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RESUMEN

La experticia forense realizada en muestras de fluidos corporales humanos como el semen
aportan elementos probatorios de gran importancia en los procesos penales relacionados
con delitos sexuales. Este estudio tiene como objetivo general determinar los factores que
podrian afectar la pesquisa de células espermadticas en muestras citolégicas forenses de
fluido seminal vinculadas al delito sexual. Objetivos especificos: indagar sobre los procesos
de control para resguardar la evidencia fisica proveniente de delito sexual; conocer los
métodos peritales para la identificacion de células espermaticas en fluido seminal asociado
a delito sexual; determinar los factores que podrian afectar la pesquisa de espermatozoides
en muestras forenses de fluido seminal; indagar sobre los métodos y técnicas que
actualmente se emplean en los laboratorios forenses venezolanos para procesar las
muestras de fluido seminal en la pesquisa de células espermaticas para corroborar el delito
sexual. La investigacion se realiz6 bajo un disefio documental descriptivo cuyos datos
fueron obtenidos de la revision y andlisis de fuentes de informaciéon y documentacion
relacionados con el tema de estudio asi como la consulta a expertos mediante entrevista. Se
concluye que, en el transcurso de una investigacion penal por delito sexual, muestras
biologicas de fluidos corporales como el semen podrian sufrir cambios en su integridad
dificultando su analisis e interpretacion y poniendo en serio riesgo la buena marcha de la
investigacion asi como la credibilidad en los resultados.

Palabras clave: pesquisa, espermatozoides, delito sexual.
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ABSTRACT

The forensic expertise performed on samples of human bodily fluids, such as semen,
provides highly important evidence in criminal proceedings related to sexual crimes. The
general objective of this study is to determine the factors that could manipulate the
screening of sperm cells in forensic cytological samples of seminal fluid linked to sexual
crime. The specific objectives are: to inquire about the control processes used to protect the
physical evidence from sexual offenses; comprehend the expert methods for the
identification of sperm cells in seminal fluid associated with sexual offenses; determine the
factors that could manipulate sperm screening in forensic seminal fluid samples; inquire
about the methods and techniques that are currently used in Venezuelan forensic
laboratories to process seminal fluid samples corroborating investigations of sexual
offenses. The research was carried out under a descriptive documentary design where data
was obtained from the review and analysis section of multiple sources of information and
documentation related to the subject of study. It is concluded that during the process of a
criminal investigation for a sexual offense, biological samples of body fluids, such as
semen, could undergo changes in their integrity, making their analysis and interpretation
difficult and as such puts at serious risk the positive advancement of the investigation as
well as the credibility in the results.

Keywords: investigation, sperm, sexual offense.
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INTRODUCCION

Cuando una persona tiene contacto sexual con otra sin su consentimiento se trata de lo que
se conoce como abuso sexual o violacion. El abusador sexual obliga a su victima a tener
actividad sexual con ¢l mediante el empleo de la fuerza fisica o intimidacion (;) Luego de
cometido el hecho punible se inicia la accion penal correspondiente. En Venezuela, es el
Ministerio Publico el encargado de activar y conducir todo el proceso penal segin el
estamento legal vigente y tiene a su disposicion institutos forenses de indole cientifico en
los cuales se realiza la investigacion, analisis y posterior comprobacion del delito cometido.

Por otro lado, el Cédigo Organico Procesal Penal (COPP), en su Articulo 187 sefala que:
”...la cadena de custodia es la garantia legal que permite el manejo idoneo de las
evidencias digitales, fisicas o materiales, con el objetivo de evitar su modificacion,
alteracién o contaminacion desde el momento de su ubicacion en el sitio del suceso y el
lugar de hallazgo, su trayectoria por las distintas dependencias de investigaciones penales,
criminalisticas y forenses, la consignacion de los resultados a la Autoridad competente
hasta la culminacion del proceso...” ()

De lo anterior se desprende que, es el Ministerio Publico quien garantiza mediante la
cadena de custodia el debido tratamiento técnico, cientifico y administrativo de las
evidencias vinculadas al proceso penal a través de la aplicacion de procedimientos que
aseguren la integridad y autenticidad de la evidencia material una vez obtenida y hasta su
disposicion final (7).

No obstante, en el curso de la investigacion podrian surgir inconvenientes o circunstancias
indeseables (intencionales o no), que de alguna manera afectarian las evidencias fisicas
sobre todo las de naturaleza bioldgica como liquido seminal, sangre, saliva entre otras lo
que dificulta su adecuado peritaje con la consecuente “duda razonable” al pretender emitir
sentencia sobre el delito cometido por lo que, el principal sospechoso, podria ser excluido
o descartado de la investigacion bajo el argumento de “violacion del debido proceso”.

Es por ello que, la intervencion oportuna del equipo técnico especializado debidamente
autorizado y la impecable recoleccion de las muestras, especialmente las de naturaleza
bioldgica, constituyen la via mas idonea para garantizar su correcto peritaje en los
laboratorios forenses legalmente habilitados para encausar, entre otros, los delitos de indole
sexual en los que la pesquisa de espermatozoides constituye la prueba definitiva aun
cuando se realicen otros procedimientos. La citologia como método de pesquisa es una
prueba sencilla, rapida, econdmica, minimamente invasiva, de alta sensibilidad y constituye
actualmente la tnica prueba de certeza con la que cuenta la investigacion forense para
demostrar presencia de espermatozoides. De alli el interés de las autoras en estudiar los
factores que podrian afectar la integridad de este tipo de muestras.



En base a los argumentos precedentes, la presente investigacion centra su atencion en el
estudio de los factores que podrian afectar la pesquisa de células espermadticas en fluido
seminal de muestras citologicas forenses vinculadas a delitos de indole sexual.

Objetivos especificos: indagar sobre los procesos de control forense para el resguardo de la
evidencia fisica de naturaleza bioldgica proveniente de delito sexual; conocer sobre los
métodos de peritaje empleados en el laboratorio forense para detectar presencia de Fluido
seminal y células espermaticas en muestras bioldgicas vinculadas a delitos de indole
sexual; determinar los factores que podrian afectar la pesquisa de células esperméticas en
fluido seminal en muestras citologicas forenses vinculadas a delito sexual; indagar sobre
los métodos y técnicas empleados actualmente en laboratorios forenses venezolanos para la
pesquisa de células espermaticas.

Por otra parte, en relacion a la metodologia empleada, para realizar esta investigacion se
opto por un disefio documental tipo descriptivo mediante el andlisis de diversas fuentes de
informacién y documentacion, incluyendo entrevista realizada a expertos a fin de garantizar
la objetividad y pertinencia de los aspectos que describen el problema objeto de este
estudio.

Finalmente, se espera que la informacion aportada en esta investigacion ayude a
incrementar el conocimiento y comprension sobre el problema planteado y motive la
realizacion de futuras investigaciones en esta area del conocimiento, ademds de contribuir a
minimizar posibles debilidades en nuestro Sistema Procesal Penal en la consecucion de
una justicia verdadera.



DESARROLLO

La correcta interpretacion de las pruebas aplicadas a la evidencia forense solo es posible
mediante el tratamiento adecuado de la misma, lo que implica la adopcién de medidas
tendientes a proteger y asegurar su integridad para garantizar el debido proceso.

Antecedente

De la exploracion bibliografica llevada a cabo encontramos la tesis doctoral de Garzon
(2017) titulado "La prueba de ADN en el proceso penal”, de la escuela internacional de
doctorado EIDUNED, Espafia, cuyo objetivo fue examinar y valorar el proceso judicial, las
pruebas y personas implicadas en un presunto delito. Donde La informacién aportada
contribuy¢ significativamente a la compresion sobre los procedimientos del control forense
para garantizar el correcto peritaje de muestras seminales. (3

CONTROL FORENSE. Procesos y resguardo de evidencias fisicas

Consiste en un conjunto de procedimientos y actividades de caracter continuo, destinadas a
brindar proteccion y conservacion a las evidencias fisicas en espacios especializados, desde
el momento de su recepcion en el Area de Resguardo, hasta su egreso para peritaje,
disposicion judicial o final. Las Areas de Resguardo son los espacios fisicos especializados
y acondicionados para el proceso de resguardo, operado por personal debidamente
capacitado. E1 Manual Unico de custodia norma las pautas para la remision, recepcion,
depdsito y salida de evidencias fisicas, con la finalidad de optimizar, unificar y hacer de
obligatorio cumplimiento, los lineamientos del Proceso de Resguardo ()

Etapas del resguardo temporal

* Posterior a la obtencidn hasta su remision al area de resguardo o al laboratorio.

* Luego de su recepcion en el laboratorio hasta su transferencia al perito asignado para su
analisis.

* Luego del andlisis hasta su salida del laboratorio.

* Desde su remision del laboratorio hasta su paso al resguardo judicial o la ejecucion de una
disposicion final.

Procedimientos del proceso de resguardo

Procedimiento de ingreso

En este aparte se especifica el conjunto de atributos que debe reunir la evidencia y
considerar si son aptas para su aceptacion en el Area de Resguardo; y aplicar los
procedimientos para el recibo de la misma.

Los lineamientos asociados al Ingreso de Evidencias en el Area de Resguardo son:



» So6lo se recibiran evidencias que cumplan con los lineamientos establecidos para la
remision de evidencias al area de resguardo.

* Toda evidencia objeto de recepcion, deberd estar acompafiada de la correspondiente
planilla de Registro de Cadena de Custodia. El operador, estara obligado a suministrar los
datos de identificacion que le sean requeridos para su recepcion.

* No se recibiran evidencias de manos de operadores distintos a los indicados en la planilla
de Registro de Cadena de Custodia.

* Los operadores del area de resguardo son responsables de canalizar el almacenamiento de
las evidencias que presenten impedimentos para su ubicacion en los espacios disponibles

* Las evidencias que por su naturaleza puedan generar un alto riesgo para la infraestructura
o el personal que labora en el area de resguardo, tales como sustancias o artefactos
explosivos entre otros no seran recibidas. En estos casos el o6rgano o instituciéon debera
ubicar un lugar acorde para su almacenamiento previa notificacion al Fiscal del Ministerio
Publico.

* Las diferencias en las condiciones y caracteristicas de las evidencias expresadas en la
Planilla de Registro de Cadena de Custodia, en relacion a las que presente dicha evidencia
al momento de su entrega, serdn motivo para no recibirla, salvo que se haya plasmado en
acta o en la parte de observaciones de la Planilla de Registro de Cadena de Custodia
(PRCC).

Procedimiento de deposito

Los lineamientos asociados al deposito de evidencias en las areas de resguardo son:

* El almacenamiento de las evidencias se realizara en un recinto denominado deposito de
evidencias, cuya infraestructura debera garantizar las condiciones idoneas de seguridad y
resguardo, a fin de impedir su extravio, sustituciéon o modificacion.

* El acceso al depdsito de evidencias Unicamente estara permitido a las personas que
laboren en el mismo. Bajo ningun concepto se permitird la entrada o permanencia de
personal, sin la debida supervision del personal adscrito a dicho lugar.

Procedimiento de egreso

Los lineamientos asociados al egreso de evidencias del area de resguardo son:

* Las evidencias s6lo podran salir del area de resguardo, bajo disposicion expresa y por
escrito, emanada del Fiscal del Ministerio Publico o del Tribunal a la orden de quien se
encuentren.

* La entrega de evidencias fisicas s6lo se hara a la o las personas debidamente mencionadas
en el oficio de solicitud de egreso, previa presentacion de los documentos necesarios para
verificar su identidad

* Cualquier cambio de despacho Fiscal o de Tribunal a la orden del cual se encuentra la
evidencia en el area de resguardo, deberd ser notificado previamente por escrito.
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* No se entregardn evidencias a operarios que no sean los autorizados por el despacho que
tenga bajo su responsabilidad el destino.

*Quien autoriza y quien hace efectiva la entrega en el area de resguardo, seran responsables
del cumplimiento de lo dispuesto en el Manual Unico de Custodia para la salida de
evidencias.

* Es obligacion de quien entrega y quien recibe la evidencia, la verificacion y certificacion
de la conformidad respecto a lo que se entrega y se recibe, de lo cual se dejara constancia
por escrito a través de la planilla de registro de cadena de custodia.

Consideraciones generales para la instalacion y funcionamiento de las areas de
resguardo

* La finalidad de las areas de resguardo de evidencias sera la de garantizar la autenticidad e
inalterabilidad de la evidencia durante su permanencia en las mismas.

* Cada laboratorio debera contar con un area para resguardar transitoriamente las
evidencias fisicas mientras son procesadas en fase de laboratorio. Resguardo, previamente
establecida para la remisioén y almacenamiento de las evidencias relacionadas con los casos
procesados, hasta la finalizaciéon de la etapa de investigacion del proceso penal o
disposicion final.

* Las Areas de Resguardo Judicial deberan tener a su disposicién un lugar previamente
establecido para la recepcion y almacenamiento de las evidencias fisicas relacionadas con
los casos

« Las Areas de Resguardo de Evidencias Fisicas estardn destinadas tunicamente al
almacenamiento de evidencias relacionadas con procesos penales en curso, hasta tanto se
ordene la disposicion final.

« Las evidencias fisicas que seran depositadas en las Areas de Resguardo, deberan cumplir
con los parametros de embalaje y rotulado, destinados a asegurar su preservacion e
identificacion.

« Cada Area de Resguardo debera elaborar los instructivos necesarios en los cuales se
especifiquen las pautas para la remision de evidencias fisicas, asi como las referidas a la
revision, recepcion, registro y almacenamiento de estas evidencias, apegados siempre al
presente manual.

* La infraestructura para el funcionamiento de las areas de resguardo de evidencias fisicas,
deberd poseer el espacio fisico necesario para el adecuado almacenamiento de las
evidencias, evitar su hacinamiento y garantizar el facil acceso-

* La infraestructura donde funcionen las 4reas de resguardo de evidencias fisicas deberan
poseer los mecanismos de seguridad necesarios para impedir el acceso a las evidencias de
personas no autorizadas y la prevencion de posibles danos

« El personal a cargo de las distintas labores en las Areas de Resguardo de Evidencias
Fisicas, debera estar debidamente capacitado.
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* Deberd existir copia o respaldo de los sistemas de registro y control de evidencias fisicas
del 4rea de resguardo, la cual serd depositada en un lugar diferente a dicha area,
manteniéndose las correspondientes medidas de seguridad...

* Toda salida provisional o definitiva de la evidencia del area de resguardo, deberd ser
documentada en los sistemas de registro y control, asi como en la correspondiente PRCC.

« Todas las evidencias fisicas a ser depositadas en un Area de Resguardo de evidencias
deberan estar acompanadas de la correspondiente PRCC.

« En las Areas de Resguardo se debera realizar un inventario periodico que no exceda de un
afno y cuando se sustituya el responsable del area. Para ello deberé existir un Registro que
contenga la cantidad total de evidencias depositadas...

* En las areas de Resguardo solo se recibiran las evidencias fisicas que sean entregadas por
la persona que aparece registrada como ultimo responsable en la Planilla de Registro de
Cadena de Custodia, salvo circunstancias excepcionales deberd quedar debidamente
documentado en la parte de observaciones de la PRCC.

* El Area de Resguardo esta concebida Gnicamente como unidad receptora, depdsito y
custodia de evidencias fisicas, motivo por el cual no tendra injerencia o responsabilidad en
los procesos de traslado de evidencias hacia dicha area....

* Finalizado el proceso legal, en ningun caso la evidencia podra permanecer depositada en
el Area de Resguardo por tiempo indefinido;.. .

Este aparte se refiere a los lineamientos que se deberan cumplir para la remision de
evidencias desde los sitios de envio hacia el Area de Resguardo--

* Al area de resguardo, s6lo se remitirdn evidencias que se encuentren relacionadas con
procesos penales en curso y que estén debidamente documentadas en la causa
correspondiente.- Unicamente las evidencias que hayan sido sometidas a peritaje deberan
ser remitidas al Area de Resguardo Judicial, salvo las que requieran nuevos anélisis.

« La remision de la evidencia al Area de Resguardo se hara mediante el uso de su
Respectiva Planilla de Registro de Cadena de Custodia. (anexo 1

METODOS PERICIALES

Antecedente

De la revision bibliografica llevada a cabo encontramos el trabajo de Frias (2017) titulado
“Comparacion de la técnica de eosina y cristmas tree para el rastreo de espermatozoides en
caso de delito sexual “, Instituto de Ciencias Forenses de Ambato, Ecuador. cuyo objetivo
fue comparar la eficacia de ambas técnicas de tincion para demostrar presencia de
espermatozoides utilizando para ello 107 muestras de fluido seminal obtenido de vagina
luego del coito donde 67 de ellas dieron positivo para espermatozoides concluyendo que la
eosina podria ser una alternativa para la coloracion y deteccion de células espermaticas. La
informacion aportada contribuy6 significativamente a la compresion sobre la metodologia y
procedimientos que se realizan en el laboratorio forense particularmente en lo relacionado
con el peritaje de muestras seminales. (4)
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Procesamiento de muestras biologicas en caso de delito de indole sexual

La aplicacion de métodos, técnicas y procedimientos a la evidencia fisica permiten la
obtencién de un resultado, mediante el desarrollo de los siguientes pasos:

Valoracion: Apreciacion del contexto de la solicitud con relacion a la evidencia, a fin de
planificar las técnicas que se van a aplicar.

Descripcion: Detallar las caracteristicas generales, particulares y detalles de la evidencia
para identificarla y dejar constancia del estado en que se encuentra.

Andlisis: Conjunto de métodos, técnicas y procedimientos que serdn aplicados a la
evidencia a fin de dar cumplimiento al objetivo de la peritacion.

Interpretacion de resultados: Evaluacion de los datos resultantes con el propdsito de generar
las conclusiones correspondientes.

Conclusion: Es un juicio de valor que realiza el forense en funcion de la interpretacion de
los resultados.

Dictamen Pericial: Documento estructurado donde el forense plasma detalladamente la
experticia realizada ().

En general, para su analisis, se requiere de poca cantidad de fluido de naturaleza seminal
para su identificacion en el laboratorio de biologia forense; las muestras pueden ser escasas
o estar degradadas en caso de utilizaciéon de preservativos, espermicidas, métodos que
minimicen la eyaculacion o en individuos azoospérmicos (ausencia de espermatozoides) u
oligospérmicos (poca cantidad de semen).Aunque se pueda suponer la existencia de semen
en el lugar del delito, la confirmacion definitiva se realizard en el laboratorio con la
finalidad de obtener indicios de presunto material de naturaleza seminal a partir de la
victima en hisopados vaginales, hisopados anales, secreciones vaginales, apéndices pilosos
y manchas; ademas de los ubicados en soportes fisicos diversos como textiles, objetos,
entre otros (s),

Métodos segun el soporte de l1a muestra,

1. Si la mancha se encuentra en un objeto transportable, por ejemplo, textiles, sera
colectada evitandose fricciones en las areas de interés, siendo éstas manipuladas con
estricto cuidado, con la finalidad de evitar cualquier tipo de contaminacion de la muestra.
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2. Si la mancha se encuentra seca o fresca sobre una superficie que no se pueda transportar,
el material se debe colectar mediante macerado con hisopo estéril humedecido con agua
destilada, el cual debe ser embalado en receptaculos estériles. En el caso de que la muestra
este seca sobre una superficie evitar realizar un raspado de la misma.

3. Si se trata de un material fresco que no puede ser enviado con prontitud al laboratorio, el
soporte que lo contiene debe ser sometido a secado a temperatura ambiente, antes de
proceder a su embalaje por separado.

4. Si la muestra a colectar se encuentra en cavidades fisioldgicas (vagina, recto, entre otros), el
médico forense o el técnico debera practicar extendidos en laminas portaobjetos estériles; las
muestras seran llevadas con la mayor prontitud posible al laboratorio para el respectivo analisis s,

Analisis de las evidencias de presunta naturaleza seminal
Se realiza con la finalidad de determinar si el material obtenido es o no liquido seminal.

Método:

Cada evidencia es sometida a un andlisis fisico o reconocimiento legal lo cual consiste en
una descripcion de la evidencia que va de lo general a lo particular (tipo de evidencia, uso,
color, etiqueta o talla, adherencias que presenta, su morfologia y el estado en que se
encuentra la misma) (s

1) Método de orientacion: El sobrenadante obtenido del macerado practicado a la muestra
en estudio se le aplica la técnica cristalografica fundamentada en la Reaccion de Florence.

Reaccion de Florence

Técnica cristalografica basada en la formacion de cristales de ioduro de colina, la cual se
encuentra presente en el esperma en forma de fosforil-colina y lecitina. La morfologia de
los cristales son lanceolados pero de dimensiones y morfologia variable. Los cristales de
Ioduro de Colina son ldaminas romboidales de color pardo. Aunque la colina no es exclusiva
del semen, resulta sumamente util en el andlisis de muestras de esperma aspérmicas,
principalmente porque no se conocen otros fluidos que registren simultdineamente una alta
presencia de colina junto con fosfatasa dcida como en el esperma (Rivas, 2001).

Ensayo Fosfatasa Acida Prostatica (AcP prostitico)
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Ensayo colorimétrico basado en la reaccion Enzima-Sustrato (Kit comercial para la
deteccion de la enzima fosfatasa acida prostatica en suero humano). La Fosfatasa Acida
Prostatica es una enzima fosfomonoesterasa no especifica, se encuentra en niveles altos en
el semen (isoenzima prostatica), proviene de las células epiteliales de la glandula prostatica
(Gutman, Gutman, 1941). La deteccion de la fuerte actividad de la enzima es considerado
como un rapido y confiable indicador de la presencia de semen (Sensabaugh, 1979). El
ensayo permite una prueba rapida de identificacion de manchas de semen, en la que una
reaccion positiva (coloracion amarillo) es un indicativo de la presencia de la enzima
fosfatasa acida prostatica (Kobus, 2002).

2) Método de certeza

Luego de comprobar la presencia de liquido seminal se procede a demostrar la presencia
de células espermaticas mediante el analisis microscopico de la muestra de liquido seminal.

Para la comprobacion de abuso sexual o violacién se utiliza un procedimiento denominado
tincion el cual consiste en aplicar un colorante a una sustancia o a un tejido para que
resulte mas simple detectarlo y analizarlo ). En el abuso sexual, la tincion hace posible la
mejor definicién de grupos de células o de fragmentos de tejido para la identificacion de
sustancias de naturaleza seminal.

Es conveniente conocer que el espermatozoide es la célula reproductora masculina. Es
una célula haploide por lo que solo contiene 23 cromosomas. Los espermatozoides
constan de tres regiones (nexo 2): 1a cabeza, contiene el nicleo haploide cubierto por el
acrosoma y un par de centriolos detras del ntcleo. En ella se encuentra la cromatina vy,
toma la tinciéon mas fuerte debido a su contenido proteinico elevado lo que favorece el
estudio morfologico. El acrosoma contiene enzimas como la hialuronidasa y la acrosina que
facilitan la penetracion del espermatozoide al ovocito (), Segmento intermedio o cuerpo:
region que une la cabeza con la cola y contiene la carga mitocondrial que provee la energia
necesaria (ATP) para la movilidad del espermatozoide. Cola o flagelo: da movilidad al
espermatozoide ().

Para estos casos se utilizan coloraciones como la tincion:
Arbol de navidad (Christmas Tree, Fast Red)

Que es una de las mas difundidas y aceptadas por la comunidad cientifica forense. Esta
tincion utiliza los colorantes rojo rapido nuclear y picrico indigo carmin. La cabeza del
espermatozoide se tifie de color rosado fuerte a rojo y el acrosoma se tifie rosado palido. La
parte media se tifie de una coloracion que va de rojo fuerte a lila debido al colorante rojo
rapido nuclear. La cola se tefiird de una coloracion verde debido a la accion del picro indigo
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carmin, También se tifien las células epiteliales presentes, observandose como estructura
romboides con nucleos de color rosada/rojo (7

Método

Rojo répido nuclear kernochtrot
1. Rojo rapido nuclear 100mg
2. Sulfato de aluminio 5g
3. Agua destilada 100ml

Picrico indigo carmin
1. Acido picrico 300 ml
2. Indigo carmin 1g

Cubrir con colorante kernechtrot por 20 minutos.

Aclarar con etanol 95%.

Cubrir con colorante picrico indigo carmin por 10-15 segundos.
Lavar con agua destilada.

Dejar secar.

Observar 40x.

Reportar presencia o ausencia de espermatozoides.

Tomar foto (7

VVVYVVYVYVYYY

Otra técnica empleada es la Técnica de Mestre y Lecha Marzo.

El procedimiento de la técnica se basa en el empleo de yodo eosina fenicada, combinando
0.1 g de yodo eosina y 10 ml de 4cido fénico liquido; los resultados son excelentes y la
técnica es muy sencilla y aplicable a la practica diaria del laboratorio.

Separados algunos milimetros de fibras de la zona mas sospechosa, se colorea el
portaobjeto con una capa de reactivo; al cabo de 1 minuto se absorbe el reactivo con papel
de filtro, se afiade una gota de ecipanal, se disocian las fibras y se coloca la lamina cubre
objeto. Aparecen los espermatozoides tefiidos de rojo, mas intensamente las cabezas que las
colas. Las fibras del tejido apenas toman un ligero tinte, lo que no impide el contraste de los
Z0OSpermos. (g-9)

Tincion Pap-Mart

Resultado de una modificacion de la tincién de Papanicolaou definida como una técnica
diferencial (policromica) que consta de una tincidn nuclear y contraste citoplasmatica,
desarrollada para visualizar los distintos estadios de maduracion de las células
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pavimentadas vaginales, esta tincidon no es especifica para identificacion de muestras
seminales, no obstante proporciona un buen contraste que permite la visualizacién e
identificacion de la célula espermatica.

Método

Pasos
1. Hidratacion.
2. Coloracion nuclear.
3. Deshidratacion.
4. Coloracion citoplasmatica.
5. Diferenciaciéon de colorante.
6. Aclaramiento y montaje.

Como paso inicial hidratar la muestra con una solucion 50% agua 50% alcohol, luego se
realiza la coloracién nuclear con hematoxilina de Mayer la cual se diferencia con agua,
seguidamente se deshidrataran las muestras con tres alcoholes en forma creciente, se
prosigue la coloracion citoplasmatica con Pap-mart formado por ver luz, pardo birsmarck
eosina amarillenta, Acido fosfotungstico y Orange G, que posteriormente se diferenciara
entre tres alcoholes puros, una vez finalizado este paso se procede a realizar el aclaramiento
con xilol y por ultimo se realizoé el montaje de la lamina con resina acrilica. ()

Tincion de Zielh-Neelsen

Se basa en la resistencia acido-alcohol (AAR), capacidad que tiene un material biologico de
formar complejos acido-estables con colorantes arilmetanicos (Youmans, 1979). Las
estructuras o bacterias tefiidas con Zielh-Neelsen no son decoloradas al exponerlas a
mezclas de alcohol-4cido o a determinadas concentraciones de acidos minerales. Muchas
estructuras y bacterias son AAR (Barksdale y Kim, 1977), entre ellas, los espermatozoides.
Aunque esta tincidn no es especifica para identificacion de muestras seminales, no obstante
proporciona un buen contraste que permite la visualizacion e identificacion de la célula
espermatica. s,

Método
1. Realizar un extendido del sedimento sobre una lamina portaobjeto empleando una pipeta
Pasteur.

2. Dejar secar a temperatura ambiente.
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3. Agregar metanol a la superficie del portaobjetos, y fijar con calor empleando el mechero
de Bunsen, flameando 7 veces la lamina.

4. Agregar el colorante Zielh-Neelsen cubriendo la muestra, manteniéndola por 7 minutos,
lavar la 1amina con agua destilada.

5. Agregar el colorante Azul de Metileno cubriendo la muestra, manteniéndola por 5 min,
lavar con agua destilada.

6. Dejar secar a temperatura ambiente.

7. Observar la lamina portaobjetos al microscopio con el objetivo de inmersion 100x,
afiadiendo 1 gota de aceite de Inmersion. (ver anexo 3)

PRUEBA PERICAL DE ADN

En el transcurso de la investigacidon penal podria solicitarse la incorporacién de una prueba
de ADN para conocer el perfil genético del presunto agresor.

Prueba pericial de ADN independientemente de la técnica utilizada, en el proceso penal,
que consiste en la comparacion de la composicion de ADN de una muestra dubitada -
aquella que en principio no se sabe a qué sujeto pertenece, y otra indubitada -obtenida de la
persona sospechosa. Con el fin de comprobar la coincidencia de los marcadores genéticos
de ambas (11)

A la hora de poder acotar una prueba de cotejo de ADN y que dicha prueba pueda ser
incorporada al proceso como prueba de cargo, es preciso la combinacion de tres
actividades. La primera: su realizacion por laboratorios debidamente acreditados para ello
en sentido estricto. Lo segundo: contar con muestras o vestigios biologicos con contenido
celular sobre los que realizar dichos analisis; muestras que son aportadas por la policia en la
inspeccion

Técnica ocular del lugar del crimen o son extraidas de las personas relacionadas con el
mismo (para lo ultimo se requiere la practica de intervenciones sobre el cuerpo de las
personas afectadas), lo que precisa de la mayor inmediatez posible. Lo tercero: su
conservacion. Los Estados han optado por conservar los datos resultantes del analisis,
incorporandolos a ficheros o bases de datos 3,

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se basa en la amplificacion de determinadas regiones del ADN mediante la enzima
Tag-polimerasa de secuencias cortas de DNA. Tanto el DNA como el RNA pueden
extraerse de manera exitosa en muestras de toma citoldgica, tanto en fresco, como de
material fijado en alcohol y tefiido. La utilidad diagnostica para el analisis de ADN se ha

17



convertido en una herramienta crucial en la identificacion del o los sospechosos en los
casos de abuso sexual.

PCR multiple (en inglés multiplex), que permite la amplificacion simultdnea de un gran
nimero de STRs en un solo paso o PCR. Existen actualmente un sinnumero de Kits para la
amplificacion simultdnea de los loci de STRs (también 1lamados marcadores genéticos). (1)

Microdiseccion

Un aspecto interesante de la citologia es la posibilidad de la microdiseccion laser que es un
método de contacto sin contaminacioén para aislar células individuales especificas o areas
enteras de tejido de una gran variedad de muestras de tejidos a partir del material obtenido
por microdiseccion se realiza una extraccion de DNA o RNA seguido de una PCR. iy

FACTORES QUE AFECTAN LA MUESTRA CITOLOGICA FORENSE

Dadas las diversas indagaciones se tomo en cuenta la investigacion realizada por Salcedo
(2015), titulado “Evaluacion de la Persistencia de espermatozoides Humanos en la vagina”
Facultad de Salud, Universidad del Valle, Cali. Colombia cuyo objetivo fue evaluar la
persistencia de espermatozoides en muestras de frotis vaginales postcoitales a diferentes
tiempos durante 5 dias a mujeres voluntarias; se recolectaron 18 muestras observandose en el
60% de ellas en las primeras 72 horas, mas de 10 espermatozoides por campo; a las 128 horas
10% de ellas tenian mas de 5 espermatozoides y 2% con 1 espermatozoide por campo,
observansose por tanto una disminucion marcada del nimero de espermatozoides y en do de
ellas con una abundante reaccion leucocitaria y alta densidad de levaduras, hifas, pseudohifas y
bacteria. La informacion aportada contribuy¢ significativamente para determinar los factores
que afectan la pesquisa de células espermaticas, destacando el efecto del factor “tiempo™ en la
integridad de los espermatozoides al generar cambios degenerativos y la merma en la cantidad
de estas células en la muestra. (12

El tiempo de permanencia de los espermatozoides en la cavidad vaginal depende de
factores como el pH de la vagina, el lavado vaginal, presencia de la menstruacion,
infecciones vaginales, el ejercicio fisico y la cantidad de espermatozoides en el eyaculado
hacen que el tiempo cambie. Alguna literatura relacionada con la investigacion forense
indica que se ha detectado espermatozoides hasta seis dias después del coito. Puede suceder
que en la muestra recolectada no se encuentren espermatozoides, esto puede deberse a la
ausencia de semen en la muestra, la muestra proveniente de una persona con azoospermia
(ausencia de espermatozoides en el semen) en los cuales la deteccion de PSA o p30 son
indicadores de la presencia de semen. Cuando se requiere de un examen posterior de ADN
en casos que se haya determinado un resultado positivo para la presencia de
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espermatozoides, se debe proveer con la conservacion de una parte de los hisopos tomados
a la victima o la prenda de ropa para que se pueda comparar con muestras de fluidos
bioldgicos (puede ser sangre) de el o los sospechosos (13)

El tiempo que transcurre entre el momento que se produce el abuso sexual hasta mémento
de la coleccion de la muestra, el soporte utilizado, el tipo de embalaje, las condiciones
climaticas a las cuales estan expuestas tanto la prenda, la muestra o el elemento a analizar
permitiendo la degradacion de la misma ademas de factores ambientales exdgenos como el
sol, la humedad, entre otros, que favorecen la proliferaciéon de hongos y bacterias que
pueden acelerar la destruccion del material celular;4).

LABORATORIOS FORENSES VENEZOLANOS

En los laboratorios forenses del pais el procedimiento para la pesquisa de células
espermaticas de fluido seminal se obtiene utilizando diferentes métodos destacando entre
ellos el Zielh-Neelsen como método estandar, por lo tanto no se utiliza la coloracion de
mayor uso internacionalmente es decir, la coloracion “Arbol de Navidad". Por otro lado, no
todos los estados del pais cuentan con laboratorios forenses y solo en la capital de la
Republica se realizan pruebas de ADN y genéticas (is)
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CONCLUSIONES

La preservacion de la integridad de las células espermaticas es un procedimiento necesario
y de obligado cumplimiento cuya responsabilidad recae en su totalidad en el organismo del
Estado legalmente autorizado, es decir el Ministerio Publico y, a través de la cadena de
custodia, es como se implementa este mandato con el fin de velar por el debido proceso.

El dictamen emitido por los laboratorios forenses en los casos de delitos sexuales, entre
otros, constituye la evidencia irrefutable de la comision del delito ya que por su caracter
cientifico son garantia de rigurosidad y certeza apoyandose en métodos y técnicas
especificos para cada tipo de muestra.

La presencia de espermatozoides en muestras de liquido seminal provenientes de abuso
sexual constituye la prueba definitiva para corroborar la identidad del victimario.

El tiempo es el factor que mayormente afecta la integridad de los espermatozoides ya que, a
mayor tiempo transcurrido entre el acto sexual y la toma de muestra y, entre ésta y la
consignacion de la evidencia en el laboratorio forense, menor sera la probabilidad de éxito
de la pesquisa.

Solo en algunos estados de Venezuela existen laboratorios forenses habilitados y con
capacidad para procesar fluidos corporales, entre ellos liquido seminal vinculado a delito
sexual.

La coloracion especifica para la identificacion microscopica de espermatozoides no es
procedimiento de rutina en laboratorios forenses venezolanos.

RECOMENDACIONES

Dada la fragilidad que caracteriza las muestras biologicas se sugiere reforzar los
procedimientos relacionados especialmente con la fijacion, recoleccion y embalaje de este
tipo de muestras en la cadena de custodia.

Es deseable que todo el personal vinculado al area penal tenga conocimientos en el area
forense, incluyendo a jueces, fiscales y abogados defensores a objeto de lograr una mejor
interpretacion y comprension en la investigacion penal.
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El Ministerio Publico debe incrementar el nimero de funcionarios con formacion en areas
vinculadas a las Ciencias Biologicas ya que el avance biotecnologico impone cambios de
paradigmas insospechados.

Se recomienda implementar el uso de la coloracion especifica para la deteccion de células
espermaticas (Fast Red) en los laboratorios forenses venezolanos por cuanto su eficiencia y
eficacia ha sido ampliamente demostrada y reconocida.
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ANEXOS

Modelos Acta ()
CADENA DE CUSTODIA DE EVIDENCIA FISICAS
Acta de Obtencion Técnica
DATOS GENERALES ]
N*® expediente N* de PRCC:
Organismo Oficina que instruye,
Direccion de Obtencion
Escenario: Lugar_] Persona | Cadéver [] Vehiculos{ ] Fecha Hora
'OPERARIOS QUE OBTIENEN LA EVIDENCIA |
Coleccion: pulgar
Nombre y Apellido
C.1 o Credencial
Firma
Fijacion: pulgar derach
Nombre y Apellido
C.I o Credencial
Firma
DESCRIPCION DE LA EVIDENCIA
Continuacién SiL_] No [
OBSERVACIONES |
Nota: o Acta de Ob on de la Evidencia debe en ¢l expediente, desde el instante de ka remasson de las evidencias para
ol procesamiento en el laboratorio, con tantas copas como copias tenga ol expediente.
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| CADENA DE CUSTODIA DE EVIDENCIA FiSICAS

Acta de Obtencion por Aseguramiento

| DATOS GENERALES ]

N* expediente N* de PRCC:-

Organismo Oficina que instruye

Direccion de Obtencion

Escenario: Lugar[_] Persona [[] Vehiculos[]] Fecha Hora

OPERARIOS QUE OBTIENEN LA EVIDENCIA ]

Coleccion-Posesion: puigar d
Nombre y Apellido
C.| o Credencial

| Firma

' Fijacién: pulgar o
Nombre y Apellido,
C.| o Credencial

Firma

| DESCRIPCION DE LA EVIDENCIA ]

[ Continuacién SICJ No 3
| OBSERVACIONES |

dela O de Las evid

Tota: of ACta e ODIencion Ge I EviGencia Gebe reposar en of sxpedients, desde ol
ol pr o ol lab 10, CON LNlas COPias como copias Tenga ol expedients.
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CADENA DE CUSTODIA DE EVIDENCIA FiSICAS

Acta de Disposicion Final
DATOS GENERALES l
N*® expediente N° de PRCC:
Organismo Oficina que instruye,

Direccion de Disposicion Final

Formas: Devolucién[ | Entrega [ ] Destruccion] | Consumida [ | Fecha Hora___
OPERARIOS QUE CIERRAN LA CADENA

Ejecucion: puigar
Nombre y Apellido
€.l o Credencial

Firma

Fijacion: pulgar d
Nombre y Apellido,
C.I o Credencial

Firma

DESCRIPCION DE LA EVIDENCIA |

DESCRIPCION DEL PROCESO DE CIERRE |

OBSERVACIONES

Nota el Acta de Disposs Final de la E dube reposar en el expedients, una vez cerrada el pr

Mitocondrias Filamento axial

Ndcleo
Membrana

plasmatica

Cola
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Tincién Arbol de Navidad (Fast nuclear red. Objetivo 100x) )

m

a) Muestra citologica normal con presencian de célula espermatica.

b) Abundantes células espermaticas en secrecion vaginal post-mortem.
c) Observaran célula espermatica en un Frotis menstrual.

d) Espermatozoide donde se observa el acrosoma nuclear.
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Tincion de Ziehl Neelsen (3

Tincion Pap-Mart
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