificidad y debe cuidar
la cantidad y el orden de los reactivos para evitar falsas lecturas, aunque no son selectivas

ayudan al tamizaje de productos que deben descartarse 2.

- También se utilizan aparatos como espectrofotometros principalmente el infrarrojo, el
de masas y el aparato de resonancia magnética nuclear, que proporciona informacion mas
precisa sobre la identificacion de las substancias, pero requiere en algunos casos el
pretratamiento de la muestra 2.

- La cromatografia es util para la separacion e identificacion de los productos en una
muestra y puede servir para continuar con un posterior estudio cuantitativo una vez
fraccionada y localizada la substancia involucrada ™.

Determinaciones cuantitativas:  son aquellas de las cuales podemos obtener el dato de
la concentracion y en una gran mayoria se requiere de aparatos analiticos de gran
sensibilidad y calibrados para determinar el producto y cuantificarlos, comparandolo con
estandares certificados para una medicion confiable, llevando como requisito indispensable
una purificacién y separacion del agente quimico, de estos aparatos podemos mencionar los

siguientes:
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- El espectrofotémetro de luz ultravioleta y visible que se basa en la respuesta especifica
de cada substancia a una determinada longitud de onda, que se mide por la capacidad de

absorber luz (Absorbancia o densidad éptica) y es proporcional a la concentracién 2.

- Espectrofotometria de absorcion atémica ™.
- Cromatografia de gases y liquidos de alta resolucién en la que el liquido eluyente es
impulsado a través de una columna a presiones elevadas, en toda cromatografia se

distingue:
> Fase estacionaria que puede ser liquida o sélida 2,

» Fase movil que puede ser un liquido (un disolvente y una mezcla de disolventes) o

gas 2.

» Técnicas inmunoquimicas todas ellas se basan en el principio analitico de la reaccion
antigeno-anticuerpo, en forma de complejo y el antigeno es el téxico marcado, los métodos
mas importantes son:

- Radioinmunoanalisis

- Enzimoinmunoanalisis

- Inhibicién de la hemaglutinacion 2.

Para poder dirigir la bdsqueda de toxicos en el organismo se requiere informacion
proveniente de familiares, comparieros de trabajo o testigos del suceso, ademas de los datos
recabados por el médico que proporcionen datos o signos caracteristicos que orienten los
estudios clinicos para el tratamiento del paciente o los andlisis quimicotdxicologicos para
establecer la posible causa de intoxicacién, deberan realizarse mediante una determinacion

discriminatoria por medio de un tamizaje en la muestra, segin el tipo de téxico 2.

Toxicos volatiles y gaseosos : Pueden analizarse por cromatografia de gases con la
técnica de “espacio de cabeza”, para solventes en sangre como tetracloruro de carbono,
cloroformo, diclorometano tolueno y tricloroetileno se utiliza soluciones stock en agua de
1mg/mL de cada uno de los anteriores ademas de soluciones patrén de sangre adicionada

de cada uno de los compuestos a concentraciones de 2.5y 10mg/L (preparacion inmediata)
[12]
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Toxicos inorganicos:  La técnica mas adecuada es la de espectrofotometria de absorcion
atodmica seleccionando las caracteristicas instrumentales para cada uno de los metales de
interés como Arsénico y Mercurio (generador de hidruros y lampara de descarga sin
electrodo; cobre y cinc (llama aire acetileno y lampara de catodo hueco); plomo y cromo
(horno de grafito con lampara de catodo hueco); cadmio (horno de grafito, lampara de
descarga sin electrodo) ™.

Toxicos organicos: Este grupo tiene una gran variedad de tdxicos con propiedades
fisicoquimicas diversas que hace mas dificil el tamizaje de las substancias a detectar, siendo
la técnica recomendada la cromatografia de capa fina (separacién y o identificacién) requiere
de la utilizacién de patrones y estandares asi como la extraccidon y su sensibilidad no
siempre permite obtener la deteccién por lo que puede apoyarse en espectrofotometria
ultravioleta (cuantificaciéon) e infrarrojo (identificacién) o en técnicas inmunoldgicas como la
EMIT (enzimoinmunoandlisis) y la IH (inhibiciébn de la hemaglutinacién); cuando la muestra
se encuentra en concentraciones mayores de 1mg, es posible utilizar los kits comerciales
para la identificacion de algunos compuestos como medicamentos o0 drogas de abuso

(barbitdricos, antidepresivos triciclicos, mariguana, opio y cocaina) ™.

La prueba EMIT se basa en la utilizacion de téxicos marcados con lisozima; el téxico libre
presente en la muestra problema desplaza el téxico marcado, con lo cual se produce un
incremento de la actividad enzimatica que se manifiesta por cambios en la densidad o6ptica
de la solucién M2,

La prueba de inhibicién de la hemaglutinacién consiste en la utilizacién de eritrocitos
sensibilizados con el toxico y estabilizados por tratamiento con formol como marcadores y en
ausencia del toxico los eritrocitos se aglutinaran por reaccionar con los anticuerpos
especificos: en presencia del toxico éste reacciona con el anticuerpo presente impidiendo la
aglutinacién de los eritrocitos por desplazamiento competitivo, sedimentando y formando un

anillo caracteristico 2.
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ANEXO 6. ARTICULO 253 DEL CODIGO CIVIL.

“En las acciones de filiacion se admitiran toda clase de pruebas, incluso las biolégicas, las

gue podran ser decretadas de oficio o a peticion de parte”.

La peticion puede corresponder a los padres que la afirman o la impugnan en si o en otros
y a los hijos que la impugnan o la pretenden. En la actualidad los planteos son: derechos
econdmico — alimenticios, sucesiones, tenencia y devolucion de descendientes ilegalmente
habidos en raptos forzados, muerte o desaparicion de perseguidos politicos, sean cényuges
0 pareja, cobros de seguros, peticién de “nacionalidad de sangre” de padres oriundos de
paises mejores en lo laboral o social, cambios de nifios en nursery, gestas en violacion y que
podran identificar a un violador, inseminacion heteréloga, atribucion de paternidad, en el
adulterio al conyuge legitimo, etc. Se plantea también la certificacion oficial o no de factores

genéticos con el fin de evitar reclamos sucesorios de quienes pretenden ser descendientes.

La modificacion del articulo 253 citado deja abierta a la pericia y a los progresos
cientifico-técnicos la validez cientifica teniendo presente que en general, se trabaja con
individuos o grupos de individuos y no con poblaciones, lo cual puede configurar al resultado
pericial en la categoria de lo indubitable. Sin embargo debe tenerse presente la expresion

amplia “se admitiran toda clase de pruebas”.
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GLOSARIO

AGLUTINACION. Fenomeno natural referente a los globulos rojos, pero igualmente a los
glébulos blancos y a las plaquetas, que se produce cuando los anticuerpos presentes en el
plasma se unen a antigenos transportados por estas células sanguineas (la aglutinacion
puede también producirse con bacterias sometidas a la accidn de anticuerpos). Se trata de
un proceso a la vez inmunolégico: reaccion antigeno-anticuerpo y fisico: modificacion del
medio. Se puede observar generalmente a simple vista cuando se trata de la aglutinacion de
glébulos rojos, bajo la accion de los anticuerpos se van aparecer pilas de hematies en
diferente nimero y tamafio que se denominan aglutinados. En el laboratorio de los centros
de transfusién la reaccién de aglutinaciéon se utiliza diariamente para determinar los grupos
sanguineos en los sistemas ABO y Rh. Las maquinas automaticas las utilizan igualmente. La
aglutinacién de los glébulos rojos fue usada por Karl Ladensteiner en 1900 permitiéndole
descubrir los tres primeros grupos del sistema ABO (A, B y O). La aglutinacion de glébulos
blancos permiti6 a Jen Dausset descubrir en 1958 el primer antigeno HLA, que recibi6 la
denominacion Hu 1.

ANTICOAGULANTE. Sustancia que impide la coagulacién del plasma humano. Se conocen
distintos anticoagulantes que se definen segun su modo de accion. Entre los productos mas
eficaces es necesario citar a la heparina, de accion inmediata. La heparina es sin embargo,
poco utilizada en transfusién por que carece de cualidades para la conservacion de los
hematies. Para hacer incoagulable la sangre se extrae actualmente sobre citrato de sodio al
que se le aflade dextrosa (glucosa) la cual permite nutrir los glébulos rojos durante el tiempo
de su conservacion a +4T (21 dias).

ANTICUERPO. Un anticuerpo es una inmunoglobulina, es decir una proteina plasmatica que
sirve para defender al cuerpo de la entrada de una sustancia o elemento extrafio (antigeno),
con el que reacciona (reaccién antigeno-anticuerpo) para anularlo. Los anticuerpos que
circulan por la sangre en forma libre o como inmunocomplejos, se originan en los linfocitos B
y en las células plasmaticas y muestran una gran especificidad. Constituyen unos de los
factores basicos de la inmunidad y su ausencia hace que el organismo caiga con facilidad
frente a la invasion de agentes normalmente inofensivos, pero que entonces se convierten
en patdgenos, un anticuerpo monoclonal es el obtenido por clonacion y que solo reacciona
ante un tipo concreto de antigenos, mientras que los anticuerpos fluorescentes se tienen en
una técnica de localizacién de antigenos mediante la tinciébn con un anticuerpo especifico
gue va acompafado de un colorante fluorescen.

ANTIGENO. Sustancia que, introducida en un organismo provoca la formacion de
anticuerpos. Los antigenos son proteinas extrafias o del propio cuerpo pero consideradas
extrafias por el organismo, que tienen la capacidad de desencadenas una respuesta
inmunolégica. Pueden tener o no actividad inmunogénica y su accion se debe a la presencia
de determinados grupos de bajo peso molecular.
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ANTROPOLOGIA FORENSE. Se define como la ciencia que estudia las caracteristicas
somaticas osteolégicas y antropométricas que permiten identificar a individuos en casos
legales.

BALISTICA. La balistica es la ciencia que estudia las armas de fuego, el alcance y direccion
de los proyectiles que disparan y los efectos que proceden.

CRENOCITO. Eritrocito con espiculas cortas en toda la superficie y distribuidas
regularmente.

DACTILOSCOPIA. Aunque la gran mayoria de las impresiones dactilares pueden hallarse
en el lugar del hecho, en otros casos es necesario que los objetos que posiblemente tengan
huellas latentes sean trasladadas a los laboratorios para su reactivacion utilizando polvos,
vapores de yodo, a-ciano acrilato de sodio o por medio de rayo laser.

DOCUMENTOSCOPIA. La quimica forense puede aplicarse en el estudio de un documento
para el andlisis del papel y de la tinta, para determinar cuando se elabord.

ELIPTOCITO U OVALOCITO. Eritrocito de forma eliptica.
EPISTAXIS. La presencia de células con cilios vibratiles nos indica sangrado nasal.

EVIDENCIA. Es la certeza clara, manifiesta y tan perceptible de una cosa, que nadie puede
racionalmente dudar de ella.

FENOTIPO. Cuando se define biolégicamente a un individuo, el fenotipo en términos
generales es lo que se observa de él. En el laboratorio se habla de fenotipos eritrocitarios,
leucocitarios y plaquetarios, después de que se haya determinado el nimero maximo de
antigenos con la maxima precisién en las distintas células sanguineas. Determinar la
pertenencia de una persona a los grupos ABO y Rh es establecer su fenotipo con respecto a
los antigenos de esos 2 sistemas.

FITOHEMAGLUTININA. Sustancia obtenida de un extracto de Phaseolus vulgaris (frijol),
desde el punto de vista quimico de dos componentes una proteina y una mucoproteina,
estimula la proliferacién clonal, principalmente de linfocitos T y su modo de accion sobre
estos es inducir la transformacion de linfocitos a linfoblastos, estimulando la sintesis de RNA
y de DNA.

GENETICA FORENSE. Es la parte de la genética aplicada a la medicina legal y al derecho.
El estudio de material bioldgico, como la saliva, semen, sangre, pelo y otros tejidos, permite
tipificar el acido desoxirribonucleico (ADN), método identificatorio moderno y que por su gran
precision se ha denominado huella genética. En el Derecho Penal: Investigacion Criminal y
en el Derecho Civil: Investigacion de la paternidad.

GENOMA. Es la serie completa de los genes.

GENOTIPO. El genotipo de un individuo es su constitucién genética, en general con
referencia a un locus unico.
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HEMAGLUTINACION. Se define como la agrumacion reversible en condiciones fisiol6gicas
in Vitro producido por una reaccién antigeno-anticuerpo. Tradicionalmente se conoce la
aglutinacién mediada por anticuerpos como descriptiva en dos fases, una fase inicial primaria
llamada de sensibilizacion y una fase secundaria o de aglutinacion propiamente dicha. Se
sabe que producida la fase de sensibilizacion aunque este pegado el anticuerpo a la
membrana del glébulo rojo no observamos aglutinacion, solamente va a ser visualizada al
cabo de la segunda etapa, es decir la de aglutinacién.

HEMATEMESIS. Cuando hay sangre en los vOmitos pueden encontrarse residuos de
alimentos, drogas, venenos y células del tracto digestivo

HEMATIE. Se dio el término al glébulo rojo por la presencia de hierro (grupo hem) en las
moléculas de hemoglobina.

HEMATOLOGIA. Disciplina que ensefia los conocimientos sobre la naturaleza, el origen, las
funciones y las anomalias de la sangre. Por extension, especialidad médica cuyo objetivo es
estudiar, diagnosticar y tratar enfermedades de la sangre.

HOMICIDIO. Significa privacién de vida de un ser humano por la accién de otro, su origen
etimologico “Homicidium” proviene de las voces latinas homini caedes u homo caedere, que
significa hombre-matar.

INDICIO. Es todo objeto o material, sin importar que tan grande o pequefio sea, que se
encuentra relacionado con un presunto hecho delictivo, y cuyo estudio nos permitira
establecer si existio éste, asi como la identidad de la victima y/o victimario.

INMUNOELECTROFORESIS. Método desarrollado en 1953 por P. Grabar y C.A. Williams
para analizar las proteinas plasmaticas combinando electroforesis e inmunodifusién sobre
una placa de agar-agar.

LECTINA. Las lectinas son proteinas unidas a azlcares o glicopreteinas de origen no
inmunolégico que aglutinan células o precipitan glicoconjugados. Actlan precipitando
complejos que contienen carbohidratos y reconocen a los glucorreceptores especificos de
los criptoantigenos. Son extractos salinos de semillas y constituyen reactivos de tipificacion
utiles y son especificos a las diluciones adecuadas. Son faciles de preparar y utilizar pero
pueden ser dificiles de obtener.

LUGAR DEL HECHO. Es el sitio o espacio en donde se ha cometido un acto ilicito, y en
donde se encuentran los indicios y evidencias. También se le conoce como el lugar del
delito, la escena del crimen, o el escenario del delito, el propésito fundamental de su estudio
es el de lograr tanto la reconstruccion del hecho como su verdad histérica.

MINISATELITES. Descrita por Jeffreys y Colaboradores en 1985. Es un sistema de
pequefias secuencias de bases que se repiten una y otra vez.

MITOGENOS. Sustancias que mimetizan la exposicion in vivo de antigenos que inducen a
los linfocitos a sintetizar DNA vy dividirse por mitosis, por esta razén los cultivos de sangre
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completa son, en general, cultivos de linfocitos ya que son células que responden facilmente
a estimulos mitogénicos. Ejemplo de mitogenos son: fitohemaglutinina (PHA), germen de
trigo, concavalamina A y otras lectinas, tuberculina, estreptolisina O, toxoide tetanico, etc.

MUTACION. En términos generales, la mutacion consiste en cualquier modificacion subita
de la herencia en el DNA. Esta definicion es lo bastante amplia para comprender las
alteraciones de la estructura de cromosomas enteros, pero en la practica el término se cifie a
menudo a mutaciones puntuales. Una mutacion puntual consiste en la mutacién de una base
por otra en el seno de un ftriplete. Si esta sustitucion altera el codén, de modo que este
codifique un aminoéacido distintivo, la mutacién provoca la sintesis de una cadena
polipeptidica alterada, con una sustitucién de aminoacido en una posicién colineal con el
punto de mutacion del codén de DNA correspondiente.

PCR. (Reaccién en cadena de la polimerasa). Kary B Mullis y colaboradores la descubrieron
en 1987. Consta de 3 reacciones simples: desnaturalizacion, agregacion de los primers y
polimerizacién. Se emplea cuando se dispone de poco DNA (momias, restos 6seos de 1000
— 50000 afios, etc.).

POLIACRILAMIDA. Se utiliza para diferenciar regiones gendmicas que difieren en una
proporcion muy pequefia.

PRECIPITACION. Reaccion que puede producirse en un medio liquido o sdlido tras el
encuentro de un antigeno con su anticuerpo correspondiente formando un complejo visible al
gue se denomina precipitado.

PRINCIPIO DE INTERCAMBIO DE LOCARD. En este principio se afirma que cuando dos
objetos entran en contacto siempre hay una transferencia de material desde cada objeto
hacia el otro.

QUIMICA FORENSE. En esta importante especialidad se aplican todos los conocimientos y
técnicas quimicas con objeto de conocer la naturaleza de cualquier sustancia o elemento. Su
participacion en la investigacién es multi e interdisciplinaria con otras ciencias forenses.

REAGINA. Inmunoglobulina especializada, anticuerpo inducido por alérgenos que se fija a
los mastocitos.

RFLPs. (Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién). Este sistema
mantiene ventaja sobre los serotipos de proteinas, ya que no necesita expresion como
proteina madura.

SANGRE. Es un liquido viscoso de color rojo que circula en los vasos a través de todo el
organismo, en el que desempefia papeles esenciales y mudltiples (nutritivo, respiratorio,
depurador, regulador de defensa, etc.). La sangre es un tejido que contiene células: los
glébulos rojos (hematies o eritrocitos), los globulos blancos (linfocitos, monocitos,
polimorfonucleares) y las plaquetas (trombocitos); estas células estan en suspension en el
plasma, que es la parte liquida de la sangre y que estd compuesta principalmente por agua y
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proteinas. Las propiedades de los distintos constituyentes de la sangre explican la
multiplicidad de sus funciones.

SIDA. El sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida, es una enfermedad causada por el virus
llamado de la Inmuno Deficiencia Humana (VIH), el cual afecta al sistema inmunolégico a
nivel de los linfocitos T4 los cuales son destruidos; disminuyendo las defensas del organismo
y haciéndolo vulnerable a la aparicion de enfermedades de tipo infeccioso. Existen dos tipos
de VIH, el VIH1 y el VIH2.

SIFILIS. Enfermedad venérea debida a un germen: el Treponema pallidum. Evoluciona en
varias etapas a partir del chancro inicial y, si no se trata, conduce en algunos afios a una
degradacion definitiva del sistema nervioso (la denominada “paralisis general”).

SISTEMA HLA. Abarca un grupo de antigenos glucoproteicos que se encuentran en las
membranas superficiales de todas las células nucleadas del cuerpo, desde tejido solido
hasta la mayoria de las células que circulan en la sangre, principalmente linfocitos,
granulocitos, monocitos y plaguetas.

TOXICOLOGIA FORENSE. Puede ser aplicada en sujetos vivos 0 muertos. En personas
vivas se toman muestras de orina y de sangre. En la orina puede determinarse,
principalmente, la presencia de medicamentos y drogas de adiccién: en la sangre puede
hallarse alcohol etilico. En personas muertas y en el momento de practicar la necropsia, las
muestras bioldgicas que se recomiendan son: sangre, orina, contenido gastrico, visceras
como higado, rifién y cerebro. En caso de que se sospeche de intoxicacién con arsénico,
plomo, berilio, talio, estroncio, uranio o fldor, deberan tomarse muestras de ufias, cabellos o
huesos.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A Adenosina
Ab Antigeno
AC Adenilatocinasa

ADN acido desoxirribonucleico
ADNmt ADN mitocondrial

T grados centigrados

C Citosina

dNTPs Desoxirribonucle6tidos trifosfato
dL Decilitros

EDTA  Etilendiaminotetraacetao

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del ingl. Enzime-linked
immunoabbsorbent assay)

EMIT Inmunoensayo enzimatico multiplicado( del ingl. Enzyme multiple immunoassay

screen)
EsD Estearasa D
FAD Fosfatasa acida eritrocitaria

FGM Fosfoglucomutasa

fLL Femtolitros (litros 10%)

6-FGD 6-Fosfogluconatodeshidrogenasa

g Gramos

HLA Antigenos leucocitarios (del ingl. Human Leucocyte Antigen)
H,O Agua

H,0, Peréxido de hidrogeno (agua oxigenada)

Ig Inmunoglobulinas

110



Métodos inmunoldgicos para identificar sangre humana

ISFG International Society for Forensic Genetics
kg Kilogramos

mg Miligramos

mm?®  milimetros ctbicos

ng Nanogramos

nm Nanémetros (metros 10°)

0O, Oxigeno molecular

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (del ingl. polimerasa chain reaction)
Pg picogramos

PLFR  Polimorfismo de longitudes de fragmentos de restricciéon

RNA  Acido ribonucleico

SIDA Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida

STR Repeticiones cortas en tandem

TGP Transaminasa glutamicopiruvica

uv Ultra violeta

VIH Virus de Inmunodoficiencia Humana

VNTR  Repetidos en tAndem en nimero variable

pm Micrémetros (metros 10°)
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