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.  RESUMEN.

En el presente trabajo se realiza la descripcion y recopilacion de las técnicas de
identificacion utilizadas para analizar una muestra de sangre con importancia en el ambito
forense. Asi mismo, hace énfasis en la necesidad de contar con un documento que pueda
ser el medio para consultar y agilizar el trabajo dentro del laboratorio, teniendo de esta
manera resultados mas rapidos y certeros.

Por tanto, se describen las técnicas mas frecuentemente utilizadas para el manejo de
manchas de sangre de interés forense permitiendo compararlas para mostrar la relacion y/o
diferencias entre distintas formas de manejar las muestras que puede ser evidencia de un
delito y hacer de la toma de decision un proceso mas facil y certero y por tanto, obtener
Optimos resultados.

En el primer capitulo se describe de manera muy general a las ciencias forenses y la
importancia de la investigacion en manchas como punto clave para la resolucion de un delito
por ser el componente mas comun en el lugar de los hechos, componente que tiene vital
importancia y el que ha hecho que se implementen técnicas confiables, reproducibles,
econdmicas y de facil procedimiento.

En el segundo capitulo se describen las técnicas adecuadas de recoleccion y embalaje de
las muestras sanguineas, asi como, su posterior remision al laboratorio para su analisis y la
importancia como técnicas pre analiticas para un resultado confiable.

El tercer capitulo abarca las técnicas para la identificaciébn de sangre en una mancha que se
presume sea de sangre, llamadas también técnicas de orientacion para identificacion de
sangre como son: técnica de la bencidina (ADLER), técnica de la fenoftaleina (KASTLE-
MEYER), técnica de la leucomalaquita verde de Hunt, luminol, fluoresceina, describiendo su
fundamento, preparacion y procedimiento en cada una de estas, para posteriormente, en
caso afirmativo y como se indica en el cuarto capitulo utilizar las técnicas que prueban que
efectivamente se trata de sangre o técnicas de confirmacion para identificacion de
sangre,entre las cuales estan la técnica de cristales de hemina (TEICHMAN),técnica de
cristales de hemocromégeno (TAKAYAMA), teniendo como finalidad su posterior analisis,
todo esto sin pérdida de tiempo.
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El quinto capitulo muestra las técnicas utilizadas para determinar el origen de la mancha de
sangre, es decir, si proviene de un animal o si es de origen humano, llamadas pruebas de
especificidad. TratAndose de técnicas como precipitinas en capilar o tubo y precipitinas por
inmunoelectroforésis

Por ultimo, el sexto capitulo presenta las técnicas para determinar el grupo sanguineo al cual
pertenece la sangre de la mancha en estudio, ayudando con la comparacion entre el
resultado obtenido y la sangre de la presunta victima y/o culpable, ayudando en la justa
resolucion de un delito, como es el sistema ABO.

Esperando que esta contribucién sea material de apoyo a todos aquellos profesionales
interesados en las ciencias forenses implicados en apoyar a la imparticién de justicia.
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. INTRODUCCION.

La Ciencia Forense comprende una amplia diversidad de disciplinas cientificas que trabajan
de manera conjunta, aplicando la ciencia para la resolucién de aspectos relacionados con la
ley.

La ciencia forense involucra el reconocimiento, identificacion, individualizacién y evaluacion
del medio de prueba material o evidencia fisica empleando métodos cientificos. Dentro de lo
cual se incluye el suelo, vidrio, fibras, cabello y fluidos biologicos, tales como la sangre con
el fin de determinar el origen de un resto en un escenario de un hecho criminal mediante
técnicas inmunolégicas y quimico clinicas™’

La sangre es un liquido compuesto de agua, células, enzimas, proteinas que circula a través
del sistema vascular, de la cual, los cientificos estan interesados en las células rojas por los
componentes que residen en su superficie como los anticuerpos y suero con el cual el
guimico puede determinar la frescura de la muestra de sangre ya que coagula por
exposicion al aire.

La investigacién de las manchas de sangre tiene un papel muy importante dentro de la
criminalistica por ser las muestras de sangre las evidencias mas encontradas en las escenas
de un crimen, por lo cual se realiza un sistema de investigacion que incluye los siguientes
pasos:

= QOrientacion

= Certeza

= Especie

= Individualidad (grupo, ADN, sexo)*®

El estudio de la sangre es un analisis de comparacion entre la sangre encontrada en la
escena criminal y la sangre del sospechoso, la sangre es la evidencia mas comun, conocida
y considerada la evidencia mas importante en el mundo de la justicia criminal. Puede estar
de forma liquida, fresca, coagulo, seca, como gota 0 mancha en vestimentas, y cada forma
implica un método de preservacion y de recoleccion para determinar si es sangre, especie
sanguinea y grupo ABO. Por lo tanto, puede ser usada para confirmar o excluir
responsabilidades en relacion a un hecho criminal.

Las sociedades actuales enfrentan un gran reto: conciliar la seguridad publica y el respeto a
los derechos humanos.

Persiguiendo este fin, la criminalistica, la quimica forense, asi como otras ciencias
coadyuvan de forma importante, ya que con el contenido de las normas constitucionales,
legales y su constante evolucion, se hace necesario que la investigacion y persecucion de
los delitos se realicen en forma cientifica; allegando tanto a las autoridades encargadas de
la procuracién y administracion de justicia, como a las partes procesadas, nuevas técnicas y
métodos que les permitan conocer la existencia o no del delito y del sujeto activo del mismo.

Por lo anterior, la quimica dirigida a la rama de las ciencias forenses hoy dia adquiere una
peculiar importancia en nuestro pais, pues es bien sabido que la principal demanda
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ciudadana es lograr niveles aceptables de seguridad publica y abatir la impunidad, siempre
con un equilibrio del respeto a los derechos humanos.

En el afio 2010, segun el informe de resultados de la encuesta ciudadana sobre seguridad
publica, realizada por la Secretaria de Gobernacién, a nivel nacional se tienen registradas
ante las agencias del ministerio publico de las entidades federativas, 99, 349 robos de
automovil (1123/100 mil habitantes); 104.4 robos con violencia a casa habitacion; 1279
violaciones (14/100 mil habitantes); en Sinaloa (19.3 secuestros/100 mil habitantes) y 1531
homicidios (17/100 mil habitantes).*

Dentro del proceso normal del desarrollo y evolucion de una familia, se pueden encontrar
situaciones de conflicto y crisis posibilitando un ambiente de interaccién fundamentado en
estrés y tension en el grupo familiar, lo que puede desencadenar conductas inadecuadas
denominadas violencia intrafamiliar.

En el territorio nacional, durante el afio 2010 los servicios médico forenses evaluaron
72,849 victimas por violencia intrafamiliar. Del total de los eventos, el mayor porcentaje
correspondi6 a casos de violencia de pareja 43,319 (59,4%), seguido por la violencia entre
otros familiares 15,990 (21,9%) y se evaluaron 13,540 (18,5%) menores de edad, victimas
de maltrato de todos los reconocimientos hechos por los profesionales médico-forenses. En
el 2008 se reportaron 126,869 casos por lesiones personales, segun los médicos estas
lesiones son las que mas se solicita por el sistema juridico.*®

Sin embargo, de las personas que fueron victimas de algun delito, el 64.7% no levant6 acta
ante el ministerio publico.

De acuerdo con estadisticas oficiales, se han incrementado los delitos violentos cuyo
esclarecimiento requiere de la participacion de expertos en la investigacion del delito y para
ello se valen del estudio de la evidencia recolectada en el lugar de los hechos. *

Los indicios y evidencias en la escena del delito, pueden encontrarse, en campo abierto,
cerrado o vehiculos, en los cuales se ha producido una comisién del delito, el cual requiere
una investigacion, para determinar el registro, bisqueda de indicios y evidencias en la
escena, con el empleo de métodos adecuados de acuerdo al campo de accién, los
elementos, las muestras o vestigios encontrados, constituyen indicios y evidencias, las
cuales constituyen prueba indiciaria, este sirve como un indicador para el esclarecimiento de
un hecho determinado, luego de un andlisis y estudio minucioso. %
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1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La mayoria de los procedimientos difundidos por los textos especializados para el estudio
forense de la sangre, datan de hace varias décadas, por ello actualmente en nuestro pais el
estudio forense de la sangre implica la ejecucion de técnicas presuntivas y confirmativas
cuyo desarrollo implica procedimientos laboriosos y generalmente tardados, sobre todo para
la confirmacién de una mancha hematica , lo que resulta inconveniente en el campo legal en
donde la rapidez de una técnica para obtener resultados confiables, veraces y precisos
cada vez es una prioridad. Aunque existen trabajos cientificos abocados al desarrollo de
técnicas para el estudio forense de sangre, no estan disponibles facilmente a los
interesados en el tema, con los inconvenientes que para cada tema se requeria de un libro
especifico, el cual no existia en la biblioteca, era muy costoso o la terminologia que utilizan
no es muy clara. Ante las circunstancias existe una necesidad de que exista un documento
que abarca si no todas, la mayoria de las técnicas que estuviera dirigido al estudiante o
perito en formacién y a todos los profesionales interesados en formar parte de la
investigacion criminal.

Un manual practico que pueda ser usado como documento de consulta por el estudiante y
que sirva al profesional como auxiliar en su practica diaria, por lo cual es importante realizar
una revision bibliografica sobre el tema, y después de evaluar los métodos y técnicas
actuales proponer las adecuadas para su aplicacién forense.
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IV. JUSTIFICACION.

En México, las ciencias forenses han ido creciendo dia con dia y se van especializando de
acuerdo a las necesidades propias de las investigaciones, es por ello que debido a que la
informacion sobre el estudio de los indicios sanguineos de interés forense, se encuentra
dispersa en diferentes documentos, en el presente trabajo se pretende dar a conocer con
base en estudios de validaciones anteriores realizados por otros autores, la descripcion de la
metodologia de las técnicas basicas y suficientes que presentan una especificidad,
sensibilidad y reproducibilidad adecuadas frente a las diferentes muestras de manchas de
sangre, para finalmente ser ajustado a los procedimientos de trabajo en el laboratorio
forense y de esta manera apoyar a que el trabajo sea mas claro, certero y agil.

La elaboracion del presente trabajo, obedece a la aceptacion cada vez mayor de los
profesionales interesados en la procuracion y administracion de justicia, principalmente a los
Quimicos interesados en usar sus valiosos conocimientos para este fin. Es por ello que este
trabajo es una modesta aportacion académica para la formacion profesional de todos
aquellos que, de alguna manera, estan involucrados en la procuracion e imparticion de
justicia.

Por lo antes mencionado, el fin del este trabajo es esclarecer en la medida de sus
posibilidades, las técnicas que constituyen el examen de sangre como indicio bioldgico del
delito, en el cual se describen las técnicas mas frecuentes aplicadas al estudio de estos
mudos testigos biolégicos, que cuando son examinados con todo rigor cientifico, nunca
mienten.

El presente trabajo aborda la evidencia relacionadas con determinado tipo de delito,
haciendo énfasis en la de origen bioldgico, en particular las de naturaleza hematica

En la actualidad, en los casos que llegan al Laboratorio Forense se busca analizar manchas
de sangre siendo el componente mas comun en las evidencias a procesar, componente que
tiene vital importancia y el cual ha hecho que se implementen técnicas confiables,
reproducibles, econémicas y de facil procedimiento. Por ello, en este estudio se recopilan y
describen las técnicas preliminares en la busqueda de sangre, técnicas de orientacion,
técnicas de confirmacion, técnicas para determinar el origen de la sangre, enfocandonos
principalmente, en la determinacion del grupo sanguineo en mancha de sangre seca.
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V. OBJETIVOS.

A. Objetivo general.

Conocer las diferentes técnicas para la recoleccidon de manchas secas de interés forense,
identificacion de sangre y determinacion de grupo sanguineo, describiendo los fundamentos
quimicos, reacciones, materiales y métodos empleados en cada una de estas, para elaborar
un documento que reuna la informacion basica necesaria para agilizar de manera acertada
el trabajo dentro del laboratorio forense.

B. Objetivos especificos.

= Recopilar y describir las diferentes técnicas para la identificacion de sangre en
manchas de interés forense.

= Establecer las diferencias entre cada una de las técnicas con el fin de utilizar la
técnica mas adecuada a cada tipo de muestra sanguinea.

= Conocer el fundamento quimico de las técnicas forenses de laboratorio.

» Difundir la importancia de la identificacion de victimas y/o victimarios mediante la
sangre.

= Puntualizar conocimientos respecto al estudio de la sangre en el ambito forense.

= Elaborar un documento donde se reuna la informacion suficiente para agilizar el
trabajo dentro del laboratorio forense.
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CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1. CRIMINALISTICA.

Existen varias definiciones acerca del término criminalistica, no obstante la mayoria, por su
antigiiedad, consideran a la criminalistica como auxiliar del derecho penal, siendo que en la
actualidad algunas ramas criminalisticas son utilizadas en el derecho en general.

Por lo anterior, se considera que toda definicion debe ser actual, clara, concreta y concisa,
requisitos fundamentales para que se entienda y pueda aplicarse en la practica, por tanto, la
Criminalistica es la “Rama de las ciencias forenses que utiliza todos sus conocimientos

y métodos para coadyuvar de manera cientifica en la administracién de justicia”.*®

Las ciencias forenses son la aplicacion de practicas cientificas dentro del proceso legal, un
conjunto de ciencias que la ley usa para atrapar a un criminal, ya sea fisica, quimica,
matematicas, y muchas mas. El trabajo de los investigadores forenses es muy extenso,
pasando desde la recoleccion de las evidencias, y el proceso de las mismas, hasta la
extraccion de muestras de ADN, debates extensos, creacién de teorias, comparacién de
evidencia y varias tareas mas.

Al incluir a la Criminalistica en el grupo de las ciencias forenses se le da la calidad cientifica
gue se requiere en el mundo de hoy a toda investigacién de un presunto hecho delictivo, ya
gue se menciona que utilizara todos sus conocimientos y métodos; es decir, la aplicacion de
todas las experiencias aprendidas de otras ciencias, asi como los procedimientos que se
siguen para hallar la verdad y ensefarla, coadyuvando con esto de manera cientifica en la
administracion de justicia, colaborando con la aportacién de elementos cientificos en la
procuracion e imparticién de justicia.

El objetivo de la Criminalistica es encontrar los “indicios”, es decir, el “material sensible
significativo” relacionado con los hechos que se investigan, conocidos como “evidencia
fisica”.'®

La investigacion cientifica de un presunto hecho delictivo requiere de la participacion multi e
interdisciplinaria de la criminalistica con las diferentes especialidades: la medicina forense, la
criminologia, la quimica y otras ciencias forenses que, dependiendo del caso y del momento

histdrico de la investigacion, colaboraran en dicha indagatoria.

Al ser integrada una averiguacion previa, la autoridad solicitara, si lo considera pertinente, la
participacion de expertos para el estudio de personas, hechos u objetos. Dicho estudio se
iniciara en el lugar de los hechos o, en ocasiones, en el lugar del hallazgo y terminara con el
analisis de las evidencias en los diferentes laboratorios. Por lo que la criminalistica se ha
clasificado en:
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Criminalistica de campo: Esta parte de la criminalistica se encarga del estudio, descripcion
y fijacion del lugar de los hechos o del hallazgo, asi como del levantamiento y embalaje de
los indicios y evidencias ahi encontradas, que posteriormente, seran examinados por peritos
en los laboratorios forenses.?

En México, el criminalista de campo, conjuntamente con otros expertos forenses y la policia
judicial, forma parte del equipo de trabajo que bajo las 6rdenes del Ministerio Publico inician
las primeras investigaciones en la escena del crimen. Esta investigacion se divide en 5
etapas:

= Proteger y preservar intacta la escena del crimen.

= Observar todo sin precipitaciones.

= Realizar una descripcion escrita clara y precisa, incluyendo dibujo y fotografia forense.
= Levantary etiquetar la evidencia fisica.

= Trasladar la evidencia fisica al laboratorio.*®

Criminalistica de laboratorio: Es la parte de la criminalistica que utiliza todos los métodos y
técnicas de laboratorio para el estudio, andlisis e identificacion de los indicios y evidencias
encontrados en el lugar de los hechos o del hallazgo.

En el laboratorio es necesario contar con areas especificas, personal altamente calificado y
equipo moderno para aportar elementos suficientemente cientificos en la investigacion.*

Las principales areas que integran los laboratorios periciales son:

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 investigacion es multi e interdisciplinaria con otras ciencias forenses.

= Hematologia.

= Balistica forense.

= Toxicologia forense.
= Documentoscopia.

= Fisica forense.

= Biologia forense.

= Geologia forense.

= Grafoscopia forense.
» Analisis de voces.

= Genética.

* Incendio y explosivos.
= Dactiloscopia.

= Odontologia forense.
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= Antropologia forense.
= Medicina forense.
Fotografia forense, entre otras.*?

1.1.1. PRINCIPIOS DE LA QUIMICA FORENSE.

La quimica forense es la ciencia que se ocupa del analisis quimico de una gran variedad de
evidencias fisicas para verificar la causa posible de un acontecimiento que pueda
relacionarse con algun ilicito, dicha evidencia se examina usando sofisticada técnicas
analiticas teniendo como base el Método Cientifico Experimental que determinan:

»= Qué sustancia (s) o material (es) abarca la evidencia.

= Si la evidencia viene de un individuo particular, de sus posesiones, de su hogar o
lugar de trabajo.

» Sijla evidencia viene de una localizacién especifica.*

El andlisis quimico que se realiza a la evidencia encontrada es de tipo analitico. Este analisis
ha adquirido importancia al paso del tiempo por la estrecha relacion que existe con otro tipo
de estudios periciales como son:

= Balistica.

= Grafoscopia.

* Incendio y explosivos.
= Genética forense.™

Hematologia: En esta especialidad la aplicacion de la quimica es fundamental para
descubrir si una mancha que se hall6 en el lugar de los hechos es sangre y se ésta es de
animal o humana; en caso de tratarse de sangre humana se determinara el grupo sanguineo
y el factor Rh.?

1.1.2. APLICACION DE LA QUIMICA FORENSE.

La Quimica Forense es otra alternativa a los muchos caminos que puede seguir un quimico
en el ambito de la investigacion, ademas de ser una buena opcion a la hora de hacer aportes
significativos a la sociedad, donde su actuar, junto con su alto nivel de conocimiento analitico
y su capacidad de manejo instrumental, es de vital importancia para descifrar las evidencias
y contribuir a la blisqueda de la verdad.’

Uno de los principios fundamentales en los cuales se rige la Ciencia Forense vy
especificamente la Quimica Forense se basa en la premisa de que cuando dos objetos

10
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entran en contacto, habra un intercambio entre los dos. Es decir, “cada contacto deja un
rastro”, frase que populariz6 Edmund Locard, padre de la Criminalistica moderna,
provocando asi un giro en la metodologia investigativa. Es por esto que el quimico forense
rastrea este intercambio entre materiales y trae a la luz lo que es invisible a los ojos.
Basandose en sus conocimientos y en las tecnologias desarrolladas, tiene la capacidad de
rastrear sustancias o huellas que éstas dejan en una escena del crimen. EI quimico forense,
por lo tanto trabaja con sustancias no-biolégicas, tales como pintura, vidrio o liquidos, trazas
de podlvora provenientes de un disparo, todas las muestras que pueden ser muy bien
analizadas mediante métodos analiticos apropiados.’

Otro de los campos en que un quimico forense puede desarrollarse es en la Toxicologia
donde principalmente trata con muestras biologicas, orina, pelo, sangre, semen, saliva o
contenido gastrico y asi poder determinar por ejemplo el nivel de alcohol o drogas que una
persona ha consumido.

Entender la evidencia requiere de herramientas provenientes de muchas disciplinas como la
Quimica Analitica, la Biologia, Ciencias de los Materiales y Genética. De hecho, el analisis
de ADN esté haciendo que el conocimiento en genética sea de mucha importancia.®

Con el paso del tiempo la Quimica Analitica ha adquirido una gran importancia en la
investigacion criminal, sobre todo a la hora de conocer la naturaleza intrinseca de cualquier
sustancia o elemento y mas adn, cuando sirve para auxiliar en la investigacion cientifica de
los delitos.

Por lo tanto los quimicos forenses tienes tres tareas principales: primero, analizar las
evidencias en el laboratorio, luego, se interpreta la informacion que se saca de ellas y por
ultimo, se puede llegar a defender lo encontrado, mediante la testificacion del quimico
forense en un juicio.*®

La Quimica Forense es aplicada en una gran variedad de técnicas, tanto cualitativas como
cuantitativas, cuya principal finalidad es la busqueda de respuestas provenientes de las
diferentes evidencias que ayuden a la resolucion de algun caso criminal como:

= Andlisis de drogas

= Andlisis de muestras de incendios

= Andlisis de huellas

= Andlisis de rastros de pintura.

= Andlisis de residuos por disparo de arma de fuego
= Andlisis de téxicos y venenos

= Bulsqueda de huellas dactilares.

= Deteccién de manchas de sangre.’

11
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1.1.3. SISTEMAS DE IDENTIFICACION.

Los sistemas de identificacion son el conjunto de técnicas y métodos empleados con el fin
de lograr la identidad (individualizacién) de individuos, vivos 0 muertos.

Por identidad se entiende el conjunto de caracteristicas propias que nos hacen diferentes de
los demas. Para lograrla, las ciencias forenses utilizan diversas disciplinas, como la
odontologia y/o estomatologia forense, la antropologia fisica, la dactiloscopia, el retrato
hablado, la medicina, la fotografia, la genética forense y la hematologia, por mencionar las
méas comunes.®

1.1.4. INDICIOS Y EVIDENCIAS.

Desde el punto de vista forense, indicio es “todo objeto o material, 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”.**

En lo que respecta a evidencia, la Real Academia Espafiola la defina como: “la certeza clara,
manifiesta y tan perceptible de una cosa que nadie puede racionalmente dudar de ella”, lo
gue da pauta para considerarla como un elemento de prueba que ayuda a normar el criterio
del juzgador.

Por lo antes mencionado, cabe hacer notar que mientras los indicios son solamente una
sefial, sospecha o presuncion, las evidencias son la confirmacion o la certeza; esto es, que
una vez que se estudian los indicios que se hallan en el lugar de los hechos puede
confirmarse su valor como elemento de prueba y transformarse en evidencia.?

Objetivos de los indicios.

Principalmente del examen y del estudio de los indicios se pretende lograr, entre otros, los
siguientes objetivos:

= |dentificar al o los autores.

= Conocer la cantidad de los mismos.

= Determinar su participacion en el desarrollo de los hechos.
= Establecer las vias de acceso.

= Ubicar el tipo de lugar (de hechos o de hallazgo).

= Reunir las pruebas de la comisién de un delito.

= Reconstruir la mecéanica del hecho.®*

12
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1.1.4.1. CLASIFICACION DE LOS INDICIOS Y EVIDENCIAS.

Los indicios y evidencias pueden agruparse de diversas formas, dependiendo de su relacion
con el hecho, su conformacion estructural, su facilidad de traslado, su forma de ser
producidas, por su tiempo de permanencia, por su forma de ser perceptibles, por su calidad
y por su utilidad.*”

Por su relacion con el o los hechos, podemos clasificar a los indicios en determinantes, los
gue se encuentran directamente asociados con el hecho que se investiga; en
indeterminantes, es decir, aquellos que después de los estudios se concluye que no tiene
ninguna relacion con los hechos.

En relacion con su conformacion estructural, los indicios estan agrupados en fisicos,
quimicos y bioldgicos. Dentro de los fisicos se encuentran todas las cosas manejables
destinadas a un uso especial; en los quimicos, las sustancias naturales o artificiales; los
biol6gicos comprenden los fluidos corporales u otro tipo de tejido humano o animal.®’

Con respecto a su facilidad de traslado, las evidencias pueden ser catalogadas en moviles,
gue son las que facilmente pueden ser llevadas a los diferentes laboratorios para su estudio,
y fijas, las que no pueden separarse del lugar debido a su volumen, peso u otros factores.®

Por la forma de ser reproducidas se clasifican en intencionales, las cuales se colocan con el
objetivo de crear confusibn o distorsionar el hecho; accidentales, provocadas
independientemente de la voluntad del hombre o como resultado del intercambio de
evidencias entre la victima y el victimario, o de éstos con e lugar de los hechos.

Por su tiempo de permanencia, se cuenta con las evidencias transitorias o perecederas que,
tarde o temprano, tienden a desaparecer, y las definitivas, porque su tiempo de duracion es
ilimitado.®

La evidencia latente es aquella que solamente podra ser visible por medio de la tecnologia
forense; la tangible es la que puede palparse y ser vista sin necesidad de equipo especial.

En los indicios con caracteristicas de clase no se cuenta con elementos de comparacion o
con la cantidad suficiente, por lo que solamente se podra ubicar en grupos.

En los indicios con caracteristicas identificadoras, la cantidad y la calidad permitiran
identificarlos plenamente, pudiendo relacionarlos con un individuo en particular, o con una
fuente de produccién especifica, en la medida en que hayan sido dejadas mediante el
producto de un intercambio, y por sus caracteristicas de rareza, individualidad, comparacion
y de probabilidad matematica.*®

13
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1.1.5. IMPORTANCIA DE LA SANGRE COMO INDICIO BIOLOGICO.

Uno de los indicios m&s comunes e importantes encontrados en el lugar de los hechos es la
sangre

La investigacion de sangre ha tenido gran importancia como posible componente para la
solucion de casos criminales. Su identificacion implica por medio del analisis con pruebas
preliminares, de orientacion, especie e individualidad (tipificacién). *

En las ciencias forenses, las manchas son evidencias comiunmente evaluadas. Por mancha
se entiende toda la modificacion de color, toda suciedad, toda adicion de una materia
extrafa, visible o no, en la superficie del cuerpo humano, sobre instrumentos, o sobre
cualquier objeto, determinada por el depdsito de un producto liquido, blando y algunas veces
oloroso de cuyo estudio se pueden establecer relaciones de la intervencion o participacion
de una persona o cosa en un hecho delictivo.

La sangre es la evidencia mas comun y conocida, quizd una de las mas importantes en
criminologia, su presencia en la mayoria de los casos liga generalmente al sospechoso o a
la victima a una u otra escena.

Los patrones de las manchas de sangre hablan mucho de la posicion y del movimiento
durante el crimen, qué sucedi6 primero, de qué manera y cuantas veces. El aspecto de la
mancha de sangre varia con la antigiiedad, cantidad y el soporte sobre el que recae. En los
tejidos absorbentes y claros las manchas recientes presentan un color rojo oscuro, que con
el tiempo tiende a ennegrecerse mas. Si las manchas han sido lavadas con agua, el color se
hace rosa y el pigmento difunde al tejido, si bien de un modo irregular, con lugares mas
densos que otros. El aspecto de la mancha, como de haber sido lavada, debe poner en
guardia al perito, porque las lejias y los acidos modifican las caracteristicas estructurales de
los componentes de las manchas, dando lugar a causas de error en la investigacion.

Para obtener resultados confiables al realizar el analisis a estas manchas de sangre, es
necesario contar con técnicas validadas, si esto no se lleva a cabo, podrian generarse
grande prejuicios, no sélo a los sujetos procesales, sino a la institucion y al profesional
encargado; por lo que en este trabajo se estudian las técnicas tanto presuntivas como
confirmatorias para identificar y tipificar una mancha de sangre, contando anterior a su
analisis con las técnicas de muestreo mas convenientes para cada tipo de mancha, ya que
en algunos casos las muestras se encuentran, bien sea, en minima cantidad, contaminadas
o muy diluidas.>®

Es asi que el estudio de la técnica mas adecuada para cada tipo de muestra es fundamental,
pudiendo de esta manera implementar su uso de forma rutinaria en el laboratorio forense,
logrando asi resultados agiles, 6ptimos y confiables.

Para alcanzar esto, es esencial demostrar que la prueba propuesta es sensible, especifica,
con elevados porcentajes de confiabilidad, y por tanto, aplicable para la determinacion de
sangre humana en manchas de interés forense.

14
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1.2.HEMATOLOGIA FORENSE.

Hematologia ( hemo = sangre, logos=estudio), es el estudio de la sangre.

La Hematologia, es la rama de la medicina que ayuda a individualizar diferentes tejidos,
permite determinar los grupos y subgrupos sanguineos; al igual que la genética, los estudios
gue se requieren deben ser realizados por quimicos, pero interpretados por médicos.

La hematologia forense comprende dos ramas: ®
1) Hematologia Reconstructora.

2) Hematologia Identificadora.

1) Hematologia reconstructora.

A través del estudio meticuloso de las imagenes sanguineas se podra obtener una
informacion precisa de la forma en que se han producido los hechos. Se podra determinar
posicion de la victima y del agresor, los movimientos realizados en el sitio del suceso,
caracteristicas del traumatismo y violencia empleada, intensidad del traumatismo, arma
empleada, movimientos ejecutados con ella.?

= En recintos cerrados se inspeccionara cuidadosamente las entradas, salidas, techos,
muebles, sospechosos, cadaveres.

= En recintos abiertos se puede encontrar manchas de sangre en arbustos, piedras,
pastos, hojas, en la tierra, etc.

1.2.1. INVESTIGACION EN MANCHAS.

Desde hace mucho tiempo se han estudiado con particular empefio los caracteres fisicos y
las reacciones quimicas que proporcionan las diversas clases de manchas, con el fin de
lograr su identificacion y poner a los peritos en condiciones de satisfacer las preguntas que
los jueces les hicieren sobre la mancha en cuestion.

Fue Carlos Rodin, entre otros, quien con sus trabajos didbase cientifica a estos
conocimientos. Estudiaremos en las manchas sus caracteres fisicos, quimicos, biologicos y
microscoépicos.*

Deben describirse lo mas completo y claro que sea posible, sefialando situacion, tamario,
aspecto, numero, etc., de cada una de estas manchas.

Como las manchas son modificadas por las condiciones ambientales, es importante

estudiarlas lo mas rapidamente posible o cuando menos protegerlas para su posterior
30

examen.

15
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Algunas veces las manchas son demasiado antiguas; en estos casos es necesario agudizar
nuestro ingenio para su identificacion.

Por ejemplo, mancha de sangre vieja en u vidrio: colocar un pedazo de vidrio manchado
sobre una hoja de papel, si es blanco mejor; raspar la mancha con todo cuidado, se recogen
estas particulas que aunque pequefiisimas, nos son suficientes para su identificacion.
Cuando la mancha sospechosa se encuentra en un lienzo, es necesario disolverla primero
en un liquido apropiado (suero fisiologico) para su posterior estudio, en ocasiones es
necesario deshilar el lienzo para facilitar su analisis.

Entre las manchas que mas interesan al perito se encuentran las de semen, calostro, leche,
liguido amnidtico, orina, materia fecal, por mencionar las mas comunes, pero son las
manchas de sangre, particularmente las secas, las que estudiaremos en este trabajo, pues
son estas las manchas mas comunmente encontradas en la escena del crimen, las cuales
nos proporcionan invaluable informacién para el esclarecimiento de un delito. ’

1.2.1.1. MANCHAS DE SANGRE.

Las manchas de sangre fresca son faciles de reconocer, sobre todo cuando se encuentran
en lienzos blancos; sin embargo no siempre es asi. Cuando por evaporacion se desecan y
oscurecen, es posible confundirlas con las de tinturas, jugos de frutas, manchas de vino
tinto, etc. es por este motivo que el presente trabajo se enfoca en las manchas secas.®

Ademas, no debemos conformarnos con decir que es una mancha de sangre, sino que
debemos especificar si es de sangre humana o animal; lo que constituye uno de los
problemas mas importantes en la quimica legal y que es uno de los objetos de estudio en el
presente trabajo.

Para ello, contando con pocos datos, podemos sacar provecho al recordar los elementos
figurados en la sangre fresca, para después hacer comparaciones con los elementos
figurados de otras sangres (animales). Una primera diferenciacion, que aunque elemental,
es de gran ayuda, es tener en cuenta los diametros de los glébulos rojos el humano es de
7.5 milésimas de milimetro, es decir, que en comparacién con los diametros de los glébulos
rojos de sangre de animales, son los mas grandes de todos, pues los de perro son de 7.2,
los de conejo de 6.9, los de gato de 6.5, los de cerdo de 6.0, los de caballo, toro y vaca de
4.6 milésimas de milimetro; los de las aves y batracios son elipticos®. Asi, con la
comparaciéon de los didmetros y sus formas, podemos decir si es 0 no humana la sangre de
que se trate.!

Si contamos con mas informacion podemos emplear los métodos biolégicos para saber si
una mancha de sangre es humana o a que animal pertenece, siendo posible incluso
identificar al individuo de quien procede la sangre mediante la investigacién del grupo
sanguineo de la mancha y del sospechoso.

16
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1.2.2. CLASIFICACION DE MANCHAS SANGUINEAS.

Se considera imagen hematoscopica, la forma y morfologia que presentan los rastros
hematicos.

Los rastros hematicos deben tener una interpretacion morfologica y una clasificacion de la
siguiente forma:

e Por su morfologia pueden ser circulares o alargadas.

e Por su dimensién pueden ser pequefas, medianas, grandes y muy grandes.
e De acuerdo a sus contornos pueden ser regulares o irregulares.

e Segun la cantidad pueden ser lenticulares, charco y lago hematico

e Si proviene de una hemorragia profusa puede presentarse en forma de chorreadura,
cuando es arrojada con violencia en pequefias cantidades, produce rociado o
salpicadura, incluso cuando se embadurna una superficie limpia y absorbente, puede
presentarse como impregnacion o contacto. En cuanto a su mecanismo de
proyeccion, los rastros hematicos se pueden clasificar de la siguiente forma®!

Manchas por proyeccion.

Incluyen las gotas y salpicaduras. Se producen cuando la sangre es proyectada en forma
violenta sobre el soporte. Si se precipitan perpendicularmente, presentaran la forma de un
disco redondo y, con forme aumenta la altura se van transformando hasta ser gotas
independientes. Si las gotas son lanzadas oblicuamente, adquieren la forma de “signos de
admiracién”, cuya parte mas ancha corresponde al punto de origen. En general, las
salpicaduras gruesas corresponden a la contusion 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, ej.: herida arterial y movilizacion de segmentos corporales o armas
ensangrentadas.®

Manchas por escurrimiento.

Cuando el desplazamiento se hace sobre un soporte inclinado se forma el escurrimiento;
cuando el soporte es horizontal o presenta depresiones la sangre forma charcos o lagos
hematicos. El soporte puede estar constituido por el cuerpo, suelo o piso, murallas, ropas,
etc.

17



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Manchas por contacto.

Rastro hemético producido en el momento en que la victima toca objetos con sus manos u
otras partes del cuerpo ensangrentadas dejando huellas.

El contacto puede ser simple, por ej.: las manchas de sangre de las ropas que estan en
contacto directo con la herida o cuando la victima recibe una herida con arma punzocortante
en el abdomen que le genera una hemorragia profusa y al tratar de evitar la pérdida de
sangre, esta tapa con sus manos el lugar de la herida, luego retira una de sus manos y la
coloca en la pared.*

Manchas por arrastre o impregnacion.

Se refiere a aquellas en que la sangre fue parcialmente absorbida por un tejido textil. Rastro
producto de la absorcién del rastro hemético en superficies poco compactas y permeables
gue empapa sus tejidos con los vestigios sanguineos. Un ejemplo clasico, seria cuando en
una rifia, la victima recibe un fuerte golpe en su nariz, lo cual le produce un sangrado que es
limpiado por el afectado con un pafiuelo blanco.

Manchas por Mecanismo Mixto.

Entre el contacto y la impregnacién: Es el origen de las manchas de la limpiadura, por
ejemplo, cuando se enjuaga una hoja de una navaja con un trapo absorbente, se producen
unas manchas tipicas de forma rectangular con soluciones de continuidad y trazos
transversales mas densos, la intensidad del color decrece progresivamente.®

1.2.3. FORMA Y POSICION DE LAS MANCHAS.

= El diametro de una mancha de sangre sélo tiene valor en la estimacién de la distancia
de caida cuando éste es inferior a 1,5 metros. Mas alla de este valor, la variacion en
el diametro es demasiado reducida como para ser confiable.

= El aspecto de los bordes de la macha solo es verdadero cuando se tienen en cuenta
las caracteristicas de la superficie sobre la que ha caido la sangre. Son vélidas las
correlaciones entre manchas desconocidas y patrones, s6lo si se usan idénticas
superficies de impacto. Cuando mas burda y aspera es la superficie, mayor es la
posibilidad de que la gota se rompa.®

= Cuando las gotas caen perpendicularmente sobre una superficie lisa y horizontal a
una distancia menor de 50 cm. su forma es circular con los bordes lisos. Cuando la
altura estd comprendida entre los 50 y 100 cm. los bordes ya se presentan en forma
festoneada; a una altura entre 100 y 150 cm. los mismos son mas aguzados,
produciéndose proyecciones radiales (0 gotas satélites) a una mayor altura.

= Cuando las gotas caen verticalmente sobre un plano liso y oblicuo, las manchas se
alargan, tanto mas cuanto mas agudo sea el angulo de caida. Su forma, en cambio,
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no depende de la altura ni del volumen de la gota. La relacion longitud/anchura de la
gota permite calcular con aproximacion suficiente cual ha sido el &ngulo de caida.’

Color de las Manchas de Sangre.

= Una mancha seca, pero relativamente fresca, es de un color rojo intenso y de aspecto
brillante.

= El brillo desaparece bajo la accion de la luz solar, calor y diferentes condiciones
atmosféricas haciéndolas de aspecto polvoriento, deslustradas, resquebrajadas y mas
palidas. Sobre tejidos, el brillo es a menudo menos visible.®

El color varia con la edad y el soporte sobre el que recaen. En los tejidos absorbentes y
claros las manchas presentan un color rojo oscuro, que con el paso del tiempo tienden a
ennegrecerse mas.

Estudio del Soporte.

Soporte: Es toda superficie donde se encuentran las manchas de sangre (cuerpo, ropas,
suelo, murallas, vidrios, etc.).

Las manchas de sangre por contacto tendran particularidades especiales atendiendo a la
permeabilidad e impermeabilidad del soporte.*®

A;xyu/o de o
caida 90° 60

*

”~
(—.-—......--—.—-—._..-..—-.—...___-

Ca¢ dd ({ (4 ° o
a//ura -90
(mnos ae

un melro) ‘ .

IMAGEN. 1. Las manchas de sangre por proyeccion dinamica varian en su forma tanto por su altura como por
el angulo de caida.>

En general podemos decir que a poca altura las gotas son circulares mientras que a medida que va
aumentando la altura se va volviendo elipticas asi como van apareciendo la forma tipica de raqueta.
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A. B. C.

IMAGEN. 2.
A). Mancha producida por una caida desde 20 cms. B). Mancha producida por una caida desde 1 mt.

C). Mancha producida por una caida desde 1.8 mts. D). Mancha producida por una caida desde 40 cms. con
un angulo de 25°

E). Mancha producida por 10 ml de sangre lanzados sobre una pared vertical lisa®

En los tejidos oscuros las manchas se visualizan mal, por lo que se debe utilizar el reactivo
de luminol para hacerlas aparentes.

Cuando la mancha asienta sobre un soporte no absorbente, forma costras con aspectos de
escamas brillantes o agujas. Si la sangre es reciente, las escamas son rojas, aunque el color
obedece, con independencia de la edad, del espesor de la costra; a menor dimensién, el rojo
es mas acusado. Con el tiempo las costras se van tornando méas oscuras.*®

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.®
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1.2.4. COMPOSICION DE LA SANGRE

La sangre es un tejido liquido que circula a través del cuerpo. Es la encargada de transportar
el oxigeno a todo el organismo y de recoger el bioxido de carbono producido por los tejidos,
para transportarlo al pulmon y ahi cambiarlo nuevamente por oxigeno. Constituye
aproximadamente el 8% del peso corporal.®

Esta formada por:

1. Particulas solidas aproximadamente en un 50%, estas son:

e Eritrocitos, células sin nucleo que se presentan de 4.5 a 5 millones por milimetro
cubico. En su membrana o estroma, se encuentran los antigenos de los grupos
sanguineos, fosfolipidos, enzimas, etc., en su interior contienen a la hemoglobina,
sodio y potasio entre otras sustancias.

e En la membrana del eritrocito encontramos los antigenos de los grupos sanguineos
también llamados aglutin6genos. En los eritrocitos, el grupo antigénico mas
inmunogénico es el sistema ABO vy le sigue el sistema Rh o D.

e Leucocitos o globulos blancos, en proporcion de 5 a 10 mil por milimetro cubico, estan
considerados como medio de defensa del organismo. Producen anticuerpos de varios
tipos incluyendo anticuerpos de tipo sanguineo o isohemaglutininas.

e Plaquetas o trombocitos, en cantidad de 200 a 400 mil por milimetro cubico, estos
participa en la coagulacién de la sangre.*

2. Plasma, una fraccién liquida que ocupa el 55% aproximadamente de su volumen. Esta
fraccidn contiene numerosas proteinas y sales organicas, es importante, ya que
contiene, entre otras proteinas: anticuerpos o inmunoglobulinas, fibrinbgeno, albuminas
y globulinas, dentro de las cuales estan la IgG, IgM, IgE y la IgA.

El suero es la fraccion liquida que se obtiene después de la coagulacion de la sangre
extravasada y se encuentra por tanto desprovista de fibrinégeno.

Los elementos descritos en la sangre, nos permiten identificarla y efectuar la
determinacién del grupo sanguineo eritrocitario.

3. Enzimas como fosfoglucomatasa, fosfatasa acida eritrocitaria, adenyl kinasa y 6-
fosfogluconato dehidrogenasa.

4. Proteinas como es la hemoglobina y haptoglobinas, se utilizan con fines forenses para
tratar de individualizar una muestra de sangre por su frecuencia en la poblacion.?
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Composicion del plasma 1 Proteinas plasmaticas
Agua 92% Albiminas 60%
Transporta moléculas Transportan lipidos, harmonas
Muestra de sangre organicas e inorganicas, esteroideas; contribucion principal
centrifugada | células, plaquetas y calor de la concentracidn osmética del plasma

O Proteinas plasmiticas 7% [— Globulinas 35%

: Transportan iones, hormoenas,
Otros solutos P lipidos; funcién inmunitaria
FibrinGgeno 49,
Pl Componente esencial del sistema
g de coagulacion

-55%
Proteinas reguladoras <1%
Enzimas, hormonas, proteinas
coagulantes

- — Otros solutos
Capa AMNSae . Electrélitos
leucocitica ‘:.-Z,‘". Bl P Composicion idnica del liquido
<1% (e extracelular normal esencial para las
Formacion del codgulo actividades vitales de las células
Sanguineo y reparacion tisular (p. €., Na*, K*, CF)
Nutrientes organicos
- Leucocitos Se usan para la produccion de ATP, el
crecimiento y el mantenimiento de las
células (p. ej., dcidos grasos, glucosa,
- aminodcidos)
. e X Productos de deshecho orgdnicos
Hematies
~45%, : ol Transportados hacia localizaciones
\ x de degradacion o excrecidn (p. ej., urea,
\ Neutrofilos (50-70%) bilirrubina}

Hematies

“ Eosindfilos Linfocitos Basatilos
Monocitos (2-8%) (2-4%) (20-30%) (<1%)

IMAGEN. 3. Componentes de la sangre®

22



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

1.2.5. ESTUDIO FORENSE DE LA SANGRE

La investigacion de manchas de sangre sigue ocupando un lugar preferente en la
criminalistica. Tradicionalmente, se ha venido realizando un sistema de investigacion que
incluye la realizacion de los siguientes diagndsticos:

e Orientacion.

o Certeza.

e Especie.

e Individualidad (grupos, ADN, sexo, etc)

e Otros. (antigiiedad, lugar de procedencia, etc.)

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

La sangre es el fluido biol6égico mas importante para la quimica forense, algunas pruebas
gue se pueden realizar en ella, ya sea en personas vivas o cadaveres para la ampliacion del
peritaje son:

e Dopaje Etilico.

e Exadmenes Toxicoldgicos Orgéanicos fijos.

e Examenes de Solventes Organicos volatiles.
e Exadmenes de Toxicos Metélicos.

e Examenes de gases toxicos y causticos.

e Determinacion de sustancias quimicas.

e Identificacién de victimas y/o victimarios.™
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CAPITULO II

TECNICAS DE RECOLECCION Y EMBALAJE DE MUESTRAS
SANGUINEAS.

Una vez que se realiza la observacién preliminar se procede a la busqueda de indicios en la
escena del crimen, para lo cual se utilizan métodos como el denominado por zonas, en
espiral, criba, etc.; al ser localizados los objetos que se consideren de importancia para
descubrir la verdad histérica de los hechos, debe fotografiarse antes de su recoleccion y
marcar en los croquis los lugares donde se encontraron.

Posteriormente se llevara a cabo el levantamiento de los indicios de manera ordenada para
que no exista la posibilidad de alterar la escena; utilizando las diferentes técnicas de
levantamiento y embalaje, segun los tipos de evidencias, evitando manipularlas demasiado
con el fin de no dafarlas, destruirlas o modificarlas, para lo cual se recolectan y se
empaquetan cada una con su respectiva etiqueta que las identifigue, ademas de un registro
de recuperacién de evidencias.®

Como se menciond anteriormente, para el levantamiento y embalaje se requiere del empleo
de técnicas bien establecidas, segun sea el tipo de indicios que se encuentre en el lugar,
mismas que se describiran més adelante en este capitulo. En cuanto al levantamiento, se
recomienda:

e Observar detenidamente las evidencias en el lugar donde se encuentren antes de
levantarlas.

e Fijarlas fotograficamente antes de recolectarlas.

e Marcar en los croquis los lugares donde se encontraron.
e Utilizar equipo limpio y adecuado.

e Planear la técnica que va a utilizarse.

e Llevar un registro de la recoleccion.

e Utilizar guantes quirurgicos o de plastico.

e No manipular en exceso las evidencias.

Con respecto al embalaje, cabe recomendar lo siguiente:

e Utilizar recipientes adecuados.
e Guardar las evidencias de manera individual.

e Rotularlas claramente, anotando fecha, hora, numero de averiguacion, tipo de
evidencia, localizacion, nombre de quien la recolectd, y numero del articulo.
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Hay muchas posibilidades de recoleccibn de objetos que pueden relacionarse con los
hechos, en este trabajo se describiran solo aquellas que se utilizan para recolectar sangre
como elemento de prueba en la investigacién criminal. '

IMAGEN. 4. Bolsas y sobre para transportar objetos o prendas con sangre.55

Valor investigativo.
Comprende los aspectos siguientes:

¢, Se trata de una mancha de sangre?

¢ Es sangre humana o de animal?

Si se trata de sangre humana, ¢a qué tipo y grupo pertenece?
¢,De cual regién organica procede?

¢, Cual es la edad de la mancha?

¢A quién pertenece?
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2.1.RECOLECCION EN DERRAME DE SANGRE.

1. Utilice una jeringa estéril o gotero estéril y pase la muestra a un tubo estéril para
almacenar sangre, sin anticoagulante (tubo de ensayo con tapon color rojo).

2. Si no tiene una jeringa nueva, también puede absorber parte de la muestra mediante el
uso de un trozo de tela estéril o bien puede usar aplicadores estériles secos (unos 4), los
cuales se deben posteriormente ser colocados en un tubo estéril de acuerdo a lo estipulado
en el punto anterior.*®

3. Levante una muestra control, repitiendo el procedimiento anterior, pero esta vez sobre un
area de la misma superficie que no presente manchas de sangre.

4. Seque el material (torundas o trozos de tela) a temperatura ambiente y evitando el
contacto con otras superficies. Para ello coloquelo en una caja de Petri o cajas pequefas de
carton esteériles.

5. Coloque el material en tubos estériles sin anticoagulante ni aditivos (tapon rojo).

6. Rotule cada tubo con la fecha y hora, sitio de la recoleccién, nombre de las partes y el
nombre de la persona que recolecto.

7. Embale, rotule y lacre cada tubo en un sobre de papel manila de tamafio apropiado,
indicando claramente que el sobre contiene un tubo de ensayo con sangre.

8. Transporte al laboratorio.*®

IMAGEN. 5. Recoleccion de derrame de sangre.55
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2.2. RECOLECCION DE MANCHAS HUMEDAS.

Esta técnica es aplicable solo a manchas hiumedas de sangre sobre objetos voluminosos o
inamovibles.

1. Siel material de soporte lo permite corte con hojas de bisturi nuevas y estériles.
2. Por el contrario, el levantamiento se puede realizar utilizando:

- Aplicadores estériles secos o

- Trozo de tela absorbente estéril (Use pinzas descontaminadas) 6

- Hebras de hilo absorbente estériles (Use pinzas descontaminadas).*®

3. La hoja de bisturi debe descartarse una vez recortada la muestra.

4. Frote el material de recoleccion sobre la mancha de sangre. Utilice 3 a 4 aplicadores
por mancha si esta es abundante; sino utilice solamente uno sin rotarlo.

5. Levante la muestra control, repitiendo el procedimiento anterior, pero esta vez sobre
un area que no presente manchas de sangre y utilizando una hoja de bisturi nueva y
limpia o un aplicador estéril.

6. Seque el material (torundas, hebras, trozo de tela o de soporte) en cajas de Petri
estériles antes de embalarlo.

7. Cologque las muestras en tubos de ensayo sin anticoagulante (tubos de ensayo con
tapdn rojo).

8. Rotule cada tubo con la fecha y hora, sitio de la recoleccion, nombre de las partes y el
nombre de la persona que lo recolecto.

9. Embale, rotule y lacre cada tubo en un sobre de papel manila de tamafio apropiado,
indicando claramente que el sobre contiene un tubo de ensayo con sangre.

10.Transporte al laboratorio para su analisis.*®
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2.3. RECOLECCION DE MUESTRAS DE SANGRE EN PERSONAS.

1. La toma de muestras para comparacion o andlisis a las personas involucradas en un
proceso penal idealmente deben realizarse en las secciones de Bioquimica o toxicologia del
Laboratorio, segun corresponda. En el caso de zonas rurales y horas no habiles, se debe
solicitar la colaboracion de toma de muestra al Centro de Salud mas cercano que se
encuentre abierto. Las muestras quedaran bajo custodia de las autoridades judiciales hasta
su envio al Laboratorio.'®

2. Las muestras de sangre SOLAMENTE deben ser tomadas por personal calificado
(profesional en medicina, microbiologia, enfermeria o flebotomista) para este tipo de
procedimientos, a partir de la puncion venosa, en la medida de lo posible y segun se indica a
continuacion.

3. Solicite a la persona alguna identificacion (pasaporte para extranjeros), y anote en la
solicitud de Dictamen Criminalistico; nombre y apellidos de la persona, cédula de identidad o
namero de identificacion, la fecha y la hora, asi como el nombre de quien toma la muestra.

4. Si la persona no porta identificacion, se consignara en la solicitud y se le tomara una
huella digital de los dedos pulgares e indices. Dentro de lo posible tome una fotografia que
se incluird en la misma solicitud. Ademas se indicard el nombre completo que la persona
dice tener.

5. Para el andlisis de ADN se puede utilizar cualquiera de los siguientes tubos: con
anticoagulante EDTA (tapon morado), o bien con acido citrico y dextrosa (tapén amarillo).
Envie un tubo con 5-8 ml de sangre como minimo.*®

6. Si la persona se niega a la extraccion de la muestra, se anota en la misma "Solicitud de
Dictamen Criminalistico" una observacion que asi lo indique. Se le pide al paciente que firma
la nota de su negativa. Si se niega también a firmar se anota ademas que la persona no
quiso firmar. Se anotardn ademas la fecha que la persona no quiso firmar. Se anotaran
ademas la fecha y la hora, asi como el nombre, apellidos y nimero de cédula de otra
persona, quien firmara como testigo de la negativa.

7. En las situaciones en que el paciente se niegue a la toma de la muestra o suministrarla
NO SE DEBE EJERCER NINGUN TIPO DE PRESION O PERSUASION. Es recomendable
en la medida de lo posible comunicarse con el Juez para informarle del caso

8. Si no se presentan inconvenientes se procede a la toma de la muestra de sangre. Con la
persona preferiblemente sentada, limpie la piel con un algodén impregnado con alcohol al
70%. Se procede a la extraccion de la sangre por puncién venosa en la vena cefalica,
basilica o cubital media.*®
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9. Rotule cada tubo con los siguientes datos; fecha, hora, nUmero de caso, nombre de la
persona a la que se tomd la muestra, andlisis solicitado y en el

caso que se desee determinar la hormona gonadotropina corionica (prueba de embarazo) se
debe anotar la fecha de la ultima menstruacion.

10. Cualquier incidente durante la toma de muestras debera ser anotado en el apartado de
Resumen del caso o de los hechos acontecidos en la solicitud de dictamen criminalistico.

11. Luego de la venipuncion, pida la persona doblar el brazo con el algodon prensado en el
punto de puncion y mantenerlo asi por unos diez minutos. Devuelva la identificacion si la
aport6. Embale los tubos y adjunte la solicitud de Dictamen Criminalistico debidamente llena,
al embalaje externo. Transporte en cadena de frio lo antes posible. NUNCA CONGELE
estas muestras.

12. Si la persona esta internada en un hospital o clinica consciente o inconsciente, pida una
autorizacion firmada en la misma solicitud al médico encargado del paciente para la toma de
la muestra o muestras.

13. Envie cuanto antes al Laboratorio en cadena en frio.*2

IMAGEN. 6. Recoleccién de muestra de sangre en personas.”
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2.4, RECOLECCION DE MANCHAS SECAS.

2.4.1. LEVANTAMIENTO POR RASPADO.

Esta técnica es aplicable solo a manchas secas de sangre sobre objetos voluminosos o
inamovibles.*

1. Raspe la mancha con una hoja de bisturi nueva y limpia sobre una caja Petri estéril.
Cambiar la hoja del bisturi en cada muestra.

2. Coloque el polvo en un tubo estéril sin anticoagulante.

3. Rotule adecuadamente con fecha y hora, sitio de recoleccion, nombre de las partes y
nombre de la persona que recolecté.

4. Levante una muestra control, repitiendo el procedimiento anterior, pero esta vez sobre
un area que no presente mancha.

5. Embale, rotule, y lacre en un sobre papel manila de tamafio apropiado, indicando
claramente que el sobre contiene un tubo con sangre.®

IMAGEN. 7. Recoleccion de sangre por raspado.®
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2.4.2. LEVANTAMIENTO POR CORTADO.

. Si el objeto manchado es muy voluminoso, y el material permite el uso de la tijera,
proceda a cortar parte del material de soporte conteniendo la mancha y séquelo al
aire. Si el tamafio de la muestra lo permite, utilice una placa de Petri estéril. Use
pinzas descontaminadas.

. Coloque el material en un recipiente (bolsa o sobre de papel) limpioy seco.

. Rotule adecuadamente con la fecha y hora, sitio de recoleccién, nombre de las partes
y nombre de la persona que recolecto.

. Levante una muestra control en un area gue no presente manchas.

. Objetos de gran tamafio manchados con sangre, deberan ser embalados con papel.
Muestras mas pequefias que se han secado, deben ser colocadas en caja de Petri,
plasticas, o bien utilice tubos de ensayo estériles sin anticoagulante.

. Embale, rotule y lacre cada muestra en un sobre manila de tamafio apropiado,
indicando claramente el sobre contiene un tubo de sangre. En caso de que utilice
cajas de Petri, asegure la cubierta superior con cinta adhesiva con el fin de que la
muestra no se salga.

. Transporte al laboratorio.*®

IMAGEN.8. Levantamiento de sangre por cortado.®’
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2.4.3. LEVANTAMIENTO POR DILUCION.

Este procedimiento debe ser aplicado para recolectar muestras que se encuentren sobre
superficies porosas y que no permitan un raspado de las manchas.

Para efectuarlo se podran utilizar:

Aplicadores humedos con agua destilada o solucién salina estéril o un trozo de tela estéril
humedecido en agua destilada o solucién salina estéril, use pinzas descontaminadas.°

1. Frote el material de recoleccién humedecido sobre la mancha de sangre.
2. Seque el material antes de embalarlo en una caja de Petri estéril o bolsa esteéril.
3. Coloque el material en tubos de ensayo sin anticoagulante.

4. Rotule adecuadamente con fecha y hora, sitio de la recoleccion, nombre de las partes
y nombre de la persona que recolecté.

5. Levante una muestra control en un area que no presente manchas.

6. Embale, rotule y lacre cada muestra en un sobre manila de tamafio apropiado,
indicando claramente el sobre contiene un tubo de sangre.

7. Transporte al laboratorio.

2.5. REMISION DE INDICIOS AL LABORATORIO.

Todos los elementos deberan estar embalados de acuerdo con su naturaleza, debidamente
etiquetados (con indicacion de la causa, indicando si es de la posible victima y del imputado,
la fecha de recoleccion y seran firmados por la institucion correspondiente) y se entregaran
a la autoridad competente; asimismo se haran sugerencias respecto al tipo de estudio
requerido para cada uno de ellos en el laboratorio.

El objetivo perseguido con la entrega del indicio al laboratorio de criminalistica es procesarlo
técnica y cientificamente, para fines identificativos y reconstructivos, asi como para
determinar su asociacion o participacion en el hecho.*
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El suministro de los indicios al laboratorio deberd acompafarse del oficio de peticiébn que
describa los aspectos que se necesita sean tratados y estudiados; se recabara el acuse de
recibido correspondiente.

Es importante que los documentos sean debidamente verificados y los indicios y evidencias
deben ser estudiados con minuciosidad, con la finalidad de descubrir el movil del acto
criminal.

En la accion de un delito, suele haber siempre una accion de intercambio, esto quiere decir
que el agresor y la victima interactian de tal forma que uno deja algun rastro sobre el otro,
de esta forma se tiene que para los diferentes delitos se busca un indicio en especial de
acuerdo a su naturaleza:

Homicidio: los indicios mas encontrados son las armas de fuego, objetos contundentes o
punzo-cortantes.

Suicidios: los indicios mas encontrados son las drogas de abuso.

Violaciones: los indicios mas buscados son manchas de semen, pueden ser secas o frescas,
fibras capilares, piel en las ufias de la victima, saliva, etc.

Entre los indicios que mas suelen hallarse en el lugar de los hechos estan:

e Los presuntos instrumentos materiales del ilicito (armas de fuego, proyectiles,
instrumentos cortantes, veneno, etc.).

e Las huellas del autor o relacionadas con él (impresiones dactilares, pisadas,
escrituras y marcas de estas, cabellos y restos de tela, de sangre, etc.).

e Las huellas de la victima y también en ella (cadaver, rigidez cadavérica, estado de
lividez cadavérica, proceso de putrefacciéon, momificacion, espasmo cadavérico, notas
postumas, huellas en sus ropas, restos de sangre, etc.).

e Las huellas del lugar y de la dindmica del delito (huellas y direccion de pisadas,
posicion y estado de los objetos, huellas de neumaticos, aceleracion, freno, direccidon
etc., herramientas direccién de huellas dactilares, roturas, forzamientos, etc.).®*

Precauciones generales

e La recoleccién, manipuleo y acondicionamiento de la muestra debe cumplir con las
Normas de Bioseguridad, para preservar su integridad

e Recolectar la muestra con guantes y pinzas u otro objeto para su manipulacion
e Embalar por separado cada muestra

e En muestras biolégicas NO empaquetar en bolsas plasticas porque aceleran la
putrefaccion
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Para asegurar la inviolabilidad o no adulteraciéon precintar la tapa al cuerpo del
recipiente que contenga la muestra firmemente con cinta o faja de papel.

El precinto de recipientes o bolsas debe ser firmado por la persona que realiza la
toma de muestra

Cada muestra debe ir acompafiada por el documento oficial correspondiente.®

Acondicionamiento

Para muestras en sobres de papel o biolégicas sin cadena de frio

Colocar todos los sobres o recipientes precintados y rotulados de muestras de un
mismo caso en un sobre grande o caja Precintar y rotular con los datos del
Destinatario y Remitente.?

Para muestras bioldgicas liquidas que requieren cadena de frio

Introducir los recipientes en una caja de cartdén o similar
Colocar material absorbente entre los recipientes y la caja

Colocar la caja en una conservadora y rellenar todo el espacio entre ambos con
material refrigerante (bolsitas con geles criogénicos o hielo seco) en cantidad
suficiente segun la cantidad de muestra remitida y el tiempo de transporte estimado
para mantener la cadena de frio en dptimas condiciones

Embalar, precintar y rotular con los datos del Destinatario y Remitente. Agregar la
leyenda

Contiene Material Potencialmente Infeccioso

Enviar al Laboratorio tan rapido como sea posible.?
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IMAGEN. 9. Rotulado de muestras®

Identificacién de Muestra:
Causa:

Derivado por:

Tipo de muestra:
Fecha/hora de extraccion:
Lugar de extraccion:
Extaido por:

Identificacion de Envio:
Lab. Quimica Legal
Direccion

Remitente

Nombre de Institucién o Persona
Direccién, Localidad,
Provincia, Tel/Fax:
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CAPITULO 1l

TECNICAS DE ORIENTACION PARA LA IDENTIFICACION DE SANGRE EN
MANCHAS.

Las técnicas de orientacion son pruebas rapidas y basadas en la actividad de la peroxidasa
gue posee el grupo hemo de la hemoglobina de la sangre y que, en presencia de agua
oxigenada y de ciertos reactivos organicos dan lugar a la aparicion de coloraciones o
luminiscencia que orientan sobre la posible existencia de sangre en las muestras analizadas.

Si el resultado de los ensayos preliminares es negativo, la mancha no contiene sangre en
cantidades detectables como para permitir su posterior analisis. Si el resultado es positivo,
se requiere continuar con los ensayos para confirmar su presencia.™

Se realizan solamente cuando hay suficiente cantidad de muestra, para no dificultar la
realizacion de las pruebas de certeza, especificidad y tipificacién de grupo.

Toda técnica de orientaciébn emplea reacciones de confirmacién ya que se pueden tener
falsas reacciones positivas con otras sustancias que tengan actividad semejante a las de las
peroxidasas o bien con otros agentes oxidantes.

La metodologia criminalistica utilizada en la identificacion de sangre, es acorde al método
cientifico, esto es, la comprobacion de la hipétesis de trabajo, mediante la experimentacion
gue en este caso se logra a través de las siguientes técnicas:

Reaccion de bencidina. (ADLER)

Reaccioén de la fenolftaleina reducida. (KASTLE-MEYER)
Reaccidn de leuco-malaquita verde. (HUNT)

Técnicas espectroscoépicas.

Luminol.

o gk DN RE

Fluoresceina.r®
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3.1. TECNICA DE LA BENCIDINA O DE ADLER

FUNDAMENTO QUIMICO:

Las peroxidasas sanguineas son catalasas que, como su nombre lo indica, poseen
actividad catalitica (enzimatica) en las reacciones de oxidacion, ya que tienen la propiedad
de descomponer el peroxido de hidrogeno u otros peréxidos organicos, produciendo
liberacién de radicales oxhidrilo segun la siguiente reaccién:*®

H, O, RN H----OH+O0O

El grupo hem de la hemoglobina posee esa actividad enzimatica, que puede catalizar la
ruptura del peréxido de hidrogeno. Mientras no estén presentes otras sustancias organicas
oxidantes, esta actividad de la hemoglobina, descompone el peroxido de hidrégeno en agua
y oxigeno, que al reaccionar con la bencidina la oxidardn formando un compuesto
intensamente azul.*

N HEQ_{@NM Tt:.L? - @QNH +2H20

Bencidina reducida Bencidina oxidada (azul)
FIG. 1 Reaccion de la bencidina o técnica de Adler ’

La oxidacion de la bencidina es utilizada como prueba presuntiva para la identificacion de
sangre. La técnica tiene una sensibilidad de 1, 300,000 a 500,000.

BENCIDINA (método 1)

Reactivos Método de preparacion para 10 ml.

Obtener una solucion saturada de bencidina en 5ml de &cido acético glacial,
Afiadir 5 ml de perdxido de hidrégeno al 3%

Guardar en un frasco gotero

Usar inmediatamente

Bencidina
Acido acético glacial
Peroxido de hidrogeno al 3%

TABLA 1. Método 1 de la reaccién de bencidina®
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BENCIDINA (método 2)

Reactivos Método de preparacién para 100 ml.

o Disolver 0.14 g de bencidina en 100 ml de etanol absoluto
Bencidina
Acido acético glacial Afiadir 2-3 gotas de &cido acético glacial.

. . Guardar en un frasco y mantener refrigerado mientras no se use.
Peréxido de hidrogeno al 3%

Etanol absoluto Preparar en otro frasco peroxido de hidrégeno al 3%

TABLA 2. Método 2 de la reaccién de bencidina®
PROCEDIMIENTO:

Humedecer un hisopo con H,O destilada y frotarlo sobre la mancha problema.

Afadir al hisopo 1 o 2 gotas de solucion de bencidina, después de unos momentos de
observar que no dé coloracion con ésta, poner la misma cantidad de H,O, sobre el hisopo.

En caso positivo aparecera rapidamente una coloracién azul.
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3.2. TECNICA DE LA FENOFTALEINA REDUCIDA O KASTLE-MEYER

FUNDAMENTO QUIMICO:

Se fundamenta en la actividad, similar a una peroxidasa, de la hemoglobina en la sangre,
mismo principio utilizado en la técnica de Adler:

0

O_
|
Lo @ ,0
/_C_O_ Zn | c—0-
; i
AN/ H2 02 7 /i
— C_ .
04<:> ¢ : o Nc A
— \— Hb —/ | _
OH
Fenolftaleina oxidada (rosa) Fenolftaleina reducida (incolora)

FIG. 2. Reaccion de fenolftaleina reducida o Kastle-Meyer.*

La diferencia estd en que la fenolftaleina debe ser reducida previamente a fenolftaleina
incolora (de incolora a amarillo tenue), reactivo que por su labilidad, debe ser refrigerado en
frasco ambar,se trabaja en medio alcalino y se debe efectuar un calentamiento previo a
100°C durante un minuto.™

Lo antes mencionado explica el porqué de las modificaciones:

Termolabilidad.

Se sabe que todas las peroxidasas vegetales se inactivan por calentamiento a 100°C,
temperatura en que las peroxidasas de origen animal son estables. Un periodo corto de
calentamiento (un minuto a 100°C) servira para diferenciar una de otra.>®

Tiempo.

Las peroxidasas de origen animal son muy estables; las manchas de sangre humana dan
resultados positivos aun después de varios meses de haberse producido. Las manchas de
origen vegetal, dan resultados negativos.

pH.

Las peroxidasas de origen vegetal reaccionan en medio acido, no asi en medio alcalino, es
por esto que, la técnica de Kastle- Mayer es mas confiable.

Estase'fécnica es mas sensible que la de bencidina, siendo esto de 1:1 000 000 a 10 000
000.
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REACTIVO KASTLE-MEYER

Polvo de zinc

Etanol absoluto

Agua destilada

Reactivos Método de preparacién para 50 ml de sol de trabajo

Fenoftaleina gﬂgeljzglar 1g de fenoftaleina con 10g de hidroxido de potasio y disolver en 50ml de
H|dro>_<|do de Afiadir 10g de polvo de zinc.

potasio

Mantener la solucion calentando a reflujo hasta que se vuelva incolora. (Sol 1).

Solucién de trabajo: afiadir a 10 ml de la solucién 1.40 ml de etanol absoluto. La
solucion de trabajo debe mantenerse en refrigeracion.

En otro frasco, preparar peréxido de hidrégeno al 3%.

PROCEDIMIENTO:

TABLA 3. Método de la reaccion de KASTLE-MEYER?®

Humedecer un hisopo con solucion salina, frotar la muestra problema y pasarla a un tubo de
ensayo con 2 ml de la misma solucién, calentar un minuto a 100°C, afiadir unas gotas del
reactivo, esperar unos segundos y agregar peroxido de hidrégeno.

En caso positivo se obtendra una coloracion rosa brillante.

En la reaccién relevante, el peroxido de hidrogeno reacciona con la hemoglobina en la
sangre. La fenolftaleina no participa en este primer proceso. En su reaccion con el peréxido
de hidrégeno, el centro hemo de la hemoglobina sufre la reaccion de hemdlisis del enlace

0-0:

IMAGEN. 10. Coloracién rosa brillante de la prueba de fenoftaleina reducida o kastle-meyer positiva.42

HOOH + Fe*'[hem] — Fe**=O[hem] + OH- + H*

T ™

La sensibilidad reportada es de 1:10 000.
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3.3. TECNICA DE LA LEUCOMALAQUITA VERDE DE HUNT.

FUNDAMENTO

Se basa en la reaccién de oxidacién y reduccion, en donde la estructura de esta sustancia
recuerda a la de la fenolftaleina; el prefijo “leuco” refiere a la forma reducida incolora,
preparada de la malaquita verde.*®

N(CH3)2 N (CH3)2
RN
| O H-
2 cI- o
/N 'lz—*’ft\—r: CH3)2 H2 02 7N | 7N
={ fg— (CH3) 2 ﬁ — N (CH3)2
— N/ Hb — —
Malaquita verde (oxidada) Leuco malaquita verde reducida (incolora)

FIG.3. Reaccion de leucomalaquita verde de Hunt.™

La leuco- puede ser oxidada por las peroxidasas para dar la forma oxidada verde; es mas
confiable para la sangre, pero menos sensible que la de la bencidina.

La forma leuco puede ser oxidada por la accion de las peroxidasas para dar la forma
oxidada verde.

Leuco Verde Malaquita (método 1)

Reactivos Método de preparacion para 4 ml de sol de trabajo

Mezclar 0.32g de perborato de sodio con 0.1g de leuco verde

Leuco verde malaquita .
malaquita.

Perborato de sodio Guardar a temperatura ambiente.

Preparar una solucion a partir de 8 ml de acido acético glacial y

Aci Bt lacial )
cido acético glacia 4 ml de agua destilada.

Afadir a 4ml de la solucién anterior, 0.14g de la mezcla leuco

Agua destilada verde malaquita/perborato.

Peroxido de hidrégeno Preparar en otro frasco peroxido de hidrégeno al 3%

TABLA 4. Método 1 de la reaccion de leucomalaquita verde de Hunt."
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Leuco Verde Malaquita (método 2)

Reactivos

Método de preparacién para 10 ml de sol de trabajo

Leuco verde malaquita
Acido acético glacial
Agua destilada

Peréxido de hidrégeno

Preparar una solucién a partir de 8ml de acido acético glacial y 4ml de agua destilada.
Afadir a 10ml de la solucion anterior, 10mg de leuco verde malaquita.
Usar inmediatamente.

Preparar en otro frasco peréxido de hidrégeno al 3%

TABLA 5. Método 2 de la reaccién de leucomalaquita verde de Hunt.*

PROCEDIMIENTO

Se levanta la mancha mediante un hisopo humedecido en agua destilada al cual se le
agrega una gota del reactivo recién preparado; la prueba es positiva si hay viraje a color

verde.

La bencidina, la fenolftaleina reducida y la leuco verde malaquita se utilizan principalmente
para la busqueda sobre superficies pequefias 0 con muy poca muestra.

La sensibilidad reportada es de 1 :32 000.
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3.4. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

FUNDAMENTO

Estas técnicas permiten poner de manifiesto, mediante espectros de absorcion la presencia
de hemoglobina o alguno de sus derivados en manchas de sangre.

La hemoglobina diluida en agua (oxihemoglobina) tiene dos bandas de absorcion en la zona
del espectro visible entre 575 y 540 nm y una banda en los 412 nm mas ancha de los
derivados porfirinicos, conocida como Banda de Soret.™

PREPARACION

Se extrae la mancha de sangre con agua destilada y se filtra para llevarse a
espectrofotometria ultravioleta visible de doble haz y realizar un barrido espectral con
registro grafico, registrandose la hemoglobina en bandas de absorcién a 575, 540y 412nm

La muestra se alcaliniza con hidroxido de potasio y piridina, tornando la muestra a color
verde y que corresponde a la hematina alcalina; en el espectro se observa la Desaparicion
de las otras bandas y presentandose una banda a 600 nm. Se agregan unas gotas de
sulfato de amonio como reductor para que se forme el hemocromogeno que se registra en
bandas de absorcién en 559 y 530nm.°

PROCEDIMIENTO

Se impregna un cuadro de tela blanca y limpia de apresto de 5 X 5 mm con la muestra
problema.

Se afiaden 5 ml de agua destilada y se deja reposar durante 10 minutos para extraer y filtrar.

Se efectla el barrido espectral y se obtienen tres bandas de absorcion; dos finas de 575 y
540 nm. y una mas ancha de 412 nm. Este espectro corresponde a la oxihemoglobina

Se efectla nuevamente una extraccién de la muestra problema, pero se le agrega una
solucion de ferrocianuro de potasio al 5%; se realiza el barrido y se obtiene una banda de
630 nm. que corresponde a la metahemoglobina

Este procedimiento, se realiza con un Espectrofotbmetro ultra violeta-visible como el DK-22
de doble haz y provisto de monocromador.®
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3.5. LUMINOL.

NH, O

(5-amino-2,3-dihidro-ptalazina-1,4-diona): es una sustancia quimica que se oxida en una
solucién alcalina en presencia de perborato de sodio (NaBO3) y un sistema peroxidasa
(como la sangre).*!

NH, O NH, O

I/ 2 NaOH +Oz‘; ONa . N, +2 H,0

N ONa

FIG.4. Reaccion de luminol.*®

Esta prueba es muy sensible y puede revelar sangre que esté presente en pequefias
cantidades, o que por algan motivo al querer ocultar el delito han sido lavadas, limpiadas con
cloro, incluso en paredes que han sido pintadas para ocultar la sangre. A pesar del hecho de
gue puede afectar negativamente algunos procesos de pruebas serolégicas, el luminol no
afecta el tipo de sangre o posterior andlisis de ADN.3

El luminol (C8H7N302), P. F. 317°C es derivado del acido ftalico. Se trata de un sdlido
verdoso poco soluble, su importancia reside en la reaccion de quimioluminiscencia que da
con peroéxidos en presencia de complejos de hierro como catalizadores.
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Se utiliza en quimica forense para detectar trazas de sangre ya que esta catalizada la
oxidacion con peroxido de hidrégeno bajo emision de luz.

Las disoluciones de luminol son sensibles a la luz y a los cationes metélicos, son estables en
periodos de 8 a 12 horas y, térmicamente inestables.

Es capaz de detectar cerca de 1 micro litro de sangre en 1 litro de disolucién.®

LUMINOL 1 (formula de Grodsky, Wright y Kirk 1951)

Reactivos Método de preparaciéon para 500ml de sol de trabajo

3-Aminophtalhidracina

Disolver 3.5g de perborato de sodio en 500ml de agua destilada.

(luminol)

Perborato de sodio. Afiadir 0.5g de luminol y 25 g de carbonato de sodio.
Carbonato de sodio. Agitar y disolver.

Agua destilada. Dejar reposar durante 5 minutos.

Filtrar la solucién y pasarla a una botella con nebulizador.

Utilizarla inmediatamente.

TABLA 6. Método 1 de la reaccion de Luminol.*

LUMINOL 2 (férmula de Weber 1966)

Reactivos

Método de preparacion para 100ml de solucion test

3-Aminophtalhidracina (luminol)
Hidroxido de sodio.
Peréxido de hidrégeno.

Agua destilada

Solucién de trabajo A:
Disolver 8g de hidréxido de sodio en 500m| de agua destilada (0.4N).

Solucién de trabajo B:

Mezclar 10ml de peréxido de hidrogeno al 30% en 490ml de agua
destilada (0.176M).

Solucién de trabajo C:

Disolver 0.354 g de luminol en 62.5ml de hidréxido de sodio 0.4N y
aforar hasta 500ml con agua destilada 80.00 4M).

Mantener en refrigeracion las soluciones de trabajo.
Solucién test (100ml):

Mezclar 10 ml de la solucién A con 10 ml de solucién B, 10 ml de sol.
Cy 70 ml de agua destilada.

TABLA 7. Método 2 de la reaccién de Luminol.**
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PROCEDIMIENTO:

Con ayuda de un aspersor, la mezcla se esparce sobre la zona sospechosa. En caso
positivo, las manchas de sangre producen luminiscencia.®

Para la determinacién de presencia presuntiva de sangre en un area especifica y/o escena
de crimen, se rocia el reactivo de luminol directamente sobre el lugar donde se sospecha la
existencia de sangre no visible macroscopicamente.

La prueba se basa en la propiedad peroxidasa de la sangre en la que ésta sirve de catalitico
para que el luminol sea oxidado por el perborato de sodio en un medio alcalino, y como
consecuencia genera quimioluminiscencia en la obscuridad, siendo la reaccion:

Luminol + NaBOgj sangre Luciferasa = Luminiscencia

IMAGEN.11. Foto de observacién de luminiscencia en escena.”’

La sensibilidad de la prueba de Luminol es de 1: 1 000 000.
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Observaciones generales sobre aplicacion del luminol:

1. En estudios realizados se demostré que la sangre seca, descompuesta y mas vieja emite
una luminiscencia mas brillante.?

2. Una luminiscencia puede ser reactivada por la aplicacion de luminol fresco en forma de
spray después de una aplicacion previa que se ha secado, ya que la sangre puede ser
detectada en una dilucion de 1:1, 000,000.

3. La aplicacién del reactivo del luminol debe hacerse en forma de spray, utilizando un
atomizador. La aplicacion debe ser tenue y ligera sobre la superficie.?

4. El reactivo de luminol debe aplicarse en oscuridad.
5. Una reaccion positiva se observa como una luminiscencia azul.

6. Es procedente aplicar luminol cuando:

e Se supone lavados para manipular o hacer desaparecer restos de sangre.
¢ No se observan manchas de sangre macroscépicamente.
e Se desee rastrear un area donde se deseen reconstruir los hechos.

e El 4rea sea cerrada y haya sido preservada adecuadamente, y no haya sido expuesta
a condiciones climéticas desfavorables como la lluvia.

e En el 4rea no exista contaminaciéon por el paso continuo de personas o limpieza
continua durante mucho tiempo.®

7. Cuando se solicite una prueba de Luminol se recomienda asegurarse que las condiciones
para su realizacion sean adecuadas y que se informe el tamafio del area que se va a hacer
un muestreo, con el objeto de calcular la cantidad de reactivos necesarios para su
aplicacion, ademas de tomar en cuenta las condiciones bajo las cuales se ha mantenido la
escena.

Estudios han demostrado que la aplicacion previa del reactivo de luminol sobre una
superficie no tiene efecto adverso en el subsecuente analisis de ADN mediante el PCR
(Reacci6én en Cadena de la Polimerasa).’
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3.6. FLUORESCEINA

HO O O
X

COOH
HO o O
o  HO OH
Phthalic O : _
anhydride Resorcinol Fluorescein

FIG.5. Reaccion de la fluoresceina.™®

Es un compuesto quimico menos conocido pero igualmente capaz de descubrir restos de
sangre empleado como estudio de orientacion.

Es un reactivo fluorescente como el luminol que se aplica mediante un vaporizador.

Sin embargo el procedimiento a seguir es distinto porque como paso previo, la zona de
trabajo se iluminara a 445nm, observando con gafas amarillas o naranjas (dependiendo del
color del sustrato, se puede seleccionar otras diferentes). Es la forma de conocer y valorar
cualquier interferencia del soporte.®

A continuacion se rociard con la solucién de fluoresceina y en seguida, con perdxido de
hidrégeno.>®

Por ultimo, para detectar la luminiscencia, que indica el positivo, es necesario de nuevo, el
auxilio de la luz forense.

Se ha publicado que la sensibilidad de este test es similar a la del luminol, aunque se
advierte que no es eficaz sobre manchas concentradas.?
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Por otra parte ha quedado demostrado que cumple la condicion de no impedir el analisis
genético.

Para su preparacién se utiliza como solvente el agua o el etanol. El segundo es mas eficaz
en vertical, porque al evaporarse rapidamente, evita la formaciébn de regueros con la
consecuente pérdida de indicios. Por lo contrario, el agua sera de elecciobn para el
tratamiento sobre planos horizontales y/o de naturaleza porosa.

PREPARACION DE FLUOROSCEINA CON
ETANOL

Solucién estandar 1:
0.1g de fluoresceina
20ml de etanol

2g de zinc

1ml de &cido acético glacial

Adicionar unas virutas de zinc

Solucion estandar 2:

Se diluye 10ml de H, O, al 30% en 90mlI de etanol
Solucién de trabajo:

Filtrar la solucién estandar 1

Diluir 1ml de la disolucion estandar 1 en 99ml de etanol

TABLA 8. Preparacion de fluoresceina con etanol.>"

PREPARACION DE FLUOROSCEINA CON AGUA
DESTILADA

Solucion estandar 1:

0.1g de fluoresceina

20ml de etanol

2g de zinc

Afadir 1g de hidroxido de sodio y agitar.
Adicionar unas virutas de zinc.

Solucion estandar 2:
Se diluye 10ml de H, O, al 30% en 90ml de agua destilada o etanol.

Solucién de trabajo:

Filtrar la solucion estandar 1

Diluir 1ml de la disolucion estandar 1 en 99 ml de agua destilada

TABLA 9. Preparacion de fluoresceina con agua destilada.>
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Queda por mencionar el reactivo mas reciente dedicado a la busqueda de rastros de sangre.
Llamado Bluestar Forensic Kit, es un derivado del luminol, mas eficaz. Las ventajas frente al
luminol radican principalmente en que genera una luminiscencia mas brillante y se ve menos
afectado por las interferencias de los hipocloritos. Ademas para obtenerlo basta con disolver
dos tabletas en agua destilada.*?

La extrema sensibilidad de BLUESTAR® FORENSIC permite ver a simple vista manchas de
sangre diluidas a un grado de 1:10.000, como rastros diminutos o gotas que han sido
lavadas con o sin detergente.

En articulos publicados por grupos independientes, se ha llegado a la conclusion que la
reaccion de este reactivo con las peroxidasas es muy intensa, pero da lugar a mas falsos
positivos que el luminol, por tanto, es menos especifico.

BLUESTAR® FORENSIC no altera el ADN y permite analisis subsecuentes de ADN y de
ABO, trabaja tan bien en sangre fresca como en manchas de sangre muy antiguas o
alteradas, puras o diluidas, tiene una vida util larga y no requiere de condiciones especiales
de almacenamiento.

Una vez mezclado, BLUESTAR® FORENSIC es estable y funciona durante horas, o incluso
varios dias.*

En cualquier caso, el experto sera el encargado de valorar cual es la mejor eleccion.

CRIMINAL INVESTIGATION INVESTICATION CRIMINELLE

IMAGEN. 12. Bluestar Forensic Kit.*?
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CAPITULO IV

TECNICAS DE CONFIRMACION PARA IDENTIFICACION DE SANGRE EN

MANCHAS.

Estas técnicas son ensayos especificos que certifican la existencia de sangre en la mancha
investigada. Las mas utilizadas son:

TECNICA DE CRISTALES DE HEMINA. (TEICHMANN)

e TECNICA DE CRISTALES DE HEMOCROMOGENO. (TAKAYAMA)

4.1. TECNICA DE CRISTALES DE HEMINA (TEICHMANN)

FUNDAMENTO

Las proteinas (globulinas), se separan inmediatamente de la hemoglobina y del grupo
prostético cuando se tratan con acido acético, con el cual, se crea un medio acido en donde
el grupo hem se oxida mas rapidamente que en un medio alcalino; si hay algun halégeno
inorganico como el cloro, se formaran cristales insolubles de cloruro de ferriprotoporfirina o

hemina:*®

CH,
4 CH,

CH
Pk

HAC

-+ CHS
CL

* A

HEM OH

Cloruro de ferriprotoporfirina (hemina)

FIG.6. Reaccion de Teichmann.®
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PREPARACION

Cloruro de sodio 0.1 gr
Bromuro de potasio 0.1 gr
loduro de potasio 0.1 gr
Acido acético c.b.p. 100 ml

PROCEDIMIENTO

Se coloca en un portaobjetos de vidrio la muestra problema cubriéndola con un
Cubreobjetos y se deslizan entre éstas unas gotas de reactivo de Teichmann.

Se calienta a temperatura baja lentamente hasta la evaporacion, dejando enfriar para poder
observar al microscopio.*

En caso positivo se observaran unos cristales romboidales de color café oscuro.

Esta prueba da buenos resultados aun con manchas antiguas y con muy pequefia cantidad
de sangre.

IMAGEN.13. Cristales de hemina de Teichmann.®?
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4.2. TECNICA DE CRISTALES DE HEMOCROMOGENO (TAKAYAMA).

FUNDAMENTO

La ferroprotoporfirina y la ferriprotoporfirina se combinan con compuestos nitrogenados que
incluyen a otras proteinas, hidréxido de amonio, piridina y nicotina, los productos resultantes
son llamados hemocromégenos mediante la hemoglobina creando cristales tanto en medio
acido como alcalino. El reactivo de Takayama es de naturaleza alcalina.*

REACCION

La hidrdlisis alcalina con hidroxido de sodio libera el al grupo prostético de la hemoglobina,
mientras que el fierro del hem se encuentra como i6n férrico (+3) debido a la formacién de
metahemoglobina en el proceso de desecacién de la sangre. *

La carga del hierro se neutraliza por el ibn OH. Calentando la glucosa se reduce el ion férrico
a ferroso (+2) y la piridina se le combina para dar el hemocromégeno o
piridinferroprotoporfirina en forma de cristal insoluble.

La prueba es mas sensible y sencilla que la de los cristales de hemina y no se han reportado
falsos positivos.

Hic  CHCH2

NAOH
+ HEME
GLUCOSA

+

PIRIDINA |

Piridinferroprotoporfirina Hemocromadgeno

FIG. 7. Reaccion de Takayama.™
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PREPARACION

Reactivo de Takayama es de naturaleza alcalina.

Se mezcla una parte de solucién saturada de glucosa, una parte de solucién de hidréxido de
sodio al 10%, una parte de piridina (PM: 79.2 D = 048), y dos partes de agua destilada. *°

Una vez preparada la mezcla se guarda en un frasco ambar. La solucion debera ser
preparada inmediatamente antes de utilizarse.

PROCEDIMIENTO

Una pequeia cantidad de la muestra problema se coloca entre el porta y cubre objetos. Por
capilaridad se agrega un poco de reactivo y se calienta a temperatura baja durante 30
segundos.

Se observan cristales romboidales de color rosa al microscopio*°
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CAPITULO V
TECNICAS PARA LA DETERMINACION DEL ORIGEN DE LA SANGRE.

(PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD)

Una vez realizadas las pruebas confirmatorias de sangre, debe efectuarse la investigacion
del origen humano o de otra especie al cual pertenece la muestra.*

Existen dos formas de realizarlas:

1. Fisicas o microscopicas.- La presencia de glébulos rojos en una muestra ha sido de gran
valor ya que el tamafio y la morfologia de los mismos difieren entre las especies.

Los globulos rojos del hombre, como los de casi todos los mamiferos, son circulares y sin
nacleo, a excepcion de los del camello y otros relacionados, como los de la llama, que son
ovales, pero también sin nucleo.

Las aves, reptiles y peces, poseen glébulos rojos nucleados y de mayor tamafio que el de
los humanos. Mediante estos datos es posible constatar que la sangre en cuestién no puede
pertenecer a determinadas especies, quedando las mismas excluidas.*

La sangre humana y la sangre animal, presentan diferencias de concentraciones en sus
componentes, en el siguiente cuadro se resaltan algunas de ellas.

Elementos Sangre Humana Sangre Animal
Plasma Liquido amarillento e incoloro Es incoloro pero su tonalidad varia segun la
especie.

Didmetro de 7.2 micras, grosor 2.4 |Didametro de 7 a 8.4 micras, varia de forma y
micras en la periferia y una micra en el | tamafio segun su especie.

centro.
Glébulos rojos Periodo de vida 120 dias en circulacion | Periodo de vida varia segun la especie
Glébulos blancos Van de 4000 a 11000 leucocitos por | Varian su cantidad segun la especie.

mm cubicos de sangre.

Plaguetas Van de 150.000 a 500.000 mm |Varian segun la especie
cubicos de sangre.

TABLA 10. Diferencias de concentraciones en los componentes de la sangre humana y animal.*
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2. Biolégicas o Inmunoldgicas.- Consiste en una reaccion antigeno-anticuerpo, y como la
misma se visualiza con la obtencién de un precipitado, se conoce con el nombre de ensayo
de las precipitinas. Desde el principio de siglo, se sabe que es posible distinguir la sangre de
diferentes animales por medio de sueros precipitantes.*

La reaccidon de las precipitinas es la técnica inmunoldgica de eleccién para determinar si
una mancha de sangre es de origen humano, la cual puede ser realizada de diversas
maneras empleando el mismo fundamento.

Sin embargo, el quimico debe reconocer el hecho de que el éxito de sus esfuerzos puede
verse afectada por un nimero de factores relativos a los materiales a ser examinados.*

Particularmente con respecto a la sangre, estos factores incluyen la edad de la mancha, la
exposicion al aire, la luz solar, la humedad, altas temperaturas, el grado en que la mancha
se puede echar a perder, y la contaminacion por productos quimicos tales como
detergentes. Ademas, las condiciones de la prueba en si , tales como la temperatura , el pH,
la solubilidad de la mancha y la dilucién del extracto mancha juegan un papel importante .’

Mientras que la edad y la putrefaccion puede producir efectos degradativos en proteinas de
la sangre, estos efectos no suelen ser lo suficientemente grave como para evitar que el
examinador de la obtencién de un resultado positivo. Algunos abogan por el uso de &cido
sulfosalicilico para detectar la presencia de proteina reactiva en caso de duda.

La exposicion al aire, la luz solar y / o la humedad, a menudo sirve para acelerar los cambios
oxidativos en una mancha de sangre, en ultima instancia, haciéndola menos susceptible a la
identificacién concluyente.?®

El principal efecto observado con manchas de sangre que se han calentado (hirviendo o
planchado) esta en la drastica extension del tiempo necesario para disolver una parte de la
mancha. La precipitacién es a menudo mas débil y el tiempo de reaccién también se amplia.
Estos efectos pueden ser entendidas mas facilmente si se considera como las proteinas son
vulnerables a la desnaturalizacién por calor.>

El lavado de una mancha de sangre con jabdon o detergentes interferirda con una reaccion
positiva, sin embargo, simplemente el enjuague con agua por lo general no dan ningun
problema. ?°

Es importante tener en cuenta que las proteinas de suero de una mancha de sangre seca
son responsables de la prueba de precipitina positiva. Asi, si una cantidad de sangre se
deposita en un trozo de tela, con el suero de la saturacion de la tela pero un coagulo que
gueda en la superficie, un raspado del codgulo que se secd seria menos probable que dé un
resultado positivo de un corte de la tela que contiene el suero seco.>
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En la realizacion de la prueba de precipitina , el extracto de la mancha debe ser a un pH
cercano a la neutralidad y la prueba debe ser llevado a cabo a temperatura ambiente.

Cualquier reaccion positiva ocurrida después de 20 minutos se cuenta y por lo general con
un poco de antisuero, una reaccion positiva se puede esperar en menos de cinco minutos.

Los extractos de la mancha deben estar preparados en el menor volumen posible de liquido,
teniendo en cuenta la posibilidad de absorcion del suero en el material de soporte. Tiempos
de extraccion de las manchas pueden variar y, a veces hasta 24 horas pueden ser
requeridas. Un punto basico a recordar es que siempre que sea posible un control sin
mancha y un control de medio de extraccibn deben procesarse con la muestra
cuestionada.*®

5.1. TECNICA DE LAS PRECIPITINAS EN CAPILAR O TUBO (UHLENHUTH).

FUNDAMENTO:

Las moléculas de anticuerpos (inmunoglobulinas) reaccionan con antigenos (proteinas
solubles) para formar un precipitado que es facilmente visible cuando es observado bajo las
condiciones de luz correctas o cuando se tifien correctamente.®

Por lo general, las reaccion de precipitacion entre un antigeno soluble y su anticuerpo
especifico se producen como consecuencia de varias fuerzas que actian entre los reactivos:
fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno, interaccion dipolo, la atraccién entre
antigeno no polar y superficies de anticuerpos y la atraccion electrostatica. La reaccion
misma se lleva a cabo de una manera gradual. Inicialmente, se forman complejos antigeno-
anticuerpo solubles. A medida que avanza la reaccion, estos complejos comienzan a
coalescer y formar una red de moléculas de anticuerpos bivalentes y moléculas de antigeno
polivalentes. Esta formacién crece rapidamente a un tamafo suficiente para convertirse en
insoluble y forma un precipitado visible. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que la
reaccion requiere una concentracion equivalente de antigeno y anticuerpo, tanto para una
reaccion positiva clara y que un exceso de cualquiera de los dos puede resultar en una
prueba negativa.®°

Esta reaccién puede llevarse a cabo en la interfase de dos liquidos en un tubo de ensayo ,
en un gel como resultado de los dos reactivos que se difunden hacia la otra, o en un
electroforetograma con los reactivos después de haber sido puestos en contacto uno con el
otro bajo la influencia de un campo electroforético . Cada técnica tiene ventajas sobre los
demas y el investigador debe elegir la que mas se ajuste a sus necesidades.
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En método comun para la determinacion es la llamada prueba de anillo de Precipitinas o
prueba en capilar, se basa en la estratificacion cuidadosa de la solucion de antigeno a través
de la preparacion de anticuerpo. Este método es sencillo, rapido y si es necesario puede
llevarse a cabo en tubos capilares cuando las cantidades de reactivos son limitados.**

La precipitacion en un medio de gel como se describe por Oudin y de Ouchterlony ofrece las
ventajas sobre el método de tubo que el extracto de la mancha no tiene por qué ser claras y
se pueden utilizar pequefas cantidades de reactivos. La desventaja, sin embargo, es que se
requiere un tiempo considerable para permitir la difusidbn necesaria para que se produzca la
reaccion y se observe el precipitado.

Micro- metodologia, sin embargo, ha reducido este 2-3 dias a una cuestiébn de unas pocas
horas, aunque la técnica todavia no es tan comin como la prueba del anillo.*

La electroforesis es un procedimiento en el que las particulas cargadas (moléculas de
proteinas) son sometidas a un potencial eléctrico en un buffer de pH adecuado y en un
medio de soporte adecuado. Debido a las cargas relativas y en cierta medida el tamafio y la
forma de las moléculas, que se pueden separar durante la migracion.

El método tal como se aplica a la reaccidon de precipitinas se refiere como cruce o contador
de electroforesis.

Tiene las ventajas de la difusidbn en gel anterior mas el efecto de aceleracion de la
electroforesis en la migracion en el gel o medio de soporte. Otra ventaja es que la
electroforesis de cruce es mas sensible que cualquiera de las técnicas anteriores.

El lavado de manchas de sangre con agua y jabon o detergente, interfiere en las reacciones
positivas con la presencia de sales de sodio o sulfonatos; el acido tanico y las proteinas
séricas también pueden producir falsos positivos.
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PREPARACION

e El Antisuero policlonal de conejo contra las proteinas sanguineas humanas (antigenos
a precipitar) se puede preparar inoculando a un mamifero no primate con el suero o
plasma humano e inyectando esa sangre a un conejo para que produzca anticuerpos
anti sangre humana.*

Muchos antisueros comerciales estan disponibles y el quimico debe elegir lo que es
mejor para él.

e Solucién salina fisiologica tamponada: 17 mg de NaCl, 144ml 1/15 M Na2HOP4
anhidro (1/15M solucion = 9,47 g/ L), y 56 ml 1/15 M de KH2PO4 anhidro (solucién
1/15 M =9,08 g / I) con agua destilada para hacer 2 litros de solucion.

e ElpHfinal 7,2.

PROCEDIMIENTO

Introducir un pequefio fragmento de la mancha junto con unas gotas de solucion fisiologica
en un tubo de ensayo y se pasa a centrifugar por 1 a 2 minutos a 2500 rpm (860Gs), (El
Tiempo requerido para la extraccion depende de la naturaleza de la mancha y a menudo
sélo un minuto o dos es necesario), después se usa el sobrenadante, el cual se coloca en el
tubo de precipitinas, después, se le afiaden dos gotas de extracto diluido en el tubo
inclinado de modo que el liquido baje por la pared del tubo. Una cantidad igual de antisuero
se afiade al tubo (todavia inclinado). Se debe tener cuidado de utilizar tubos
extremadamente limpios. El tubo se mantiene entonces verticalmente para observarse un
anillo de precipitacion ante una luz indirecta y fondo oscuro antes de 20 minutos que indica
una prueba positiva.**

Formacion
del anillo

IMAGEN.14. Prueba de precipitinas en tubos capilares.15
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5.2. TECNICA DE LAS PRECIPITINAS POR INMUNOELECTROFORESIS O DOBLE
DIFUSION

FUNDAMENTO

El antigeno emigra anddicamente y el anticuerpo catddicamente durante la aplicacion de una
corriente eléctrica sobre una placa de agarosa en donde se hacen perforaciones pares,
colocando el antigeno (seroalbumina, o y B globulinas) y el anticuerpo (y globulinas);
terminada la electroforesis se observan bandas visibles de precipitacion entre las
perforaciones pares de los materiales proteicos especificos®®

MATERIAL Y EQUIPO

e Céamara de electroforesis con fuente de poder con control de 500V, 20uA y control de
tiempo

e Puentes de papel filtro

e Perforador y extractor de gel de 2 mm de diametro y Agar
e Micropipetas graduadas

e Porta objetos desengrasados y pulidos

e Antisuero contra proteinas séricas humanas

« Acido dietilbarbitarico, barbital sédico y lactato de calcio.”

PREPARACION
1. Solucién amortiguadora para la camara de electroforesis con un pH de 8.6
e Acido dietilbarbittrico 1.38 gr
e Barbital sodico 8.76 gr
e Lactato de calcio 0.384 gr
e Agua desionizada 1,000 ml

2. Solucion amortiguadora para el gel con un pH de 8.6
e Acido dietilbarbitarico 1.1 gr
e Barbital s6dico 7.0 gr
e Lactato de calcio 1.0 gr
e Agua desionizada 1,000 ml

3. Gel: diluir 2gr de Agar en 100 ml de la solucién amortiguadora 2.
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Se prepara una placa de gel de 2.5 ml sobre una cama de gasa hiumeda y se deja refrigerar
por una hora, o tubos de ensayo con 7ml de gel.*®

PROCEDIMIENTO

1. Colocar en uno de los compartimientos 10 ml de solucién amortiguadora 1 y se colocan
puentes de material absorbente en los compartimientos laterales y se prepara el extracto
muestra o muestras problema, suspendiéndolos en solucién amortiguadora 2 por lo menos
durante 5 minutos.

2. Se colocan las muestras problema, antisuero y testigo en una horadacién de 8 a 10
lambdas y se coloca en la camara de electroforesis con la polaridad adecuada a 150 v
durante 45 minutos

INTERPRETACION

Las bandas de precipitacion se haran visibles en la zona entre el antigeno y el anticuerpo
cuando hay complementariedad entre el antigeno (Ag) y el anticuerpo (Ac).'
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CAPITULO VI

TECNICAS PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO EN
MANCHAS DE SANGRE

Tipificacion de Manchas de Sangre.

Tipificar una mancha de sangre, es encontrar su tipo o grupo dentro de la mayor cantidad
posible de sistemas y es fundamental para llegar a la individualizacion, esto es, llegar a
saber a quién pertenece el rastro de sangre.

En sangre fresca, la presencia o ausencia de un antigeno, se determina por la aglutinacion o
no de los glébulos rojos puestos en contacto con un antisuero especifico.®

En manchas de sangre seca los glébulos rojos estan generalmente destruidos y, por lo tanto,
las técnicas de aplicacion directa no son aplicables; sin embargo los antigenos no se
desnaturalizan inmediatamente y retienen la capacidad de combinarse con anticuerpos
especificos (métodos indirectos).

Es muy probable que queden en la escena del delito manchas de sangre; si se comprueban
gue las mismas no pertenecen a la victima, su estudio es muy importante para localizar al
criminal. Por otra parte, si en ropas u objetos pertenecientes a un sospechoso, se
encuentran manchas de sangre diferente a la suya y coincidente con la de la victima, seria
una prueba mas de culpabilidad. Los sistemas o0 grupos sanguineos mas aprovechables son
los siguientes:

e Sistema ABO: En el cual se manifiestan cuatro grupos sanguineos: "A", "B", "AB", y
IIOII.

e Sistema MN: En este grupo se consideran tres combinaciones posibles: "MN", "M" y
"N".

e Sistema Rh: Los antigenos presentes en este sistema son: D, C, E, c, e, que

constituyen el factor Rh (que segun la combinacion de sus tres alelos, sera positivo o
negativo).?!

62



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Factores que Pueden Afectar los Resultados®

Entre los factores que pueden influir en obtener un resultado incorrecto, tenemos: la
antigedad de la mancha, la naturaleza del sustrato sobre el cual se encuentra, las
condiciones a la que estuvo expuesta, cantidad de muestra, etc.

e La antiguedad de la mancha es de fundamental importancia en lo que respecta a la
investigacion de anticuerpos. Estos son muy poco estables, por lo que su estudio en
el laboratorio debe ser lo mas rapido posible.

e No se deben manipular las muestras con las manos sin guantes, ya que los antigenos
del Sistema ABO se encuentra, ademas, en las secreciones: sudor, semen, saliva,
lagrimas, etc. en la mayoria de los individuos. Estos son los llamados "secretores".
Solo un 20% aproximadamente no manifiestan esta propiedad, que son los individuos
"no secretores".

e Otro factor importante es la contaminacion bacteriana de la muestra.

Desafortunadamente no todos los sistemas conocidos de agrupamiento de sangre son utiles
en su aplicacion forense. Algunos son inestables o se deterioran luego de varios dias o
semanas. Ademas, factores tales como el calor, luz solar directa, humedad y embalado
inadecuado de la evidencia, disminuyen de una u otra forma la posibilidad de llegar a un
resultado efectivo.’
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6.1. DETERMINACION DE GRUPO SANGUINEO.

FUNDAMENTO

La presencia o ausencia en los eritrocitos de los antigenos del grupo A  (N-
Acetilgalactosamina) y B ( Galactosa), determinan los cuatro grupos del sistema: A, B, AB 'y
O (éste denota ausencia de Ay B).

Existe la presencia de anticuerpos anti-A y anti-B, en el suero de individuos cuyos eritrocitos
no contienen el correspondiente antigeno o aglutindbgeno y que se presenta en la tabla a
continuacion:®

GRUPO SUBGRUPO AG ERITROCITARIO AC SERICO
Anti-Al
(0] _ Ninguno Anti-A
Anti-B
A Al Ati-Al+ A Anti-B
(N-Acetilgalactosamina) A2 A Anti-Al
B Ati-Al

_ B
(Galactosa) Anti-A
AlB Anti-A1 + A+ B NO
AB

AlB A+B Anti-Al

TABLA 11. Tabla que muestra los antigenos y anticuerpos para cada grupo sanguineo.50
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Grupo A

Grupo B

Grupo AB Grupo O

Sangre
raja celulg
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IMAGEN.15. Antigenos y anticuerpos presentes en los grupos sanguineos.”

Erythrocytas

Antigen A

Blood Type A

Antigen B

Blood Type B

Antigen Aand B

Blood Type AB

Neither antigen
Anor B

Blood Type O

IMAGEN. 16. Antigenos presentes en cada grupo sanguineo.43
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6.1.1. PREPARACION DE MUESTRAS DE SANGRE EN PERSONAS VIVAS.

Se obtienen 5 ml de sangre venosa.
Separar el suero por centrifugacion.

Hacer una suspension del paquete globular al 2% en el propio suero para efectuar
determinaciones en tubos de ensayo, y al 5% para determinacién en placa.®

Material empleado.

Centrifuga calibrada a 3,400 r.p.m. (1590 Gs)
Tubos de ensayo

Placas hemoclasificadoras

Pipetas Pasteur

Aplicadores de madera

Solucion salina fresca y estéril (8.5 gr de cloruro de sodio disueltos en 1,000 ml de
agua destilada).

Suero humano hemoclasificador:
- Anti-A

- Anti-B

- Anti-Rh

6.1.2. PREPARACION DE MUETRAS DE SANGRE EN CADAVERES.

Se obtienen 5 ml de sangre no contaminada de cualquier vaso o de cavidad cardiaca

Centrifugar para separar y lavar el paquete globular tres veces con solucién salina,
desechando el sobrenadante y hacer una suspension al 2% en solucién salina para la
determinacién en tubo de ensayo y al 5% para determinacién en placa.*
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6.1.3. PREPARACION DE MUESTRAS DE SANGRE EN COAGULOS.

Exprimir contra las paredes del tubo el coagulo con la ayuda de un aplicador, para lavarse
con solucion salina tres veces lo extraido y hacer las suspensiones al 2 y 5% para la
determinacién en tubo y placa.*

Metodologia

El mayor grado de confiabilidad se obtendra si se realiza la prueba en tubo, pero es
prudente emplear las dos técnicas. Para caracterizar de una forma mas completa una
sangre, se requiere en ocasiones de la determinacién de los grupos antigénicos M y N. en
ese caso se procede de forma idéntica que en los procedimientos siguientes, sélo que
usando reactivos correspondientes a ese grupo sanguineo.

Material empleado
e Centrifuga calibrada a 3400 rpm (1590 Gs)
e Tubos de ensayo de 12 X 75
e Laminillas portaobjetos o placas hemoclasificadoras
e Pipetas Pasteur
e Bulbos de goma
e Aplicadores de madera
e Sueros hemoclasificadores para el sistema ABO: *°
- Anti-A
- Anti-B
- Anti-AB
- Anti-D

IMAGEN.17 Antigenos comerciales para la determinacion de grupo sanguineo.29
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6.2. TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO EN PLACA.

a) Preparar suspensiones de eritrocitos al 5% en solucion salina
b) Colocar una gota de antisueros en cada pocito de la placa previamente rotulada

c) Afadir sin mezclar y a un lado de las gotas de antisueros, una gota de la suspensién
elaborada en a)

d) Mezclar la suspension de eritrocitos y el antisuero con ayuda de un aplicador

e) Observar macro y microscépicamente la presencia o ausencia de aglutinacién a los
30 segundos.*®

IMAGEN.18. Determinacion de grupo sanguineo en placa.12

Interpretacion de los resultados

Si se observa aglutinacion en el tubo o pocito A, la sangre correspondera a ese grupo. De
aglutinar en el tubo o pocito B, la sangre sera grupo B.

La presencia de aglutinacién en el tubo o pocito D indicara que el factor Rh es positivo, y de
lo contrario (no hay aglutinacién) sera Rh negativo.

Cuando no aglutina ni el tubo o pocito A ni el B, el tipo de sangre es O.*°

68



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

e - L
D @O = A
P8 i s
.
4 ’ ® 9
D ® < % AB
o T

.‘..\0

IMAGEN. 19. Interpretacién de resultados en determinacion de grupos sanguineos en placa.14

IMAGEN.20. Determinacién del grupo sanguineo A , Rh negativo en placa.12
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6.3. TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO EN TUBO.

a) Preparar suspensiones de glébulos rojos al 2% en solucion salina
b) Colocar una gota de cada antisuero en un tubo cada uno, previamente rotulado
¢) Afadir a cada tubo una gota de la suspension de eritrocitos preparada en a)

d) Mezclar y centrifugar el contenido de los tubos durante 15 segundos, excepto del
marcado como Rh, el cual se centrifugara 90 segundos

e) Agitar suavemente para desprender el boton globular y observar la presencia o
ausencia de aglutinacion.*®

IMAGEN.21. Determinacién de grupo sanguineo en tubo.”’
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6.4. TECNICA DE LATTES

A) Primera Prueba:

Se prepararan las suspensiones de eritrocitos al 2% de sangre humana (A, B, AB, O) y se
montan controles de estas suspensiones para verificar su viabilidad. Se montan cuatro
placas rotuladas con A, B, AB y O. Se colocan las manchas en cada placa y luego se les
agregaron dos gotas de las suspensiones de eritrocitos respectivamente, se ponen las
placas (portaobjetos) en camara humeda (consisten en poner dentro de una caja Pétri un
papel filtro y humedecerlo con soluciones salinas al 0.9% se colocan dos trozos de hisopos
para evitar el contacto de las pacas, con el medio liquido), luego se dejan durante 15
minutos a temperatura ambiente, pasado este tiempo se observa al microscopio ( con el
objetivo 10x y 40x ).>®

B) Segunda prueba:

En esta segunda prueba del montaje de la técnica, se dejan las camaras humedas en
incubacion a ocho grados centigrados por 24 horas, pasado este tiempo se observa
nuevamente en el microscopio y se anotan los resultados.>>

Materiales

Suspension de sangre humana al 2 %, 10 ml de cada grupo puesto a secar en gasa.
POrtaohjetos. . .......uuviieeiiiiii e 3'x1

Cubreobjetos. ... 22 X 22 mm

PIPELaS. ....ooiieiiiiii i 50 pl

Cajas Pétri........cooviiiiii 90 x 24 mm

Papel filtro..........oovvviviieeee e, 110mm x 100 de circunferencia
HiSOPOS. ..o mango de madera doble

Agua destilada

Tubosdeensayo ..........cooviiiiiiiiiiiiiie, 12 X 75 mm

Solucién salina al 0.9 %
Pinzas de acero inoxidable
Tijeras de acero inoxidable

Equipos
e Microscopio.
e Centrifuga
e Refrigerador . Temperatura de 1 a 5 grados centigrados.
e Resultados de observaciones con el objetivo de 40x
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IMAGEN.22. Reaccion Negativa (No aglutinacion) observada
En el método de Lattes, de sangre humana. Microscopio 40x.>®

IMAGEN. 23. Reaccion Positiva (Aglutinacién) observada en
Método de Lattes, de sangre, Microscopio 40 x.*°
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6.5. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO DEL
SISTEMA ABO EN MANCHAS DE SANGRE SECA.

PRINCIPIO

En estas circunstancias, los eritrocitos se han hemolizado por lo que no son posibles las
pruebas de aglutinacién directa, sin embargo los antigenos del sistema ABO conservan
cierta capacidad de combinarse con anticuerpos especificos con formacion de aglutinacion
antigeno-anticuerpo especifica usado en la deteccion de antigenos en el estroma de las
células rojas en manchas de sangre seca mediante el método de absorcidn-inhibiciébn o
absorcién-elucion.*

6.5.1. TECNICA DE ABSORCION - ELUCION

Tiene su fundamento en la absorcion especifica entre la mancha problema y su anticuerpo
homélogo; después de que la absorcion es completa, el excedente de anticuerpo se elimina
por medio de lavados con solucion salina fria. EI complejo antigeno-anticuerpo se disocia
por calentamiento, el anticuerpo eluido se pone en contacto con eritrocitos lavados de
propiedades antigénicas conocidas y finalmente la aglutinacién indica la presencia de un
antigeno de la misma especificidad que el de las células usadas como testigo conocido, y es
mas satisfactoria para la determinacion del grupo ABO pero también puede usarse en el
sistema MN y para el sistema Rh que son mas dificiles por su inespecificidad. Se usa
paralelamente para la determinacion del grupo en manchas de sangre o como método de
eleccién para la determinacién de los grupos de saliva, liquido seminal y fluidos organicos en
los que el antigeno se encuentra en forma soluble™

MATERIAL EMPLEADO

. Sueros hemoclasificadores Anti-A y Anti-B.
. Metanol

. Na2HPOA4.

. KH2PO4

. NaCl

. Tubos de ensayo

. Pipetas Pasteur

. Bulbos de goma

. Tijeras

10. Aplicadores de madera

11. Guantes desechables

12. Tela estéril y sin apresto, de algodon
13. Gradillas para tubos de ensayo

© 00 N O O WN PP
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14. Refrigerador

15. Centrifuga

16. Bafio Maria a temperatura constante
17. Horno

REACTIVOS

1. Buffer salino
a) Solucion de Na2HPO4 (9.47 gr/ It)
b) Solucion de KH2PO4 (9.08 gr/ It)

2. Buffer final
A 72 ml de la solucién a), afiadir 50 ml de la solucién b) y 8.5 gr de cloruro de sodio,
aforar a 1,000 ml en matraz volumétrico (pH de 7.2).

3. Preparacion de los antisueros

Los antisueros anti-A y Anti-B, se diluyen de la siguiente manera: a 1 ml de antisuero,
se afiaden 10 ml de solucién Buffer final.*®

PROCEDIMIENTO

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

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

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

4. Se coloca otra serie de tubos que contengan fragmentos de una parte de tela en estudio,
gue no se encuentre maculada con sangre y se pondran en una tercera columna sefalada
como control.

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

6. Agregar a cada tubo de la hilera Anti-A, dos gotas de suero anti-A; a los de la hilera Anti-
B, suero Anti-B.
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7. Dejar en refrigeracion durante toda la noche a 4°C.

8. Después de ese tiempo, lavar con solucion salina fria 6 veces o hasta obtener una
solucién clara e incolora.

9. Anadir a cada tubo dos gotas de solucion salina a temperatura ambiente.
10. Colocar la gradilla en el bafio maria a 56 °C durante 10 o 15 minutos.

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

12. Agregar una gota de globulos lavados a 2%:
e Del grupo A alos tubos de la hilera A
e Del grupo B a los tubos de la hilera B
(problemas, control y testigos)

13. Centrifugar durante 30 segundos a 3,400 rpm.(1590 Gs)

14. Observar si existe o no aglutinacion.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

1. Si hay aglutinacion en el tubo problema de la hilera marcada como Anti-A, el grupo
correspondera a A.

2. Si hay aglutinacion en el tubo problema de la hilera marcada como Anti-B, el grupo
correspondera a B.

3. Si hay aglutinacion en ambos el grupo sera AB.

4. Si no se observa aglutinacién en ningtn tubo, el grupo sera O.*

75



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

6.5.2. TECNICA DE ABSORCION-INHIBICION.

El material antigénico se coloca en contacto con su anticuerpo homologo a fin de efectuar su

adsorcion especifica; el anticuerpo en el sobrenadante se observa con eritrocitos de

propiedades antigénicas conocidas por lo que se tendran siempre testigos del grupo
: 15

conocido.

PREPARACION
e Solucion: amortiguadora o tampon
- Solucién a: solucién de fosfato acido de sodio NA,HPO4 1/15 molar (9.47 gr./lt)
- Solucién b: Na, HPO,4 1/15 molar (9.08 gr./It)

e Solucién amortiguadora final: servir 72 ml de sol. a en un matraz volumétrico de 1,000
ml y agregar 28 ml de la sol. b y aforar a 1,000 ml con solucion salina (8.5 gr. de NaCl
en 1000 ml de agua destilada); debiendo obtener un pH de 7.2

e Sueros:
- -Anti-A: diluir 3.5 ml de suero con 450 ml de solucién amortiguadora pH 7.2

- Anti-B: diluir 1.0 ml de suero en 450 ml de solucién amortiguadora pH 7.2
- Anti-H: se utiliza sin diluir

e Células conocidas:

- Lavar tres veces con solucion amortiguadora pH 7.2 a los eritrocitos conocidos
de los grupos O, A2 y B, y hacer una suspension al 2%

PROCEDIMIENTO

Colocar fragmentos de 3 mm? de la tela impregnada de la muestra problema en tubos en las
hileras anti-A, anti-B y anti-H, y servir tres gotas de los sueros en las respectivas hileras *

INTERPRETACION

O = aglutinacion anti-A y anti-B, pero no anti-H
Al = aglutinacion anti-B y anti-H, pero no anti-A
A2 = aglutina anti-B, pero no anti-A, ni anti-H

B = aglutinacion anti-A y anti-H pero no anti-B
AB = aglutina anti-H pero no anti-A, ni anti-B*
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6.6. TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO DEL SISTEMA
M-N EN SANGRE SECA.

Esta técnica debera realizarse preferentemente por un experto en la materia por sus
dificultades técnicas

6.6.1. TECNICA DE ABSORCION-ELUCION DEL SISTEMA M-N

PREPARACION
1. Se colocan cuadros de 1.5 mm? en las columnas de las gradillas

correspondientes al problema, testigo y control; en este caso no se fijaran con metanol como
en el sistema ABO

2. Agregar una gota de anti-M sin diluir a la hilera de la gradilla correspondiente y una gota
de anti-N en la correspondiente, asegurandose que se cubra la muestra.

Se deja en refrigeracion toda la noche a 4°C

3. Se lava por cinco ocasiones con solucion salina y se agregan 3 gotas de células
conocidas de M y N en las hileras correspondientes y eluir a 56°C. durante 15 minutos;
agitar mecanicamente durante 25 minutos y leer la aglutinacién y tener la interpretacion ’

INTERPRETACION

M = si aglutina en la hilera M

N = si aglutina en la hilera N
MN = si aglutinan ambas hileras
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6.7. TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL FACTOR Rh EN SANGRE SECA
POR ABSORCION-ELUCION

Para la determinacion es necesario contar con una muestra de sangre fresca del grupo “O”
gue contenga los cinco antigenos del sistema Rh (R1 R2)

PREPARACION ’

Estas células se prepararan antes de ser utilizadas a partir de una muestra de sangre
caracteristica* que se lava tres veces con solucion salina y tratarla con bromelina comercial
diluida 1:10 con solucién amortiguadora de pH 5.7 y que se prepara de la siguiente manera:

Solucién amortiguadora de fosfatos pH 5.7
14 Vol. de Na2HPO4 0.2 molar

14 Vol. de NaH2PO4 0.2 molar

15 Vol. de agua bidestilada

1. Servir dos gotas de globulos lavados de R1R2 en un tubo de ensayo

2. Servir 0.1 ml. de sol. de bromelina y 0.9ml de solucion amortiguadora en el tubo2
(enzima diluida) y mezclar y colocar el tubo en la centrifuga por 5 a 6 minutos a 2500
rpm.(860 Gs)

3. Afadir cuatro gotas de la solucién amortiguadora con bromelina al tubo 1 y mezclar,
colocéndolo en incubacion a 37°C. Durante 10 minutos y sacarlo, para llenarlo con
solucion salina estéril y centrifugar a 2500 rpm (860 Gs). Inmediatamente y lavar tres
veces con sol salina para eliminar el sobrenadante, dejando el paquete globular en
cada lavado, y suspender finalmente al 3.5% aproximadamente.’

Preparacion de las muestras:
1. Dilucién de los sueros

- diluir los sueros anti-D y anti-C con una gota de suero por ocho gotas de
solucion salina (dilucion 1:10)

- los sueros anti-C, anti-E y anti-e se diluyen en proporcion de 1:2
- la solucion albumina sérica bovina se diluye al 1.5% son solucién salina
2. Se fragmenta la tela manchada de sangre problema como con sangre testigo de 3 X 3

[{Pgl)

para ésta y de 4 X 4 para los grupos “C”, “E” y “e
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APLICACION

1. Se colocan los fragmentos de la tela en sus respectivos tubos y afiadir una gota de
antisuero especifico en cada tubo correspondiente a la dilucion 1:2, tapar y colocar en
la gradilla e incubar a 37°C. Toda la noche.

2. Lavar con solucidon salina, con cambio de seis veces cada 20 minutos durante dos
horas.

3. Drenar la ultima solucion salina y servir tres gotas de albumina diluida a cada tubo
para la elusion.

4. Incubar durante 40 min. en bafio de agua a 60°C. sin tapar; los tubos del bafio y
retirar con ayuda de aplicadores de madera los fragmentos de tela y agregar células
testigo H1R2 tratadas con bromelina, tapar los tubos e incubar a 37°C durante hora y
media.

5. Leer macroscopicamente y anotar los resultados; pasar el contenido de cada tubo a
una laminilla que contenga una gota de solucién salina, mezclar y observar al
microscopio.

En Criminalistica, es importante la identificacion del Grupo Sanguineo al que Pertenece la o
las muestras de sangre encontradas en la escena del crimen, ya que con este dato, si bien
no se puede identificar de manera individual al causante, si lo puede clasificar dentro de un
grupo de sospechosos, con los que puede cotejar resultados.

A esta evidencia se le llama de tipo Clasal.*

La informacién genética del grupo sanguineo Rh, también es heredada de nuestros padres,
pero de una forma separada del sistema ABO.

Hay dos informaciones distintas, (alelos), y se denominan Factor Rh positivo y Factor Rh
Negativo. Esto debido a la presencia o ausencia del antigeno o sustancia denominada
Factor Rh.

La busqueda de este factor en casos criminalisticos no se le brinda mayor importancia,
debido a que es un antigeno muy débil, y es muy dificil identificarlo en indicios con muestras
de sangre. Y que también la mayoria de la poblacién lo presenta.

La identificacién del Factor Rh, es (til para fines transfucionales.?

Para que por medio de la muestra de sangre usada como evidencia de un delito sea posible
identificar a que persona pertenece se utilizan estudios de marcadores genéticos y pruebas
de ADN.
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Los marcadores genéticos forman parte del sistema de histocompatibilidad, y son otras
substancias presentes en la sangre, que se identifican como otros grupos sanguineos y cuya
tipificacion seroldgica es una técnica importante que sirve también para la identificacion de
los Alelos HLA (substancias), presentes en una persona, puesto que los resultados se
obtienen de manera rapida y eficaz, ademas, como pruebas orientativas, puede servir como
apoyo para las pruebas confirmatorias como ADN.?

Los resultados esperados para la orientacion en la identificacion positiva de un individuo
determinado, es que para el conjunto de marcadores genéticos escogidos, exista una
identificacion o concordancia que para fines estadisticos, debe ser de igual o mayor a 8
marcadores identificados positivamente.

Es necesario recalcar que la interpretacion de los resultados debe ser cuidadosa y
referenciada a un grupo de poblacion especifico, respecto al cual pertenezca el individuo a
identificar desde el punto de vista forense.

La diferencia principal entre los resultados de la clasificacion hematica y los resultados que
nos proporciona el analisis de ADN, es que la clasificacion heméatica nos informa sobre un
resultado de tipo clasal, grupos “A”, “B”, “AB” u “O”, es decir pertenece a un grupo de
individuos, o0 a un porcentaje de la poblacién que presenten el mismo grupo sanguineo, o
que presenten algunos de los marcadores genéticos, sin llegar a individualizar. Mas sin
embargo el andlisis genético de ADN, individualiza e identifica a la persona, estos estudios
son realizados si asf lo requiere el caso.’

80



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

VI. ANALISIS DE RESULTADOS.

El Quimico Farmacéutico Bidlogo es un profesionista que posee los conocimientos,
habilidades y aptitudes para actuar como individuos conscientes de la realidad social,
econOmica y cultural de nuestro pais, comprometidos en las decisiones y responsabilidades
gue conlleva su campo profesional, establecer una buena relacion con sus compaferos de
trabajo en las distintas areas en que incursiona el Q.F.B., participando en equipos inter y
multidisciplinarios con actitud de apertura y respeto, y con una identidad bien definida.
Dando asi respuesta a las necesidades sociales en el campo relacionado con su quehacer
profesional, siendo propositivo e innovador, actuando siempre de acuerdo a las normas
éticas y de acuerdo a la normatividad vigente, con un alto sentido de responsabilidad y
compromiso.

Por tanto, es apto para desempefiarse en el area de analisis clinicos participando en la
realizacion e interpretacion de las pruebas de laboratorio para contribuir al diagndstico,
mostrando siempre responsabilidad, compromiso y actitud de servicio.

Participar en el campo de la ciencia y tecnologia. Desarrollar actividades en diversas areas
de la quimica tales como forense y ambiental entre otras, coadyuvando a la resolucién de la
problemética regional, estatal y nacional comprometidos y consistentes de su entorno, asi
como una actitud de constante superacion personal y profesional que les permita participar
en la solucién satisfactoria de las necesidades que la sociedad demande.

El Quimico Farmacéutico Biblogo es capaz de realizar una practica profesional creativa
trasformadora, aplicando sus conocimientos tedrico-metodologicos en diferentes ambitos del
sector productivo tales como la quimica forense, explotando sus habilidades y destrezas
como:

Observacion, analisis y sintesis.

Creatividad e inclinacion por el descubrimiento y la resolucion de problemas.

Destreza manual para el manejo de equipo, instrumentos y material de laboratorio.

La Quimica Forense es otra alternativa a los muchos caminos que puede seguir un Quimico
Farmacéutico Bidlogo en el ambito de la investigacion, ademas de ser una buena opcion
para hacer aportes significativos a la sociedad, donde su actuar, junto con su alto nivel de
conocimiento analitico y su capacidad de manejo instrumental, es de vital importancia para
descifrar las evidencias y contribuir a la busqueda de la verdad.
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Uno de los principios fundamentales en los cuales se rige la Ciencia Forense vy
especificamente la Quimica Forense se basa en la premisa de que cuando dos objetos
entran en contacto, habra un intercambio entre los dos. Es decir, “cada contacto deja un
rastro”, frase que populariz6 Edmund Locard, padre de la Criminalistica moderna, es por
esto que el Quimico Forense rastrea este intercambio entre materiales y trae a la luz lo que
es invisible a los ojos basandose en sus conocimientos y en las tecnologias desarrolladas,
tiene la capacidad de rastrear sustancias o huellas que éstas dejan en una escena del
crimen.

Entender la evidencia requiere de herramientas provenientes de muchas disciplinas como la
Quimica Analitica, la Biologia, Ciencias de los Materiales y Genética. De hecho, el andlisis
de ADN est4 haciendo que el conocimiento en genética sea de mucha importancia.

Con el paso del tiempo la Quimica Analitica ha adquirido una gran importancia en la
investigacion criminal, sobre todo a la hora de conocer la naturaleza de cualquier sustancia o
elemento sirviendo como auxiliar en la investigacion cientifica de los delitos.

Por lo tanto los quimicos forenses tienes tres tareas principales: primero, analizar las
evidencias en el laboratorio, luego, se interpreta la informacion que se obtiene de ellas y por
ultimo, se puede llegar a defender lo encontrado, mediante la testificacion del quimico
forense en un juicio.

El estudio de la sangre por medio de las técnicas descritas en este trabajo, da la pauta para
entender de manera mas clara las pruebas de identificacion de un individuo por medio del
ADN si estos fuesen necesarios, aunque estos no sean descritos en este trabajo.

82



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

VIl.  CONCLUSIONES.

Las técnicas de orientacibn como son la reaccion de bencidina (ADLER), reaccion de la
fenolftaleina reducida (Kastle-Meyer), reaccion de leuco-malaquita verde (Hunt), técnicas
espectroscopicas, luminol y fluoresceina.) y las técnicas de confirmacion como la técnica de
cristales de hemina (Teichmann) y la técnica de cristales de hemocromdgeno
(Takayama) son las principales herramienta en el lugar de estudio de manchas de sangre
en caso de investigacion judicial.

Se recopilaron las diferentes técnicas de identificacion de sangre en manchas de interés
forense, tales como reaccion de bencidina (ADLER), reaccion de la fenolftaleina reducida
(Kastle-Meyer), reaccion de leuco-malaquita verde (Hunt), técnicas espectroscépicas,
luminol, fluoresceina, técnica de cristales de hemina (Teichmann), técnica de cristales de
hemocromégeno (Takayama), técnica de las precipitinas en capilar o tubo
(UHLENHUTH),técnica de las precipitinas por inmunoelectroforesis o doble difusién,
determinacion del grupo sanguineo en placa, tecnica para la determinacion del grupo
sanguineo en tubo,técnica de Lattes, técnica de absorcion-elucion y técnica para la
determinacion del factor Rh en sangre seca, para elaborar un documento con la
informacién suficiente para realizar de manera adecuada el trabajo en el laboratorio forense
y ser un documento de apoyo a los profesionistas interesados en el area.

Se enfatiz6 que las diferencias entre las técnicas tiene como fin el uso de la mejor
metodologia acuerdo a los diferentes tipos de muestras sanguineas.

Se amplié el conocimiento con respecto a los fundamentos quimicos de las técnicas para la
mayor comprension en los resultados.

Se marco la importancia y la manipulacion adecuada que tiene la sangre en la identificacion
de las personas involucradas en un hecho criminal mediante las distintas técnicas y el
conocimiento quimico.

Se destac6 a la sangre como el indicio mas importante en un hecho criminal, pues su
frecuencia es inevitable y su estudio nos permite reconocer a la victima y al victimario de
manera cientifica para ayudar a la imparticion de justicia.
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