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RESUMEN

Los delitos sexuales han incrementado alarmantemente durante los dltimos 5 afios, por lo
tanto, la recoleccion de indicios, anélisis de evidencias y reporte de resultados dentro del
laboratorio forense es esencial para la resolucidn de casos de delitos sexuales. Las técnicas
para evidenciar la existencia de un delito sexual son determinacion de P30 y técnica de
coloracion Chritsmas Tree, ambas técnicas son dependientes y al dar positividad se prueba
la existencia de violacion sexual. La técnica de P30 es un método inmunocromatografico el
cual es muy especifico debido a que ningun factor patdgeno externo altera el resultado,
incluso cuando existe poca concentracion de muestra esta técnica aun puede detectar esta
proteina. La coloracion Christmas Tree es una tincion especifica para el espermatozoide y
del mismo modo artefactos ajenos al espermatozoide no se tifien al usar este método. De
acuerdo con el andlisis de las 200 muestras se verificd que, la temperatura 6ptima para la
conservacion de las muestras es la refrigeracion con una humedad del 55%, para que la
caceta de deteccion sea confiable en un 100%. El espermatozoide se mantiene intacto
siempre que este se conserve a una temperatura de congelacion, -5 °C o menos, y con una
humedad del 85%, la humedad se encuentra elevada, (esto se debe por el proceso de
descongelamiento que sufre la muestra para poder ser procesada), la rapida congelacion hace
que los espermatozoides se mantengan, ademas ayuda el medio de conservacion que debe
ser papel celulosa. Todo esto nos ayuda a aumentar el porcentaje de deteccion de la prueba
a un 98%.

Palabras Clave: Delitos Sexuales, Proteina P30, Imonocromatografia, Tincion Christmas

Tree.



SUMMARY

Sexual crimes have increased alarmingly during last 5 years, therefore, the collection of
evidences, evidence analysis, and result reports from a forensic laboratory is essential in
order to solve sexual crime cases. The techniques to evidence the existence of a sexual
offense are P30 determination and Chritsmas Tree Coloration technique. Both techniques
are dependent to each other. When the two of them turn positive, the existence of rape is
proven. The P30 technique is an immunochromatographic method which is very specific
because no external pathogenic factor alters the result; even when there is little sample
concentration this technique can still detect this protein. The Christmas Tree coloration is a
specific stain for the sperm and similar foreign artifacts do not stain the spermatozoon when
using this method. According to the analysis of the 200 samples, it was verified that, the
optimum temperature for the conservation of the samples is the refrigeration with a 55%
humidity, so that the detection’cache is 100% reliable. The sperm remains intact as long as
it is freeze under -5 ° C or less temperature, and with a humidity of 85%. The humidity is
high (this is due to the thawing process that the sample undergoes). The fapid freezing and
preservation environment cause the sperm to remain. Cellulose paper should be used to

preserve it. All of them together help to increase a 98% reliable test result.

Keywords: Sexual Offenses, P30 Protein, Imonocromatography, Christmas Tree Stain.
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INTRODUCCION

Desde el comienzo de la humanidad la poblacion femenina ha sido abusada y acosada por el
sexo masculino, ya que viviamos en una sociedad machista. Desde mediados el siglo XVII
la vida y los derechos de la mujer comienzan a aflorar dentro de la sociedad, y poco a poco
fue creciendo a nivel mundial, reconociendo ciertos derechos por el parlamento de esa época,
desde ese entonces se comienza a frenar poco a poco el abuso hacia la mujer, aunque no en
su totalidad. En la actualidad se busca erradicar este abuso hacia la mujer ya que todos
tenemos los mismos derechos y obligaciones, pero aun asi todavia existen rastros de acoso
a la mujer en un buen porcentaje en varios paises, un estudio multipais realizado en el 2013
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) refiere: “que la violencia sexual variaba
entre 6% en Japon y 59% en Etiopia, con tasas de 10% a 50% en la mayoria de los entornos”
@), Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos afio 2010, a nivel Nacional los
indices de violencia sexual son del 14,5% al 25,7% @, de los cuales 226 casos fueron
reportados por violacion sexual a nifios y nifias de menos de 10 afios ®). En Riobamba, los
indices de violencia sexual son alarmantes, se estima que, el 20% de casos se reportan como

abuso sexual ¥.

La proteina P30, es una sustancia especifica secretada por el hombre a nivel de la préstata,
esta se activa al momento de la excitacion y tiene como funcion el mantener a los
espermatozoides con vida y de lubricar al momento de la relacion sexual, esta proteina se
encuentra presente incluso en hombres que se han practicado una vasectomia, o en hombres
asospérmicos, e incluso la ausencia de testiculos es independiente a la segregacion de esta

proteina ®.

El ambito profesional, el Laboratorio Forense desempefia un papel importante para la
determinacion de existencia de un delito sexual, la determinacion de proteina P30, que se
valora de forma cualitativa, positivo, negativo o trazas dependiendo de la concentracion que
presente la muestra, en lo posterior se procede a utilizar la técnica de coloracion en placa

Christmas Tree, para observar la presencia o ausencia de espermatozoides.



En el caso de mostrarnos resultados negativos para espermatozoides se puede complementar
con el estudio obtenido de P30 ya sea positivos o trazas se habla de una violacion sexual, la
degradacion gue presentan las evidencias es un punto fundamental para obtener resultados
oportunos Yy eficaces y asi emitir una sentencia frente a un abuso sexual, es asi que, el
presente trabajo de investigacion se basa en la validacion de resultados dados en casos de
delitos sexuales, aplicando las técnicas de determinacion de P30 y técnica de coloracion de
Christmas Tree, para constatar la eficacia de las pruebas utilizadas y el orden de su respectiva

ejecucion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el laboratorio de Biologia Forense, para la determinacion de existencia de un abuso
sexual, los analisis a realizar son P30 y coloracion Christmas Tree, mismo que se ejecutara
en prendas procedentes del lugar de los hechos donde exista maculaciones aparentemente de
semen, ya sea en vestimentas de la victima o del presunto agresor o en cualquier superficie
en el cual se haya efectuado el abuso, estos analisis al presentar resultados positivos, ayudara
al investigador forense a obtener pruebas paras la resolucion de un caso y son un apoyo en
el ambito legal mismo que contribuird para la correcta aplicacion de la justicia.

La coloracion Christmas Tree es complementaria al existir positividad en proteina P30, esta
tincién ayudara a identificar espermatozoides en placa, dichos organismos se pueden
observar completos, solo cabeza o solo la cola, esto dependiendo del tipo de soporte sélido
de donde se recolectd la muestra, al presentarse en la placa se reportd como positivo y dicho
resultado servira como prueba contundente de existencia de abuso sexual. EI hecho de que
P30 sea positivo, pero no se observa espermatozoides, no significa que no ha existido

existencia de un delito sexual.

JUSTIFICACION

Dentro del (Codigo Organico Integral Penal) COIP Articulo 171. menciona que: Es
violacion el acceso carnal, con introduccion total o parcial del miembro viril, por via oral,
anal o vaginal; o la introduccidn, por via vaginal o anal, de objetos, dedos u érganos distintos
al miembro viril, a una persona de cualquier sexo. Quien la comete, sera sancionado con

pena privativa de libertad de diecinueve a veintidos afios ©®. Esto con respecto a lo



establecido por la ley para personas que cometen delitos sexuales, pero asi como existen
leyes para quienes atentan contra la integridad humana existen leyes y estamentos para los
peritos que analizan las evidencias para resolver los casos es asi que se enuncia en el Art.
18.- Obligaciones Generales del perito los siguiente:

“Los peritos calificados desempefiaran su funcién de auxiliares de la justicia con objetividad,
imparcialidad, responsabilidad, oportunidad, puntualidad, rectitud, correccion y honestidad.
La obligacion del perito es Unica e integral y comprende las siguientes actividades: cumplir
con la designacion dispuesta por la autoridad judicial competente, la presentacion del
informe verbal y/o escrito, la presentacion de aclaraciones, ampliaciones u observaciones
a informe, la defensa y/o exposicion del informe en audiencias orales, de prueba o de juicio;
asi como cualquier otra actividad necesaria dispuesta por autoridad judicial competente. En
el caso de las personas juridicas, las obligaciones seran cumplidas por cada uno de los
expertos que formen parte de ellas y se hayan calificado como peritos; la persona juridica
calificada como perito tendra responsabilidad solidaria respecto al cumplimiento de dichas
obligaciones, debiendo garantizar que sus condiciones de organizacion, fisicas y

tecnoldgicas permitan a sus peritos cumplir sus funciones a cabalidad” .

Es por eso que el presente estudio se enfocara en la evaluacion de técnicas dependientes para
el analisis forense en soportes sélidos en la validacion de los delitos sexuales, lo cual nos
ayudara a catalogar la presencia o ausencia de dos componentes fundamentales como es la
proteina P30 y espermatozoides, para lograr evaluar la eficacia de cada prueba dependiendo
del estado que se encuentre la muestra y las condiciones externas que lo afecte, esto
contribuira a al investigador forense al momento de ejecutar pruebas para determinacion de
P30 y observacion de espermatozoides. El andlisis de dichas muestras es de fundamental
importancia para determinar existencia de delitos sexuales, se realiza una investigacion en
el que la participacion del laboratorio forense es crucial para presentacion de pruebas durante
un litigio, al encontrar al autor de los hechos sera castigado severamente por la ley. La
informacién aportada en este trabajo, servira de apoyo para mejorar los estandares de
calidad, en cuanto a la ejecucion de procedimiento para el procesamiento de evidencias por
delitos sexuales, para lo cual se utilizara como recurso fundamental muestras conservadas

del Centro de investigacion de Ciencias Forense de la provincia de Tungurahua.



OBJETIVOS

General
Evaluar dos técnicas dependientes para el andlisis forense en soporte sélidos en

la validacion de los delitos sexuales.

Especificos

e Analizar P30, en muestras conservadas obtenidas en casos de delitos
sexuales mediante la técnica de inmunoensayo.

e Verificar la presencia de Espermatozoides mediante la técnica de
coloracion Christmas Tree, en muestras conservadas obtenidas en casos
de delitos sexuales.

e Contrastar resultados de P30 con Christmas Tree para que se obtenga la
eficacia de cada prueba con el fin de proponer protocolos adecuados, para

el procesamiento de evidencias derivadas de delitos sexuales.



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

Los delitos sexuales son uno de los problemas méas frecuentes en los Gltimos 5 afios,
reportdndose al menos dos en cada semana, razén por la cual la importancia de tener un
procedimiento correcto para el procesamiento de las evidencias es fundamental para la

pronta resolucién de casos.

Existen dos puntos fundamentales a considerar para aportar con la justicia en la Republica
del Ecuador, uno es el estudio y analisis de la proteina P30, proteina fundamental que secreta
el hombre al momento de la relacion sexual, y segundo el estudio microscopico de los
espermatozoides mediante la coloracion Chritsmas Tree.

EL LIQUIDO SEMINAL

El semen se compone por multiples compuestos quimicos y células Ilamadas
espermatozoides, mismas que se producen en las glandulas seminales. La principal célula
producida por dichas glandulas, es el espermatozoide, mismo que, en el laboratorio de
Biologia Forense es de suma importancia para su evidenciacion en delitos sexuales, causados
por el hombre, también llamado en el COIP como asaltante, ya que deja maculas como
prueba de la existencia del acto sexual, que se pueden encontrar en distintos tipos de soportes
solidos tales como: ropa, sabanas, colchdn, almohadas, etc. Pero en caso de que no se puedan
observar a simple vista, se las expone bajo luz de lamparas Ultra Violeta (UV) para

identificar la ubicacion exacta de la maculacion para su posterior andlisis.

La mayor parte del liquido seminal se compone de secreciones de los érganos reproductivos

masculinos.

e EI 46 a 80 por ciento del liquido es producido por las vesiculas seminales.
e EI 13 a 33 por ciento por el casquillo de la préstata.
e EI 5 por ciento de los testiculos y del epididimo.

e EI 2-5 por ciento de los casquillos Bulbouretrales y uretrales ®.

El semen también esta compuesto por las siguientes sustancias:



Tabla 1: Componentes del liquido seminal

Fructosa Calcio Sodio
Acido ascorbico Cloro Potasio
Zinc Acido citrico Vitamina C
Colesterol Vitamina B12 Acido lactico
Proteinas Fésforo Magnesio

Fuente: Robertson Sally, 2015 https://www.news-medical.net/health/Swallowing-Semen-

(Spanish).aspx
Volumen del semen:

El volumen eyaculado normal es de 3 ml. Con un rango de 1 a 6 ml. La cantidad de
espermatozoides es de 60 a 100 millones de espermatozoides por ml ©. El volumen total de
liquido seminal y nimero de espermatozoides puede variar por ciertos factores mismos que
pueden ser por el intervalo previo a la eyaculacion o por la actividad metabdlica de la
préstata, y, en casos patoldgicos el nimero de espermatozoides decrece en enfermedades

como la oligospermia y azoospermia.

El tiempo de viabilidad del espermatozoide después del eyaculado varia de acuerdo al lugar

fisico de su ubicacion:

Tabla 2: Tiempo de vida de los espermatozoides segun el lugar del cuerpo en que fueron
depositados.

Parte del cuerpo en donde se depositaron | Tiempo en horas
Vagina, parte interna y externa 120
Recto 65
Ano 46
Region oral 6-9

Fuente: http://digi.usac.edu.gt/bvirtual/informes/rapidos2008/INF-2008-011.pdf
Por lo tanto se piensa que se podria evidenciarlo facilmente tiempo después de haber

cometido el delito sexual.



EL SEMEN COMO EVIDENCIA

En el Laboratorio de Biologia Forense se analiza las muestras que presentan maculas de
semen, 0 en soportes solidos con posibles maculaciones. Las personas asignadas a resolver
estos casos son los peritos forenses, quienes son asignados a la recopilacion de las evidencias
y que siguen un protocolo para la identificacion, recoleccion, embalaje y envio de muestras.
Cada evidencia debe tener cadena de custodia cuyo objetivo fundamental es de mantener las
caracteristicas de cada uno de los indicios y asi asegurar la inalterabilidad de evidencias
registrandolos como documentos legales. Dicho documento deberé tener: nombre de la
victima, nombre del fiscal de turno, nombre del perito, lugar, fecha, e informacién detallada

exacta del indicio.

Las muestras codificadas son receptadas en el laboratorio como evidencias, en donde se
constatara la informacion de la documentacion junto con la evidencia. Las muestras a
analizar son las que presentan maculaciones visibles, las que no presentan, se debe observar
con la lampara de espectro UV, una vez ya identificada la ubicacion de la mécula se procede
a realizar un corte y posteriormente se realiza la técnica de identificacion de P30 y con ello
el analisis comparativo con informacion de resultados de perfiles genéticos del posible

asaltante.

ASPECTOS RELEVANTES EN LA TOMA DE MUESTRA DEL SEMEN

Para la busqueda de evidencias de liquido seminal dentro de la escena del crimen se debe
prestar mucha importancia a las prendas intimas de la victima y del sospechoso. Ademas, se
debe revisar la presencia de méculas en soportes solidos como toallas, sbanas, papel

sanitario, toallas sanitarias, asientos del auto, pafiuelos, etc.

El biologo forense es el encargado de recolectar muestras de sitios anatomico de la victima,
generalmente se realiza hisopados en las cavidades vaginal, anal y en ocasiones en la cavidad

bucal.

El tiempo es un elemento fundamental para la recoleccion de material bioldgico para realizar

la identificacion del agresor, para esto se debe tomar los siguientes aspectos:

e Toma de muestras realizadas entre 3 y hasta 6 dias despues del ataque sexual, puede
ofrecer resultados negativos



e Se debe evitar que la victima se bafie o se realice lavado vaginal, anal, oral, o donde
el mismo haya manifestado que hubo ataque sexual, ya que esto afecta de manera
importante la presencia de semen.

e La muestra se debe trasladar lo mas pronto posible al laboratorio y a la victima a la

clinica del médico forense ¥,

IMPORTANCIA DE LA PROTEINA P30 EN DELITOS SEXUALES

La proteina “P30” en un importante marcador cualitativo para el estudio forense de los
delitos sexuales, es una prueba fundamental para la determinacion de existencia de un delito
sexual.

La presencia de esta proteina en el plasma seminal es mayor a causa de que es una
glicoproteina de ese origen, y que pesa cerca de 30,000 daltons, que es idéntica al antigeno
de préstataespecifico, y que corrientemente viene siendo estudiado como un marcador de
cancer en la prostata 19,

La P30 no se encuentra en ninguna secrecion femenina o en tejidos humanos ajenos a la
préstata, por esta razon es especifica propia del aparato reproductor masculino. Esta proteina
puede ser determinada cuantitativamente por medio de electroforesis 0 por ensayo
inmunoabsorbente de enzimas. EI semen puede no encontrarse al transcurrir 24 horas entre
el acto de violacién y la recoleccion de la muestra en cavidades vaginal o anal, también
puede no encontrarse si el agresor eyacul6 sobre la piel de la victima o simplemente no

eyaculé.

Determinacién P30

La prueba para la deteccion de la P30 es una técnica forense nueva donde se detecta presencia
de esta proteina en el plasma seminal que es una glicoproteina de ese origen, que es idéntica
al antigeno de prostata especifico, y que corrientemente viene siendo estudiado como un
marcador de cancer en la préstata. La proteina llamada P30 no ha sido encontrada en ninguna
de las secreciones femeninas, por lo que es especificamente masculina. Es importante
recordar que la ausencia de espermatozoides, no garantiza la inexistencia de una agresion
sexual. Los espermatozoides pueden no encontrase, si han transcurrido mas de 24 horas entre
el asalto y la recoleccidn de la evidencia, o si el atacante no eyaculd, pero si puede ser

encontrada la proteina P30, esto Gltimo es poco conocido entre los ofensores sexuales 9.



La proteina “P30” es un marcador aceptado para la deteccion de liquido seminal en casos
donde se sospecha abuso sexual, es detectable también en individuos con vasectomia o

azoospermia 2,

Muestra requerida

Las muestras en las que se realiza la determinacion de P30 son: hisopados geniales, esto
incluye cavidades vaginal, anal, bucal e hisopados extra genitales, manchas sospechosas en

soportes solidos como prendas intimas, preservativos, entre otros.

Interpretacion de resultados

Positivo: “Si existen dos lineas rosadas, una en el area “T” de la prueba y en el area control

“C”, el resultado es positivo e indica que los niveles de P30 estan sobre 4 ng/m1” ©),

Negativo: “Si existe solo una linea rosada en el area de control “C” el test es negativo.
Esto puede indicar que:

a) P30 no esta presente sobre 4 ng/ml.

b) Presencia de efecto prozona” ®).
“Que podria dar un resultado falso negativo debido a la presencia de altas concentraciones
de P30 en la muestra, como por ejemplo liquido seminal no diluido. En este caso la muestra

de ser ensayada nuevamente usando una dilucion 10 a 10.000.

Invalido: Si no existe linea rosada visible en el area de control “C” el test no es concluyente.

Repetir el test y examinar el procedimiento cuidadosamente” ®.

Limitaciones

1. “Los casetes inmucromatograficos para determinacion de proteina P30 es solo para
deteccidn en vitro de semen. No para uso diagndstico.

2. El test debe ser desarrollado en estricto acuerdo con estas instrucciones para tener
resultados seguros y reproducibles.

3. Si se sospecha un elevado nivel de P30 y el resultado obtenido es negativo el test

debe ser repetido con una muestra fresca.



4. Resultados positivos se podrian obtener con muestras de orina masculina las cuales
han reportado un valor de P30 260ng/ml. EI antigeno especifico de la vesicula
seminal debe no estar presente en la prueba con orina.

5. Una muestra apropiada debe ser usada puesto que P30 es detectable en el tracto

vaginal solo en un maximo de 2 dias” ®.

Especificidad

a) “La hemoglobina (10gr/l) bilirrubina (100mg/l) y muestras lipémicas (5 g/l) no
interfieren con los resultados de la prueba.

b) Concentraciones altas de proteina tales como fosfatasa acida prostatica (1000ng/ml)
albumina (20g/l) HCG (900Ul/ml) transferrina (5g/l) y prolactina (1mg/l) no
interfieren con los resultados de la prueba.

c) Se pueden obtener resultados positivos en hombres vasectomizados y en muestras de

orina pos eyaculacion en adultos” ®,
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Imagen 1: Resultados de determinacion de P3.
Fuente:http://www.fiscalia.gob.ec/files/archivos%20AC/COIP%20073%20FGE/Are
a%?20Ciencias%20Forenses/6___Manual_de_Procedimientos_de_laboratorio_de_Bi
ologa_Forense.pdf

TINCION CHRISTMAS TREE PARA IDENTIFICACION DE
ESPERMATOZOIDES

El espermatozoide es un elemento celular propio del liquido seminal, debido a su morfologia,
el material nuclear se tifie de color rojo o rojo purpura, he ahi su nombre como rojo nuclear,
la cabeza del espermatozoide con su forma caracteristica ovala se tifie de un rosado ligero,
es decir, el acrosoma. La cola o también y region media se tifie con el segundo reactivo
Ilamado picrico indigo carmin, mismo que da un color verde o azul verdoso a la cola del

espermatozoide. Debido a la sensibilidad de los espermatozoides es necesario realizar
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control de calidad a las tinciones para garantizar una buena tincion y a su vez, un buen reporte

de resultados.

Muestra requerida

Las muestras se receptan en el laboratorio de Biologia Forense como evidencia, mismas que
son recolectadas del lugar de los hechos 0, a su vez, frotis recolectados de la victima de las

cavidades genitales, para genitales y extra genitales.
Principio

Con el rojo nuclear sélido se obtiene una tincion nuclear sencilla. El rojo nuclear sélido es
un colorante &cido que pertenece al grupo de los colorantes de antraquinona. A través de la
afiadidura de sulfato de aluminio, que en este caso hace de mordiente, se produce una laca

colorante que permite la tincion nuclear en rojo 9,

Preparacién de Reactivos
Reactivo 1: Rojo nuclear Kernechtrot pH: 2.0 (acido)

Tabla 3: Preparacion de reactivo 1 de la tincion Christmas Tree

COLORANTE ROJO RAPIDO NUCLEAR KERNECHTROT (SOL.1)
REACTIVO CANTIDAD
Sulfato de aluminio 2.5¢r
Rojo rapido nuclear 0.05gr
Agua destilada 100 ml

Fuente:
http://www.fiscalia.gob.ec/files/archivos%20AC/COIP%20073%20FGE/Area%20Ciencias%20For
enses/6__Manual_de_Procedimientos_de_laboratorio_de_Biologa_Forense.pdf

Reactivo 2: Picrico indigo Carmin pH: 14.0 (bésico)

Tabla 4: Preparacion de reactivo 1 de la tincién Christmas Tree

COLORANTE ROJO RAPIDO NUCLEAR KERNECHTROT (SOL.2)
REACTIVO CANTIDAD

Acido picrico 100 ml

Indigo carmin 0.33gr

Fuente:
http://www.fiscalia.gob.ec/files/archivos%20AC/COIP%20073%20FGE/Area%20Ciencias%20For

enses/6__Manual_de_Procedimientos_de laboratorio_de_Biologa Forense.pdf
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Observacion

La placa debe estar correctamente codificada para su posterior almacenamiento, una vez
enfocado se recorre minuciosamente la placa en blsqueda de espermatozoides. Debido a la
naturaleza de la muestra o el tiempo que ha trascurrido desde el acto sexual hasta la
recoleccion de la muestra, se podra encontrar ya sea espermatozoides completos, solo cabeza

o solo cola, y cualquiera de estas estructuras, al ser encontradas, se reportaran como positivo.

Control Positivo A gt
: #
® ’ - “a“o
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A 2‘ re
v : l‘ ‘
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Imagen 2: Observacion de espermatozoides con tincion Christmas Tree. Fuente:
http://www.fiscalia.gob.ec/files/archivos%20AC/COIP%20073%20FGE/Area%20Ci
encias%20Forenses/6__Manual_de_Procedimientos_de_laboratorio_de Biologa F

orense.pdf

Se reporta como presencia 0 ausencia de espermatozoides, cuando el material celular es

insuficiente se puede reportar como material insuficiente para emitir un resultado ©.

Limitaciones

Por la naturaleza de la muestra y el tratamiento que se da en la preparacion de los extractos

es posible observar morfologias atipicas tales como la ausencia de cola. ©).

ASPECTOS LEGALES EN RELACION A DELITOS CONTRA LA INTEGRIDAD
SEXUAL Y REPRODUCTIVA.

En el area legal, los casos dictaminados como violacion en un delito grave que se paga con
afios en la carcel, es aqui donde el analisis de las evidencias es fundamental para la
exculpaciéon o absolucion del posible autor de los hechos y, por el mismo motivo es

importante mencionar los articulos que se incumple al realizar un delito de dicha magnitud.

Articulo 170.- Abuso sexual. - La persona que, en contra de la voluntad de otra, ejecute
sobre ella o la obligue a ejecutar sobre si misma u otra persona, un acto de naturaleza sexual,
sin que exista penetracion o acceso carnal, serd sancionada con pena privativa de libertad de

tres a cinco afios ©.
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Articulo 171.- Violacion. - Es violacién el acceso carnal, con introduccion total o parcial
del miembro viril, por via oral, anal o vaginal; o la introduccion, por via vaginal o anal, de
objetos, dedos u érganos distintos al miembro viril, a una persona de cualquier sexo. Quien

la comete, sera sancionado con pena privativa de libertad de diecinueve a veintidos afios ©.

Articulo 141.- Femicidio. - La persona que, como resultado de relaciones de poder
manifestadas en cualquier tipo de violencia, dé muerte a una mujer por el hecho de serlo o
por su condicion de genero, serd sancionada con pena privativa de libertad de veintidos a

veintiséis afios ©,

METODOLOGIA

Tipos de investigacion:

Descriptiva: A través del cual se detalla la investigacion y el procedimiento a realizar, para
determinar las caracteristicas y diferencias principales de la técnica aplicada.

Cuasi Experimental: Debido que es una derivacion de un estudio ya realizado en el cual se
va a evaluar si existen resultados positivos de p30 de muestras conservadas en cinco afios a

diferentes temperaturas.

Disefio de la Investigacion:

Bibliografica: Basada en la recopilacion de informacion consultada en revistas, bibliotecas,
sitios web, libros, blogs y revistas virtuales para en base a la lectura comprensiva extraer

resimenes Utiles en la investigacion sustentadas dentro de un marco teérico.

De Laboratorio: Se realizo una aproximacion de tipo exploratoria, ya que se permanecio
en contacto directo con las muestras previamente conservados, y esta investigacion esta
basada en hechos reales, manipulando las variables para obtener resultados Utiles en el

informe final.
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Método de Investigacion:
Cualitativo: Mediante este método nos ayudara a determinar la presencia o ausencia de

proteina p30 en muestras previamente conservadas durante cinco afios.

Cuantitativo: Mediante este método se determinara cuantas pruebas de p30 expuestas a

diferentes temperaturas salieron positivas y cuantas negativas.

Tipo de estudio:

Transversal: Debido que se realiz6 en un periodo de tiempo determinado entre Octubre
2017-Febrero 2018

Poblacion y muestra

Poblacion: Doscientas muestras previamente en conservacion.

Muestra: Se trabajaré con el total de la poblacién conservadas de hace cinco afios.

Técnicas e Instrumentos de recoleccién de Datos:

Técnicas: Observacion
Instrumento: Guia de Observacion y Técnica

Procedimientos para la obtencion de muestra sobre un soporte solido y determinacion
de P30.

Observar el soporte solido en la luz forense.
Identificar la zona en donde existe fluorescencia para determinar la ubicacion del

supuesto fluido biologico.

A w e

La extraccion de muestras en soportes solidas se realizard mediante un corte de 0.5
x 0.5 cm. O con un corte longitudinal en el hisopo.

Se procede a colocar en un tubo ependorf.

Agregar una alicuota con 750ul de buffer de extraccion.

Agitar en un dispositivo Vortex por 5 minutos.

© N o O

Colocar en refrigeracion por dos horas (2-8°C) Este procedimiento recupera
aproximadamente el 99% de p30 extraida del hisopo.

9. se pone la muestra en el Vortex cada 20 minutos mientras reposa en refrigeracion.
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10. Dejar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.
11. Centrifugar la muestra 3 minutos a 3.600 rpm después del paso de extraccion.
12. Remover el dispositivo y el gotero del paquete sellado.
13. Etiquetar el dispositivo con el numero de caso.
14. Adicionar 300ul (6-7gotas con el gotero) de la muestra al pocillo “S” del dispositivo.
15. Leer los resultados a los 10 minutos.
16. Esta alicuota podria ser almacenada entre 2-8 ° C sino se usa inmediatamente.
Los resultados positivos se pueden ver después de un minuto dependiendo de la

concentracion de p30. Para resultados negativos se deben esperar 10 minutos.

Procedimiento para coloracion Christmas Tree

e Visualizar en la placa donde se encuentra el frotis y delimitar el frotis con
l&piz demogréfico.

e Fijar el frotis a calor seco o exponerlo a la llama directamente.

e Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion Kernechtrot
(rojo nuclear) y dejar actuar por 20 minutos (Reactivo 1).

e Lavar con agua destilada.

e Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion
picroindigocarmine y dejar actuar de 10 a 15 segundos (Reactivo 2).

e Aclarar el frotis con etanol al 95 %.

e Dejar secar y montar la placa.

e Observar en lente 40 X.
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RESULTADOS Y DISCUCIONES

Las pruebas que se utilizan en el Laboratorio de Ciencias Forenses para la determinacion de
la existencia de un presunto delito sexual son importantes para el apoyo a la justicia y la
resolucion de casos, estas pruebas tienen el poder de privatizar de la libertad a un individuo
o0 lo pueden llevar a su inocencia, por lo que el profesional encargado del peritaje del caso,
debe hacerlo cuidadosamente y evitando posibles errores, antes, durante y después de

procesados los indicios.

Para ello se analiz6 la presencia de P30 en muestras conservadas hace 5 afios (2013), a
distintas temperaturas, para luego verificar la presencia de espermatozoides en cada una de
las muestras y finalmente contrastar ambos resultados para determinar la temperatura y
condiciones mas viables para la preservacion de la muestra y de sus componentes, es decir,
la conservacion la proteina P30 junto con los espermatozoides y de este modo evaluar las
dos técnicas utilizadas en este esclarecimiento de los hechos.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se analizo un total de 200 muestras
que anteriormente fueron procesadas en peritajes, dichas muestras al momento de ser
analizadas los resultados tanto positivos como negativos aportd con pruebas contundentes
de la existencia 0 no de una violacién sexual, y mediante estas pruebas se logro aplicar

justicia al presunto autor de los hechos de acuerdo al Codigo Organico Integral Penal.

Estas muestras se conservaron a distintas temperaturas con porcentajes de humedad
diferentes con el fin de realizar una investigacion debido a que en algunas ocasiones se ha
vuelto a reabrir casos y se exige un nuevo analisis de las muestras, por lo tanto, no existe
investigacion cientifica que aporte con informacidn en cuanto a la degradacion de la muestra
al pasar lo afios y se desconoce el porcentaje de deterioro tanto de la proteina P30 como de

los espermatozoides.
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Tabla 5: Total de muestras analizadas de proteina P30

MUESTRAS ANALIZADAS DE PROTEINA P30

TEMPERATURA HUMEDAD MUESTRAS MUESTRAS TOTAL DE
(°C) (%) POSITIVAS NEGATIVAS MUESTRAS

14 75 51 5 56

20 80 48 8 56

4 55 52 0 52

-5 85 33 3 36

Total de muestras 184 16 200

Porcentaje (%) 92 8 100

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Grafica 1: Muestras conservadas a
14°C vy 75% de humedad

m MUESTRAS
POSITIVAS

B MUESTRAS
NEGATIVAS

Grafica 3: Muestras conservadas a 4 °C
y 55% de humedad.

B MUESTRAS
POSITIVAS

B MUESTRAS
NEGATIVAS

Grafica 2: Muestras conservadas a
20°C y 80% de humedad

B MUESTRAS
POSITIVAS

B MUESTRAS
NEGATIVAS

Grafica 4: Muestras conservadas a -5 °C
y 85% de humedad

m MUESTRAS
POSITIVAS

B MUESTRAS
NEGATIVAS

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno
Del total de 200 muestras analizadas sometida a diferentes temperaturas, que se encontraron

a1l4°C, 20°C, 4°C y 55°C, de las cuales a 14°C y con una humedad del 75% nos dio positivas
para P30 el 91.07%, a 20°C y con una humedad del 80%, nos dio positividad para P30 el
86%, a 4°C y con una humedad del 55%, nos dio positividad para P30 el 100% y a -5°C nos
dio positividad para P30 el 92%.
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Tabla 6: Total de muestras analizadas con tincion Christmas Tree

MUESTRAS ANALIZADAS MEDIANTE LA TINCION CRHISTMAS TREE

TEMPERATURA HUMEDAD MUESTRAS MUESTRAS TOTAL DE
(°C) (%) POSITIVAS NEGATIVAS MUESTRAS

14 75 46 10 56

20 80 37 15 52

4 55 39 2 41

-5 85 50 1 51

Total de muestras 172 28 200
Porcentaje (%) 86 14 100

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Grafica 5: Muestras conservadas a
14°C y 75% de humedad

Grafica 7: Muestras conservadas a 4°C

y 55% de humedad

Grafica 6: Muestras conservadas a
20°C y 80% de humedad

y 85% de humedad

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

® MUESTRAS m MUESTRAS
POSITIVAS POSITIVAS

m MUESTRAS B MUESTRAS
NEGATIVAS NEGATIVAS

Grafica 8: Muestras conservadas a -5°C

m MUESTRAS B MUESTRAS
POSITIVAS POSITIVAS

B MUESTRAS m MUESTRAS
NEGATIVAS NEGATIVAS

Se analizaron un total de 200 muestras a diferentes temperaturas, mismas que se encontraron
a14°C, 20°C, 4°C y 55°C, de las cuales a 14°C y con una humedad del 75% resulto positivas
para espermatozoides con 82% de efectividad, a 20°C y con una humedad del 80%, los
resultados fueron positivos con un 71%, a 4°C y con una humedad del 55%, nos dio
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positividad del 95% y a -5°C con humedad del 85%, produjo resultados positivos con un
98%.

MUESTRAS ANALIZADAS DE PROTEINA P30

Tabla 7: Total de muestras analizadas con técnica P30

MUESTRAS ANALIZADAS CON TECNICA DE PROTEINA P30

TEMPERATURA HUMEDAD MUESTRAS MUESTRAS TOTAL DE

(°C) (%) POSITIVAS NEGATIVAS MUESTRAS
14 75 51 5 56
20 80 48 8 56
4 55 52 0 52
-5 85 33 3 36
Total de muestras 184 16 200
Porcentaje (%) 92 8 100

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno
De acuerdo con el analisis de las 200 muestras en total, las muestras que mejor mantuvieron
sus resultados de P30 con 100% de efectividad fueron las conservadas a refrigeracion. Esta
proteina sufre una degradacion minima al existir mayor temperatura y mayor humedad,
aungue es posible encontrar P30 en muestras en congelacién y temperatura ambiente, pero
en estos casos existe un margen de error minimo, por lo tanto, los resultados mas confiables

son los obtenidos a temperatura de 4°C.

Las muestras con mayor porcentaje de error fueron las que se conservaron a 20°C y 80% de
humedad, la razén por la que presenta dichos errores es la degradacion de la proteina por el
ambiente en que se conservo, aunque la P30 se desnaturaliza a temperaturas mayores de los
80°C, hay que tomar en cuenta que las condiciones también afecta a preservacion de esta
proteina, y también depende del soporte solido en el que se encuentre. De este modo se

confirma que, a mayor temperatura y humedad, menor es la conservacion de P30.

En el caso de las muestras congeladas, presenta mayor porcentaje de humedad debido a que,
al momento de analizarlas tuvieron que descongelarse a temperatura ambiente, y al pasar por
dicho proceso se generd agua producto de la descongelacion y generando mas humedad
haciendo que el area visible de la méacula sea menos detectable y haciendo que exista menos

cantidad de proteina en el soporte sélido.
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Control de calidad de las cacetas de p30

Para lograr un resultado eficiente en cuanto a la deteccion de la proteina P30 antes de
comenzar el andlisis de las muestras, se debe evidenciar la calidad y confiabilidad del
producto que se esta utilizando para el estudio, es asi que el control de calidad es importante
para el argumento de este trabajo, para ello se utilizd muestras que se conocia su resultado y

sobretodo frescas. Para ello se debe tomar en cuenta varios aspectos entre ellos:

o Siempre regirse al procedimiento emitido por un manual dentro de la caja de
reactivos.

e Tomar en cuenta tiempos y temperatura a la que se realiza la prueba.

e Evidenciar la calidad de la muestra que se va a pasar como control, para verificar la

funcionalidad de la caceta, y de esta forma obtener resultados verdaderos.

MUESTRAS ANALIZADAS CON TECNICA DE TINCION CHRITSMAS TREEE
Tabla 8: Total de muestras analizadas con tincion Christmas Tree

MUESTRAS ANALIZADAS MEDIANTE LA TINCION CHRISTMAS TREE
TEMPERATURA HUMEDAD MUESTRAS MUESTRAS TOTAL DE

(°C) (%) POSITIVAS NEGATIVAS MUESTRAS
14 75 46 10 56
20 80 37 15 52
4 55 39 2 41
-5 85 50 1 51
Total de muestras 172 28 200
Porcentaje (%) 86 14 100

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

En cuanto a las muestras analizadas con tincion Christmas Tree, la mejor temperatura para
la preservacion morfologica del espermatozoide es la de -4°C. El espermatozoide al ser una
célula muy susceptible a cambios de temperatura y humedad tiene que conservarse
correctamente, la congelacion garantiza la preservacion intracelular y extracelular la célula
espermatica, en caso que la muestra sea congelada de inmediato, se congelara solo los
liquidos extracelulares obteniendo de este modo una célula deshidratada manteniendo su

morfologia completa, a mayor temperatura y mayor humedad esta célula se fragmenta y se
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puede observar cabezas con fragmentos de cola o solo cabezas. Otra de las temperaturas muy
aceptables de su preservacion es la refrigeracion, aunque tiene 2 placas negativas, esto
debido a la naturaleza del soporte solido de la muestra, aun asi, se puede decir que sus
resultados son confiables y eficaces.

Gréfica 9: Muestras conservadas a 14°C y 75% de humedad

B MUESTRAS
POSITIVAS

m MUESTRAS
NEGATIVAS

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Las muestras analizadas a temperatura de 14°C con humedad de 75%, se determiné que, de
un total de 56 muestras, el 82% resultaron positivas y el 18% negativas. Esto se debe a que,
al ser una célula demasiado fragil, si no se mantiene las muestras en condiciones adecuadas
puede observarse fragmentado, o simplemente no se puede observar un espermatozoide en

toda la placa.

Gréfica 10: Muestras conservadas a 20°C y 80% de humedad

B MUESTRAS POSITIVAS

® MUESTRAS
NEGATIVAS

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Como segundo punto, las muestras mencionadas anteriormente preservadas a 20°C y 80%
de humedad, dieron como resultados 37 placas positivas y 15 negativas, representando el
71% y el 29%. Estos analisis presenta el mayor margen de error, esto se debe a que, a mayor
temperatura y humedad, existe menor deteccion del espermatozoide, debido a que al ser
células sexuales expuestas a estas condiciones, se desprende facilmente la cabeza de la cola,

en ocasiones se pudo observar cabezas con fragmentos de cola, solo cabeza o solo cola, aun
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asi se pudo reportar un resultado positivo, pero el margen de error es demasiado alto como
para tener resultados confiables, y esto, al presentarse en un caso judicial puede ser
perjudicante para el profesional a cargo de la conservacion y preservacion de la muestra y
habra muchas inconsistencias al existir resultados opuestos. Por lo tanto, se determind que
las células esperméticas al estar a 20°C y con una humedad 80°C no son viables para
resultados confiables.

Gréfica 11: Muestras conservadas a 4°C y 55% de humedad

B MUESTRAS POSITIVAS
B MUESTRAS NEGATIVAS

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

En la grafica nimero 11 se tiene a las muestras conservadas a temperatura de refrigeracion,
las cuales fueron a 4°C y a 55% de humedad de los cuales 39 fueron positivas, y 2 negativas,
siendo esto el 95% positivos y 5% negativos. Ahora bien, ;Por qué existe un margen de error
de 5% comparando con la técnica de P30 el cual no existe margen de error considerando que
son las mismas muestras? Esto se debe a que el espermatozoide como se conoce no sobrevive
completo por muchas horas, es decir, en cavidad vaginal sobrevive 120 horas, y en cavidad
anal sobrevive a 65 horas, tomando en cuenta que se encuentra dentro de cavidades humanas
y a temperatura corporal. Dependiendo de la hora de recoleccion y del soporte solido del
cual se recogid la muestra, esta célula puede sufrir dafios morfoldgicos y es por esta razén
que muy rara vez se observa su morfologia completa, aun asi, el margen de error es minimo
y se puede considerar como la mejor forma de conservacion de las muestras, garantizando

de este modo un buen resultado.
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Gréfica 12: Muestras conservadas a -5°C y 85% de humedad

m MUESTRAS POSITIVAS
B MUESTRAS NEGATIVAS

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Por ultimo, del total de 51 muestras, 50 resultaron positivas y tan solo una negativa, con un
margen de error de 2%. Ahora bien, en este caso se preserva mejor el espermatozoide en
congelacion que en refrigeracion a comparacion de la proteina P30. Estas células se
mantienen en mejores condiciones en congelacion, debido a que al momento de someter a
esta temperatura la célula espermatica se preserva intra y extra celular, dependiendo del
tiempo de recoleccion de muestra, mientras mas rapido mejor, y, al almacenar las muestras
lo mas pronto posible solo se congela el agua que se encuentra extracelularmente, dandonos
como resultado a la célula deshidratada como tal, y manteniendo de este modo su morfologia
completa. Por lo tanto, hay que tener precaucion al momento de la descongelacion de la

muestra para su reanalisis de tincion Christmas Tree.

Control de calidad de los colorantes

La tincion Christmas Tree, trabaja con dos reactivos, los cuales son rojo rapido nuclear e
indigo carmin, dichos colorantes deben pasar por un control de calidad para garantizas la
correcta tincion de los espermatozoides, es por esto que se debe considerar los siguientes

puntos:

e Los colorantes deben preparase de acuerdo al manual establecido en el laboratorio
forense, no se debe usar reactivos caducados o reactivos que no sean puros.

e Se debe filtrar minimo 3 veces cada reactivo, con el fin de evitar posibles
interferencias al momento de la tincion y lectura de placas.

e Los reactivos ya preparados se deberan guardar en un rasco color ambar, con el fin

de evitar posibles alteraciones quimicas en contacto con los rayos UV.
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e Para poder lograr una buena tincién se debe respetar los tiempos establecidos por la
técnica.

e Se realizard una placa de muestras ya analizadas anteriormente, con el fin de
comparar resultados, si ambos obtienen los mismos resultados significa que la tincion

esta realizando una buena coloracion.

Una vez revisado el control de calidad respectivo, se realizé las placas para observacion de
espermatozoides mediante la técnica de coloracion de Christmas Tree, se trabajo de igual
manera con un total de 200 muestras (Tabla 7).

CONTRASTE DE RESULTADO DE P30 CON CHRISTMAS TREE

Tabla 9: Comparacion de resultado de proteina P30 y tincion Christmas Tree

MUESTRAS ANALIZADAS

MUESTRAS ANALIZADAS DE P30 MEDIANTE LA TINCION
CRHISTMAS TREE
Temperatura | Humedad @ Muestras = Muestras = Total de | Muestras = Muestras = Total de

(°c) (%) positivas = negativas = muestras | positivas | negativas | muestras
14 75 51 5 56 46 10 56
20 80 48 8 56 37 15 52
4 55 52 0 52 39 2 41
-5 85 88 3 36 50 1 51
Total de 184 16 200 172 28 200
muestras

Fuente: Chavez Vera, Moscoso Moreno

Estas dos pruebas fueron sometidas a un procedimiento de confirmacién otorgando datos
significativos a la hora de aplicar cada una de sus técnicas en muestras conservadas hace 5
afnos (2013) y a distintas temperaturas y porcentajes de humedad, por lo que con estos
resultados se cataloga una mejor y mas eficaz a la prueba inmunocromatografica de P30
teniendo como porcentaje de efectividad del 92%, eso tomando en cuenta la naturaleza del
soporte solido, como conservarla y el medio de preservacion, asi como también factores
externos teniendo como Optimo para el analisis una temperatura de 4 °C con una humedad
del 55 %, en este caso como la muestra se encuentra en refrigeracion y con bajo
humedecimiento disminuye la probabilidad de que la muestra se degrade y la caceta de

reaccion detecta la presencia de P30.
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Por otro lado, en la prueba de Christmas Tree, disminuye el porcentaje de efectividad que es
del 86% esto se debe a que se trabaja con células y estas son susceptibles a procesos de
degradacion mucho mas marcados y rapidos, a pesar de que no se encontro células completas
por el estado, se observd cabezas y colas, con esto es suficiente para la confirmacion del
resultado, aunque por su porcentaje no es tan fiable y se recomienda realizar primero P30 y

luego tincion Christmas Tree como su complemento.

Proceso de secado de muestras posterior a su analisis

Cuando se trabaja con indicios de casos reabiertos, por lo general las maculas se encuentran
en soportes sélidos hechos de algodon, es decir los hisopos, se debe humedecer con solucion
salina para poder realizar el nuevo extendido de la placa. Al momento de nosotros rehidratar
se esta generando un exceso de humedad, por lo tanto, al manejar muestras de este tipo,
posterior a su uso debe pasar por un procedimiento de secado.

Al utilizar el procedimiento de secado, se evita el exceso de humedad, lo que lleva a la
conservacioén de la proteina P30 y de los espermatozoides, garantizando una buena calidad

de muestra en caso de ser necesario otro analisis de la misma.

Factores que degrada la muestra

Las muestras analizadas fueron de los siguientes soportes solidos: prendas intimas de la
victima y del presunto agresor, alfombras. Colchones, guantes de latex, preservativos,
sabanas, almohadas papel higiénico, hisopado de cavidades vaginal y anal. Es importante
mencionar que algunas de las muestras conservadas a temperatura ambiente presentaban un
olor caracteristico de inicio de putrefaccion, y desarrollo de hongos, debido al porcentaje
alto de humedad y, estos factores fueron los que intervinieron en la determinacion de P330y
tincién de espermatozoides, dandonos asi un resultado negativo y a su vez, un resultado poco

confiable.

Protocolo de procesamiento de evidencias

Al momento de que llega una muestra al laboratorio de biologia forense, muchos
profesionales aplican distinto orden para procesarlas, es decir, no hay un protocolo exacto

en que técnica realizar primero, si proteina P30 o Tincién Christmas Tree. ES por esto que
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segun nuestro criterio el primero procedimiento a realizar es la técnica de proteina P30, por
la razon de que esta proteina es especifica de los hombres y, al ser analizada por
inmunocromatografia, es mucho mas certero y sensible. Una vez que se obtenga su
positividad, posteriormente se realizara la técnica de tincién Christmas Tree, en el cual la
placa debera ser observada minuciosamente, ya que al encontrar un espermatozoide el

resultado ya es positivo.

Existen casos que el resultado de P30 es positivo, pero, la tincidn es negativa, y esto se puede
dar pos multiples factores, ya sea por la naturaleza de la muestra o cuando el agresor no
eyaculo completamente o es azoospermico, aun asi, al ser positivo P30 se conoce que existio

un delito sexual.

Conservacion de las muestras

La mejor temperatura para la conservacion de proteina P30 y espermatozoides es la
refrigeracion, pero, del mismo modo se debe volver a embalar correctamente, es decir, el
proceso de embalaje es fundamental para la conservacion de las mismas. EI mejor material
para la preservacion de indicios es el papel celulosa, es mas resistente al papel ordinario lo
cual genera poco desgarre y roturas al momento de manipular los indicios, también absorbe
la humedad garantizando que las muestras se encuentren lo mas secas posibles, conservando
de este modo la estructura de los espermatozoides y de la P30. Es un papel de mayor grosor
con una muy facil manipulacién y su adquisicién es sencilla y no requiere de un alto precio.
Es por todos estos beneficios que aporta para la investigacion que el papel celulosa es el

mejor medio de embalaje para la correcta conservacion de las muestras.

Temperatura 'y humedad

Son dos factores muy determinantes a la hora de reanalizar una muestra que se encuentra
conservada, por lo que ambas pruebas varian el porcentaje de efectividad, claro es que a
mayor temperatura y mayor humedad favorece a los procesos de descomposicion y
putrefaccion de las mismas por lo que el procedimiento para detectar proteina P30 tendra un
porcentaje de error de alrededor del 15% y sera directamente proporcional al aumento de la

temperatura.
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Para este caso se hace mucho énfasis a los indicios preservadas a temperatura de -5°C y con
85% de humedad, del nimero total de muestras, el 92%, fueron positivas, y el 8% resultaron
negativas. Al existir una temperatura de congelacion, la muestra se cristaliza, y aumenta el
porcentaje de humedad y al momento de procesarla se requiere que el soporte sélido pase
por un proceso de descongelacion, y es ahi, cuando aumenta la humedad y la proteina
presenta una afeccion muy baja, aunque aun es detectable. Es por esta razon que el margen
de error existe, aunque es minimo, y aun podemos decir que los resultados son confiables

por la existencia del 8.33% de negativos.

Podemos decir con toda seguridad, que las muestras mejor conservadas y sin margen de error
fueron las muestras conservadas a temperatura de refrigeracion, puesto a que no presento un
error y eso es lo que se necesita para un reporte de resultados de excelencia, garantizando el
trabajo y el reporte de los casos de agresion sexual que son reabiertos, y de este modo aportar

con la justicia.

Cadena de frio para el traslado de indicios

Como su nombre lo indica, es un método en el cual existe un control de la temperatura al
momento del transporte de los indicios, para asegurar la conservacién de los componentes
de las muestras. En el momento del transporte esta de indicios en delitos sexuales en
fundamental conservarlos en perfecto estado, y méas adn, cuando los soportes solidos
muestran posibles maculaciones de liquido seminal es de suma importancia que el transporte
sea en un ambiente controlado para que la proteina no se desnaturalice y se logre detectar

mediante inmunocromatografia y que el resultado sea un positivo bien marcado.
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CONCLUSIONES

Se analiz6 la P30 en muestras conservadas durante 5 afios de delitos sexuales
mediante la técnica de inmunoensayo, esta técnica resulté ser muy confiable y eficaz

para la determinacion de la proteina P30 en lo soportes solidos.

Se verifico la presencia de espermatozoides en las muestras previamente analizadas
de casos de delitos sexuales, de dichas muestras un porcentaje minimo arrojo
resultados negativos debido a la mala conservacion de la evidencia y también de
acuerdo a la naturaleza de la muestra, en alunas placas se logré observar el
espermatozoide fragmentado debido a la humedad y alta temperatura a la que la
muestra fue sometida, concluyendo asi que la mejor forma de preservar los
espermatozoides es la congelacion, de este modo se obtiene a la célula como tal

deshidratada y manteniendo su caracteristicas morfoldgicas intactas.

Se contrasto los resultados obtenidos de proteina P30 junto con la tincién Christmas
Tree con el fin de obtener eficacia en cada prueba junto con protocolos adecuados,
la mejor manera de mantener el liquido seminal es en refrigeracion, al analizar ambas
técnicas el margen de error fue del 0.5%, es decir que solo una muestra dio
positividad en P30 pero no se encontraron espermatozoides, aun asi se confirma la
existencia de liquido seminal obteniendo de este modo resultados confiables y

veraces.
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RECOMENDACIONES

Controlar de manera efectiva los factores externos que afectan a las evidencias
(temperatura y humedad), para que se mantengan las estructuras celulares y proteicas

intactas y nos ayuden para un reandlisis, asi se lo amerite.

Para mejorar la conservacion celular dentro de una evidencia, ésa debe tener una
congelaciéon rapida y efectiva para que se pasme al mismo tiempo material
extracelular e intracelular, evitando la deshidratacion de las células al momento de
su descongelacion para el andlisis, es por ello que se recomienda utilizar un
procedimiento a base de nitrégeno, para evitar la muerte celular y asi preservar la

muestra.
Se recomienda realizar un protocolo de preservacién de evidencias, para evitar su

descomposicion y alteracién, asegurando la justicia con la emisién de resultados

confiables al momento de reabrir un caso.
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ANEXOS

Anexol: Técnica inmunocromatografica de P30.
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Anexo 2: Certificado de calidad de la pipeta variable de 100 a 1000 ul. sumidex

o =TSR

All Digital Micropipettes are warrantea 5
period of 3 years from the date of purchas

ReportNo: 536081 &
Prod Cat.No: VAP-600
Volume Range : 100-1000
Temperature: 24.50
Air Pressure: 1013

34



Anexo 1: Congeladora del Centro Anexo 2: Muestras en congelacion
Forense Ambato

Anexo 3: Refrigeradora del Centro Anexo 4: Muestras de P30 en refrigeracion
Forense Ambato

Anexo 5: Conservacion a temperatura Anexo 6: Muestras a temperatura ambiente
ambiente
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Anexo 7: Cassettes para derminacion de P30. Anexo 8: Tubos eppendorf esterliles.

Anexo 9: Buffer de la técnica de P30. Anexo 10: Muestras procedentes de
delitos sexuales

TV.UNACH M4 m

Anexo 11: Puntas PCR. Anexo 12: Pipeta calibrada con certificado.

o

100-1000 pi
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Anexo 13: Resultado positivo P30. Anexo 14: Tincién indigo carmin (Reactivo 2).

Anexo 16: Tincién Rojo Rapido Nuclear

Anexo 17: Mezclando la tincion Indigo Picrico Carmin

. (755 W

N
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Anexo 18: Presencia de espermatozoides.
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