OPERA LILLOANA N© 54

Maria Rosana Ayon
— Editora —

— Primer libro sobre la especialidad escrito en Argentina —

10logia Forense

Botanica, ficologia, micologia, entomologia, tafonomia
y genética aplicadas a la criminalistica

Fundacion Miguel Lillo

TUCUMAN - ARGENTINA







BIOLOGIA FORENSE






OPERA LILLOANA 54

Biologia Forense

Maria Rosana Ayon
— Editora —

Servicio de Biologia Forense, Departamento Técnico Cientifico,
Cuerpo de Investigaciones Fiscales, Ministerio Publico de Salta.
Avda. Bolivia 4671, (CPA4408FV6) Salta Capital.
rosanaay@yahoo.com.ar

)

Fundacion Miguel Lillo

Ministerio de Educacion, Cultura, Ciencia
y Tecnologia de 1a Nacién
Ley 12.935 - Tucuman — Reptblica Argentina

—2019—



Ay6n, Maria Rosana
Biologia Forense / Maria Rosana Ayodn. - 1a ed. - Tucumdan : Fundacién Miguel Lillo, 2019.
Libro digital, PDF

Archivo Digital: descarga y online
ISBN 978-950-668-037-4

1. Biologia. 2. Criminalistica. 3. Ciencias Forenses. I. Titulo.
CDD 570

Opera lilloana
Serie monografica de la Fundacién Miguel Lillo que incluye temas de botanica, zoologia y geologia en trabajos de
investigacion original.

Correo electrénico: actazoologica@lillo.org.ar
ISSN 950-668-010-8

Fundacion Miguel Lillo, 2019.
www.lillo.org.ar

Fundacién Miguel Lillo, Miguel Lillo 251, (4000) San Miguel de Tucuman, Argentina.
Telefax +54 381 433 0868
www.lillo.org.ar

Editor Area Zoologia
Mariano Ordano (Fundacién Miguel Lillo y CONICET / Unidad Ejecutora Lillo, Tucumaén, Argentina).

Editor grafico
Gustavo Sanchez (Fundacién Miguel Lillo, Tucuman, Argentina).

Editor web
Andrés Ortiz (Fundacién Miguel Lillo, Tucuman, Argentina).

Secretaria editorial Area Zoologia

Felipe Castro (Fundaciéon Miguel Lillo y Universidad Nacional de Tucuman, Tucumaén, Argentina).
Pamela Gémez (Fundacion Miguel Lillo, Tucumaén, Argentina).

Eduardo Martin (Fundacion Miguel Lillo y Universidad Nacional de Tucumdan, Tucumdn, Argentina).
Maria del Pilar Medina Pereyra (Fundacién Miguel Lillo, Tucumén, Argentina).

Hugo Pablo Pereyra (Fundacion Miguel Lillo, Tucumén, Argentina).

Franco Pucci Alcaide (Fundaciéon Miguel Lillo, Tucumén, Argentina).

Guido van Nieuwenhove (Fundacién Miguel Lillo, Tucumaén, Argentina).

Florencia Vera Candioti (CONICET / Unidad Ejecutora Lillo, Tucumén, Argentina).

Maria Paula Zamudio (Fundacién Miguel Lillo, Tucuman, Argentina).

Maria Eugenia Pérez (Fundacién Miguel Lillo, Tucum4, Argentina).

Consultas bibliograficas y ventas

Centro de Informacién Geo-Bioldgico del Noroeste Argentino,

Fundacién Miguel Lillo, Miguel Lillo 251, (4000) San Miguel de Tucuman, Argentina.
Correo electronico: biblioteca@lillo.org.ar

Ref. bibliografica: Ayon, M. R. [Ed.]. 2019. «Biologia Forense». Opera lilloana 54, Fundacién Miguel Lillo, Tucuman,
Argentina.

ISBN 978-950-668-037-4

Las opiniones y contenidos de los trabajos son exclusiva responsabilidad de los autores y no coinciden necesariamente
con las posiciones de los editores o de Opera lilloana.

Derechos protegidos por Ley 11.723
Editado en Argentina.



Contenido

El rol de la biologia en las ciencias forenses ...............cccoiiiiiiniinn.. 9
MARIA ROSANA AYON

Una visién general de los indicios biolégicos ...t 11
ALEJANDRA GUINUDINIK

Capitulo 1

(03580 50 121 1] & Tor- 34
HECTOR ROLANDO BARBOZA

Capitulo 2

La botanica y su aplicacion en las ciencias forenses ....................... 52
OLGA MARTINEZ

Capitulo 3

Aplicaciones forenses de las microalgas ..............coiiiiiiiiiiinan.. 62
NATALIA V. MATTANO, NORA 1. MAIDANA

Capitulo 4

Micologia forense . .....viiini i e e e 80
MARIA CECILIA TRANCHIDA, MARTA NOEMI CABELLO

Capitulo 5

Entomologia forense ............iiiiiiiiiii i e e 92
MARIA ROSANA AYON



Capitulo 6

Patologia forense .......... ..o e
CLAUDIA MARCELA PORTELLI

Capitulo 7

Tafonomia fOrenSe ... ...ttt e e e e
NOELIA INES ZANETTI

Capitulo 8

GENETICA TOTEISE . o v vttt et et e e e e e e e e e e e e e e e
CECILIA MIOZZO



PRESENTACION

El rol de la biologia
en las ciencias forenses

Maria Rosana Ayén

Servicio de Biologia Forense, Departamento Técnico Cientifico, Cuerpo de Investigaciones Fiscales,
Ministerio Publico de Salta. Avda. Bolivia 4671, Salta Capital.
rosanaay@yahoo.com.ar

La palabra «forense» deriva del latin forum, o foro, lugar donde el pueblo o cada ciu-
dad romana establecia el mercado y se llevaban a cabo las transacciones comerciales
y algunos procedimientos legales. Durante mucho tiempo el término «forense» tuvo
una definicion restringida solo al &mbito de una investigacion legal; sin embargo,
actualmente es utilizado en cualquier analisis de eventos pasados, es decir cuando se
busca una evidencia. Asi, por ejemplo, cuando se rastrea la fuente de una contami-
nacion se habla de «analisis ambiental forense», o bien se dice que los historiadores
realizan un examen forense de documentos.

La Biologia Forense se define como la aplicacion de conocimientos de las Cien-
cias Bioldgicas en investigaciones legales y la criminalistica, mediante el estudio
sistematico de las huellas o indicios biolégicos dejados por el autor o victima en la
escena del crimen, con la finalidad de determinar la relacion de éstos con el hecho
delictivo y apoyar técnica y cientificamente a la investigacion criminal. Por lo tanto,
la Biologia Forense abarca la anatomia humana y fisiologia, el estudio de diversos or-
ganismos desde virus hasta vertebrados, el trafico de especies protegidas y el analisis
de delitos contra el medio ambiente. El estudio cientifico de los indicios bioldgicos
tiene por objetivo lograr la certeza para ser aplicable a un contexto legal y es la base
racional de la prueba juridica, pudiendo aplicarse en los siguientes ambitos:

e En lo civil: filiacion, fertilidad.

e En lo penal: delitos contra la vida, el cuerpo y salud, contra la libertad, el
patrimonio y medio ambiente.

e En lo laboral: accidentes de trabajo.

La aplicacién de la Biologia Forense se desarrolla tanto en la escena como en el
laboratorio; examinando todo indicio de naturaleza u origen bioldgico que es aban-
donado en la escena del crimen, identificando la sustancia bioldgica de que se trata,
comparando con otras sustancias bioldgicas semejantes y muestras relacionadas con
la victima o el sospechoso y formulando una hipdétesis acerca de las circunstancias
que originaron su procedencia, con fines reconstructivos.
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Hasta el siglo XIX la Biologia Forense solo se desarrollaba en el ambito de
la Medicina Legal y la Antropologia Forense; a partir del siglo XX se sumoé la
Genética en la identificacion de personas a través de estudios de ADN. En la ac-
tualidad a partir del desarrollo de nuevas disciplinas y segtn la clasificacion de los
pronunciamientos periciales, se divide la Biologia Forense en diferentes ramas:
genética forense, hematologia forense, espermatologia o seminologia forense, trico-
logia forense, microbiologia e inmunologia forense, entomologia forense, micologia
forense, ficologia forense y botanica forense. De estas ramas no todas se aplican de
modo habitual en el sistema judicial argentino ya sea por falta de divulgacién o
especialistas en cada area.

Aunque toda evidencia bioldgica tiene sus limitaciones, resulta til para respon-
der los interrogantes que surgen cuando se encuentra un cadaver en circunstancias
sospechosas. Ante esta situacion, la primera pregunta que se plantea es: ¢son tales
restos de naturaleza humana? La respuesta podria ser obvia si el cuerpo se encuentra
completo y en estado fresco o si se observa un craneo. Sin embargo existen escenas
donde puede haber huesos esparcidos o algunas manchas de sangre de antigua data.
Asumiendo que los resto son humanos la evidencia bioldgica ayuda a responder otras
preguntas posteriores, como: <quién es la victima?, <cudl fue la causa de muerte?,
¢hace cuanto se produjo el deceso?, ¢la persona muri6 en el lugar del hallazgo?, éla
muerte se produjo por causa naturales, accidente o fue victima de un acto criminal?
Si la persona fue asesinada, ¢quién fue el responsable?

El objetivo de este libro es establecer una guia de las disciplinas vinculadas a la
Biologia Forense, tanto para quienes tienen la responsabilidad en la investigacion
legal (peritos, bi6logos, bioquimicos, criminalistas, médicos etc.) como para quienes
desde el ambito judicial deben realizar los requerimientos periciales de cada hecho
delictivo. Cada capitulo describe las disciplinas que se investigan en el pais y fueron
elaborados por especialistas en cada area. Teniendo en cuenta que la investigacion de
hecho delictivo se trata de un trabajo en equipo y multidisciplinario, se consideré de
suma importancia incorporar un capitulo sobre Criminalistica que aborde el trabajo
en la escena del hecho y la importancia de la bisqueda y preservacion de indicios,
ya que, como se detalld anteriormente, la Biologia Forense no solo se desarrolla en
el laboratorio sino desde la escena misma. También en la presente obra se incorpo-
r6 un capitulo sobre Patologia Forense y otro sobre Tafonomia Forense, los cuales
describen la vinculacién de distintos organismos vertebrados e invertebrados y las
variables abidticas, con la presencia o modificacion de lesiones en un cadaver. La
hematologia y seminologia forense se tratan en el capitulo de indicios bioldgicos.

Para finalizar quiero expresar mi agradecimiento a mis colegas del Cuerpo de
Investigaciones Fiscales del Ministerio Piblico de la Provincia de Salta, laboratorio
del Poder Judicial de la provincia de Jujuy, Universidad Nacional de Salta e inves-
tigadores de CONICET por su aporte para la elaboracién de este libro, que es el
primero sobre Biologia Forense que se escribe en el pais.
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NOTA

Una visién general
de los indicios biolégicos

Alejandra Guinudinik

Servicio de Biologia Molecular Forense, Departamento Técnico Cientifico, Cuerpo de Investigaciones
Fiscales, Ministerio Publico de Salta. Avda. Bolivia 4671, (CPA4408FV6) Salta Capital.
aleguinu@hotmail.com

INTRODUCCION

La escena del crimen es el lugar donde ocurre un hecho delictivo; en este contexto
es indispensable la intervencion de investigadores para la busqueda de indicios,
que permitan el esclarecimiento de lo ocurrido. Teniendo como objetivo, localizar
e identificar el mayor ntimero de pruebas materiales con métodos adecuados de
recoleccion y el correcto embalaje, transporte y resguardo que permitan al labora-
torio realizar los analisis correspondientes para poder finalmente saber qué paso,
por qué paso, quiénes son los actores del hecho y, en algunas ocasiones, determinar
el cuando ocurrié.

La prueba material surge del relato de los indicios o «testigos mudos» en el
lugar del hecho, los intérpretes de estos testigos mudos son los profesionales de las
diferentes disciplinas de las ciencias faticas, como lo son la biologia, bioquimica,
quimica, ingenierias, etc. Las ciencias faticas aportaran entonces un bien cientifico
que sirve a la ciencia juridica para lograr certezas y explicaciones logicas que los
magistrados encargados de impartir justicia utilizaran para acercarse a la verdad. Lo
que se debe tener presente es que los examenes bioldgicos o pruebas de laboratorio,
asi como las pericias en general, inicamente son admisibles cuando cuentan con
las aptitudes técnicas que proporcionan las disciplinas faticas, ajenas a los estudios
juridicos.

En definitiva, la idea de que el estudio bioldgico constituye una pericia, es
de vital importancia para el proceso penal, toda vez que dicho medio de prueba
encuentra regulacion en los Codigos de procedimiento nacionales y/o provinciales,
y que, por consiguiente, su implementacion dentro del Ambito de la investigacion
penal, se encuentra regida por las normas establecidas en las leyes, siempre teniendo
presente que nos estamos refiriendo a la pericia en general y no al método propio
del estudio cientifico, ya que en este caso se requiere de conocimiento técnico muy
especifico y en donde el dictamen pericial se encuentra regido por los principios y
las leyes cientificas que estén reconocidos en el ambito académico-cientifico, para
que hagan fe de sus conclusiones.
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PERICIA BIOLOGICA

En la investigacion pericial de un indicio bioldgico destacan tres grandes etapas
(ver Figura 1).

Busqueda en la Recoleccion, embalaje Procesamiento
escena del crimen y envio al laboratorio y analisis

Figura 1. Etapas de la investigacion pericial.

BUSQUEDA EN LA ESCENA DEL CRIMEN

Es muy importante conocer las propiedades de los diferentes indicios que podriamos
encontrar en una escena del hecho, enfatizando en el adecuado manejo y resguardo
de los mismos que finalmente permitiran a los laboratorios proporcionar resultados
para la investigacion, coadyuvando a la administracién de justicia.

No es objeto de este capitulo el método criminalistico, no obstante, haré un
par de recomendaciones a los fines de que, si en algiin momento les correspondiera
recolectar, recibir, acondicionar o resguardar un indicio el mismo sea tratado de
manera adecuada.

Las normas para la bisqueda, colecta y envio de muestras al laboratorio deben
cumplirse con rigor de acuerdo con lo que dictan los c6digos procesales penales de
cada provincia y los protocolos anexados; ya que, en muchos casos, sino es en todos,
de ello dependera el éxito del analisis posterior y le otorgara valor de evidencia al
indicio bioldgico. Si bien cada caso es Unico y es la combinacion de conocimientos
y experiencia, la que regula el mecanismo de actuacion, se ha de procurar dafar lo
menos posible las pruebas y por ello la manipulaciéon debe ocurrir sélo si fuera es-
trictamente necesario. Cada clase de indicio se maneja de distinta forma de acuerdo
con sus caracteristicas. Uno de los principales criterios es que el indicio mas fragil
o plausible de contaminacion es el que se colecta primero.

Se mirara especialmente en lugares donde puedan quedar restos, incluso aunque
se hubieran intentado eliminar limpiando la escena. Este es el caso de las zonas de
union de las baldosas de suelo y paredes, la union entre la hoja y el mango en un
cuchillo, debajo de las ufias de la victima o agresor, la ropa intima si se sospecha
delito contra la libertad sexual, etc. El uso de sobres de papel en lugar de bolsas de
plastico es importante en el caso de indicios bioldgicos para estudios biologicos y
genéticos, pues el plastico o los recipientes herméticamente cerrados crean condicio-
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nes de anaerobiosis que favorecen la putrefaccion de las muestras y el crecimiento
de hongos.

De todas las muestras recogidas en la Inspeccién Ocular deberan realizarse
las correspondientes Actas de incautacion de elementos, en la que deben constar
perfectamente descriptos los efectos remitidos, en qué lugar estaban, en qué con-
diciones y a qué laboratorio se mandan para su estudio. Asimismo, se expondra
de forma clara y concisa el tipo de analisis que se desea sobre cada efecto enviado.
Debe existir un documento anexo (cadena de custodia) al envio de muestras, que
acredite el transito de estas en todo momento, comienza en la toma de muestras, su
transporte, resguardo, andlisis y su devolucion al organismo que solicit6 el estudio
o al depdsito judicial.

Hoy en dia son de gran importancia las buenas practicas en la recoleccion,
acondicionamiento, transporte y envio de muestras bioldgicas, pues si esta etapa
no cumple los requerimientos legales y cientificos, la prueba no sera admitida en el
Juicio Oral. Si la evidencia no esta perfectamente documentada su origen sera cues-
tionado, si no esta bien colectada puede perder las propiedades bioldgicas a estudiar,
si no esta perfectamente empaquetada puede ser susceptible de contaminacion y si
no se toman precauciones para evitar putrefaccion y descomposicion es posible que
la muestra no se pueda analizar.

Una vez en el Laboratorio, el perito debe asegurarse el estado en el que recibe el
indicio. Es conveniente tomar fotografias de los efectos recibidos antes de proceder
a su analisis. Posteriormente se debe identificar, numerar y describir las zonas que
se van a analizar.

RECOLECCION, EMBALAJE Y ENVIO DE MUESTRAS AL LABORATORIO
Vestigios, indicios, evidencias

El término indicio proviene de latin indictum, que significa signo aparente y probable
de que existe alguna cosa. Vestigio en cambio proviene del vocablo latino vestig?um
y tiene varios significados, utilizindose para nombrar a los pedazos, los restos o
las huellas de alguna cosa, ya sea fisica o simbolica. Para la Criminalistica tanto el
indicio como el vestigio serd todo aquel material que se percibe con los sentidos
y que tiene relaciéon con un probable hecho delictuoso. Todo objeto, localizado en
el lugar de hechos y que por sus caracteristicas se trate de algtin tejido o fluido de
origen biolégico humano, animal u objeto.

Evidencia es un término que procede del latin evidentia y que permite en cam-
bio indicar una certeza manifiesta que resulta innegable y que no se puede dudar.
Por lo tanto, podriamos decir que un indicio o vestigio bioldgico se transforma en
evidencia después de su analisis, pues es el resultado de este el que indicara la certeza
de que aquel indicio colectado en la escena criminal corresponde al hecho o no.

Para poder realizar de una forma adecuada el proceso de levantamiento de los
indicios y lo que ello conlleva, es imprescindible contar con los medios materiales
y humanos necesarios para realizar este proceso de una manera optima y siguiendo
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las recomendaciones establecidas. Por otro lado, para que los profesionales o técnicos
que llevan a cabo esta labor puedan hacerlo de una forma apropiada es necesario que
tengan conocimiento y formacion sobre el tema, que permitan no sélo el aprendizaje
sino el contacto con otros profesionales para poder intercambiar opiniones.

Por sus caracteristicas propias, y el contacto con el medio ambiente, los indicios
tienden a degradarse afectando total o parcialmente el material bioldgico a peritar.
Podemos decir que los factores pueden ser fisicos, quimicos y bioldgicos.

e Factores fisicos y quimicos. La utilizacion de tratamientos fisicos y/o qui-
micos pueden dificultar algunos de los procesos del analisis bioldgico. Estos trata-
mientos pueden ser:

e Inherentes a la propia muestra. Cuando el producto quimico forma parte del
soporte o sustrato donde cae la mancha (p. ej. tintes, colorantes, pinturas, esmaltes,
aceites, etc.) o bien, cuando las muestras son sometidas a la accion de productos qui-
micos (p. ej. ropas lavadas con lavandinas, agentes blanqueadores y detergentes) en
estos casos suele ser inevitable, salvo que la mancha afecte a distintos soportes y haya
posibilidad de seleccionar alguno que no haya sufrido este tipo de tratamientos.

e Provocados. Cuando las muestras se envian inmersas en conservantes (p.
ej. tomas vaginales recogidas con hisopos en medio de transporte bacterioldgico,
papeles impresos como el de diario, etc.) o han sido tratadas con productos (p. ej.
la utilizacién de reveladores de huellas dactilares) que pueden afectar al analisis de
los indicios biolégicos. En este sentido, hay que insistir en que cualquiera de estos
elementos produce una intensa degradacion del material bioldgico, aunque esté
poco tiempo en contacto con las muestras. También hay que tener mucho cuidado
con los sistemas de luz UV (ultravioleta) utilizados para la deteccion de manchas,
ya que la luz UV se utiliza para descontaminar las superficies y material empleados
entre los procesos de extraccion y amplificacion de ADN, y si el indicio que estamos
analizando para pruebas bioldgicas luego sera analizado genéticamente podriamos
estar inutilizando la muestra. Por ello, siempre que se realice algin estudio previo
que implique cualquier tipo de tratamiento fisico o quimico que pueda comprometer
el analisis de ADN es conveniente comunicarlo, para valorar como puede afectar al
andlisis y que el magistrado decida cual analisis serd prioritario.

e Factores biologicos. Como la contaminacién con microorganismos presentes
en el organismo y foraneos, que podrian acelerar el proceso de putrefaccion alterando
las muestras.

Los indicios pueden contaminarse debido a la aparicién en el propio indicio
de un aporte de material biol6gico humano ajeno al mismo. Esta contaminacién
puede clasificarse en:

e Contaminacion de origen. El material biolégico de un indicio se mezcla
con material de otro origen en el momento de los hechos. Es inevitable y favorece
la valoracién. Como ejemplo podemos citar la prenda intima de una victima de
violacién que tiene su propio material genético y al momento del hecho se deposita
material del agresor.
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e Contaminacién fortuita. También llamada contaminacién anterior o previa.
Se debe a la aparicién de material bioldgico en el lugar donde luego apareceran los
indicios. Es inevitable y generalmente dificulta la valoracion de la prueba. En este
caso podria haber en el lugar del hecho manchas de sangre de una persona que
accidentalmente se cortd y encima de esta depositarse las manchas del hecho.

e Contaminacion posterior. Debido al depdsito de diversos origenes en el
indicio con posterioridad al momento de los hechos. Es evitable mediante estrictos
protocolos de recoleccién, embalaje y envio de las muestras.

Por lo expuesto anteriormente, todo elemento de origen bioldgico, ya sea en
forma de mancha o fluido, debe ser manipulado en condiciones de esterilidad con
el fin de evitar, por un lado, contaminacion del investigador con microorganismos
tales como hongos, bacterias, virus, que pueden transmitir enfermedades como tu-
berculosis, Hepatitis B o HIV al manipular este tipo de material y por otro, que el
mismo investigador contamine la muestra con sus propios fluidos, tales como saliva,
células epiteliales de las manos, sudor, etc.

Por ello, es recomendable:

e Usar guantes nuevos, cofia, barbijos y no hablar encima de las muestras.

e Limpiar y esterilizar todo el material que se reutiliza durante la toma de
muestras (pinzas, abrochadores, cascos, etc.).

e Embalar las muestras en material limpio o estéril.

® Prohibir comer, beber o fumar durante cualquier etapa del proceso.

PROCESAMIENTO Y ANALISIS

Los vestigios bioldgicos que mas comtinmente reciben los laboratorios forenses con
fines identificativos estin impregnados con sangre, semen, saliva, restos organicos,
pelos, tejidos, unas, restos 6seos y dientes.

Sangre

Es el indicio biolégico mas frecuentemente hallado en las escenas criminales. Las
manchas sanguineas constituyen la base del estudio de la hematologia forense, que
estudia su mecanismo de produccién, su forma, extension, situacion, tamaio, color,
aspecto, cantidad y orientacién. La hematologia forense puede ser reconstructora (de
esta rama se encarga la criminalistica) o identificatoria (de esta rama se encargara
el laboratorio).

La sangre es un tejido formado por liquidos y sélidos que circula por los vasos
sanguineos de nuestro organismo. LLa parte liquida se llama plasma, contiene agua,
sales y proteinas y representa aproximadamente el 60% de la sangre. LLa parte s6lida
esta constituida por glébulos rojos, globulos blancos y plaquetas. Representa cerca



16 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

del 8% del peso corporal total del hombre adulto, y tiene un volumen de cinco a
seis litros.

Podremos encontrarla en forma liquida o en forma de mancha. El aspecto de
las manchas varia con la antigiiedad y el soporte sobre el que se encuentran. Gene-
ralmente, cuanto mas antigua es una mancha de sangre, mas oscuro es su color. No
obstante, y este criterio puede usarse para cualquier indicio, no debemos confiar
solamente en nuestros sentidos y sera fundamental el anélisis para confirmar la
etiologia del fluido.

Las condiciones de envio de las muestras de sangre varian segin el estado en
que se encuentre. Si esta liquida, se recoge con pipeta Pasteur o jeringa y debe in-
troducirse en tubo falcon con anticoagulante EDTA 0,5 M o si presenta coagulos,
adquirir la muestra frotando con hisopo de algodén estéril o absorbiendo en papel
Whatman 3 MM. Las manchas se deben frotar con tres hisopos estériles como mi-
nimo ligeramente embebidos con solucidn fisiologica (s6lo si la sangre esta seca), y
podremos considerar en general las siguientes situaciones:

a) Mancha de sangre sobre superficies absorbentes: (prendas intimas, panta-
lones, remeras, calzado, etc.) aunque solo fuera una pequena parte se enviara com-
pleta; si la prenda u objeto fuera suficientemente grande (un sillon, un colchén,
cortinados, tapizados de automotores), se recortara la zona manchada dejando un
margen de uno o dos centimetros sin mancha que servird como control negativo.
En los tejidos claros las manchas presentan un color rojo oscuro que con el tiempo
tiende a ennegrecerse mas. En los tejidos oscuros las manchas se visualizan mal y
las encontraremos solo por el tacto acartonado que confieren a la tela. Es aconsejable
mandar la prenda bien seca en sobre de papel. La muestra se puede dejar secar a
temperatura ambiente y evitando su exposicion al sol.

b) Mancha de sangre sobre superficies no absorbentes: si la mancha se en-
cuentra sobre una superficie no absorbente forma costras con aspecto de escamas
brillantes; con la antigiiedad las costras se van haciendo mas oscuras. Si el objeto
manchado fuera pequeno (cuchillos, armas de fuego, relojes) se enviara directamente,
pero si no fuera posible (pared, suelo, mesa) y se procedera al raspado o hisopado
de las costras, posteriormente se colocara en un sobre de papel.

Cuando sospechamos sobre la existencia de material hematico, que, por estar
poco visible, ya sea por el color de soporte o por la coloracion alterada por el tiempo
o lavado, debemos realizar pruebas que se denominan presuntivas.

Las pruebas presuntivas o ensayos preliminares son pruebas rapidas basadas en
la actividad de peroxidasa que posee el grupo Hemo de la hemoglobina de la sangre.
Las peroxidasas sanguineas son catalasas que, como su nombre lo indica, poseen
actividad catalitica (enzimadtica) en las reacciones de oxidacién, ya que tienen la
propiedad de descomponer el peréxido de hidrégeno u otros peréxidos organicos,
produciendo liberacién de radicales oxhidrilos segtn la siguiente reaccion, el gru-
po hem descompone el agua oxigenada produciéndose agua y oxigeno. El oxigeno
liberado actiia sobre un reactivo organico reducido transformandolo en su forma
oxidada que posee un color caracteristico o emite luminiscencia.
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Las pruebas presuntivas orientan sobre la posible existencia de sangre en la
mancha en estudio, pero no aseguran su presencia.

Suelen utilizarse como ensayos preliminares las siguientes reacciones: Adler
y Adler (reaccién de la bencidina en medio acido), Kastle Meyer (reaccién de la
fenolftaleina, en medio alcalino), reaccion de Medeinger (reaccion de la leucobase
del Verde de Malaquita), Luminol y Blue Start. Existen otras pruebas, no obstante,
utilizan demasiada cantidad de muestra no permitiendo realizar otros ensayos por
lo que paulatinamente se han dejado de realizar y se han comenzado a priorizar
otros estudios como el genético.

Mayor confiabilidad en los resultados ofrecen los reactivos que actdan en medio
alcalino, pues disminuye la posibilidad de falsos positivos.

Si el resultado de los ensayos preliminares es negativo, debe descartarse la exis-
tencia de sangre en la muestra analizada, puesto que en general son métodos muy
sensibles mas no especificos (ver Tabla 1). Si el resultado fuera positivo, debemos
continuar con los ensayos para confirmar su presencia.

1) Reaccion de Adler-Adler— En el caso de esta reaccion el oxigeno al re-
accionar con la bencidina, la oxidara formando un compuesto intensamente azul.
Este método tiene una sensibilidad de 1/300.000 a 500.000. Un resultado negativo
excluye la presencia de sangre; si la reaccion es positiva requiere, como toda técnica

Tabla 1. Caracterizacidn de las pruebas para determinacién de sangre.

Reaccion Molécula diana Sensibilidad Especificidad Interpretacion
Adler y Adler Peroxidasa 1:100.000 Peroxidasas Cambio de incoloro
vegetales y a color verde
animales
Kastle Mayer Peroxidasa 1:1.000.000 Peroxidasas Cambio de incoloro
animales a color rosa
intenso
Medeinger Peroxidasa 1:300.000 Peroxidasas Cambio de incoloro
vegetales y a color verde
animales
Luminol Peroxidasa 1:5.000.000 Peroxidasas Luminiscencia azul
o Blue Star vegetales y en la oscuridad
animales
Hemoglobina 5nL Alta, puede dar Dos bandas en
humana reaccion cruzada la tira inmuno-
con primates cromatograficas
superiores y
Inmuno- hurones
cromatografia
Glicoforina 50 nL Alta, sin Dos bandas en
reacciones la tira inmuno-
cruzadas cromatograficas

reportadas
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de orientaciéon del empleo de reacciones de confirmacion ya que se pueden tener
falsas reacciones positivas con otras sustancias que tengan actividad semejante a
las de las peroxidasas o bien con otros materiales oxidantes como podrian ser las
peroxidasas vegetales.

Preparacion del reactivo de Adler: hay que mezclar 0,25 gramos de bencidina
con 175 mL de etanol 96° luego se afiaden 5 a 10 gotas de acido acético glacial y se
guarda refrigerado en frasco color caramelo hasta su uso.

La solucién reveladora es peréxido de hidrégeno (agua oxigenada) al 3% que
también debe guardarse en frasco color caramelo y debe ser refrigerada.

El procedimiento de aplicacién consiste en humedecer un hisopo en agua des-
tilada o solucidn fisioldgica y frotar sobre la mancha problema, luego anadir 1 o 2
gotas de reactivo de Adler, en este paso es muy importante verificar que no aparezca
coloracion, pues de ser asi estariamos en presencia de un oxidante muy fuerte pero
no sangre. Luego se agrega el reactivo revelador y en caso de prueba positiva apa-
recera un color azul brillante.

Limitaciones de la prueba residen en la poca capacidad de diferenciar peroxi-
dasas vegetales de animales, y ademas que es considerado un compuesto altamente
téxico.

2) Reaccion de Kastle Mayer.— Es una prueba cualitativa para la deteccion de
hemoglobina que utiliza la fenolftaleina como indicador de color. Cuando la prueba
es positiva da una coloracion rosa fuerte

Para hablar de las ventajas y limitaciones de la prueba de fenolftaleina, es im-
portante tener en cuenta dos caracteristicas importantes para la quimica forense:
sensibilidad y especificidad. La sensibilidad se refiere a la minima cantidad de una
sustancia (en este caso sangre) que puede ser detectada por el reactivo. La sensibili-
dad de la prueba de Kastle Meyer es de aproximadamente 1:5.000.000 a 10.000.000
esto significa que si se agrega a una gota de sangre diez mil gotas de agua todavia
podria ser detectada por el peritaje. La especificidad, en cambio, se refiere a cuan-
tas sustancias distintas a la sangre podrian arrojar también un resultado positivo al
someterse a la prueba, la literatura sugiere que los falsos positivos podrian ocurrir
en presencia de elementos quimicos oxidantes muy fuertes, pero no ocurren en
presencia de peroxidasas vegetales puesto que ellas reaccionan en medios acidos
y no en basicos como es el caso de esta reaccion, conviene destacar que estos fal-
sos positivos suceden sdlo después de aplicar la fenolftaleina y antes de agregar el
peroxido de hidrégeno. Puede decirse entonces que la prueba de Kastle Meyer es
altamente especifica para la sangre.

El reactivo de Kastle Mayer se prepara a partir de 2 gr de fenolftaleina, 30 gr de
potasa anhidra, 100 gr de agua destilada y 20 gr de polvo de zinc. A continuacion, se
hierve la mezcla (color rojo) hasta que se decolora totalmente. Esto ocurre porque la
fenolftaleina se reduce. Después se filtra en caliente y la soluciéon obtenida, se con-
serva en frascos oscuros y cerrados herméticamente. El reactivo es muy inestable, y
se oxida con mucha facilidad. Poco a poco va retomando un color rosado hasta que
vira totalmente. Esta oxidacion se puede retrasar si se pone una pequefa cantidad
de polvo de zinc dentro del frasco.



Presentacion / Una visiéon general de los indicios biolégicos 19

La técnica consiste en, una vez obtenido el reactivo, anadir iguales cantida-
des de este a la solucién problema. Al adicionar unas gotas de agua oxigenada, si
la muestra contiene peroxidasas, se observa el cambio de color a rosa oscuro. En
este proceso debemos tener ciertas precauciones, como que la temperatura debe ser
menor de 30°C, porque a temperaturas superiores, el reactivo se oxida, aunque no
haya sangre. Debemos controlar también el pH de la muestra, y solamente debemos
considerar el resultado de la prueba como positivo, si el viraje se produce inmedia-
tamente a la aplicacién del peréxido de hidrégeno.

Por otra parte, se ha demostrado que la reaccion es valida para la identificacion
de sangre antigua y también sangre hervida, y algunos autores indican que también
da positiva en las muestras que han sido sometidas a la accion de acidos o alcalis.

3) Reaccion de Medeinger.— También se le llama reaccion de la Leuco Mala-
quita verde y tiene idéntico fundamento que las dos anteriores.

El reactivo se puede preparar mezclando 10 mg de leucomalaquita verde en 8
mL de una solucién que se prepara a partir de 8 mL de dcido acético glacial y 4 mL
de agua destilada. Como revelador se utilizara peréxido de hidrégeno al 3%.

La forma de aplicacion consiste en anadir 1 o 2 gotas del reactivo y a conti-
nuacion 1 o 2 gotas de la solucién de peroxido de hidrégeno. Para que la reaccion
sea considerada como positiva se debe observar en menos de 10 segundos un color
azul-verdoso.

La sensibilidad del método es de 1/100000.

4) Reaccion de Luminol.— Esta prueba utiliza un compuesto quimio luminis-
cente V, si hubiera sangre en la muestra podriamos ver la produccion de luz por parte
de las peroxidasas presentes. A diferencia de las otras pruebas, esta suele utilizarse
para grandes espacios que fueron lavados o cuando ha pasado mucho tiempo, no es
factible su uso en espacios abiertos porque necesitamos oscuridad para su aplica-
cién, tampoco recomiendo su uso en pequenos objetos porque podriamos producir
el efecto de dilucion de la mancha.

El reactivo se prepara mezclando 0.5 gr de luminol con 25 gr de carbonato de
sodio. Esta mezcla es estable y se puede guardar. Cuando se va a hacer la prueba se
prepara una disolucién con 3.5 g de perborato de sodio en 50 mL de agua destilada
y se anade a la mezcla anterior. Habra que tener cuidado porque existen diferentes
formas de preparar el reactivo revelador, una de ellas utiliza como revelador pe-
réxido de hidrégeno y este puede eliminar los glébulos blancos necesarios para la
identificacion mediante uso de ADN. Y ustedes se preguntarian <por qué esto no
interfiere en las pruebas anteriores. Debido a que, en las pruebas de Adler, Kastle
Mayer y Medeinger antes de aplicar el reactivo tomamos una muestra que si sera
destruida por el peréxido de hidrégeno, pero queda remanente el resto de la evi-
dencia, en el caso del luminol nosotros vamos a poner en evidencia en un lugar las
posibles manchas sanguineas y luego de su aplicacion las levantaremos con hisopo
para realizar a posterior otra prueba confirmatoria.

La técnica consiste en aplicar el reactivo, con un pulverizador, sobre los ob-
jetos o zonas donde se encuentren las manchas que queremos investigar. Si el test
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es positivo, se ve una luminiscencia blanco-azulada, que debe ser observada en la
oscuridad. Esta prueba es muy util cuando las manchas son dificiles de ver, cuando
se encuentran en superficies oscuras, en grietas o hendiduras o zonas que han sido
lavadas.

El luminol no destruye la mancha (preparado en la forma adecuada) y no inter-
fiere en el caso de que se realicen después otras pruebas de confirmacion o serolo-
gicas. La sensibilidad es de 1/5000000 y es mas efectivo con sangre antigua que con
sangre fresca. Se puede aumentar la efectividad rociando previamente la mancha con
acido clorhidrico al 2% para descomponer la hemoglobina, pero tendremos en cuenta
que luego no podremos realizar identificacion mediante ADN en estas muestras.

5) Reaccion de Blue Star.— Tiene exactamente el fundamento quimico de
reaccion del luminol, la diferencia estd en que la molécula fluorescente al ser mas
grande es mas estable en el tiempo, posibilitando una mejor observacion del os
resultados, ademas de no necesitar tanta oscuridad para su revelado.

Antes de la realizacion de cualquiera de estas pruebas es conveniente tener en
cuenta la sensibilidad y la especificidad de estos métodos, asi como la realizacion
de controles positivos y negativos de reacciéon cada vez que analizamos una tanda
de muestras, esto garantiza el correcto funcionamiento de los reactivos.

En el caso del luminol y blue star al tener tantos interferentes es conveniente
que antes de realizar la pericia se ensayen los siguientes controles: telas o tejidos
manchados con solucién de detergente en agua, alcohol etilico 96°, lavandina pura,
bebida cola, limpiador de ropas con oxigeno activo, mancha de sangre humana y
un negativo con so6lo agua destilada estéril.

Falsos positivos en pruebas presuntivas pueden darse con:

e Oxidantes quimicos, que se ponen de manifiesto durante el ensayo, cuando
agregamos agua oxigenada ya se observa cambio de color. (lavandina, detergentes
con oxigeno activo).

e Sales de cobre y niquel, interfieren solamente en solucion concentrada, pero
reaccionan de forma diferente a la sangre. Una coloracién débil aparece antes del
agregado de agua oxigenada y se intensifica lentamente después del mismo.

e Otras sustancias (de origen animal): son aquellas que por contener trazas de
sangre dan reaccién positiva: por ejemplo; pus, secrecion nasal, etc.,

e Peroxidasas vegetales: son las de mayor incidencia en la produccion de falsos
positivos. El color de la mancha debe observarse antes de los ensayos, generalmente
su color difiere de las manchas de sangre, ya que el verde y el blanco son los colores
asociados con el material proveniente de plantas.

Falsos negativos, es decir que aun siendo positiva la sangre no obtengamos
prueba presuntiva positiva, pueden darse con:

e Bebidas cola.
e Yodo en todas sus presentaciones.
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Luego de las pruebas presuntivas tendremos que realizar las pruebas para de-
terminar especie, si es humana o no. Estas pruebas son especificas y confirman la
presencia de sangre humana en la mancha investigada. Por lo general la molécula
diana es la hemoglobina presente en los glébulos rojos sanguineos, pero también
hay un kit comercial desarrollado particularmente para determinar una proteina
de membrana del glébulo rojo llamada glicoforina. No obstante, cualquiera sea la
molécula que ensayar el fundamento del método es el mismo la inmunocromato-
grafia en tira o placa.

El fundamento de la prueba utiliza un ensayo inmunolégico de saindwich doble
de anticuerpo para detectar selectivamente sangre. En la zona de la linea del test
de la membrana se han fijado unos anticuerpos monoclonales frente a hemoglo-
bina humana o glicoforina humana. Durante el proceso, la muestra reacciona con
particulas que presentan en su superficie anticuerpos anti-hemoglobina o anti-gli-
coforina, formando un conjugado. El conjugado se mueve hacia la parte contraria
de la membrana por accion capilar. En el caso de obtener un resultado positivo,
los anticuerpos especificos presentes en la membrana reaccionaran con la mezcla
de conjugado y apareceran unas lineas coloreadas. Una linea siempre debe verse
en la zona de la linea de control ya que sirve como verificacion de que el volumen
de muestra anadido es suficiente, que el flujo ha sido el adecuado y también como
control interno de escasa cantidad o exceso de sangre provocarian un ensayo con
resultado falso negativo, razon por la cual el analista debe tener en cuenta cudl sera
su rango analitico (ver Figuras 2 y 3).

Existen varios factores que alteran la posibilidad de asegurar el origen de la
sangre, ellos son la antigiiedad de la mancha, accion del sol, humedad, putrefaccion,
desarrollo de hongos, altas temperaturas, lavado y naturaleza de la superficie donde
se encuentra la sangre. Todos estos factores deberan tenerse en cuenta al informar
mis resultados.

Todo un capitulo lo constituye la realizacién de andlisis de determinaciéon de
factor y grupo sanguineos, no obstante, no recomiendo su realizacién por varias
razones, la primera es que la cantidad de muestra que necesitamos es excesiva, la

Zona Zona
prueba control

Muestra

Sentido de la corrida

Figura 2. Inmunoensayo de flujo lateral.
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Positivo  Negativo Invalidos

Figura 3. Resultados del test de inmunoensayo.

segunda la reviste la pérdida de estabilidad de aglutinégenos y aglutininas en la
muestra con el paso del tiempo y la manipulacion de los elementos de prueba. Y de
informar grupo y factor s6lo podremos decir «se comporta como grupo A, B, AB u
O, nunca se establece de forma contundente este tipo de estudios, y ademas teniendo
en cuenta que hoy en dia existen técnicas de identificacion de alta certeza como la
identificacion por ADN, no tiene sentido realizar este tipo de pruebas.

Semen

El semen es un liquido heterogéneo, de aspecto lechoso, opalescente, ligeramente
amarillo, con un volumen promedio de 3,5 ml por eyaculado. Estd compuesto por
espermatozoides (10%), plasma seminal (90%), leucocitos y células epiteliales; posee
capacidad de fluorescencia, contiene altas concentraciones de semenogelina y de
antigeno prostatico especifico.

En la eyaculacion se pueden distinguir diferentes fracciones:

1) Fraccion preeyaculatoria: es de consistencia mucosa, transparente y no pre-
senta espermatozoides. Procede de las secreciones de las glandulas de Cowper y
Litre, y su funcion es lubricar el canal de la uretra.

2) Fraccién previa: es fluida y tampoco contiene espermatozoides, tiene un
pH acido, elevada concentracién de fosfatasa acida, antigeno prostatico especifico y
acido citrico, condiciones no propicias para los gametos masculinos. Procede de la
prostata.
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3) Fraccién principal: tiene elementos liquidos y gelatinosos. Procede del epi-
didimo y de los conductos deferentes. Es la fracciéon que contiene los espermato-
zoides.

4) Fraccion terminal: de consistencia gelatinosa, procede de las vesiculas se-
minales. Tiene un pH alcalino y fructosa, razén por la cual hay espermatozoides
presentes, aunque la mayoria inmoviles. Esta fraccion es rica en semenogelina.

La importancia de las manchas de semen resulta evidente por ser indicios
fundamentales en los delitos sexuales, delitos contemplados en el articulo 119 del
codigo penal y su modificacion en la ley N° 27.352.

La busqueda sobre la victima y el agresor son indispensables, debiendo tomarse
muestras en perineo, vagina, ano y boca de la victima, segin el tipo de agresion y
aqui sera muy importante el interrogatorio que realicen los profesionales del equipo
médico legal, el cual nos informara qué muestras son las importantes, también se
tomaran muestras de hisopados de piel y ufas si la victima se defendié. También
serd importante realizar una inspeccion de las ropas de victima y agresor, especial-
mente de la ropa interior, toallas higiénicas o papeles con los que pudiera haberse
limpiado.

Es muy importante el contexto de la muestra, no es lo mismo si la toma de
muestras se realiza dentro de las 24-48 horas de ocurrido el hecho a que, si se toma
posterior a las 48-72 horas, puesto que a medida que transcurre el tiempo la posibi-
lidad de encontrar indicios biolégicos disminuye. Si se tratase de un abuso sexual
de larga data sera conveniente hacer un analisis del relato de la victima del que
podremos determinar si es conveniente hacer una buisqueda de otro tipo de pruebas,
porque sobre el cuerpo de la victima no vamos a encontrar indicios.

En estos indicios se realizan pruebas y requiere de las mismas etapas que re-
quiere el estudio de la sangre, y generalmente se analizan conjuntamente.

El semen se puede presentar al investigador en cuatro formas distintas: 1) como
mancha; 2) impregnado en un tejido; 3) como fluido mezclado con otros fluidos
corporales, como secrecién vaginal; 4) como semen liquido.

Las manchas de semen presentan caracteristicas de acuerdo con el soporte don-
de se depositan. Sobre tejidos absorbentes (sdbanas, ropas, etc.), exhiben un color
blanco-amarillento, la forma de sus bordes es irregular, similar a los mapas topogra-
ficos. Estas manchas producen efecto de «apergaminamiento» y «almidonamiento»
del soporte. Sobre superficies no absorbentes rugosas (ceramica, yeso), el semen
formara costras o escamas mas o menos grandes de color blanquecino transparente.
Sobre superficies lisas (pisos pulidos, vidrios) el semen se extiende formando una
mancha grande, delgada y casi transparente, poco visible en superficies oscuras.

Una vez que se ha localizado la mancha debe realizarse el examen analitico
para identificar algiin componente del semen. Este comprende pruebas presuntivas
y confirmatorias.

En los casos en que se supone la existencia de material seminal y que por las
caracteristicas de este no son visibles al ojo desnudo, fundamentalmente por el color
de soporte, se llevan a cabo las pruebas presuntivas, que son pruebas rapidas basadas
en la investigacion de alguna propiedad del semen.
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1) Luz de Wood.— La fluorescencia es la propiedad de una sustancia para
emitir luz cuando es expuesta a radiaciones de tipo ultravioleta. La luz puede ser
apreciada mientras la superficie es irradiada con la fuente de luz en la oscuridad. El
espectro de excitacién de las muestras de semen tiene longitudes de onda que van
de 250 nm (Luz UV) a 500 nm (Luz Azul-verde).

La fluorescencia y fosforescencia del semen esta relacionada con la presencia
de los aminoacidos tirosina y triptéfano, una base nitrogenada llamada flavina y
algunas veces por la presencia de la bacteria Pseudomona fluorenscens.

Esta técnica es de utilidad principalmente para el estudio de grandes superficies
(sabanas, tapizados, cortinados, automoviles, etc.). Estas altimas fluoresceran sobre
fondos no fluorescentes, por lo que en algunos casos donde las prendas contienen
fibras de blancos opticos, se obtiene el efecto inverso donde las manchas fluoresceran
con menor intensidad.

Se debe trabajar en lugar oscuro. Podra hacerse un examen directo con luz
UV corta (254 nm) a temperatura ambiente observando una fluorescencia blanca
amarillenta y un examen directo con luz UV larga (365 nm) que es poco especifica
para detectar semen.

También puede refrigerarse el objeto o prenda y cuando irradiamos con la luz
UV corta se observa una fosforescencia que persiste por mas de 20 segundos después
de quitar la luz UV. Tanto la fluorescencia, como la fosforescencia son independien-
tes de la presencia de espermatozoides.

Hay que tener cuidado al valorar la mancha porque la mezcla de semen y sangre
puede enmascarar la fluorescencia. La fluorescencia no es especifica del semen, sino
que producira la misma reaccién con otros fluidos biolégicos, como el sudor; pero
no fluérese con la saliva y la sangre.

2) Fosfatasa acida prostatica (FAP).— Es una fosfomonoesterasa no especifica,
se encuentra en niveles altos en el semen, provienen de las células epiteliales de la
glandula prostatica. El nivel de la actividad de la fosfatasa acida es 500 a 1000 veces
mas alta en el semen humano que en otros fluidos o secreciones corporales.

La fosfatasa acida prostatica y las fosfatasas acidas seran encontradas en fluidos
vaginales normales, leche, sangre, etc. Son genéticamente idénticas y todas guardan
también identidad con la fosfatasa acida lisosomal encontrada en la mayor parte de
los tejidos, por lo tanto, los bajos niveles de actividad encontrados con frecuencia
en los lavados vaginales poscoitales resultan, de esa manera, equivocos con respecto
al problema de la deteccion del semen.

Se ha demostrado que niveles elevados de la actividad de fosfatasa persiste en
el tracto vaginal después de la agresion sexual. La deteccion de la fuerte actividad
de la fosfatasa acida es considerada como un rapido indicador de la presencia de
plasma seminal. El tiempo aproximado para la deteccidon exitosa de la fosfatasa acida
es de 48 horas después del contacto sexual.

La prueba se fundamenta en que la FAP hidroliza el a-naftil fosfato a pH 5,2
con liberacion de fosfato y a-naftol. El naftol reacciona a su vez con un diazorreac-
tivo presente en el sistema 4-clorotolueno-1,5-diazo a-naftaléndisulfonato produ-



Presentacion / Una visiéon general de los indicios biolégicos 25

ciendo un pigmento amarillo, de modo que el aumento de la absorbancia leido a
405 nm es proporcional a la actividad fosfatasa de la muestra.

Analiticamente se cortan fragmentos de tejido impregnados con la muestra. Se
coloca en tubo de Kant con solucion fisioldgica estéril o Buffer fosfato y se eluye la
muestra agitando con vortex o dejando toda la noche en heladera.

Se debe preparar el reactivo con 2 mL de reactivo B (buffer citrato 0,1 mol/L
con 14 mmol/L de 1,5-pentanodiol + butanol) y 1 comprimido A (6umol de a-naftil
fosfato y 2umol de 4-CTD). Este es estable 24 horas en heladera y 12 hs a tempera-
tura ambiente. Agregar 200 uLL de eluido y leer a los 4 minutos a 405 nm. El cambio
de coloracién a amarillo indicara el positivo. Por lo general vienen presentaciones
comerciales de este reactivo que son utilizados en clinica como prueba diagnéstica
de patologias humanas, para utilizarla en biologia forense es necesario realizar una
adaptacion y con ello la validacion o verificacion del método, que incluye determinar
sensibilidad, especificidad, rango lineal y limite de deteccion.

Las pruebas confirmatorias son pruebas que nos ayudaran a confirmar la pre-
sencia de semen humano en las manchas, en ellas se utilizara el mismo eluido que
se prepar0 para realizar la prueba de FAP y estas son:

1) Semenogelina (SG).— Es una proteina que proviene de la vesicula seminal,
el sustrato para el antigeno prostatico especifico (PSA) y es un marcador util para
la identificacion de semen. La SG I y SG II son dos de las principales proteinas
secretadas por la vesicula seminal al semen humano. Ellas interactdan no, covalen-
temente a través de puentes disulfuro de forma instantanea formando un coagulo en
la eyaculacion. El codgulo es licuado después de unos minutos debido a la accién de
una proteasa sérica prostatica, el PSA, que rompe a la SG en fragmentos. La SG I
y la SG II se han encontrado en varios tejidos: las vesiculas seminales, el conducto
deferente, la prostata, el epididimo, el masculo esquelético, el rinén, el colon, la
traquea y en tumores en el pulmoén.

El método es una inmunocromatografia en placa que emplea una combinacion
de conjugado colorante-anticuerpo monoclonal y anticuerpo policlonal en fase s6-
lida, para identificar selectivamente a SG en las muestras en estudio, con un alto
grado de sensibilidad. A medida que las muestras del ensayo corren a través de la
porcion absorbente de la tira, el conjugado de colorante—-anticuerpo monoclonal
identificado se une a la SG formando un complejo antigeno-anticuerpo. Este com-
plejo se une al anticuerpo anti-SG en la zona de reaccidn positiva, produciendo una
banda de color rosado cuando la concentracién de SG es superior a 1 ul./mL en el
fluido seminal.

Las muestras se maceran en buffer TB (tris buffer) y se colocan en la ventana
del dispositivo, van migrando en el papel de filtro interno por capilaridad, en el
recorrido, la muestra que contiene el antigeno se encuentra con los anticuerpos,
estos forman un complejo Antigeno-anticuerpo-cromoégeno, que quedara atrapado
en el primer frente, donde estd anclado el anticuerpo, desarrollindose una banda
color rosa (ver Figuras 2 y 3).
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La orina de hombres y mujeres, y otros fluidos corporales (sangre, saliva, sudor,
heces, leche materna, lubricantes y secreciones vaginales) dieron también resultados
negativos.

2) Antigeno prostatico especifico (PSA).— Es una glicoproteina intracelular
sintetizada solamente por la glandula prostatica, presente en el semen. Es una de
las proteinas principales del fluido seminal con concentraciones de 0,2-3 mg/mL.
Su funcién principal es licuar el fluido seminal.

El PSA puede detectarse en casos donde no pueden encontrarse espermatozoi-
des (por ejemplo, hombres vasectomizados, azoospérmicos, etc.).

Una reaccién positiva de PSA se considera como una prueba confirmatoria de
la presencia de plasma seminal humano.

El PSA es estable y en un frotis vaginal es detectable hasta 14-47 horas después
del coito. En manchas de 30 afios de antigiiedad, el PSA puede ser recuperado a
concentraciones detectables, siempre y cuando la muestra haya sido conservada en
condiciones idéneas.

El fundamento de la prueba que lo determina se basa en una inmunocroma-
tografia semi-cuantitativa y rapida de PSA que emplea una tinica combinacién de
conjugado colorante anticuerpo monoclonal y anticuerpo policlonal en fase sélida,
para identificar selectivamente al PSA en las muestras en estudio, con un alto grado
de sensibilidad. A medida que las muestras del ensayo corren a través de la porcién
absorbente de la tira, el conjugado de colorante—anticuerpo monoclonal se une al
PSA de la muestra formando un complejo antigeno-anticuerpo. Este complejo se
une al anticuerpo anti-PSA en la zona de prueba, produciendo una banda de color
rosado. En ausencia de PSA en la muestra, no aparece linea alguna en la zona de
prueba. LLa mezcla reactiva continda corriendo a través de la almohadilla absorbente,
pasando la zona de la zona de control. El conjugado libre se une a los reactivos en
la zona de control produciendo una banda de color rosado, lo que indica que los
reactivos funcionan correctamente.

La prueba detecta semen en concentraciones desde 4 -10 ng/mL. Al igual que
con la SG y la FAP se deben cortar fragmentos de tejido o hisopados impregnados
con la muestra y colocar en tubo de Kant con solucién fisioldgica estéril. Se eluye
la muestra agitando con vortex o se deja toda la noche en heladera.

Sacar las tiras de PSA y rotular. Colocar en la tira reactiva una gota del eluido
de la muestra y una gota del buffer de extraccion. Colocar la tira en una superficie
plana. Leer los resultados a los 5 minutos.

Otros fluidos del cuerpo humano como sangre y orina pueden también contener
PSA. Visto que la concentracién de PSA en suero humano es normalmente bajo (<4
ng/ml) y esta elevado solamente en el caso de enfermedades prostaticas hasta 200
ng/mL, la cantidad de PSA en orina de hombres sanos muestran en algunos casos
valores de 800 ng/mL. En caso de duda, una diferenciacion entre fluido seminal y
orina puede ser posible por la determinacion de concentraciones de PSA. El mas alto
grado de dilucion en orina de hombres con un resultado positivo de PSA reportado
es 1:200. Por otro lado, muestras de semen generalmente dan resultados positivos
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de PSA incluso a factores de dilucion de 1:200.000, esto es a 1000 veces mayor a la
mas alta dilucién (ver Tabla 2).

Normalmente las concentraciones de PSA en los otros fluidos corporales son
bajas, por tanto, una interferencia con la interpretacion del resultado del test es
practicamente imposible trabajando con materiales diluidos/extraidos.

3) Microscopia.— El reconocimiento de un espermatozoide en una mancha es
prueba irrefutable de que la misma esta constituida total o parcialmente por semen.
Esta es la técnica Gold Standard para la determinacion de semen.

El espermatozoide posee una cabeza donde se localiza el acrosoma con el ma-
terial genético (ADN) y el flagelo que le permite la motilidad. E1 ADN nos permite
identificar, de que individuo proviene. Se estima que en el producto normal de una
eyaculacién se encuentran alrededor de 60 a 100 millones de espermatozoides por
mL de semen. Las excepciones son la oligozoospermia (menor cantidad de esperma-
tozoides) y azoospermia (ausencia de espermatozoides). Siempre que la victima no
se haya higienizado, luego de la eyaculacion, los espermatozoides tienen un tiempo
de supervivencia, en funcion de la region del cuerpo donde se hayan depositado. En
el fondo de saco vaginal es posible encontrar espermatozoides de 5 a 7 dias poste-

Tabla 2. Caracterizacién de las pruebas para determinacion de semen.

Reaccion Molécula diana Sensibilidad Especificidad Interpretacion
Luz de Wood Flavina, tirosina baja baja Aparicién de
y triptéfano fluorescencia
blanco-azulada
FAP (fosfatasa FAP alta Baja, presenta Cambio a
acida Prostatica) falsos positivos coloracion
con otros tejidos amarilla
y fluidos
SG SG alta alta Presencia de dos
(semenogelina) bandas en la tira
inmunocromato-
grafia
PSA (antigeno PSA alta alta Presencia de dos
prostatico bandas en la tira
especifico) inmunocromato-
grafia
Microscopia Espermatozoides alta media Espermatozoides
Optica con cabeza roja y
colas verdes
Microscopia Espermatozoides alta alta Espermatozoides
Optica con fluorescentes
inmuno-

fluorescencia
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riores al acto sexual; en el canal endocervical hasta 4 dias, en la regién rectal hasta
65 horas, en la region anal 46 horas y en la cavidad oral de 6 a 12 horas.

Tal reconocimiento es facil en manchas de semen de reciente data, pero se com-
plica al transcurrir el tiempo. Si los espermatozoides han perdido la cola, puede ser
dificil reconocerlos sobre todo en muestras contaminadas con bacterias y hongos.
Si el sujeto es aspérmico o azoospérmico, la identificacién de la mancha se complica
aun mas.

La tincién de células espermaticas ocurre por una combinacion de fenome-
nos fisicos y quimicos. El fundamento de la prueba se basa en la afinidad de los
colorantes basicos por los elementos celulares acidos y de los colorantes acidos por
elementos celulares basicos.

La coloracion de eleccién y diferencial se denomina coloracion de arbol de
navidad o fast nuclear red, en ella las cabezas de los espermatozoides se tifien de
color rojo debido a la accién del rojo rapido nuclear que tifie los ntcleos de células.
La parte del acrosoma (punta del espermatozoide) se tifie mas suave, mientras que
el resto de la cabeza se tine de rojo fuerte. LLa cola se tifie de color verde debido al
colorante picrico indigo carmin que tifie el citoplasma.

Para la realizacion de esta prueba se deben cortar fragmentos de tejido impreg-
nados con la muestra y colocar en tubo de Kant con solucién fisioldgica estéril o
Buffer fosfato, se eluye toda la noche en heladera, se quita el fragmento de tejido, se
centrifuga a 1200 rpm durante 5 minutos, se descarta el sobrenadante y se coloca el
precipitado sobre portaobjetos, luego se deja secar, se fija con calor y se colorea.

Un problema técnico en esta instancia podria deberse a que las células cuando
pierden su hébitat natural sufren cambios estructurales que no permiten identificar
especie mediante la simple observacion de los espermatozoides en un microscopio
optico (ver Figura 4), por lo tanto, una sola prueba no determina per se la etiologia

Acrosoma
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Figura 4. Formas y tamafos de espermatozoides de diferentes especies.
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seminal ni puede confirmarnos la presencia de semen humano, deberemos tener en
cuenta por lo menos dos pruebas, y esto puede ser tenido en cuenta para todos los
fluidos a analizar (ver Tabla 3).

Tabla 3. Interpretacion de los resultados de las pruebas para determinar semen.

Prueba FAP PSA Semenogelina Microscopia Interpretacion
1 Negativa Negativo Negativa Negativa No hay semen
2 Positiva Positiva Positiva Positiva Hay semen

humano
3 Positiva Positiva Positiva Negativa Hay plasma
seminal
humano
4 Positiva Positiva Negativa Negativa Hay plasma
seminal
humano
5 Negativa Negativo Negativa Positiva Hay semen
no humano
Saliva

La saliva es una secrecion liquida proveniente de las glandulas salivales que se
extienden por todas las regiones de la boca excepto en la encia y la zona anterior
del paladar. Se mezcla con el fluido crevicular, microorganismos, células de la mu-
cosa oral, etc. Las glandulas salivales mayores producen el 93% de su volumen y
las gldndulas salivales menores el 7% restante. La saliva puede contener un alto
nivel de actividad de la enzima amilasa. Sin embargo, la misma substancia puede
estar presente, pero en niveles mucho mas bajos, en otros fluidos como semen y
secrecion vaginal. También pueden detectarse niveles altos de amilasa en las heces.
Por supuesto, la saliva no contiene ADN, pero las células que en ella se encuentran
banadas si lo contienen.

Las manchas de saliva se encuentran en filtros de cigarrillos, chicles, cepillos de
dientes, sobres, sellos, bordes de vasos, hojas de coca mascadas, dentaduras postizas,
prendas como pasamontanas, etc. Se deberdn manipular y colectar con pinzas, o
mediante el empleo de hisopos estériles embebidos son solucion fisiolgica, también
estéril. Siempre se colocard de manera individual en sobres de papel correctamente
identificados.

Es importante destacar que muchas veces durante la agresién sexual el atacante
muerde a la victima, en este caso podra hisoparse la lesion para intentar recuperar
la saliva depositada en ella.

La localizacién de estas manchas es dificil puesto que son transparentes, ha-
bra que prestar particular atencion a las prendas claras donde puede secar con una
tonalidad ligeramente amarillenta, en los géneros oscuros aparecera blanquecina.
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En el piso con baldosas o ceramicas tendran la apariencia de rostros de caracol. En
soportes que no absorben pueden formar pequenas escamas.

Las pruebas que se realizan también pueden ser presuntivas o confirmatorias.

Una prueba presuntiva es la determinaciéon de Amilasa mediante un kit en-
zimatico disponible comercialmente para un ensayo clinico, que debera validarse
en el laboratorio forense para su uso, la misma incluird determinar sensibilidad,
especificidad, rango analitico y limite de deteccién. Esta prueba no es especifica de
especie y podria resultar positiva con saliva de animales, semen o fluido vaginal.
La diferencia reside en que la actividad de la amilasa salival es 50 veces mas alta
que en otros fluidos.

Otra prueba presuntiva es la difusién en gel de agarosa, al que le agregamos
almidon, se realizan pozos en el gel y se colocan en ellos, las siguientes diluciones:
saliva 1:100, saliva 1:500, orina sin diluir, suero sin diluir, semen sin diluir y la
muestra problema sin diluir. Se deja incubar toda la noche y al otro dia revelamos
con solucién de Lugol, donde hubo reaccioén se forma un halo y donde no el agar
queda azul. El fundamento de esta reaccion es la hidrolisis del almidon por la ami-
lasa salival. Los resultados se interpretan tomando como referencia el didmetro del
halo formado en los controles de saliva 1:100 y 1:500, seran positivas las muestras
que tienen un halo mayor o igual al control de 1:100 y negativas aquellas que tengan
un halo por debajo del control 1:500. Esta técnica es muy laboriosa y al final no nos
da un resultado confirmatorio.

Pruebas confirmatorias son aquellas que podran indicarnos que estamos ante
la presencia de saliva humana. Se utiliza un kit de inmunocromatografia en placa
de desarrollo para ciencias forenses que utiliza el mismo fundamento técnico que las
otras inmunocromatograficas ya descriptas para sangre y semen y que tiene adosada
a la membrana un anticuerpo monoclonal anti-amilasa humana, la interpretacion
es idéntica a los métodos antes descriptos (ver Figuras 2 y 3).

La sensibilidad, especificidad, sencillez de la realizacién de la técnica, costos,
etc. Deben ser evaluados a la hora de decidir cuales métodos seran los implemen-
tados en nuestro laboratorio (ver Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacién de las pruebas para determinacion de saliva.

Test Molécula diana Sensibilidad Especificidad
Amilasa enzimatica Alfa amilasa Media < 1 uL Baja
Difusién en gel Amilasa Baja < 5 ulL Media

de agarosa-almidén

Inmunocromatografia Alfa-amilasa humana Elevada < 50 nL Alta
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Orina, vomito, sudor, liquido amniético, materia fecal

Estos fluidos si bien se encuentran en la escena del crimen no existen pruebas
certeras para su evaluacion o identificacion, razon por la cual no vamos a poder ca-
racterizarlos o determinar su procedencia, no obstante, podremos encontrar células
en ellos que nos permitiran un analisis de ADN con fines identificatorios.

Células de descamacion

Son producidas por el rozamiento de distintas partes de cuerpo con prendas u ob-
jetos. A veces puede ser interesante en la practica forense saber quién ha utilizado
una prenda o quién empund un arma.

Se enviara completa la prenda u objeto susceptible de analisis. Una vez en el
laboratorio sera el perito el que decida de qué zona tomar la muestra (cuello, punos,
axilas, el interior de la parte delantera en el caso de una gorra, etc.). Se trata de
muestras criticas, pues se parte de unas pocas células para el analisis y la cantidad
de ADN que se puede extraer a partir de una prenda sin manchas aparentes es mi-
nima, por lo tanto, serd imprescindible que el magistrado decida a qué estudio se
dara prioridad. Se trata de un tipo de muestras que se han de manipular de manera
excepcional a la hora de su colecta por lo que recomendamos siempre el uso de
guantes y barbijo para evitar contaminaciones.

Por lo general para su valoracion en el laboratorio de bioquimica se utilizara al-
guna técnica de observacién microscopica, no obstante, muchas veces se desaconseja
su realizacion para evitar la pérdida que material plausible de estudio genético.

LO QUE SE VIENE

Una gran desventaja del empleo de los métodos tradicionales es la necesidad de
aplicar distintas pruebas para cada tipo de fluido, lo que hace necesaria la division
de la muestra, teniendo en cuenta que hay que dejar intacta una parte adicional de
la misma para posibles analisis futuros. Por otra parte, el principal inconveniente de
los nicos test confirmatorios existentes (sangre y semen) es su naturaleza destruc-
tiva. Finalmente, si las manchas estdn compuestas por fluidos distintos procedentes
de uno o varios individuos la complejidad de la identificacion de su origen se ve
aumentada considerablemente. Todas estas desventajas hacen necesario el desarrollo
de métodos confirmatorios y no destructivos de alta sensibilidad y especificidad
que permitan la identificacion de todos los fluidos corporales y de sus mezclas que
sean de utilidad forense.

El anilisis de distintos tipos de RNA (especialmente del mRNA y el miRNA)
podria ser empleado en investigaciones criminales y estudios forenses postmortem
con el objetivo de aportar informacion complementaria al analisis de los perfiles
STR de DNA. Entre las aplicaciones posibles del mRNA se encuentran: a) la iden-
tificacion de fluidos bioldgicos, b) la determinacion de la causa y circunstancias de
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la muerte, c) el establecimiento de la antigiiedad de una herida y del tiempo transcu-
rrido desde que una mancha de origen biolégico es depositada, y d) la estimacién del
intervalo postmortem (PMI). Sin embargo, la tipificacion de mRNAs esta limitada
por su baja estabilidad e integridad postmortem, lo que ha llevado al estudio de los
micro RNAs, los cuales ya han demostrado ser ttiles en la identificacion de fluidos
corporales. Los distintos tipos de RNA (estructura, origen, biogénesis, funcion,
degradacion, estabilidad e integridad postmortem, etc.) los hacen aplicables en el
ambito forense.

Todas las células del cuerpo humano comparten la misma secuencia de DNA
en su genoma y, sin embargo, cada tipo celular tiene un patrén de expresion espe-
cifico en funcién de los niveles de proteinas concretas necesarios para llevar a cabo
su funciéon. Como el mRNA es un intermediario en la sintesis de proteinas, resulta
obvio que sus niveles celulares reflejaran la expresion génica especifica de cada
tejido. Es mas, la presencia de determinados mRNAs nos indicara qué genes estian
siendo transcritos en ese preciso momento. De este razonamiento surge inmediata-
mente el potencial del analisis del mRNA para identificar tejidos y fluidos corporales
humanos. La sangre, el semen, la saliva, las secreciones vaginales y lacrimales, la
sangre menstrual o el sudor son algunos de los fluidos encontrados en la escena del
crimen, cobrando especial importancia si proceden del atacante.

Asi, el analisis de perfiles de mRNA se esta convirtiendo en un método confir-
matorio complementario que podria sustituir a las pruebas tradicionales de identi-
ficacion de fluidos corporales humanos, en especial si es posible combinarlo con el
analisis del DNA. Pero atn estas pruebas no estan disponibles en nuestro pais.

VALIDACION Y VERIFICACION

En las pruebas presuntivas, como en cualquier analisis bioquimico o quimico, se
deben realizar de validaciones y/o verificaciones de los métodos que vamos a utilizar,
que nos va a servir para tomar decisiones al respecto de cual de los métodos es mejor
para nuestro sistema y en qué casos podré aplicar uno u otro. Basicamente debemos
determinar al menos estos parametros para métodos cualitativos o semicuantitativos:
especificidad, sensibilidad, limite de deteccion, rango analitico e interferentes. Sobre
todo, porque los métodos que utilizamos no estan creados para las ciencias forenses,
sino que son adaptaciones.

Las pruebas presuntivas y confirmatorias a menudo son un precursor de los
examenes de ADN en elementos de evidencia donde el material bioldgico esta po-
tencialmente presente. Por lo tanto, la calidad e integridad del proceso de estas
pruebas es fundamental para el éxito del analisis de ADN posterior.

Se anticipa que estas pautas evolucionaran atin mas a medida que surjan las
tecnologias futuras (por ejemplo, ARN).

Las pruebas presuntivas son sensibles, pero no especificas. Un resultado posi-
tivo indica que las pruebas adicionales podrian ser informativas. Pruebas de con-
firmacion son especificas para el material bioldgico de interés y reducen o eliminan
los resultados falsos positivos).
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‘Limite de deteccion’ es el punto en el que la sensibilidad de la prueba es tal que
el material bioldgico presente es insuficiente para producir un resultado positivo.
El resultado puede clasificarse como un falso negativo.
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INTRODUCCION

En los tiempos actuales, los cambios producidos en las normas legales, la direccién
hacia donde avanzan los 6rganos de justicia, los resultados que la sociedad espera
son parametros que deben ser entendidos por el Licenciado en Criminalistica y
por los Gabinetes que desarrollan su actividad en la escena del crimen. Es necesa-
rio producir un amplio giro en la manera de abordar y desarrollar el trabajo en el
lugar del hecho, dejando de lado el viejo concepto de «inspeccién ocular, releva-
miento planimétrico fotografico», y quedarse limitado a esa labor, sin buscar mas
resultados que la elaboracion de los informes, con lo que termina la participacion
de los profesionales de criminalistica, en la investigaciéon de un hecho. Espero que
al finalizar el presente trabajo, pueda transmitir el concepto que reconozco y asigno
a la inspeccién ocular, tratdndose de una labor muy amplia, que se desarrolla en
distintas areas, sobre diferentes elementos, en momentos distantes, bajo diferentes
condiciones, siendo una actividad tan extensa que resulta muy dificil reducir todo
lo desarrollado en un informe y que de este no resulte un aporte a la investigacién
del hecho criminal.

TRABAJO EN EL LUGAR DEL HECHO

La inspeccion ocular se entiende como «el acto de observar y aplicar operaciones
técnicas de la criminalistica en el lugar de los hechos, con el objeto de individualizar
y revelar indicios que seran utilizados en el proceso de investigacion». Este concepto
deberia ser tomado como tal y fiel reflejo de lo que implica el desarrollo de este
acto criminalistico, entonces si lo aceptamos y aplicamos, no podemos reducirlo
a una simple observacion en la escena, que luego es plasmada en un informe, con
ilustraciones fotograficas y un croquis bien elaborado. Tal vez, encuentre la justifi-
cacion en la creciente demanda de trabajo, que aumenta dia a dia, solicitado toda
vez con mayor premura, dejando de lado la amplia labor que se debe desarrollar,
en pos de cumplir con lo requerido. O tal vez, mi memoria adn siga confundida y
continte elaborando recuerdos de la vieja inspeccion ocular y en realidad lo que se
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debe entender es «el nuevo concepto del desarrollo de la actividad del licenciado
en criminalistica en el lugar del hecho, donde la inspeccién ocular es el eje central,
y desde alli se brindara informacion, con fundamentos técnicos-cientificos a la in-
vestigaciony.

En consecuencia, sin mas giros, iniciaré el desarrollo del concepto que deseo
transmitir. El trabajo en la escena no debe circunscribirse a lo que conocemos como
Inspeccion Ocular Criminalistica, la que luego sera plasmada en un informe, el que
conforme a las caracteristicas del que lo realizd, podra ser mas o menos extenso, de
acuerdo con la cantidad de detalles que desea incorporar o valorar y que son de im-
portancia para la presentacion del mismo. El Licenciado o Perito en criminalistica,
debe superar esa etapa, de escaso aporte a la investigacion y ampliar su campo de
trabajo en busqueda del esclarecimiento del suceso, basindose en todo indicio que
considere y valore como 1til para tal fin. Este es el desafio que propongo en cada he-
cho, hacer algo mas de lo que actualmente y en algunos gabinetes estdn desarrollando,
pero desde el punto de vista de la criminalistica, basindose y fundamentando cada
resultado a partir del indicio encontrado en el lugar, todo ello para dar comienzo a
una posible linea de investigacion o afianzar otra que ya se estd desarrollando.

Este trabajo, a mi criterio, inicia de la manera que se expone a continuacion.

CONOCIMIENTO DEL HECHO Y MANEJO DE LA ESCENA:
ESTADO EMOCIONAL

Desde el momento en que se informa de la comision de un delito —en este caso
vamos a tomar como ejemplo un homicidio—, se iniciard una actividad que de-
mandari extensas horas de labor, debiendo en primer instancia planificar el trabajo
a desarrollar, valorando los medios humanos y logisticos que se posea, sin caer en
el nerviosismo que genera el hecho y las circunstancias que lo rodean, debiendo
mantener la calma, estado que debera ser transmitido a los demas integrantes del
equipo. Resulta muy dificil que se tomen medidas acertadas bajo presion, alteracion
u otro estado que perturbe a los profesionales, debiendo recordar el responsable
del grupo que cuenta con s6lo minutos para valorar si el elemento observado en
la escena puede ser considerado como potencial indicio y en su caso administrar
la forma correcta del levantamiento, debiendo guardar los recaudos legales que el
caso amerita.

Una buena practica que ayuda a disminuir el error es el trabajo en equipo, el
que sera propiciado por el responsable o como en muchos lugares del pais se lo esta
llamando «coordinador».

ENTREVISTA CON EL PRIMER INTERVINIENTE

Por lo general, el «primer interventor» es personal policial o de otra fuerza que, ano-
ticiado de un hecho criminal, se constituye al lugar y efecttia las diligencias iniciales,
siendo esta persona la que realiza un relevamiento en busqueda de informacion.
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Existen profesionales que consideran no conveniente tomar conocimiento de
detalles del hecho a investigar, ya que podria de alguna forma, la informacién que
se recabe, direccionar la bisqueda de indicios. Lo cual parece ser valido de la forma
en que se plantea, pero la experiencia me ha ensenado que una primer entrevista
para recabar datos necesarios, resulta de importancia para la elaboracién del infor-
me, e inclusive para entender situaciones en el interior de la escena, como ser la
presencia de huellas de pie calzado alrededor del cuerpo del extinto, que luego con
un simple testimonio se confirma que se trataba del personal médico que constatd
la muerte. Entonces la entrevista no es perjudicial, sino mas bien necesaria. Pero
esta informacion, no debera limitar la labor del equipo de criminalistica, ejemplo si
se informa que «el cuerpo esta en el bafo, donde también se aprecia a simple vista
un arma blanca», no tomar por cierto que se trata del dnico lugar del hecho y dejar
de inspeccionar el resto de la propiedad.

Esta entrevista debe ser escuchada por la totalidad del equipo de trabajo, en
donde se efectuaran preguntas de rigor y aquellas dudas que surjan durante el relato,
e inclusive cada profesional tendra la oportunidad de interrogar, en relacion con la
labor que desarrollard a continuacion, como por ejemplo el perito en rastros, consul-
tara sobre las personas que ingresaron y por donde, para no estar realizando trabajos
de revelamiento sobre huellas de personas ingresadas a posterior del hecho.

PROFESIONALES QUE INGRESAN
Y MODO DE ABORDAR

Considero que un niamero aceptable para que se conforme un grupo de trabajo en
la escena del crimen, son «seis» componentes, entre los cuales estan: el coordinador
—Ilicenciado en criminalistica—, el perito en rastro, el fotdgrafo, el dibujante, y
dos auxiliares. Sin lugar a dudas, por lo menos cinco de ellos estardn en el interior
del lugar del hecho, trabajando directamente sobre los indicios que se encuentren,
pero debe existir un orden de ingreso, a efecto de preservar de la mejor manera el
material que sea hallado, para ello el coordinador es el primero en avanzar, seguido
inmediatamente por el perito en rastro y a continuacién por el técnico que desarro-
llara tareas de fotografia y filmacion, quienes haran su labor casi de forma paralela,
indicando a continuacién algunas consideraciones para cada uno de ellos:

e El coordinador —licenciado en criminalistica— o técnico que designe, debe-
ra efectuar una amplia, detallada y minuciosa Inspeccion, manteniendo una fluida
comunicacién con los demads actores que desarrollan sus tareas en el hecho, como
ser los especialistas del area de Homicidios, el médico legal, los peritos de labora-
torio, y por supuesto con el Fiscal o Juez interviniente. Llevar adelante un trabajo
aislado carece de todo sentido, ya que el investigador podria —del relevamiento
de vecinos— tener informacion que sea tutil a los efectos de la inspeccion y de la
misma manera, desde el interior se podria brindar adelantos que den inicio a una
linea de investigacion. Si se analiza lo expresado, hace referencia a una «fluida co-
municacién» y ello no implica que la reunion debe mantenerse al finalizar el trabajo
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—que en muchos casos representa entre tres a cuatro horas posteriores— y mientras
tanto el tiempo corrié a favor del autor y si lo medimos en kilémetros son cientos
y en minutos son muchos, los que servirian para alejarse o para eliminar evidencia.
El coordinador serd también, quien autorice el ingreso al lugar de personal ajeno
al area de criminalistica, marcando las pautas para hacerlo, sin olvidar que, una
vez finalizado el trabajo en la escena del crimen, no implica que pueden ingresar
cuantos profesionales, peritos, técnicos, etc., quieran hacerlo. Es muy importante
que el acceso a la escena sea muy limitado, lo indispensable para que se recabe in-
formacion 1til al proceso en el menor tiempo. La escena no sera liberada finalizada
la inspeccidn ocular», sino que se mantendra preservada hasta tanto culminen otras
diligencias, como por ejemplo la autopsia; de ella el médico legal puede informar
que el arma empleada posee determinadas caracteristicas, que no se corresponden
con el material incautado, por lo que se debera regresar para mejorar la bisqueda,
o de un testimonio se afirma la presencia de un elemento de valor, lo que sera ve-
rificado con una nueva inspeccion. Por ésta y otras razones, el coordinador debera
—salvo escasas eventualidades— solicitar al Fiscal o Juez que se mantenga el area
preservada, hasta tanto se obtengan los primeros resultados.

e Un técnico auxiliar —fotégrafo—, realizara en primer momento filmacion
del lugar, para luego avanzar con las tomas fotograficas. El relevamiento inicial segu-
ramente lo efectuara sin consultar a su coordinador, ya que es una actividad propia,
llevada adelante a partir de los conocimientos que posee, por lo cual no necesita
indicaciones, pero la documentacion de los detalles de los indicios dependera de lo
senalado por los peritos. Esas documentaciones deberan ser limpias, sin estar afecta-
das por elementos que perjudican a la imagen, como por ejemplo la intervencién de
profesionales trabajando o intromision de material que corresponda al instrumental
de los técnicos. Si bien este perito posee una amplia libertad de trabajo, no debera
tomar decisiones o desarrollar actos que impliquen modificaciones en el lugar como,
por ejemplo, para mejorar la iluminacion de la habitacién abrir la ventana y permitir
el ingreso de luz, sin que ella haya sido inspeccionada por el licenciado, para cons-
tatar si estaba con traba de seguridad o no. Téngase presente que tanto la filmacion
como las fotografias, son una excelente ayuda memoria para los profesionales que
trabajaron y muy seguido, son consultadas para recordar algunos detalles, ratificar
o rectificar datos e inclusive son observadas en varias oportunidades en busqueda
de particularidades que no hayan sido identificadas. Por esto y un sinnimero de
motivos mas, las fotografias y filmaciones deben representar lo mas genuinamente a
la escena, en el estado en que fue encontrada, sin incorporar elementos que podrian
ser invocados para desvirtuar una investigacion.

e El perito en rastros iniciara su labor, primeramente, tratando de revelar hue-
llas de pie calzado para luego continuar con las huellas papilares. E1 motivo del
orden es en razoén de que una huella de pie calzado es la primera que ser4 alterada
por el ingreso de los profesionales, por supuesto sin ninguna intencién, y aun to-
mando todas las precauciones, es practicamente imposible evitar la afectacién de
estas huellas. Especial interés debe tenerse al area que rodea el cuerpo de la victima,



38 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

ya que una huella en esa zona posee un alto valor como evidencia. Algunas de estas
pueden apreciarse a simple vista porque estan estampadas por la impresién sobre
polvo, tierra, barro, sangre u otras sustancias, pero para el caso en que no sea asi,
es muy util su bisqueda utilizando luces con cierto dngulo de incidencia. Se debe
documentar la totalidad de las huellas de pie calzado encontradas u observadas,
dejando el trabajo de descarte para la labor en laboratorio, por la simple razon, de
que si en el lugar dejan de documentar una huella por considerarla que no posee
el campo suficiente, es decir se trata de un parcial, posiblemente en ese fragmento
esté la microcaracteristica que identifica a la huella, por lo tanto, no considerar que
solamente una huella completa es ttil a los fines del estudio, sino que los parcia-
les también puede resultar importantes. A continuacion, la busqueda de huellas
dactilares, esta labor debe tener una especial atencidn, y ser practicada por un pro-
fesional que esté afectado exclusivamente a esta técnica y no que sea un acto mas
dentro de una variada cantidad de labor, esta Gltima afirmacion la hago ya que una
huella dactilar, consultando una base de datos, podria dar informacion especifica
sobre el posible autor. Con respecto a la técnica de revelado con reactivo fisico no
merece a mi criterio demasiado desarrollo ya que he visto que esta labor es muy
bien practicada por los profesionales, pero donde he detectado fallas es al momen-
to de la basqueda y del levantamiento. En el primer caso, es necesario una buena
entrevista con familiares de la persona fallecida, o con alguna persona que pueda
explicar sobre la presencia, en algin lugar de la vivienda, de elementos de valor o
dinero y que puedan haber sido sustraidos, por consiguiente, el acercamiento del
autor a este lugar y estampado de sus huellas dactilares es posible. También juega
un papel importante la habilidad del perito para inferir, imaginarse o interpretar los
posibles lugares de bisqueda, partiendo por ejemplo de su experiencia. No olvidar
que producido el hallazgo y posterior revelado por accién de reactivos y previo a su
recoleccion debe existir el fotografiado, con el objeto de prevenir una posible pérdida
o deterioro de la huella al momento del levantamiento, el cual debe realizarse con
su respectiva identificacion, ya que imaginense un archivo fotografico conteniendo
20 placas de huellas dactilares, sin ninguna referencia, éstas seran facilmente con-
fundidas y cuestionadas, debido a que no habra serios fundamentos para explicar el
lugar exacto del hallazgo. Este tltimo es el error mas frecuente que se ha detectado
y al que muchos profesionales —de la defensa— recurren al momento de cuestionar
el rastro dactilar que vincula a una persona. He aqui un ejemplo, imaginemos que
el homicidio ocurrié en una casa donde en la parte anterior funciona un negocio, si
se revelan 5 rastros papilares, y en el acta de levantamiento solamente se consigna
«se encontraban en el interior del domicilio» y asi se especifica para todos, en el
item «lugar de recoleccién», al momento del juicio la defensa expresara, «ese rastro
es de mi cliente —ya que una identificacion positiva es practicamente imposible
cuestionar—, pero estaba en el sector del comercio, y es normal que asi sea, ya que
mi defendido concurri6 a realizar una compra».

e El dibujante, posee una labor de vital importancia, no solamente para efec-
tuar la fijacion del indicio, es decir, plasmar en un croquis la ubicacién exacta de
los elementos de interés criminalistico, sino que debe pensar en el trabajo que se
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efectda a posterior, lo que se conoce como «reconstruccion de la mecédnica del he-
cho», donde adquiere importancia el trabajo efectuado por este profesional.

e Auxiliares, uno de ellos cumplira su actividad al lado del coordinador, siendo
en muchos casos, la persona que efectiia una valoracion distinta a la adoptada por
el lider del equipo. Es el encargado de cumplir con las tareas de llenado de la docu-
mentacién que acompana al indicio, de su correcta recoleccién y acondicionamien-
to, haciendo cumplir con las normativas legales dispuestas al respecto. El segundo
auxiliar, que cumple sus funciones en el laboratorio movil, es decir su ingreso a la
escena es practicamente nula, sera el que proporcionara el apoyo logistico al equipo
de trabajo, ejemplo, entre otras tareas, acondicionamiento y encendido del generador
eléctrico, ante la llegada de la noche, o sera quien efecttie la inspeccion ocular desde
el lado externo de la escena, realizdndola a simple vista o con ayuda de instrumental
como ser un «dron», que permite visualizar zonas altas, como ser techos de casas,
transmitiendo a posterior, el resultado de esta tarea al coordinador.

ESTABLECER LA AUSENCIA DE ELEMENTOS
DE PROPIEDAD DE LA ViCTIMA

El profesional que esté afectado a la inspeccion ocular, en determinado momento de
su trabajo debera detenerse para establecer si en el lugar existen elementos que estén
faltando. Esto es muy importante, ya que posee amplias repercusiones, por un lado,
para una correcta calificacion legal, entonces el perito debera ilustrar correctamente
al Fiscal o Juez, ya que no resulta lo mismo un homicidio sin otro acontecimiento,
que un robo donde se mata a la persona para ocultar el primer delito. Si bien la
calificacion es un acto exclusivo de la autoridad Judicial, la correcta ilustracion de
lo acontecido es parte de la actividad del perito que observa el lugar del hecho. Por
otro lado, resulta de vital importancia establecer los elementos que estan faltando,
ya que éstos podrian ser indicios que se encuentren en la casa del sospechoso, y en
consecuencia seria un gran paso en la investigacion. Si el licenciado no estd inte-
riorizado de las cosas ausentes en el lugar, o no posee un bosquejo de las formas
que poseen o caracteristicas que las identifican, muy posiblemente estén al frente
de sus o0jos, y no las va a reconocer. Por ello esta actividad es de suma importancia,
aunque actualmente es dejada de lado y no se realiza ningin intento por desarro-
llarla. Como se dijo, se podra entrevistar a una persona que conozca el inmueble,
ejemplo un familiar, amigos o persona unida sentimentalmente, donde se solicitara
detalles, anotando inmediatamente los mismos, si considera oportuno, con ayuda de
un dibujante realizar un bosquejo del elemento e inclusive en estas épocas en donde
gran parte de la vida de las personas estan registradas en un celular, posiblemente
se tenga una imagen del elemento. Si no existe una persona que pueda aportar esta
informacion, se debera agudizar la busqueda, realizar ciertas valoraciones, como por
ejemplo: leer todo tipo de factura por pago de servicios, comprobante de compras,
de arreglos, etc., ya que si encuentro una factura por la compra de una notebook,
y una factura por el pago de servicio de internet, pero no encuentro en el lugar el
mencionado instrumento, evidentemente éste falta, y se deberan realizar dos acti-
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vidades, por un lado dar aviso a los que estan realizando la tareas investigativas, a
fin de que puedan preguntar a algin allegado si sabe por ejemplo que fue llevado
a un servicio técnico, o si se la facilité en calidad de préstamo a alguna persona, y
si no resulta informacién sobre el paradero, evidentemente el material ha sido sus-
traido. Ya tengo establecido el faltante de una notebook, pero alguien preguntara y
¢qué datos tengo para individualizarla?, entonces recurrimos a las facturas emitidas
por el comercio que la vendid, en donde se colocan datos técnicos especificos y si
no fuera asi, muchas personas tienen la costumbre de guardar las cajas en las que
vienen embaladas, conteniendo en su interior la documentacién, precaucion que
se toma en caso de ser necesario utilizar la garantia, y desde alli también se puede
extraer informacion.

Otra manera de trabajar en este sentido es observar detenidamente los muebles,
parte superior o especialmente estantes, en muchos casos una fina capa de polvo o
tierra recubre a la superficie, pero se logra apreciar que un espacio, el que inclusive
posee forma, no esta cubierta por el mencionado polvo, debiendo entender entonces
que alli falta algo; ahora nos resta establecer de qué se trata, para ello interpretar
en qué sector de la casa esta el faltante, como por ejemplo si estoy en la cocina po-
siblemente se trate de un artefacto destinado al uso en la elaboracién de comida,
sumado a que la forma del disefno es rectangular y de un tamano determinado, que
nos podria ayudar a inferir que lo que alli esta ausente es un «microondas» o similar,
entonces el paso siguiente sera buscar la caja en la que vino contenido e inclusive,
entre los papeles podriamos hallar el recibo de compra o la factura de la garantia.

En consecuencia si fuera necesario, en determinando momento, se podra soli-
citar, en el interior del inmueble, la presencia de un familiar o amigo, etc., quienes
estan al tanto de las pertenencias que poseia la victima, con el objeto de tener un
pormenorizado detalle de las cosas que estdn faltando en la casa, descripcion de las
caracteristicas que lo identifiquen, por la mas simple y sencilla razén: los peritos
que estan en la escena, nunca antes estuvieron presentes en esa casa, por lo tanto
no pueden saber si a la victima le falta algo, aunque recurran a métodos de pura
interpretacion, que no dejan de ser efectivos.

Hasta el momento hemos hecho mencidén a cosas que por su tamafno, son
facilmente transportables, o pueden ser reducidas en el mercado negro sin mucho
impedimento, pero si en el lugar se encuentran boletas por el pago de impuesto del
automotor, o pago de combustibles, evidentemente hay un vehiculo o motovehiculo
que estd ausente en el inmueble. Esta informacion debera ser compartida con los de-
mas actores que trabajan en la investigacion, y se realizard en ese momento, sabiendo
que los tiempos en esta etapa son muy importantes. Por ejemplo, si determinamos
la presencia en el lugar de documentacion que certifique un vehiculo a nombre de
la victima, donde consta marca, modelo, color e inclusive chapa patente, los encar-
gados de la investigaciéon podran realizar una innumerable cantidad de diligencias
tendientes a la ubicacion del mismo, como ser registro de camaras de seguridad
instaladas en la via publica —de inmediaciones—, cimaras instaladas en comercios
cercanos que estén dirigidas hacia la calle, e inclusive recomendar su basqueda a los
moviles policiales que circulen en trabajos de prevencion, hasta recabar informacion
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respecto a si el vehiculo se encuentra actualmente en disputa, dato de importancia,
cuando no se tiene ni una minima pista en cuanto al agresor.

EVIDENCIA QUE AYUDE A ESTABLECER
LA FORMA DE VIDA DEL EXTINTO

Pensar que, con el levantamiento de una huella de pie calzado, de materia orgéanica
u otra evidencia es suficiente para ayudar al esclarecimiento del hecho, y que como
grupo de criminalistica he cumplido con mi labor, es caer en la antigua forma de
pensar y trabajar. No dudo que resultara de vital importancia la tarea desarrollada,
que el hallazgo es trascendental y que una vez sometido a estudio brindara infor-
macién de calidad, pero sélo lo sera siempre y cuando se encuentre a la persona con
quien cotejar, mientras tanto es eso, ni mas ni menos, informacion cuyo resultado
estd supeditado al confronte con material procedente de un sospechoso. Justamente
es hacia donde se debe avanzar, en llegar al posible autor, para lo cual se debera desde
el lugar del hecho procurar la localizacion de indicios que ayuden a establecer lineas
de investigacién y en consecuencia a la busqueda del posible autor o autores.

Analicemos el siguiente planteo, «se encuentra el cuerpo de una persona sin
vida, en su departamento», todos los indicios indican la existencia de un homicidio,
uno de los interrogantes es ¢quién es el autor?, como se vera aparecera una lista
muy amplia de los posibles involucrados, la finalidad de la presente forma de llevar
adelante «la inspeccion», es reducir ese listado, transformandolo en uno mas acotado.
Sé que los familiares del extinto no estaran muy de acuerdo en que se incursione en
la forma de vida del fallecido, pero es una practica muy necesaria.

Asi como se busca una huella dactilar, el profesional debera leer cada uno de los
papeles que posee el fallecido, especialmente aquel que guarda en sectores considera-
dos, a criterio del que busca, como de indole personal; una vez hallado debera darle
la interpretacion y valor necesario. En el contexto de una persona de sexo masculino
cuyo cuerpo es encontrado en el interior de su departamento, la documentaciéon
observada en el lugar serda muy variada, entre otros podran ser, por ejemplo:

e Factura emitida por un comercio, donde consta fecha y hora de realizada la
compra, inclusive la cantidad de productos: con este simple papel ubico a la vic-
tima en determinado dia, hora especifica, lugar exacto e inclusive una valoracion
de la cantidad de mercaderia nos podria dar la idea de qué compro para €l o estaba
acompanado —por ejemplo: dos hamburguesas, da a entender de que esta siendo
visitado por alguien—. No es menor la oportunidad de llegar al comercio, tenien-
do la posibilidad de registrar las camaras de seguridad, en fecha y hora especifica,
donde muy posiblemente se podra ver a la victima y posible companero, ya que un
lugar donde seguramente estan dirigidas las cimaras es la linea de caja y por donde
necesariamente deben pasar los consumidores. Reitero, un simple y sencillo ticket,
la informacion que brindé es de un inmejorable valor a la investigacion, y sali6 del
lugar del hecho y debi6 ser encontrada al momento de practicar la inspeccién ocular,
por el profesional que la realiza, es alli a donde se dirige este trabajo.
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e Veamos otro ejemplo: «si se encuentran tres tickets de un cine, al analizarlo
observo que corresponden a un determinado dia de la semana, coincidentes en el
horario de concurrencia, trataindose de peliculas del tipo condicionadas». Ahora
es el momento de analizar con el equipo de trabajo, sumando a los encargados de
la investigacién y compartir los primeros resultados de los indicios hallados, que
es «estamos ante la presencia de un masculino que determinado dia de la semana,
concurre a un horario especifico, a ver peliculas del tipo condicionadas». El analisis
permitira adoptar una linea de investigacion sobre lo informado ya que el posible
autor podria estar entre el grupo de personas que concurren al cine, determinado dia
de la semana y a una hora establecida, con el propésito de ver cierto tipo de pelicula,
en consecuencia, ese amplio listado que tenia al inicio se disminuye drasticamente
y se logré a partir de la evidencia encontrada en el lugar del hecho.

TIEMPO DE PRODUCIDA LA MUERTE

Uno de los planteos que se presenta al inicio de toda investigacion es establecer
«el tiempo de muerte», circunstancia que por muchos afnos y hasta la actualidad, es
dejada en manos exclusivamente de los médicos. Establecer un tiempo mas aproxi-
mado, con amplios fundamentos, o disminuir el rango horario que los profesiona-
les médicos establecen, es una tarea en la que otros actores pueden colaborar, en
muchos casos con datos ciertos y valederos. El médico forense expresara el tiempo
estipulado en base a los conocimientos que adquirid con su experiencia y principios
cientificamente fundamentados, el investigador aportara a esta tarea, tras haber co-
rroborado testimonios de vecinos que afirman haber visto a la victima por dltima
vez determinado dia y hora, hasta inclusive indicando el lugar; y el técnico en cri-
minalistica, que esta trabajando en la escena a partir de lo hallado en el lugar, como
ser tickets en los recipientes destinados a los residuos o volantes que se encuentren
sueltos en algln sector de la vivienda. Los ejemplos a los que podemos recurrir son
variados, pero aqui menciono algunos, que han dado resultado en investigaciones
que me toco intervenir: de la lectura de toda documentaciéon que se encontrd se
desprende que la dltima extraccién desde un cajero de entidad bancaria, la victima
la realizé determinado dia, a hora establecida y en lugar indicado, por lo tanto sé
que el extinto, por lo menos hasta esa fecha y hora estuvo con vida, luego un ticket
que se realiza por el cobro medido de estacionamiento en las calles de una ciudad,
donde figura el dominio del rodado, fecha y franja horaria y estos boletos poseen
un ndmero que identifica al talonario de donde proviene, una simple entrevista con
personal municipal indica el nombre de la calle a la que pertenece, nuevamente po-
siciona a la victima ubicado en tiempo, realizando una actividad, en consecuencia,
por lo expuesto la conclusion sera:

e El médico forense indica que el tiempo de muerte, en base a los fundamentos
meédicos, es tal.

e El personal a cargo de la investigacion establece que la victima fue vista por
vecinos, familiares, amigos, etc., por ultima vez en determinada fecha y hora.
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Rastro papilar N*

Fecha hora

Domicilio:

Levantado desde:

| Causa:

Perito:

Figura 1. Escenarios criminalisticos. A) El licenciado en criminalistica debe tener la capacidad de
extraer la mayor cantidad de detalles de esta escena, aunque no parezca que aporte al esclareci-
miento del hecho. B) Fotografia de una huella de pie calzado, sobre una puerta. Aunque se trate
de un parcial, debe ser documentada, tal vez en esa pequeia porcién se encuentre la caracteristica
que identifique al calzado. C) En esta escena trabajara en primera instancia el perito en rastros,
en busqueda de huellas papilares. El licenciado en criminalistica, hard un analisis —con ayuda de
algun allegado a la victima—, para establecer la falta de algiin elemento de valor. Por Gltimo esta
circunstancia —la del signo de desorden en busqueda de elementos de valor—, debe ser informada
al Juez o Fiscal interviniente, con el objeto de una correcta calificacién legal. D) Se aprecian signos
de busqueda en este sector; una amiga de la victima informé que “en algiin mueble guardaba sus
joyas” e hizo una descripcién y un dictado del diseiio de las mismas. E) Secuestro realizado en la casa
del sospechoso; fue importante el dibujo del disefio de algunas piezas —realizado por el técnico de
criminalistica—, con datos aportados por testigos. F) Rétulo para levantamiento de rastro papilar.
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e Y el licenciado en criminalistica, por intermedio de la documentacion ha-
llada en el lugar, puede decir que la victima ha registrado su dltima actividad en
determinada fecha y hora.

e El analisis de todos estos resultados se pondra a consideracion de la inves-
tigacion, siendo un paso sumamente importante, establecer con el menor grado de
error, el tiempo que lleva fallecida la persona.

e Como se vera, es necesario asignar a un auxiliar, a la basqueda, lectura y
registro de toda documentacién que se encuentre, ya que su contenido brinda un
sinnumero de datos de relevante valor a la investigacion.

® A esto se podra sumar, siempre y cuando exista material til para su estudio
—ejemplo fauna cadavérica—, el veredicto del especialista en Biologia Forense u
otras disciplinas que también colaboran con la determinacion del tiempo de pro-
ducido el deceso.

RECONOCIMIENTO DE INDICIOS UTILES
AL ESCLARECIMIENTO

Existen dos formas de pensar, o por lo menos asi lo entiendo; por un lado estian
aquellos grupos de criminalistica que acostumbran a recolectar todo lo que es apre-
ciado como potencial evidencia, y los que son mas selectivos. El primero piensa que
es preferible tenerlo preservado, aunque no sea sometido a estudio, y el segundo
que solamente traera lo que sera objeto de analisis y brinde informacion relevante.
Ambos casos tienen sus ventajas y sus fundamentos son entendibles, pero lo que «no
se debe dejar de realizar es un analisis e interpretacion en el lugar». Aquel que trae
absolutamente todo puede caer en el desacierto de «recolectar muestras» que nada
tienen que ver con el hecho investigado, ejemplo en una plaza, donde por su ubica-
cién brinda la posibilidad de encuentros sexuales, y se apreciaron tres preservativos,
dos de los cuales estaban con suciedad, adheridos a la superficie, deteriorados por
la accion del sol, pero aun asi fue colectado, evidentemente incorporara al hecho
dos posibles sospechosos mas, que ante la luz del estado de los indicios no tendrian
que haber sido considerados; esto es lo que denomino «muestra basura», es decir
traer indicios sin efectuar un analisis e interpretacién en el lugar y que solamente
perjudicari a la investigacion.

DOCUMENTACION QUE ACOMPANA LOS INDICIOS

Tan importante como identificar e incautar indicios que resulten de utilidad para el
esclarecimiento del hecho, es hacerlo respetando todo procedimiento legal que asi
lo acredite; es de vital importancia acatar lo que indica el c6digo procesal penal de
cada provincia o jurisdiccion. Actualmente existen diferentes formularios a com-
pletar, con datos que se deben llenar, generalmente de manera manual, pero si hay
algo que estoy en condiciones de recomendar es que «la elaboracién de los proyectos
para rotulos, formularios, planillas de cadena de custodia, etc. deben ser realizados
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por los profesionales que hacen el trabajo de campo», no dudo de la capacidad y
creatividad de aquellos funcionarios que con buena predisposicion podrian aportar
al respecto, pero quien no trabaja en el lugar del hecho, estd muy lejos de entender
el por qué de algunas cosas, de la necesidad de resumir trabajo, de acotar tiempos,
etc., he aqui, un listado de las dificultades que afrontan los que desarrollan sus ac-
tividades en la escena del crimen:

Inclemencias climaticas.

Peligrosidad de la zona.

Escasa colaboracién de testigos.

Enojo de la comunidad donde se desarroll6 el hecho.

Familiares de la victima alterados.

Escasos integrantes del grupo de trabajo y gran cantidad de tareas a desarrollar.
e Avances inmediatos en la investigacion y necesidad de intervencién del gru-

po en otro escenario.

Tal vez este listado pueda ser superado ampliamente con facilidad, se trata de
reflejar algunas de las circunstancias que so6lo los que trabajan en el campo, llegan
a entender, y saben de la necesidad de que «la documentacién que acompana los
indicios debe ser solamente la indispensable y necesaria», conteniendo datos que
relacionen al material incautado con el hecho investigado. Teniendo en cuenta algu-
nos aspectos de la Resoluciéon N° 197/11 de la Procuracion General de la Provincia
de Salta, puede considerarse que la siguiente documentacion resulta ampliamente
suficiente:

Rotulo

Podran estar impresos en los sobres de papel, cajas de carton o recipiente acondicio-
nado a tales efectos, o simplemente formularios que estén libres para posteriormente
adherirse al soporte, lo importante es «que estén firmemente adheridos», por lo que
su desprendimiento dejard una muestra sin identificacion y un rétulo sin muestra.
Mi experiencia sugiere que este rotulo esté impreso en el sobre o caja, debiendo
contar con la siguiente informacion (Figura 2):

e Evidencia (1): cuando el equipo de criminalistica se retira del lugar, debe
corroborar que en el acta de incautacion figure la misma cantidad de sobres o pa-
quetes que se estan llevando. En algunos casos este niimero coincide con el niimero
de referencia que se coloca durante la inspeccion ocular, pero no es la regla. Hay
indicios que es senalada con un indicador, pero no es recogida, ejemplo: referencia
N° 1 una colilla de cigarrillo —si se incauta—, N° 2 una mancha de sangre —si se
recoge—, N° 3 una huella de pie calzado —a esto solamente se lo documenta foto-
graficamente—, es decir, fisicamente no es recogida.

e Fecha y hora (2): corresponde a la fecha y hora de recoleccién. Dato muy
importante al momento de valorar los resultados de un estudio, ya que el tiempo
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INDICIO N° (01): FECHA (02): _ /__/___ HORA (02):

CAUSA (03):

CARATULA (04):

DEPENDENCIA (05):

EVIDENCIA (06):

LUGAR DE HALLAZGO (07):

OBSERVACIONES (08):

PERITO (09):

Figura 2. Rétulo para la identificacién de un indicio.

transcurrido desde el momento de producido el hecho, podria tener significativa
influencia en la conservacion de la muestra. Ejemplo un homicidio ocurrido con
utilizacion de un arma de fuego, y el mismo se produjo a horas 12:00, en tanto que
la detencion del posible autor se concretd a horas 23:00, existiendo un lapso de
11 horas, donde esta persona pudo haberse higienizado, cambiado de ropa, etc. Se
efecttia la recoleccion de residuos de disparos en ambas manos, y una vez efectuado
el correspondiente estudio, el resultado es negativo a la presencia de particulas del
tipo caracteristicas o consistentes, y ello no implica que no haya sido el autor, sino
que se debera valorar el tiempo transcurrido y la posibilidad que tuvo de eliminar
la evidencia en sus manos.

e Numero de causa, expediente, sumario penal, acta de prevencion, acta tnica,
o como en cada jurisdiccion asi lo llamen (3): éste resulta ser un niimero muy impor-
tante para luego vincular al indicio con el hecho que se investiga, pero resulta que
no siempre se tiene conocimiento desde el inicio, por lo que es asignado momentos
después, pero contar con el mismo resulta de vital importancia.

e Caratula del hecho y victima (4): Se trata de una asignacion inicial, no
considerandola como definitiva hablando desde el punto de vista de caratular el
hecho. Respecto a la victima, seran necesarios nombre y apellidos, agregando edad.
Estos datos, al igual que el nimero de expediente, son necesarios a los efectos de
identificacion del indicio y relacionarlos con un hecho.

e Dependencia (5): es muy importante a los fines de la identificacion de la
muestra, en nuestro ambito existen una gran variedad de dependencias —la mayo-
ria policiales— que inician el afo, con el namero de acta de prevencién o sumario
penal, etc., N° «00», por lo que existen tantas actas con un mismo nimero como
cantidad de Dependencias hubiere en una misma jurisdiccién, siendo en consecuen-
cia necesario identificar de donde proviene ésta.
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e Descripcion del indicio (6): debe resumirse en algo muy preciso, con datos
que identifiquen al elemento, esto ultimo es lo valioso de la descripcion, ejemplo
un pantalon de tela jeans, color azul, marca Rin rin, talle 40, es muy genérico, pero
si a ello se le agrega «que posee una rotura en el bolsillo posterior derecho, mas un
desgaste en la botamanga izquierda, parte posterior», asi se comienza a identificar
una pieza como Unica. No deben olvidarse que los depésitos de almacenamiento
de muestras poseen una gran cantidad de elementos de similares marca, modelo y
color, un simple movimiento de muebles puede llegar a mezclarlas, por lo que es
muy util que estén identificadas con caracteristicas propias.

e Lugar de hallazgo (7): muchos insisten en colocar «el lugar del hecho» pero
ese dato se puede obtener desde otro informe, lo que se esta rotulando aqui es un
indicio, por lo que corresponde es agregar datos relacionados el material incautado.
Es incorrecto colocar, Lugar de recoleccion: interior del inmueble sito en calle San
Martin 456, y asi especificar en todas las muestras recogidas, ya que es un término
muy genérico, lo correcto y adecuado es especificar el lugar exacto donde la muestra
fue observada y posteriormente levantada.

e Observaciones (8): es un item que generalmente queda en blanco, no muy
utilizado, pero aqui se podran especificar datos muy importantes relacionados al
estado de la muestra, que ayude a su correcta conservacion. Inclusive se podria
resaltar con color rojo, alguna anormalidad que posea el material preservado y que
en el lugar del hecho no se pudo salvar. Ejemplo contiene elementos con extremos
o puntas muy filosas.

® Perito (9): nombre y apellido del perito, técnico o profesional que intervino
en la recoleccién.

Registro de continuidad de indicio y derivadas
(planilla cadena de custodia)

Es conocida como «planilla cadena de custodia», tiene por finalidad crear una hoja
de ruta, saber por qué Seccion de Laboratorio pasd, qué profesional estuvo en con-
tacto con la muestra, qué estudios se practicaron y mucha otra informacion de
interés (Figura 3). Para lo cual, los datos que debera contener esta planilla, a mi
criterio, deben ser:

e Indicio (1): mas que fundamental, realizar una descripcién del material, al
cual pertenece la planilla, ya que se trata de una hoja independiente. Esto es para
relacionar la muestra con la planilla y en sentido contrario. Fundamental y no puede
pasar por alto al técnico que estd completando la misma, es que la descripcion del
indicio debe ser de igual forma que se describié en el acta de incautacion.

e Fecha y hora (2): aqui se consigna fecha y hora en la que el técnico proce-
di6 a la recoleccion de la misma, luego sera fecha y hora en la que se procede a la
apertura del sobre para realizar el estudio encomendado, y asi sucesivamente.

e Nombre y apellido (3): del perito, técnico o persona que entra en contacto
con la muestra, no solamente quién analiza, sino también quién efecttia por ejemplo
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el traslado de la misma. Existen modelos, donde solamente se admite que sea com-
pletada por aquel que incauté y a posterior solamente por aquellos profesionales que
efectdan la apertura del sobre y analisis de la misma. Pero si fuera asi, en la cadena
figurara un espacio de tiempo donde pareciera que estuvo en el aire y la realidad
indica que se encontraba conservada en un depdésito a la espera de la realizacion del
analisis.

e Documento de identidad (4): de la persona que entr6 en contacto con la
muestra o efectud traslado.

e Organismo al que pertenece (5): es decir a qué Departamento, Gabinete o
Seccion, a donde ingres6 la muestra; generalmente guarda relacion con el profesional
que indic6 su nombre y apellido.

e (Calidad en la que actia (6): podra ser como técnico, perito, para el caso de
estudio, o como personal que s6lo efectia el traslado.

e Propésito (7): es decir la razén por la que la muestra ingresa, puede ser
analisis, resguardo o traslado.

e Observaciones (8): dato importante, es hacer saber si la muestra o paquete
ingresa con alguna anormalidad.

e Firma (9): rubrica del profesional, perito o persona.

Indicio derivado

En el lugar del hecho donde se produce la incautacién del indicio, existe una ob-
servacion inicial, podriamos decir del tipo macroscopico, sin detalles, debido a que
no es conveniente efectuar una exhaustiva manipulacion que podria generar una
contaminacién o perder material que venga adherido. Una inspecciéon detallada se
da en el laboratorio, ejemplo en una prenda, donde se extreman las medidas de se-
guridad para el profesional y en relacién con la preservacion de la muestra analizada.
Posiblemente adherido a la ropa, podria apreciarse un pelo, esto seria un indicio
derivado; o se encuentra en el ruedo de la botamanga de un pantalén un chip para
celular, al que también se le daria esta categoria. El sector asignado a este tipo de
material incautado deberia completarse de la siguiente manera:

e Indicio derivado (10): se efectiia un detalle del material observado, agregan-
do especificaciones que lo identifiquen, ejemplo se encontrd (1) un pelo, al que se
lo podria identificar con el color y longitud del mismo, y no solamente generalizar
con la descripcion «(1) un pelo».

e Fecha y hora de hallazgo (11): sin mas explicaciones, corresponde a la fecha
y hora de que fue observado y preservado.

e Detalle del lugar exacto donde se encontr6 el indicio derivado (12): Esto es
muy importante, a los fines de darle un valor e interpretacion al material observado,
y puede ayudar entre otras situaciones, a aconsejar su analisis o no.

e Nombre y apellido del profesional que la encontré (13): en muchas opor-
tunidades, el analisis se realiza con intervencion de mas de un técnico, por lo que
es aconsejable detallar a ambos profesionales.
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e Observaciones (14): siempre se indicara sobre alguna anormalidad que pre-
sente, y que, por ejemplo, pueda producir su alteracién o deterioro.
e Firma (15): del profesional que produjo el hallazgo.

Acta

El nombre que se le asigna puede ser «acta de incautacion», «acta de secuestro», u
otra forma similar, pero lo importante es que la misma debe ser labrada en el lugar
del hecho, y en presencia de testigos habiles, que acrediten la veracidad del acto
que se esta realizando, es decir de la incautacién del indicio, donde ellos observa-
ran desde qué lugar estdn siendo recogidas, el método utilizado y las condiciones
en las que se preservan. Este documento posee un valor fundamental, en la tarea
que desarrolla el equipo de criminalistica, por lo que se deberan respetar todos los
protocolos que se indican respecto a la forma de realizarlo. Un detalle que no puede
pasar desapercibo es que los testigos deberan estampar su firma, si la misma sé6lo
fuere una rabrica, se le solicitara la correspondiente aclaracion.

MOMENTO DE LIBERAR LA ESCENA

Finalizado el trabajo, el licenciado a cargo de la inspeccién sugerira al Fiscal que se
mantenga preservado el lugar hasta tanto se llevan otras medidas y se obtengan los
primeros resultados, como ser, finalizacion de la autopsia, primeras declaraciones o
informacion del relevamiento de testigos realizado por personal a cargo de la investi-
gacion. Este es uno de los motivos por el que solamente un equipo de criminalistica
debe trabajar en el lugar, y ser quienes efectien el relevamiento total, procediendo
a extraer la totalidad de la informacidon que se encuentre en la escena, dejando que
solamente un minimo de personas ajenas al relevamiento (como el fiscal, o personal
de investigaciones) ingresen; ejemplo resulta imprudente que accedan ocho personas
del area de investigaciones o que el médico lo haga con tres ayudantes, pues una
innecesaria contaminacion se va generando, siendo que el tratamiento de la escena
continuara por varias horas mas. Si de las primeras diligencias resulta que no existe
motivo para mantener preservado el lugar, esto se informara al Fiscal actuante, para
que disponga al respecto.

REUNION DE TRABAJO

Paso fundamental, que no puede dejarse de lado o reprogramarse para otra etapa,
debe efectuarse a la brevedad ya que alli se propondran y tomaran decisiones muy
importantes relacionadas al futuro de la investigacion. Intervendran los equipos
que trabajaron, personal de investigaciones, plantel de criminalistica, médico legal,
fiscal, auxiliares y sumariante. Cada uno presentara el hecho desde el punto de vista
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que le toco actuar, con ayuda de imagenes y haciendo una primera valoracién. El
intercambio de informacion resulta de vital importancia.

A continuacion, se estableceran o sugeriran por parte del personal de crimina-
listica los estudios que podrian realizarse sobre el indicio recolectado. Esta es otra
actividad a la que el licenciado no esta acostumbrado a realizar y me pregunto:
¢Quién seria la persona mas adecuada para sugerir qué tipo de estudio se debe
practicar sobre un indicio? No es una facultad Gnica y exclusiva del técnico que
practicé la inspeccion, pero considero que es fundamental escucharlo, ya que es
esta persona quien estuvo en el lugar, el que percibi ese elemento, quién le dio
una interpretacion —como para ser seleccionada—, lo vincul6 con el hecho atento
a su ubicacion, a su estado de conservacion, etc., sumado a que él sabe en qué es-
tado se encuentra y por consiguiente informara para darle un orden de prioridad,
con el objeto de evitar su deterioro, por éstas y varias razones mas, considero que
es la persona adecuada, para sugerir los estudios a practicar. A continuacién, estas
sugerencias deberan ser escuchadas por otros profesionales, como ser los técnicos
que especificamente realizaran el analisis y expresaran si es probable que el estudio
propuesto se lleve adelante, debiendo valorar si se cuenta con el instrumental ade-
cuado y los profesionales necesarios. En esta reunion el Fiscal o Juez, al escuchar a
los diferentes técnicos, dispondra sobre la realizacién del estudio e inclusive dara
otra directiva.

Seguidamente se establecera un plan de trabajo. Es necesario seleccionar las
primeras muestras que, conforme a un pormenorizado analisis, son indicadas como
las que aportaran los primeros resultados a la investigaciéon. En principio se tratardn
aquellos indicios que sin lugar a duda brindaran excelente informacion, luego estan
las que son consideradas como una segunda opcion, e inclusive habrd muestras que
no seran sometidas a analisis.

El plan de trabajo tiene dos objetivos, por un lado, dar un orden a la inves-
tigacion, que conlleva valorar el indicio que brinda informacién transcendental,
dejando de lado resultados «basura» que sin lugar a duda haran un severo dao al
trabajo, incorporando datos inciertos, pistas falsas, confusion y, en segundo lugar,
lograr un adecuado uso de los recursos tanto humanos como logisticos que poseen
los laboratorios.

Espero haber logrado transmitir la vision que poseo sobre la participacion del
equipo de criminalistica en el lugar del hecho y, en consecuencia, la labor que asig-
no a los profesionales, quienes deberan dejar de lado aquel viejo concepto y trabajo
asignado, pasando a desarrollar una actividad mas protagénica, pero esto sélo es
alcanzable si se efectia un giro en la forma de desarrollar la inspeccién ocular, y
avanzar hacia una mirada integradora y progresista.
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INTRODUCCION

El hombre interactda con las plantas desde sus origenes, no solo porque ellas aportan
alimentos, sino también fibras, madera y sustancias quimicas, entre otros productos
que son utilizados para mejorar su calidad de vida. Entre las plantas que nos rodean
(terrestres o embridfitas), existen dos grandes grupos: las briofitas o plantas no
vasculares (musgos, hepaticas y antoceros) y las plantas vasculares, superiores o tra-
queofitas, caracterizadas por presentar 6rganos diferenciados en raiz, tallo y hojas, y
poseer sistemas de conduccion definidos para transporte de agua y nutrientes. Entre
estas ultimas encontramos, pteridofitas o plantas sin semillas (licopodios, equisetos
y helechos) y espermatofitos o plantas con semillas que a su vez pueden o no tener
flores, angiospermas y gimnospermas (cicas gingkos y coniferas) respectivamente.

En este vasto mundo vegetal, la botanica, es la ciencia que aborda el estudio
de las plantas, sus estructuras externas e internas, la funcion de sus 6rganos, su
diversidad e interaccién con el medio que las rodea.

Una de las ramas de la botanica que se ocupa del estudio de las plantas para
la solucion de problemas legales, ya sean civiles o criminales, se conoce como bo-
tanica forense, esta disciplina constituye una herramienta de apoyo para elaborar
hipétesis en la investigacion de hechos delictivos a través del aporte de disciplinas
como la morfologia vegetal (se ocupa de las formas y los tejidos externos e internos
de las plantas), la dendrocronologia (estudia los anillos de crecimiento de los arbo-
les y arbustos lenosos), la palinologia (comprende el estudio de polen y esporas),
la sistematica vegetal (se ocupa de la clasificacion de la diversidad de las plantas),
entre otras.

La validez de la botanica forense como herramienta generadora de evidencia
para resolver crimenes ha tenido un desarrollo relativamente reciente (Bock y No-
rris, 1997). La evidencia botanica es importante cuando la escena del crimen y los
hallazgos de la autopsia no son suficientes para definir la dindmica y la modalidad
del crimen. La identificacion de restos vegetales en diversos procedimientos forenses



Capitulo 2: La botanica y su aplicacidn en las ciencias forenses (0. G. Martinez) 53

requiere de especialistas en las diferentes disciplinas botédnicas, en consecuencia el
trabajo en equipo es necesario para abordar una investigacion forense adecuada.

La botanica forense, asi como la palinologia forense contribuyen a relacionar
a un sospechoso con la escena de un crimen, relacionar un elemento dejado en la
escena del crimen o escena de descubrimiento con un sospechoso, relacionar un
elemento en la escena de descubrimiento con la escena del crimen, probar o refutar
coartadas, acotar una lista de sospechosos, determinar el historial de viaje de los
articulos (incluidas las drogas), proporcionar informacion sobre el entorno del cual
procede un articulo, proporcionar informacion sobre la fuente geografica de los
articulos, ayudar a la policia en sus lineas de investigacion, facilitar la localizacion
de tumbas clandestinas y restos humanos, aportar al descubrimiento del destino
perimortem de una victima, y contribuir a determinar el periodo de deposicién de
restos humanos (Mildenhall, 1990; Stanley, 1992; Szibor, Schubert, Schoning, Krau-
se y Wendt, 1998; Milne, Bryant y Mildenhall, 2004; Wiltshire, 2004); asimismo
contribuye a identificar plantas u érganos vegetales responsables de intoxicacién o
envenenamiento (Brown, 2004).

MORFOLOGIA VEGETAL FORENSE

Las plantas florecen y fructifican en determinadas épocas del afio, por lo tanto son
de gran utilidad para datar la época y lugar geografico de origen donde tuvo lugar
un delito, o sobre si un sospechoso pudo haber estado en la escena del crimen.
También son relevantes estructuras tales como hojas, raices, tallos, frutos, semillas o
flores que pueden encontrarse enteros o en fracciones. Los restos vegetales pueden
estar adheridos al cuerpo, a las prendas o al calzado, o formar parte de restos esto-
macales o fecales. A partir de estas muestras botdnicas que constituyen «evidencias
fisicas» de un hecho delictivo, es posible lograr la identificacion de una planta y su
procedencia.

Los 6rganos vegetales conspicuos mas numerosos y evidentes en la naturaleza,
son las hojas; estos drganos se caracterizan por su forma, tamano, color, grado de
divisién de la ldmina, venacién, indumento (pelos o tricomas y escamas), estructura
interna, entre otros. En la mayoria de los casos es necesario contar con hojas enteras
para identificar la especie vegetal a la que pertenece, sin embargo algunas estructuras
microscopicas pueden contribuir al reconocimiento con solo observar fragmentos
milimétricos. Asi por ejemplo, en las hojas de Inga sp. (Fabaceae, Mimosoideae) se
encuentran dos tipos diferentes de pelos o tricomas (glandulares y no glandulares)
caracteristicos de la planta (Fig. 1A), asociacion que contribuye a su identificacion.
Ademas de la forma de los tricomas, su distribucion (en una o ambas superficies
epidérmicas), densidad, tamafio y organizacion sobre la ldmina también son impor-
tantes. En algunas especies los tricomas se encuentran restringidos a las nervaduras
y margenes de las hojas (Fig. 1B), y en otras pueden encontrarse distribuidos uni-
formemente sobre la superficie de la lamina (Fig. 1C).

Algunas caracteristicas epidémicas de las hojas y su estructura interna, pueden
indicar el ambiente en el cual se desarrollan las plantas. La epidermis es el tejido
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Fig. 1. Detalles de hojas, vistas con microscopio electrénico de barrido. A) Dos tipos diferentes de
pelos o tricomas en Inga sp. B) Pelos sobre las nervaduras y margen foliar. C) Pelos sobre la super-
ficie de la [dmina. D) Meséfilo de Heterophyllaea pustulata. E) Meséfilo de Inga sp. F) Meséfilo de
Polytaenium lineatum. Referencias: tg, tricoma glandular; tng, tricoma no glandular.

protector de las plantas, se encuentra interrumpida por poros llamados estomas, los
que habitualmente se ubican en la cara inferior de las hojas. Los estomas elevados
por encima de la superficie estan asociados a las plantas hidroéfitas o acuaticas y los
hundidos a plantas de ambientes xéricos o secos. L.a forma de las células epidérmicas
también puede estar relacionada con el ambiente, generalmente las plantas de am-
bientes xéricos tienen paredes anticlinales rectas y las de ambientes mésicos, donde
las condiciones ambientales son moderadas, las paredes celulares son onduladas.
Superficialmente la epidermis tiene una cubierta de sustancia lipidica denominada
cuticula, su espesor es mayor en las plantas de ambientes xéricos. En la epidermis
pueden observarse tricomas o pelos, y/o escamas en los helechos, de forma y tamano
muy variable; en general estas estructuras se encuentran con mayor frecuencia en
plantas con periodos prolongados de sequia.

En muchos casos, la organizacion de los tejidos en las hojas se halla estrecha-
mente relacionada con el lugar donde se desarrollan, y para su analisis solo basta
un pequeno fragmento. En especies terrestres, en corte transversal de la lamina,
se observa que el tejido dominante interno estd formado por células con clorofila,
denominado mesoéfilo. Segtin la forma y organizacién de sus células, el mesoéfilo
puede ser heterogéneo, formado por un estrato de células elongadas fuertemente
empaquetadas y otro con células irregulares sin un orden aparente y con espacios o
cavidades entre ellas, tal como ocurre en la «cegadera» Heterophyllaea pustulata Hook
f. (Rubiaceae) (Fig. 1D), en otros casos el mesodfilo puede ser homogéneo, con células
mas 0 menos semejantes, sin diferenciacion es su organizacion, como se observa en
las hojas de Inga sp. (Fig. 1E).

Las plantas que viven sobre los arboles o epifitas y las acuaticas, tienen adap-
taciones que las diferencian de las plantas terrestres, el helecho Polytaenium linea-
tum (Sw.) J. Sm. (Vittariaceae) es una planta epifita con hojas con mesoéfilo casi
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homogéneo, formado por células parenquimaticas braquiformes ensambladas que
dejan espacios poliédricos entre ellas (Fig. 1F), muy diferente a otras plantas, lo que
permite reconocerla facilmente.

La venaciéon de las hojas puede tener patrones de organizacién caracteristicos
en algunos grupos de plantas, a veces son visibles a simple vista, en caso contrario,
es necesario extraer el contenido celular mediante técnicas de diafanizacion o cla-
rificaciéon (D’ambrogio de Argiieso, 1986) para su observacion. Las venas simples
y dicétomas (cuando se ramifican en dos ramas) son frecuentes en ciertos helechos
(Fig. 2A) y en Ginkgo biloba L. (Gingkgoaceae). La venaciéon mas compleja, en forma
de reticulo, se presenta en algunos helechos (Fig. 2B) y en la mayoria de las plantas
como en «cebil colorado», Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.)
Altschul (Fabaceae, Mimosoideae) (Fig. 2C).

Un fragmento de la ldmina de un helecho con venacién reticulada, puede dife-
renciarse de otras plantas cuando se trata de una ldmina fértil, debido a la presencia
de soros en su envés. Los soros, llamados cominmente «puntos negros», son es-
tructuras donde se forman las esporas o unidades de reproduccion de los helechos
(Fig. 2B).

Otros 6rganos como la raiz y el tallo también pueden aportar informacién.
La extension de las raices de las plantas y el desarrollo de crecimiento primario a
secundario, brindan indicios del tiempo transcurrido, como asi también aquellos
tallos en los que se forman anillos de crecimiento, indican no solo el tiempo que
demandod el crecimiento, sino también el efecto de factores ambientales o eventos
ocurridos durante el periodo de su formacién, como golpes o la accion del fuego.

Del mismo modo, micro-restos pueden contribuir a identificar ciertos vegetales,
tales como tricomas caracteristicos aislados de Cannabis sativa L. (Cannabaceae) o
Erythroxylun coca Lam. (Erythroxylaceae), asociaciones de restos epidérmicos, vasos
de xilema, fibras, elementos esclerenquimaticos y cristales pueden aproximar a la
identificacion de ciertas familias, géneros y/o especies, particularmente en casos de
material semi-digerido de contenidos estomacales y restos fecales.

Fig. 2. Fotografias de ldminas de hojas. A) Venacion libre y dicétoma en hoja diafanizada de Pteris
sp. B) Venacién areolada de Microgramma squamulosa. C) Venacién reticulada en hoja diafanizada
de Anadenanthera colubrina var. cebil.
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PALINOLOGIA FORENSE

De las disciplinas boténicas, la palinologia forense es la mas desarrollada. Esta disci-
plina estudia el polen y las esporas (de musgos, helechos y hongos) que generalmente
se encuentran asociadas a estructuras microscopicas denominadas palinomorfos.
Segtin Giner Munuera y Garcia Carrion (2012) los palinomorfos son restos fosiles
o recientes, de origen bioldgico y naturaleza mayoritariamente organica, que estian
practicamente en cualquier medio terrestre o acuatico que podamos considerar, e
incluyen una amplia variedad de microorganismos o parte de organismos, tales
como: quistes algales, foraminiferos (protozoos principalmente marinos), acritarcos
(microfésiles exclusivamente marinos), microfosiles animales (restos de artropodos
y otros invertebrados, como patas, antenas, mandibulas, entre otros), quitinozoos
(exclusivamente marinos), fitolitos (biomineralizaciones), diatomeas (algas micros-
copicas), radiolarios (protozoos marinos), dinoflagelados (protozoos unicelulares),
cocolitos (placas calcareas de unos protozoos), entre otros. La especial combinacion
de estos elementos que se presenta en un sedimento se conoce como «huella poli-
nican.

El polen y las esporas tienen paredes externas muy resistentes, compuestas por
esporopolenina, una biomolécula altamente resistente que puede sobrevivir en los
sedimentos geoldgicos durante cientos de miles de afios y conservar su morfologia
(Brooks y Shaw, 1978), también le otorga gran resistencia a las altas temperaturas y
a la corrosioén por tratamientos quimicos.

La morfologia de la pared mas externa del polen y las esporas es considerada
como un caracter de importancia taxonomica que se utiliza para diferenciar grandes
grupos de plantas, e incluso especies afines. En la Fig. 3 se puede observar la varia-
bilidad morfolégica de polen y las esporas con microscopia electronica de barrido.
Los granos en la mayoria de las plantas suelen encontrarse libres, otras veces se
agrupan en unidades conocidas como poliades, como se encuentran en «cebil colo-
rado» Anadenanthera colubrina (Fig. 3I).

Las dimensiones reducidas de los granos, entre 7 y 200 um (20-60 um en
promedio), permite que se encuentren cientos de miles en el aire y se adhieran
facilmente a una superficie. En el hombre se adhieren facilmente a las mucosas
himedas, también se encuentra en el pelo, la piel expuesta, y pueden introducirse
en la ropa (Mildenhall, 2008). En la naturaleza se asientan en el suelo o el agua.
Por sus dimensiones, la cantidad de muestra requerida para un estudio palinoldgico
también es reducida.

La combinacion de sus propiedades, tales como su alta resistencia a factores
fisicos y quimicos, una amplia gama de morfologias indicadoras de diferentes grupos
taxonOmicos de plantas, y el tamafno reducido de la muestra de estudio, hacen que el
polen y las esporas sean de gran utilidad en la ciencia forense (Bruce y Dettmann,
1996). La morfologia del polen y las esporas nos indica no solo la especie de la que
proviene, sino también el ambiente geografico donde crecen las plantas, y hasta la
edad en los casos de polen fosil.

Debido a que el polen puede trasladarse por accién del viento, el agua, y la
migracién de los animales, es posible confundir su origen, es por ello que para los
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vaser |

Fig. 3. Polen y esporas, vistos con microscopio electrénico de barrido. A) Esporas de Argyrochosma
nivea var. tenera. B) Esporas de Campyloneurum aglaolepis. C) Esporas de Adiantopsis chlorophylla.
D) Esporas de Elphoglossum sp. E) Esporas de Anemia phyllitidis. F) Esporas de Pteris vittata G)
polen de Schinopsis balansae. H) Polen de Opuntia sp. |) Polen en poliades de Anadenanthera
colubrina.

estudios de palinologia forense es necesario realizar previamente un anélisis de la
vegetacion de la region con la finalidad de delimitar las especies vegetales propias
del lugar y establecer patrones morfoldgicos polinicos dominantes.

DIVERSIDAD DE LAS PLANTAS

La diversidad de plantas que habita un ambiente en particular, conforma la vege-
tacion propia de una region caracterizada por factores como el clima, el relieve y
el suelo. Estas regiones constituyen unidades de vegetacion, y se identifican por la
presencia de determinadas especies. Oyarzabal er al. (2018) delimitan para la Ar-
gentina, desde el punto de vista fisonémico-floristico, 50 unidades de vegetacion
organizadas a su vez en dominios y regiones definidos por Cabrera (1976). Asi por
ejemplo, el «pino del cerro» Podocarpus parlatorer Pilg. (Podocarpaceae) es una especie
propia del Bosque Montano, region que se encuentra entre los 1.500 y los 3.000 m
s.n.m. en el Noroeste argentino, y la «lenga» Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.)
Krasser (Notofagaceae), es propia de los Bosques Andino-Patagénicos, y crece desde
los 37.8° S hacia el sur de la Argentina.
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La distribucién de las unidades de vegetacion no coincide con la divisién po-
litica del pais, y muchas veces se encuentra fragmentada. La fisonomia de cada una
de ellas depende de su composicion floristica y la época del ano. La alteracién en
la estructura de la flora caracteristica de un sitio, se puede utilizar para identificar
una fosa clandestina por las especies vegetales que colonizan un sitio removido,
que generalmente mantiene humedad y nutrientes diferentes al resto del suelo, esto
puede afectar positiva o negativamente a la germinacion de semillas o esporas, y
por lo tanto, se desarrollan plantas con necesidades nutricionales diferentes al resto.
Esta nueva comunidad floristica podra mantenerse un cierto tiempo, segin se trate
de plantas anuales, bienales o perennes.

EVIDENCIA FiSICA BOTANICA

La conservacion de la evidencia fisica botanica, libre de contaminacion, es funda-
mental para su estudio. De las muestras botdnicas, las palinolégicas son las més
susceptibles a la contaminacion, por lo que las mismas deberian ser tomadas por
un palinélogo o técnico competente. Las muestras correspondientes a restos vege-
tales, tales como fracciones de hojas, raices, tallos, flores, frutos y semillas, también
requieren atencion especial, aunque por su tamafo son mas ficiles de conservar.

El tiempo de preservacion de las muestras no tiene limite mientras las condicio-
nes sean las adecuadas. Asi, en la Fig. 4A se observa el aspecto de las células de una
raiz de unos 500 anos de antigiiedad, que fuera conservada en principio por el frio
a mas de 6000 m de altura, y luego por los cientificos en laboratorio. Su excelente
conservacion ha permitido la recuperacion de los tejidos mediante un proceso de
rehidratacion, y a través de la aplicaciéon de técnicas histologicas e histoquimicas
convencionales, se logr6 identificar el tipo de drgano vegetal, y la estructura del
almidén analizada con microscopia electrénica de barrido (Fig. 4B) y microscopia
optica (Fig. 4C) fueron fundamentales para identificarla como una especie de la
familia Euphobiaceae (Martinez et al. en prep.).
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Fig. 4. Fotografias de tejido reservante de raiz de 500 anos. A-B) Con microscopio electrénico de

barrido. A) Células con granos de almidén en su interior. B) Detalle de granos de almidén. C) Granos
de almiddn vistos con microscopio éptico.
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EJEMPLOS DE ALGUNOS CASOS RESUELTOS
MEDIANTE EL USO DE BOTANICA FORENSE

Uno de los casos més antiguos de la aplicacion de la Botdnica Forense data en 1932
en Nueva Jersey, EE.UU., cuando se admite como otra evidencia, un informe bo-
tanico para la resolucién del secuestro y crimen del hijo, de 20 meses de edad, del
famoso aviador Charles Lindbergh. En este caso, el secuestrador olvido restos de
una escalera de madera toscamente construida para ingresar a la casa de los Lind-
bergh, que siendo objetos de prueba, fueron recogidos y analizados por un experto
en anatomia vegetal quien logré identificar la especie vegetal, y encontré resultado
semejante al estudiar unas tablas en posesion de un sospechoso, quien resulto ser
el autor del crimen (Ahlgren y Monier, 1993).

Recientemente, Aquila, Gratteri, Sacco y Ricci (2018) informan sobre el caso
de un hombre en Italia que lleg6 al hospital en estado critico debido a lesiones por
descarga eléctrica que posteriormente le provocaron la muerte. Su familia informé
que se electrocuté mientras estaba reparando una “arafia” en su departamento, y
al caerse de una escalera, colapsé en el suelo. Sin embargo, la autopsia reveld la
existencia de frutos de Xanthium spinosum L. (Asteraceae) en el cabello y ropa de la
victima, lo que llevo al descubrimiento de la falsificacion de la escena del crimen.
Posteriormente se descubrié que la victima estuvo tratando de robar cobre de los
cables eléctricos, cuando se precipité desde una gran altura, y al impactar en el suelo
los frutos de la planta quedaron adheridos a la ropa y a su cuerpo.

En palinologia forense, el caso resuelto mas antiguo data de 1959, en Austria,
donde un hombre desapareci6 en el rio Danubio cerca de la ciudad de Viena, y
no se encontraba el cuerpo. Otro hombre, con motivos para matar a la victima fue
arrestado y acusado de homicidio, pero sin pruebas ni confesion, la causa parecia
irresoluble. Hasta que el analisis del barro encontrado en los zapatos del acusado fue
entregado al palinélogo Wilhelm Klaus, de la Universidad de Viena, para su analisis.
Klaus encontré que la asociacion de polen de «abeto» Abies sp. (Pinaceae), «sauce»
Salix sp. (Saliceae) y esporas del Mioceno, solo podian encontrarse en un lugar
especifico, y cuando se enfrent6 al acusado con los resultados de los estudios y la
posible identificacién del lugar, el imputado confesé el crimen (Erdtman, 1969).

Recientemente Povilauskas (2017) relata sobre un caso en Buenos Aires, donde
la victima fue encontrada sumergida en un brazo del rio Reconquista, y el analisis
palinolégico del sitio del crimen indicaba predominio de «cana de Castilla» Arundo
donax L. (Poaceae), ademas de Populus sp. (Salicaceae), Carex halleriana Asso (Cype-
raceae), Eclipta sp. (Asteraceae) y Eucalyptus sp. (Myrtaceae). Luego, dias posteriores,
se encontrd en un auto secuestrado una asociacién palinoldgica semejante junto a
palinomorfos acuaticos, lo que permitié determinar una ubicacion geografica espe-
cifica, y sirvié como evidencia para probar que el vehiculo estaba involucrado en
el crimen.

La palinologia forense, también se utilizé en Estados Unidos para establecer el
origen de drogas ilicitas incautadas, debido a la contaminacion con polen y esporas
de los materiales de embalaje. La diversidad polinica y su asociacién determinaron
la época del afio en que fue procesada y el historial de viaje (Stanley, 1992).
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El polen se adhiere a las paredes de los edificios, las vigas y las aberturas, ésta
particularidad ha contribuido con la investigacion sobre el trafico de drogas, en
particular el estudio del trafico de «<marihuana» Cannabis sativa L. (Bruni, De Mattia,
Galimberti, Galasso, Banfi, Casiraghi y Labra, 2010; Houston, Birck, Hughes-Sta-
mm y Gangitano, 2016).

CONSIDERACIONES GENERALES

La botanica desempena un papel excepcional en la investigacion forense, aunque la
metodologia para el estudio de las plantas implica la necesidad de realizar estudios
taxonomicos, floristicos, morfoldgicos, histolégicos, histoquimicos, moleculares,
entre otros, requiriendo para ello del conocimiento de técnicas especificas, y el
aporte de especialistas.

Si bien las limitaciones para considerar los estudios botanicos dependen de
factores como: deficiente infraestructura para realizar este tipo de investigacion, falta
de capacitacion para colectar muestras y preservarlas, o escaso personal cientifico
calificado para la interpretacion correcta de las muestras, la barrera mas importante
es la decision de los fiscales, jueces y cuerpos policiales sobre la aceptacion o des-
conocimiento del potencial que guarda la evidencia botanica.
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¢{QUE ES LA MUERTE POR SUMERSION
O AHOGAMIENTO HUMEDO?

Existen en la literatura numerosas definiciones de muerte por sumersion. Una de
las mas aceptadas es la del 1= Congreso Mundial sobre Ahogamientos, Organizacion
Mundial de la Salud (2016): que la define como «el proceso conducente a la impo-
sibilidad de respirar debido a sumersién/inmersion en un liquido». Posteriormente,
Concheiro Carro & Suarez Peniaranda (2004) definen la sumersion, en sentido mé-
dico legal, como la muerte o el trastorno patoldégico producidos por la introduccion
de un medio liquido, habitualmente agua, en las vias respiratorias.

Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (2016), cada afo se producen en el
mundo 372.000 defunciones por ahogamiento —lo que representa 42 decesos por
hora— de los cuales mas de la mitad de las victimas son menores de 25 afios y mas
del 90% ocurren en paises de bajos recursos. Es considerada como una de las 10
causas principales de muerte de personas entre 1 y 24 anos de edad.

¢{COMO OCURRE LA MUERTE POR SUMERSION?

El diagnéstico se basa esencialmente en datos etioldgicos, anatémicos y bioldgicos
relacionados con las modificaciones que resultan del ingreso de liquidos en el to-
rrente circulatorio (Tabbara & Dérobert, 1962).

Las etapas del ahogamiento himedo (Idris ez al., 2003; Raffo & Bonnet, 1980;
Vallejo, Azparren & Valverde, 2012) consisten en:

1) Estado de sorpresa. Cuando ocurre la aspiracién de agua (duracion entre 5
y 10 segundos).
2) Apnea voluntaria (duracién de aproximadamente 1 minuto).
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3) Respiracién profunda desencadenada por presentar estado de hipoxia, hi-
percapnia y acidosis. Ademas, el ingreso del liquido irrita la mucosa bronquial,
provocando la formacién de una espuma viscosa y rosada denominada «hongo de
espuma» (duraciéon 1 minuto).

4) Paro respiratorio, seguido de la disfuncion de multiples 6rganos y convul-
siones. (duracién 1 minuto).

5) La ultima fase es la muerte ocasionada por una fuerte hipoxia en los tejidos,
los principales 6rganos afectados son el corazon y el cerebro. Es por esto que la
principal causa de muerte en victimas de ahogamiento hospitalizadas es el desarro-
llo de encefalopatias posthipdxicas con o sin edema cerebral (duracion entre 3 y 4
minutos).

La temperatura del agua puede influir en cémo se produce el deceso. En el
caso en que supere los 35°C (punto de termoneutralidad, cuando el calor perdido
se equipara al calor ganado), como por ejemplo en un bafio de inmersion con agua
caliente, la muerte se puede desencadenar por epilepsia en individuos que presentan
alteraciones en la termorregulacion o defectos genéticos. En cambio, a temperaturas
por debajo de los 25°C el cuerpo comienza a responder mediante un shock térmico,
que se intensifica entre los 10-15°C. Cuando la temperatura del agua se encuentra por
debajo de los 15°C se reduce considerablemente la etapa 2 (cuando ocurre la apnea
voluntaria) y aumenta la incidencia de arritmias, aumentando las posibilidades de
ahogamiento. Se considera que la temperatura corporal asociada a la muerte por
inmersion en agua fria es de 25°C, aunque hay registros de resucitacion exitosa de
un adulto con una temperatura corporal cercana a los 13,7°C. (Bierens, Lunetta, &
Warner, 2016).

¢{QUE SON LAS MICROALGAS?

Las algas son un conjunto de organismos, en su mayoria microscopicos, que realizan
fotosintesis y viven fundamentalmente en el agua, aunque hay algunas que pueden
hallarse fuera de ella (sobre suelo himedo, rocas, corteza de arboles y hasta en pelos
y plumas de animales acuaticos). LLas microalgas son algas microscopicas y gene-
ralmente, unicelulares, frecuentes tanto en ambientes marinos como continentales
y se considera que son la principal fuente del oxigeno que respiramos (Graham,
Graham & Wilcox, 2009)

Las células de las algas suelen estar cubiertas por una pared celular, cuya natura-
leza quimica varia de un grupo al otro. Puede ser organica o inorgénica y en algunos
casos puede estar reforzada por el depésito de cristales de silice o de carbonato de
calcio o por otros compuestos, como fenoles y algenanos, que le dan resistencia ante
la accion de agentes quimicos o la degradacion por los organismos descomponedores
(Graham et al., 2009).

Las algas mas comunes en casi todo tipo de ambientes acuaticos son las diatomeas
(tienen cubiertas silicificadas), las algas azules (cianobacterias) y las algas verdes (cloro-
fitas), aunque también pueden encontrarse representantes de otros grupos (Fig. 1)
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Figura 1. Microalgas frecuentes en cuerpos de agua continentales. A-B: diatomeas. A. Cocconeis
sp.; B. Epithemia sp. (flecha); C-D: cianobacterias. C. Anabaena sp. (flecha), D. Microcystis sp.; E-F:
algas verdes. E. Pandorina sp.; F. Scenedesmus sp. (gentileza de la Dra. Angela Juarez, FCEyN, UBA);
G: ocrofita; H: dinoflagelado.
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La relacion entre las algas y el medio que las rodea (su ecologia) comenz6 a
interesar a los investigadores desde que pudieron observarlas al microscopio (descu-
bierto por A. van Leewenhoek en el siglo XVII) y ya en el siglo XVIII, Wahl (1876)
publica un articulo sobre algunas de sus aplicaciones.

{QUE INFORMACION PUEDEN APORTAR LAS MICROALGAS?

En la fase de inhalacion profunda, las microalgas que estan suspendidas en el agua
ingresan al cuerpo, penetran la barrera capilar-alveolar y las que son menores que
30um (enteras o fragmentadas) podran ser transportadas por circulacién activa, a
través de los capilares, a diferentes 6rganos y tejidos donde finalmente se acumulan
(Lunetta, Penttild & Hallfors, 1998; Pollanen, 1997; Sidari, Di Nunno & Melato,
1999). De esta manera, en los distintos érganos de una victima de muerte por su-
mersion se podran encontrar algas o restos de algas que vivian en el lugar donde
se produjo el deceso.

V. Ravenstorf, en 1904, fue el primero en proponer el uso de algas con cubier-
tas silicificadas (diatomeas) para el diagnodstico de muerte por sumersion (Ludes &
Coste, 1996).

¢QUE ORGANOS SE UTILIZAN PARA EL ANALISIS?

Como mencionamos en el apartado anterior, las microalgas ingresan al cuerpo por
circulacion activa y se acumulan en érganos tan distantes entre si como el cerebro,
los rinones, los pulmones y la médula 6sea (LLudes & Coste, 1996).

La mayoria de las investigaciones realizadas para determinar muerte por su-
mersion mediante el estudio de diatomeas utilizan como principales 6rganos a los
pulmones, los rifiones, el bazo y el cerebro. Los pulmones son el primer lugar
donde se esperaria encontrar microalgas pero alli también se pueden acumular las
que son transportadas por el aire y que fueron inhaladas por la victima a lo largo de
su vida. Si bien el anadlisis de las algas recuperadas del tejido pulmonar no tendria,
entonces, un gran valor diagnoéstico, Auer y Mottonen (1988) concluyen, a partir
del estudio de 107 cuerpos y manteniendo las condiciones adecuadas para evitar
contaminacion, que si no se hallan diatomeas en los pulmones tampoco se hallaran
en los demas 6rganos.

Cuando el cuerpo se encuentra en avanzado estado de descomposicion, el teji-
do mads apropiado para analizar es la médula 6sea debido a que el hueso recubre y
aisla a la médula de cualquier contaminacion externa mientras esté en el agua y se
mantenga intacto (Chandrasiri, 2001; Pollanen, 1997).

Hiirlimann et al. (2000) comprobaron que la proporciéon de microalgas que
ingresan a 6rganos como pulmén, duodeno y estomago es de 10 o 100 veces menor
que la del agua donde fue hallado el cuerpo, y que contindan disminuyendo en
un orden entre 100 y 1000 al llegar a la cavidad cardiaca, los rifiones y la médula
Osea. Bortolotti, Del Balzo & Tagliaro (2011) también encontraron una diferencia
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significativa entre el nimero de diatomeas recuperadas del pulmoén y las halladas
en una muestra de médula 6sea esternal.

Desde el trabajo pionero de Ravenstorf, el diagndstico de muerte por sumersion
se realizo casi exclusivamente mediante la bisqueda de cubiertas celulares (o frag-
mentos de ellas) de las diatomeas, por lo que se denominé «test de diatomeas».

Este test ha sido aceptado por muchos autores (Hendey, 1973; Neidhart &
Greendyke, 1967; Pachar & Cameron, 1992; Peabody, 1977, 1980; Timpermann,
1972) pero no hay una aceptacion total de que las diatomeas puedan ser indicado-
res precisos de muerte por sumersion, ya que hay reportes que también indican
que pueden ser encontradas en organos de personas fallecidas por causas diferentes
(Foged, 1983; Gylseth, Mowé & Watson, 1979; Schellmann & Sperl, 1979). Sin
embargo, Diaz-Palma, Alucema & Maidana (2009) consideran razonable suponer
que esos casos representan falsos positivos debidos ya sea a contaminacion de las
muestras o al estilo de vida de la victima (nadador de mar o de rio, por ejemplo).
Solo recientemente se incorporaron al diagndstico, como otras evidencias, los restos
de cubiertas de otras microalgas que también viven en los cuerpos de agua, por lo
que estos dltimos autores proponen denominarlo «test de microalgas».

Al analizar la bibliografia, llama la atencion la falta de estandarizacion respecto
a qué organos se van a estudiar y como se los va a procesar para realizar el test, ya
que a lo largo de los anos se cuestionan los resultados arrojados por este andlisis sin
que haya un estudio riguroso que los avale.

PROTOCOLO DE RECOLECCION DE LAS MUESTRAS
EN LOS LABORATORIOS FORENSES

1. Preparacion del material

a) Preparacion de agua destilada libre de diatomeas (ALD).— Como el pe-
rito debe tener la seguridad de que, si encuentra microalgas en las muestras que
va a analizar, estas s6lo hayan ingresado al cuerpo por circulacién activa y como
consecuencia del fendomeno de sumersion, todo el material que se use para este test
debera ser lavado previamente con agua destilada que no contenga diatomeas (ALD)
ni restos de otras algas.

Para esto, lo recomendable es utilizar agua microfiltrada, que se puede comprar
o se la puede preparar filtrando agua destilada con un filtro de fibra de vidrio o te-
flén, de poro no mayor de 0,45 um. No conviene utilizar papel de filtro porque pue-
de contener diatomeas procedentes de la pasta de papel (Teschke & Demers, 2001).
Si no se pudiera realizar el filtrado, entonces, y como ultimo recurso, se puede dejar
decantar agua destilada, por 12 h y protegida del polvo ambiental, en un recipiente
previamente lavado y enjuagado 3 veces (también con agua destilada). Después de
ese tiempo, se puede utilizar el agua de la parte superior del recipiente, cuidando
de no agitarla. Esto es porque, como las microalgas son mas pesadas que el agua,
caeran rapidamente por su peso y se depositaran en el fondo del recipiente.
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b) Lavado de las herramientas.— Las herramientas que se destinen para este
test no deben haber sido usadas para otros fines porque podrian haberse contami-
nado.

Todas las herramientas y materiales no descartables que se vayan a utilizar de-
beran haber sido mantenidos en remojo, al menos 24 h, en una solucion preparada
con 100 g de carbonato de sodio (Na,CO,) y 900 ml de agua destilada, a aproxima-
damente 80-90°C.

Luego de transcurrido ese tiempo, se enjuaga el material 3 o 4 veces con agua
destilada y finalmente, se le dan 2 enjuagues con ALD. Todo puede dejarse secar a
temperatura ambiente siempre protegido del polvo. Nunca debe usarse papel para
el secado, pero si fuera necesario realizar un secado rapido, salvo que el material sea
plastico, se puede usar una estufa.

Una vez seco, el material debe guardarse protegido del polvo ambiental, por
ejemplo, envuelto en papel de aluminio.

2. Obtencion de las muestras

En todos los casos, y si el volumen de muestra lo permite, lo ideal es guardar una
parte de cada una como copia de resguardo. Todas las muestras, una vez colocadas
en el recipiente adecuado, deberan conservarse refrigeradas hasta su envio al perito
correspondiente.

a) Tejidos cadavéricos.— 1) Médula osea. Una vez seleccionado el hueso para
el analisis (esternén, fémur, hiimero), deberia ser lavado cuidadosamente con ALD,
antes de abrirlo y antes de extraer la médula con una herramienta adecuada (previa-
mente lavada como se indic6 en el apartado anterior), con el fin de no contaminar
la muestra.

La muestra sera colocada en un frasco rotulado que haya sido previamente
lavado con ALD, secado y pesado, es conveniente que el frasco ya contenga algin
disolvente de tejidos, previamente testeado para asegurarse de que no contenga mi-
croalgas. Luego de colocada la muestra de tejido en su interior, el frasco debera ser
pesado nuevamente a fin de calcular el peso de muestra obtenido. Este dato debera
figurar en el recipiente que se envie al perito.

11) Sangre. Si el corazén no contuviera un volumen adecuado de sangre en su
interior, lo ideal es realizar un lavado de la cavidad cardiaca con ADL, utilizando
jeringas descartables. Se debe rotular el envase, registrando el volumen de liquido
extraido del cuerpo.

Si fuera necesario adicionar algin anticoagulante, debera controlarse que este
también esté libre de microalgas. Para verificarlo, se pueden centrifugar unos 10ml
del reactivo a utilizar, descartar el sobrenadante y observar el residuo bajo micros-
copio, con un aumento de, al menos, 400X. En un caso que analizamos en nuestro
laboratorio, verificamos la presencia de dinoflagelados en una muestra de EDTA,
usado regularmente como anticoagulante en un laboratorio forense).
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u1) Orros organos (higado, rision, pulmon, etc.). El 6rgano a analizar debera lavarse
una vez extraido, con ALD. Con una herramienta adecuada, libre de microalgas,
se cortara una porcion de tejido de, aproximadamente, 2cm?® y se la colocara en un
recipiente limpio, previamente pesado y rotulado.

3. Muestras del lugar del hecho

En el caso de hallar restos de microalgas en los tejidos cadavéricos, es conveniente
comparar las especies encontradas con las que regularmente viven en el lugar donde
se hall6 el cuerpo a fin de determinar si, efectivamente, ese fue el lugar donde se
produjo el deceso. Para esto, se deberan obtener muestras de agua y sedimento.

Es muy importante que las muestras se tomen cuando se recupera el cuerpo
de la victima, ya que los ambientes acuaticos sufren cambios estacionales o inte-
ranuales.

Como respuesta a estos cambios, también la composicion de especies en general
y la de los ensambles de especies dominantes, en particular, en cada época del ano
suelen presentar diferencias (Round, 1971; Stevenson, Pan & van Dam, 2010), no
s6lo porque ocurren reemplazos en las especies de algas que viven en el lugar sino
porque también aparecen (vivas o muertas) las que son transportadas por la corriente
en diferentes momentos del afo.

Es conveniente que se informe al perito el tipo de ambiente del que proceden
las muestras (lago, laguna, rio, arroyo, etc.) y sus caracteristicas mas relevantes (pro-
fundidad aproximada, presencia de vegetacion marginal, velocidad de la corriente,
etc.).

a) Muestras de agua.— Deber4 utilizarse un envase limpio de 1 o 2I de ca-
pacidad. Antes de llenarlo debera ser enjuagado previamente 2 veces con agua del
lugar, cuidando de no remover los sedimentos del fondo.

Lo ideal, y dependiendo de las posibilidades, seria extraer un cubo o balde de
agua de unos 5 o 101 de capacidad, de un sitio no muy préximo a la orilla y usar
una parte para enjuagar el envase y el resto para el analisis. De esa manera, se evita
la remocion de los sedimentos del fondo que podrian agregar elementos extrafos a
la muestra que se va a analizar.

Para preservar esta muestra deberan agregarsele, aproximadamente, 40ml de
formaldehido puro (formol) por cada litro de muestra.

Deberi rotularse el frasco con la fecha y el nombre del sitio del que se obtuvo
la muestra.

b) Muestras de sedimento.— En algunos casos, sobre todo si se trata de am-
bientes poco profundos, es adecuado analizar también el contenido de microalgas del
barro de la orilla de un cuerpo de agua. Esto podria servir también para comparar
lo hallado, por ejemplo, en las suelas de los zapatos, en las ruedas, la cajuela o baal
del automoévil de un sospechoso.
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Lo ideal es que el lugar del que provenga la muestra esté cubierto de agua y a
mas de 15cm de profundidad. LLa muestra se puede tomar por arrastre de un frasco
limpio de boca ancha o con una espatula o una cuchara, todo previamente lavado
con ALD.

Para la preservacién también deberan agregarse aproximadamente 20-30 ml de
formol y agitar para que se mezcle bien.

El envase debera rotularse indicando el tipo de muestra obtenida (agua, sedi-
mento, rocas, etc.), la fecha y el nombre del sitio donde se obtuvo.

4. Envio de las muestras

Las muestras deberan conservarse preferentemente en frio y oscuridad, en sus reci-
pientes bien cerrados y convenientemente rotulados, hasta que puedan ser enviadas
al perito que realizara los analisis.

Para su transporte se recomienda cuidar el embalaje para minimizar la posibi-
lidad de pérdidas de material.

Antes de su envio debera controlarse que las botellas conteniendo agua del lugar
del hallazgo del cuerpo estén perfectamente cerradas para que no haya filtraciones
del liquido.

PROBLEMATICAS A LA HORA DE ELEGIR UN METODO APROPIADO
PARA DIGERIR LAS MUESTRAS

Las metodologias cldsicas para eliminar la materia organica de las muestras, tanto
de tejidos como las del lugar del hallazgo del cuerpo son las descriptas, por ejemplo,
en Ludes y Coste (1996) o en Battarbee (1986). Estas técnicas incluyen el uso de
acidos fuertes (sulfiirico, nitrico, oxalico, etc.) solos o combinados con otros reactivos
o métodos de digestion enzimadtica. En la literatura se encuentran también algunas
propuestas alternativas, como la de Terazawa y Takehiro (1980) que proponen separar
el plancton mediante una centrifugacion en un gradiente coloidal de silice. Estos
autores sefalan que un inconveniente de este método seria la rotura de los especi-
menes mas fragiles durante la centrifugacion y la homogeneizacion mecanica.
Fukui, Hata y Matsubara (1980) desarrollaron una metodologia que involucra
irradiacién ultrasénica de la muestra de tejido previamente solubilizada con Solue-
ne® y que requiere menos tiempo que las técnicas que emplean acidos fuertes. Ma-
tsumoto y Fukui (1993) utilizan una metodologia similar, pero irradiando a 60°C.
Ming, Meng y Wang (2007) sefialan que para evaluar el método mads apropia-
do para digerir las muestras bioldgicas el procedimiento debe ser simple, seguro
y rapido; los reactivos a utilizar deben ser baratos y estar libres de diatomeas; el
dano que el tratamiento provoque a las diatomeas debe ser minimo y los residuos
organicos que puedan quedar luego de la digestion no deben obstaculizar la visua-
lizacién de las microalgas al microscopio. Estos autores compararon cuatro métodos
de digestion diferentes, combinando acido nitrico con peréxido de hidrégeno; el
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método de la proteinasa K descrito por Kobayashi ez al. (1993) y utilizado también
por Ludes, Quantin & Mangin, (1994), el del acido nitrico en recipiente de teflon
(Yange, Chuanying & Xu, 1999) y el que utiliza Soluene®-350 (Sidari et al., 1999).
Segiin Ming et al. (2007), la metodologia que retne los requisitos antes mencionados
es el de la proteinasa K (aunque no tienen en cuenta que no es un reactivo barato)
y sefialan también que el mejor sustituto podria ser la digestiéon con 4cido nitrico y
peroxido de hidrégeno, y que el Soluene®-350 no deberia ser usado para muestras
marinas ya que encontraron que el grado de degradacion del material fue elevado.

Para Diaz-Palma et al. (2009) el método optimo es la combinacion de la diges-
tién con acidos y proteinasa K, tanto para muestras de agua como de tejidos. La
metodologia propuesta por ellos permite recuperar no solo cubiertas de diatomeas
sino también de dinoflagelados, silicoflagelados y clorofitas. Otros autores, como
Digiancamillo, Domeneghini & Cattaneo (2011) prefieren la combinacién de aci-
do clorhidrico con peréxido de hidrégeno por ser una opcién més barata y rapida
que el uso de proteinasa K. Fucci (2012) propone la utilizacion de acido sulftirico
diluido al 30% como una opcién econdémica y que posibilita la observacién en el
microscopio de otros organismos microscopicos como por ejemplo radiolarios v,
anos mas tarde, Fucci et al. (2015) proponen utilizar s6lo peréxido de hidrégeno ya
que con este método obtuvieron una mejor preservacion de las diatomeas, tanto en
agua de mar como de lagos y rios.

En nuestro laboratorio utilizamos para procesar las muestras de médula osea
un disolvente de tejidos similar al Soluene®-350, que funciona también con mues-
tras recuperadas de ambientes marinos y los métodos tradicionales para los otros
organos.

Una vez procesadas las muestras confeccionamos preparaciones permanentes
para su observacién con microscopio optico. Para esto utilizamos distintos medios
de montaje con alto indice de refraccion, tales como resinas sintéticas (Naphrax ®
0 Zrax®) o naturales (estoraque o melaza de maiz). El microscopio a utilizar debe
ser de optima calidad para poder capturar las imagenes mas detalladas que permitan
la identificacion de hasta los menores fragmentos (Fig. 2).

Los métodos descritos anteriormente no son usados en forma sistematica por
todos los profesionales y plantean la necesidad de realizar mas pruebas para en-
contrar una metodologia optima de tratamiento de las muestras de tejidos, de uso
universal que permita la aplicacién de un protocolo estandarizado y de esta manera
obtener resultados comparables que reduzcan al minimo la posible aparicion de
falsos negativos.

¢ES CONFIABLE EL TEST DE DIATOMEAS/MICROALGAS?

En la literatura podemos hallar numerosas citas de falsos resultados negativos y
positivos.
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Figura 2. Microalgas recuperadas en el curso de distintos peritajes realizados en el Laboratorio de
Diatomeas Continentales (FCEyN-UBA). A-F: cubiertas celulares silicicas (valvas) de diatomeas en
muestras procesadas de sedimento y agua. A: Pinnularia sp., B. Surirella ovalis; C. Epithemia sp; D.
Gomphonema sp., E. Gyrosigma sp.; F. Nitzschia sp.; G-N: restos de cubiertas de algas recupera-
das de muestras de tejidos cadavéricos. G- J. lavado de cavidad cardiaca (fragmentos de distintas
diatomeas). K-N médula ésea. K-N. cubiertas completas (K) y fragmentos de diatomeas (L-N); N:
fragmento de la cubierta celular celulésica de un dinoflagelado. Escala 10 um.
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FALSOS POSITIVOS

Romero Palanco (2007) realizé un listado de posibles fuentes de contaminacion en
el test de diatomeas:

I) Ante-mortem.— Puede darse a partir de la ingesta de algunos vegetales, ma-
riscos y pescados que pueden tener en su superficie un gran ntimero de diatomeas
(Yen & Jayaprakash, 2007) o en bebidas, como cerveza o vino, que hayan sido filtra-
das usando tierra de diatomeas.! También puede ocurrir por la inhalacién de valvas
de diatomeas en suspension en el aire, por ejemplo, en fabricas de materiales de
construccion y de aislantes, en pinturas, papel y al fumar cigarros (Langer, Mackler
& Selikoff, 1971) ya que se podrian encontrar en la superficie de las hojas del tabaco
cuando se estiban sobre el suelo.

II) Post-mortem.— Ludes y Coste (1996) senialan 3 posibles vias de penetra-
cién de diatomeas en el cuerpo de una victima de sumersion: a) por maniobras de
reanimacion (intubacién y ventilacion), que fuerzan al agua de sumersion hacia las
vias aéreas; b) penetracion de agua con alta presion hidrostatica por una sumersion
prolongada y c¢) ingreso a través de heridas provocadas en vida. De cualquier manera,
en los 3 casos, las algas del medio de sumersion podrian llegar a dar falsos positivos
en cavidad cardiaca pero no llegarian a la médula dsea.

IIT) Durante la preparacion de las muestras.— Por no realizar los lavados
correspondientes del material e instrumentos con los que se van a manipular las
muestras; no testear la pureza de los reactivos y del agua a utilizar y por contacto
de la muestra con las ropas del cadaver mientras se realiza la autopsia.

La fiabilidad del diagnéstico depende, indefectiblemente, de bajo qué circuns-
tancias se realizo la extraccion de las muestras y de los recaudos tomados durante
su procesamiento para evitar cualquier tipo de contaminacién. Esto implica la ne-
cesidad de trabajar bajo un estricto protocolo (Lunetta, Miettinen & Sajantila 2013;
Maidana, 2013). También es importante realizar la comparacion de los resultados
obtenidos del analisis de tejidos cadavéricos con las muestras del lugar del hecho y
esto debe ser llevado a cabo por un especialista en el tema.

FALSOS NEGATIVOS

Estos pueden aparecer, por ejemplo, si la concentracion de diatomeas en el medio de
sumersion era baja; si la cantidad de liquido inhalado era escasa o si la metodologia
empleada para digerir las muestras pudo promover la fragmentacion o la disolucion
de los frastulos (Romero Palanco, 2007).

Distintos autores plantean diferentes cifras para considerar un resultado como
positivo, Auer y Mottonen (1988) proponen como minimo 20 diatomeas por mues-

' Romero Palanco (2007) traduce erréneamente la palabra alemana kieselgur como «silicagel».
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tra de pulmon (a partir del procesamiento de 100g de tejido). Ludes ez al. (1999)
sugieren como positivo la identificaciéon de 20 diatomeas por cada 100ul de pellet
obtenido de 10g de pulmoén, en cambio para otros 6rganos considera positivo el
resultado si se determinan mas de 5 diatomeas completas (2 valvas), sin considerar
a los fragmentos. Farrugia y Ludes (2011) consideran 20 diatomeas por 100ul de
pellet extraido de 2g de muestra de pulmoén y 5 diatomeas completas (sin incluir
fragmentos) por cada 100ul de pellet extraido de 2g de otros 6rganos como cerebro,
rinon, higado y médula ésea.

Actualmente la Ficologia Forense estd ampliando su campo de aplicacion y se
comienza a vincular también con otras areas de la Biologia, por ejemplo, la Genética
Molecular. Autores como Abe et al. (1996); Kane, Fukunaga & Nishi (1996) y Racz
et al. (2016), entre otros, han empleado primers de cianobacterias (por ejemplo, Syne-
chococcus sp.), de diatomeas (como Melosira sp.) y algas verdes (Staurastrum sp.) para
el diagnéstico de muerte por sumersion, en caso en que la observacion microscépica
tradicional arrojara resultados negativos. De esta manera, se busca evitar dar falsos
negativos a través del uso de un mayor nimero de indicadores. Esta metodologia
todavia no se ha utilizado en médula 6sea sino en otros érganos como bazo, higado
o rindn, a pesar de que estos son mas ficilmente contaminables y pueden dar lugar
a falsos positivos.

ANALISIS DE SEDIMENTO EN ROPAS Y CALZADO

La comparacion de las algas recuperadas de la vestimenta y pertenencias del sos-
pechoso de haber cometido un delito ayudan a relacionarlo con la escena. A través
de la identificacién taxonomica de los especimenes encontrados se pueden conocer
las preferencias ecoldgicas de las especies y esta informacion permite inferir las
condiciones ambientales de donde proceden.

Las diatomeas son algas con un amplio rango de distribucion geografica y pue-
den vivir tanto en ambientes acuaticos como terrestres. La posibilidad de que ocurra
la transferencia de las diatomeas desde el ambiente a la ropa es relativamente alta
y ocurre luego de un breve contacto con el agua o los sedimentos. Ademads, como
son microscopicas, el sospechoso no visualiza esta transferencia y, a menos que sea
un experto, no alterard maliciosamente la evidencia (Scott, Morgan & Cameron,
2014).

Uitdehaag, Dragutinovic y Kuiper (2010) probaron, en prendas de algodon,
tres técnicas diferentes de recuperacion de diatomeas y, de acuerdo a sus resultados,
recomiendan la extraccion con etanol para estudios destinados a determinar la fuente
especifica de agua, a pesar de que con este método quedan fibras de algodon que
pueden obstaculizar la visualizacion de las diatomeas al microscopio.

Por su parte, Scott et al. (2014), luego de comparar otros tres métodos de extrac-
ci6n de diatomeas a partir de ropas, recomiendan el uso del peréxido de hidrégeno
como el método mas eficaz para recuperar un mayor nimero tanto de individuos
como de las especies mas representativas.
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Levin, Morgan y Jones (2017) realizaron estudios de diatomeas sobre calzado
de cuero, lona y gamuza y concluyeron que, aunque el tiempo de contacto con el
agua hubiera sido breve, quedaba retenido un nimero importante de diatomeas en
todos los tipos de materiales.

Scott, Morgan y Bull (2017) comentan que a pesar de que actualmente se bus-
ca recuperar diatomeas de ropas como superficie con evidencias, debe tenerse en
cuenta otras superficies como el calzado, ya que la suela provee contacto directo con
cualquier comunidad bentdnica de diatomeas cuando el perpetrador o la victima
estan en contacto con el agua.

Una vez detectada la presencia de microalgas en ropa, calzado, etc., se compa-
ra lo hallado con las especies recuperadas del lugar del hecho, a fin de determinar
si el sospechoso tuvo contacto con el sedimento o agua de ese lugar o no. Existen
diferentes técnicas de extraccion, como por ejemplo sumergir la prenda en agua
libre de diatomeas o aplicarle directamente peréxido de hidrégeno y calor (Levin
et al., 2017).

Tomando en cuenta la naturaleza silicea de la cubierta celular de las diatomeas
que le confiere resistencia al calor, Scott e al. (2017) analizaron la potencial recu-
peracion de diatomeas de la ropa luego de una exposicion al fuego. Esto se realizo
rozando varias veces una platina especial con un disco de adhesivo de carbono en
el extremo contra la superficie de la ropa. LLa observacion de estas muestras con el
microscopio electronico de barrido (MEB) revel6é que la morfologia de las diato-
meas no era afectada luego de una exposicion breve a temperaturas de hasta 850°C.
Jansma (1984) habia sefialado que las diatomeas presentes en piezas de alfareria
prehistorica no se destruian si habian sido sometidas a temperaturas inferiores a los
800°C aunque para Hakansson y Hulthén (1986), la silice de la pared celular de las
diatomeas podria resistir temperaturas hasta 925°C. E1 MEB permite observar las
diatomeas con aumentos mucho mayores que en el microscopio 6ptico y no es una
técnica destructiva, por lo tanto, permite una mayor precision en la identificacion
de las especies.

¢(PUEDE DETERMINARSE EL INTERVALO
DE SUMERSION POST-MORTEM (ISPM)?

La descomposicion de un cuerpo sumergido cumple con las mismas etapas des-
tructivas que aquel que se encuentra en tierra, (periodos cromatico, enfisematoso
y reductivo) y se les suma un proceso de tipo conservador, que es la saponificacion
o adipocira (Raffo, 1980). La tasa de progresion de estas etapas estd influenciada
por numerosas variables tales como la temperatura del agua, si el cuerpo estuvo
totalmente sumergido o no y si estuvo sometido a la accién de olas o corrientes
(Keiper & Casamatta, 2001; Haefner, Wallace & Merritt, 2004; Pollanen, 1997).
Estas variables dificultan considerablemente la posibilidad de determinar el ISPM
solo con el andlisis de la ficoflora.

Cuando un cuerpo permanece sumergido un tiempo considerable, es posible
que su superficie sea colonizada por organismos bentdnicos, formando peliculas
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denominadas biofilms o algal mats. No hay suficientes estudios sobre como colonizan
las algas los cuerpos sumergidos, formando los biofilms y como es la sucesion de las
poblaciones de algas sobre esos cuerpos. Segtun Raffo (1980), el crecimiento algal
podria verse afectado por la contextura del sujeto, presencia y tipo de vestimenta, si
hubo exposicién temporaria al aire, caracteristicas del cuerpo de agua (profundidad,
temperatura, velocidad de la corriente, composiciéon quimica, etc.). Por tal motivo,
se necesitaria, en cada caso, realizar estudios experimentales en el lugar (Rohner &
Rothschild, 2013).

Por lo tanto, el uso de las microalgas para determinar el PMSI sigue siendo
un tema pendiente (Horton, Boreham & Hillier, 2006; Zimmerman & Wallace,
2008).

PERSPECTIVAS A FUTURO

En Sudamérica y, en particular, en Argentina no se ha realizado, hasta el momento,
ningln tipo de investigacion relacionada con la Ficologia forense. Quedan muchos
temas pendientes de investigar, como por ejemplo el tiempo de desarrollo de diferen-
tes biofilms en sistemas acuaticos para determinar el ISPM o la aplicabilidad de téc-
nicas moleculares en médula 6sea para el diagndstico de muerte por sumersion.
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INTRODUCCION

La micologia es una rama de la biologia, definida como la ciencia que estudia todos
los grupos de hongos, Chitridiomycota, Mucoromycota, Zoopagomycota, Ascomyco-
ta, Basidiomycota y hongos imperfectos (Spatafora et al., 2016). El termino hongo
o fungi hace referencia a organismos eucariotas, heterdtrofos, cuyas paredes celu-
lares son de quitina, entre los que se encuentran los vulgarmente llamados mohos,
levaduras y setas. Los hongos se asocian a otros organismos de diferentes maneras:
patogenos (causandole enfermedad al huésped), como comensales (sin perjudicarse
ni beneficiarse mutuamente), mutualistas (siendo ambos organismos beneficiados
por la asociacién) o saprobios (degradando materia organica) (Alexopoulus y Mims,
1979).

El patrén de distribucién geografica de los hongos no ha sido tan estudiado
como el de plantas o animales, pero estos organismos también presentan distribu-
ciones particulares y preferencias de habitats. Los hongos se dispersan generalmente
por esporas de origen sexual o asexual; un hongo puede presentar ambos tipos de
esporas en su ciclo de vida. Estas son ttiles para la caracterizacién taxondmica, ya
que posibilitan la determinacion incluso a nivel de especie. La dispersion de las es-
poras, ya sea de forma individual o en masas, puede ser pasiva (por semillas, insectos,
trozos de madera, heces de herbivoros, gotas de lluvia, etc.) o activa (un ejemplo es
el género Pilobolus) (Alexopoulus y Mims, 1979). Las esporas por si solas pueden ser
indicativas de habitats especificos, ya que a menudo son indicadores secundarios de
especies de plantas (Wiltshire, Hawksworth, Webbe y Edwards, 2014). Su tafonomia
también es compleja, pero hay evidencia de que la mayoria cae muy cerca de donde
se reproducen, por lo tanto pueden caracterizar areas pequenas (Malloch y Blackwell,
1992; Galante, Hortony Swaney, 2001)

Hasta hace muy poco tiempo, el uso de la Micologia como evidencia en casos
criminales y su empleo como prueba ante la justicia estaban restringidos a casos re-
lacionados con especies venenosas o psicotropicas. Sin embargo, durante los tltimos
anos se han registrado algunas situaciones en las cuales la presencia de los hongos
ha sido tenida en cuenta como prueba valida ante la justicia (Hitosugi et al., 2006;
Tranchida, Bravo Berruezo, Stenglein y Cabello, 2018).
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El término micologia forense es relativamente nuevo y hace referencia al empleo
de los hongos como evidencia para la resolucién de casos con intervencion judicial
(Carter y Tibbett, 2003). El objetivo principal de esta rama de la biologia forense es
datar intervalos post-mortem y post-entierro a partir de la biota fingica hallada en
la superficie de un cuerpo o en el entorno relacionado a un entierro clandestino.

EVIDENCIA TRAZA

Las esporas de hongos, al igual que otros elemento palinomorficos, pueden ser trans-
portadas mediante el contacto con algiin elemento y son sometidas a consideraciones
tafondmicas (Wiltshire, 2009a). Generalmente, cualquier superficie puede conside-
rarse fuente de estructuras palinomorficas, siendo el suelo, sedimentos, plasticos,
telas y vegetacion las mayores fuentes para las investigaciones criminales. Pero las
esporas de hongos (incluyendo liquenes) proveen evidencia traza en situaciones en
las que otros tipos de estructuras son escasas o estdn ausentes (Wiltshire, 2009a).

La capacidad del hongo para desarrollarse depende de la existencia de un su-
ministro adecuado de nutrientes. Para encontrar especies de hongos en estudios de
campo, los micologos se valen de su vista, lupa de mano y propia experiencia. Esto
sumado a métodos de muestreo de vegetacion y suelos, resulta en una buena forma
de obtener muestras forenses de palinomorfos que pueden dar evidencia de especies,
incluso extraordinariamente raras (Hawksworth y Wiltshire, 2011).

Existen pocos casos en la literatura que informan de hongos utilizados como
rastro de evidencia en la escena del crimen; se pueden destacar dos ejemplos del
Reino Unido. El primero se trata del homicidio de una mujer joven, cuyo cuerpo
fue arrojado a una cama de ortigas. La ortiga (Urtica dioica L.) puede estar relacio-
nada con alrededor de 92 especies de hongos, de los cuales aproximadamente 17
son conocidos por su relaciéon con esta planta (Ellis y Ellis, 1997, 1998). Esporas
de Periconia sp. y Torula herbarum (Pers.) Link, se encontraron en preparaciones
palinolégicas de la escena del crimen y también en el coche del sospechoso. Esto
resulté un importante sustento ecoldgico y palinoldgico, evidencia que demuestra
un vinculo entre el sospechoso y el lugar donde el cadaver habia sido depositado
(Hawksworth y Wiltshire, 2011).

El segundo caso ocurrié en un contexto de narcotrafico, donde un sospechoso
de homicidio se oculté en una arboleda en Romford, Essex. El ensamblaje de po-
len de la escena del crimen fue muy similar al asociado en articulos confiscados al
sospechoso y la victima. Las esporas de un hongo patégeno de ciprés Pestalotiopsis
funerea (Desm.) Steyaert formaron parte de ese conjunto de palinomorfos. Ademas,
esporas de Endophragmiella sp. fueron encontradas en la hojarasca y el vehiculo usado
durante la huida (Wiltshire, 2009b). Este fue un caso donde, a pesar de que los per-
files palinoldgicos de las muestras control y muestras colectadas para basqueda de
evidencia fueron similares, las esporas de los hongos proporcionaron una resolucién
adicional que anadi6é poderosa informacion para el tribunal.

La precision de los datos de polen se ven reforzados por las esporas fiingicas, y
proporcionan un mayor nivel de correlacion entre muestras de comparacion y ob-
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jetos recuperados de sospechosos. LLos hongos generalmente se encuentran en baja
concentracion en preparaciones palinoldgicas, significando que debe existir un gran
ndmero de palinomorfos para encontrar hongos. Asi, las esporas raras mejoran el
valor de esta clase de evidencia de rastreo (Wiltshire et al., 2014). Esto estd demos-
trado por un caso de violacion investigado por la policia Inglesa en 2009, donde el
relato de la victima y el sospechoso discrepaba, entre otros aspectos, respecto del
lugar. Diecinueve hongos caracteristicos de hojas muertas y ramas de plantas lenosas
se encontraron en la ropa y calzado de la victima y/o sospechoso. La alta proporcion
de taxones coincidentes con el sitio descripto por la victima resulté definitiva para
la identificacion de la escena real y la ulterior confesion del sospechoso y resolucion
del caso (Hawksworth, 2009a; Wiltshire, 2009a).

INTERVALO POST-MORTEM

En la actualidad y de forma casi sorprendente, es practicamente nula la informacion
sobre el papel de hongos en la descomposicion de los cadaveres humanos (Janaway,
1996; Carter, Yellowlees y Tibbett, 2007). Janaway, Percival y Wilson (2009) co-
mentaron que los hongos del suelo podrian estar involucrados en la superficie del
cuerpo. Aunque los humanos sanos pueden tener infecciones micéticas, los hongos
involucrados suelen ser especies especializadas, tolerantes a la temperatura del cuer-
po humano y capaces de evadir el sistema inmune. Las infecciones comunes van
desde hongos dermatofiticos, que parasitan la superficie de la piel, cabello y unas,
a infecciones invasivas, como candidiasis o aspergilosis que desarrolla en distintos
tejidos (McGinnis, 1980; Ajello y Hay, 1998; de Hoog, Guarro, Gene y Figueras,
2000). En individuos inmunocomprometidos, una variedad de agentes flingicos me-
nos especializados pueden ocasionalmente invadir de forma oportunista los tejidos
humanos (Smith, 1989).

Los hongos observados durante autopsias médicas pocas veces han sido teni-
dos en cuenta por los investigadores. Lo estudiado hasta el momento indica que se
tratan de organismos sin relevancia médica no especializados, que solo colonizan y
descomponen la superficie de los tejidos después de la muerte. Informacion clave
en patologia forense se pueden observar en el trabajo de Sakkudo y Knight (2004)
que corresponde a un caso de crecimiento flingico extenso luego de 6 semanas de
ocurrido el deceso. Otro ejemplo estd documentado por Dolinak, Matschey y Lew
(2005), donde el desarrollo de hongos fue evidente luego de meses en un cadaver
embalsamado. Sin embargo, los hongos involucrados generalmente no han sido
identificados ni siquiera a nivel de género, ni fueron considerados como herramienta
forense.

Los primeros investigadores en apreciar que el crecimiento flingico en cada-
veres tenia un papel en la determinacién de la hora de la muerte fueron van de
Voorde y van Dijck (1982). Estos autores hicieron aislamientos de la piel de una
mujer hallada muerta en una habitacién en Bélgica. Incubaron el material aislado
a la misma temperatura que la que tenia el cuerpo encontrado y midieron los ta-
manos de las colonias flingicas diariamente. Estimaron que la mujer habia muerto
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al menos 18 dias antes del hallazgo, y eso estuvo de acuerdo exactamente con la
posterior confesion por parte del homicida. Los hongos involucrados en este caso
fueron: Cladosporium sp., Fusarium sp., Geotrichum candidum Link, Hormodendrum
sp., Mortierella sp. y Penicillium chrysogenum Thom.

Posteriormente, Ishii, Hitosugi, Yaguchi, Nishimura, Hosoya y Tokudome
(2006) informaron crecimiento de hongos en la superficie de un cuerpo momifica-
do encontrado en una casa abandonada, y en restos esqueléticos descubiertos en un
bosque; a partir de esto sugirieron que los hongos «pueden revelar habitats locales».
Identificaron Aspergillus chevalierr Thom y Church, Aspergillus repens (Corda) Sacc,
junto a Aspergillus rubrum (Jos. Konig, E. Spieckermann & W. Bremer) Thom y
Church y Gliocladium sp. (en realidad probablemente una especie de Clonostachys
sp). Los datos obtenidos concordaron con los resultados de las autopsias corres-
pondientes.

Otro caso donde la incorporacién de hongos como evidencia forense result6
fundamental, fue el hallazgo de un cadaver en un sistema de tuberias en Londres.
El intervalo post-mortem, al inicio subestimado por las bajas temperaturas, ausencia
de insectos y carroferos, pudo finalmente determinarse por evidencia micologica
(Wiltshire, 2005).

En 2009 la policia de Escocia llevé a cabo un estudio (Hawksworth, 2009b) so-
bre un homicidio en un lugar confinado, de tal forma que no se registraba actividad
de fauna cadavérica. El cultivo de hongos detectado en el mobiliario, la recreacion
experimental de condiciones de humedad acordes (al menos 95% de humedad re-
lativa) (Onions, Allsopp y Eggins, 1981), y la evaluacién de la tasa de aumento de
tamano de las colonias permitieron establecer la fecha de la muerte. Las tres espe-
cies principales involucradas en esta investigacion fueron Mucor plumbeus Bonord,
Penicillium brevicompactum Dierckx y Penicillium citrinum Thom.

Las colonias fuingicas en cadaveres humanos, o asociadas a ellos, pueden dar
indicaciones de tiempo de muerte, ya que hay informacion sobre las tasas de creci-
miento de muchas especies. Pero la confiabilidad de cualquier estimacion depende
de la precision de la identificacion del hongo, el método de almacenamiento del
cuerpo y la disponibilidad de datos como temperatura y humedad en el sitio. Toda-
via hay pocos datos precisos sobre tasas reales de crecimiento en tejidos humanos
muertos, especialmente bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad.

LOCALIZACION DE CUERPOS

El entierro de cadaveres humanos en ambientes naturales y seminaturales ocurre
mayormente como intento de ocultar la evidencia de un crimen, y la habilidad para
localizar estas tumbas clandestinas puede ser una de las tareas mas importantes del
proceso de investigacion (Tranchida y Cabello, 2017). El primer estudio experimen-
tal parece ser el de Parkinson et al. (2009), quienes intentaron comparar los cambios
en las comunidades de hongos en el suelo en respuesta a la descomposicion de cada-
veres humanos en la superficie. Sus resultados expusieron que las muestras control
fueron significativamente diferentes a las muestras tomadas bajo los cadaveres. A
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pesar de lo innovador del ensayo, no se evalud la sucesion fungica del suelo bajo la
influencia de cuerpos en descomposicion y tampoco se identificé a nivel especifico
la micobiota desarrollada. Anteriormente, Carter y Tibbett (2003) realizaron ensayos
en suelos de bosques donde simularon el aporte de compuestos nitrogenados que un
cuerpo humano en descomposicion haria al suelo y pudieron diferenciar, a grandes
rasgos, dos grupos flingicos heterogéneos durante la sucesion que denominaron:
«hongos del Nitrogeno», a los que aparecen en una etapa temprana como hongos
imperfectos, Ascomycetes, y Basidiomycetes saprétrofos, que esporulan entre uno
y 10 meses después de la incorporacion del Nitrogeno al suelo; y «hongos de la
post-putrefaccion», a los que lo hacen de forma tardia, que pueden esporular entre
uno y cuatro anos luego del aporte nitrogenado, como Basidiomycetes que forman
ectomycorrizas. El potencial de los hongos para la deteccion de lugares de entierro
fue mencionado por Sagara (1992) y ha sido resaltado por Carter y Tibbett (2003),
y Tibbett y Carter (2003). Sin embargo existe al dia de hoy una amplia discusiéon
acerca de la aplicacion de estos organismos en la deteccion de tumbas clandestinas,
debido al poco nimero de casos que sustentan esta evidencia y a la identificacion
de las especies que los autores antes mencionados realizaron en sus trabajos. Por
otro lado los hongos pueden ser indicadores de alteraciones en la escena del crimen,
donde ramas o materia vegetal haya sido movida o alterada. LLos hongos son geotro-
picos, y en el caso de las setas (hongos de sombrero) el estipe o pie crece de manera
vertical y el pileo o sombrero de manera horizontal; cuando son movidos enseguida
buscan reorientarse para seguir creciendo de esta forma, mostrando deformaciones,
haciendo posible reconocer si la escena del crimen ha sido alterada. La policia de
Gales se basé en la reorientacion de espor6foros de Marasmius sp. para desestimar
un testimonio durante la identificacién de la tumba supuestamente intacta de una
victima de homicidio (Hawksworth y Wiltshire, 2011).

El tiempo es un factor critico para el empleo de estos datos como evidencia en
tales investigaciones. Simples experimentos podrian llevarse a cabo para evaluar el
tiempo requerido para la reorientacion del hongo.

LOS HONGOS COMO AGENTES DE ENVENENAMIENTO,
ALUCINACIONES Y CAUSA DE MUERTE

Es conocido el consumo de hongos por el ser humano, siendo comin la intoxicacion
por especies mal identificadas. La ingesta accidental o deliberada, puede llegar a
ocasionar graves enfermedades, e incluso la muerte. Esta situacion se ve agravada
si quien colecta hongos silvestres no se encuentra entrenado en la identificacion,
0 no cuenta con una guia apropiada para el reconocimiento de las especies de la
region.

En la mayoria de los casos, los resultados no son fatales pero varian segdn la
cantidad consumida y la tolerancia de los individuos. En algunas situaciones, la apa-
ricion de los sintomas es rapida, mientras que en otras, pueden no ser evidentes por
varios dias. Las especies de hongos mads toxicas son aquellas que producen amaniti-
nas, giromitinas, muscarinas y orellaninas, correspondientes a los géneros Amanita
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Diull. ex Boehm, Gyromitra Fr., Conocybe Fayod e Inocybe (Fr.) Fr. y Cortinarius (Pers.)
Gray, respectivamente; de las cuales solo pequeiias cantidades pueden resultar fatales
(Benjamin, 1995). El namero de especies realmente venenosas es acotado, pero un
gran nimero puede causar trastornos gastricos. Desafortunadamente algunas de las
especies venenosas son bastante comunes y para el piblico no especialista pueden
parecer similares a otras especies comestibles. En casos de intoxicacién donde no
se cuenta con ejemplares intactos para el examen, las esporas y otros restos micros-
copicos en el contenido de estémago e intestino pueden usarse para determinar
la especie. Esto resulta indispensable para el diagnodstico y tratamiento correctos
(Margot, Farquhar y Walting, 1984).

El uso de hongos como alucinégenos, neurotropicos o drogas psicoactivas, tiene
sus raices en la antigiiedad tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. En todos
los paises que han firmado la Convencion de la ONU de 1971, el uso de sustancias
psicotréopicas derivadas de hongos es controlado por la legislacién. Por ejemplo, el
uso y posesion de setas que producen drogas como la psilocibina y la psilocina son
ilegales. Existen al menos 216 especies de hongos que se sabe poseen sustancias
neurotropicas, siendo las de los género Psilocybe (Fr.) P Kumm. y Amanita las mas
conocidas y buscadas con este fin. Sin embargo, las concentraciones de psilocibina
0 amanitina pueden variar ampliamente dentro de una sola especie como resultado
de factores bioldgicos o ecoldgicos (Stamets, 1996; Guzman, Allen y Gartz, 2000;
Guzman, 2009).

En escenas del crimen es comin encontrar especies fingicas que no son de
la region, debido a su exportacion y trafico. No obstante, se pueden detectar los
compuestos psilocina y psilocibina mediante métodos de cromatografia de capa fina
(TLC), por cromatografia de gases, espectrometria de masa (GC-MS), cromatogra-
fia liquida de gases (GLC), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y
espectroscopia. LLos métodos quimicos son especialmente valiosos para detectar la
presencia de hongos alucindgenos en preparaciones en forma de polvos, tabletas o
capsulas (Heim, Genest, Hughes y Belec, 1996; Cole, 2003).

Si bien no es normalmente fatal el uso irresponsable de las especies antes men-
cionadas, éste puede conducir a la muerte ya sea como resultado de un comporta-
miento erratico bajo la influencia de las drogas que contienen, o como resultado de
mezclar extractos de los hongos junto con otras drogas.

EL DESARROLLO DE LA MICOLOGIA FORENSE
EN LA ARGENTINA

La Micologia Forense como linea de investigacion en la Argentina surge en el afo
2012, en el marco de las investigaciones desarrolladas en el Instituto de Botdnica
Carlos Spegazzini, Universidad Nacional de La Plata junto al CONICET. El obje-
tivo general que plantean los investigadores es: 1) estimar intervalos post-mortem a
partir de los hongos hallados en cadéaveres; ii) conocer el intervalo post-entierro a
partir de la biota fingica del suelo en fosas clandestinas.
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El estudio mas destacado en el intento de establecer el intervalo post- entierro
se realizo sobre el caso de la desaparicion de un individuo, reportado a la policia
local (Tranchida, Centenoy Cabello, 2014). El cuerpo fue hallado pasados 24 dias
del reporte de su desapariciéon en un descampado de la provincia de Buenos Aires.
Al momento del hallazgo, aspectos de la vegetacion, datos climatoldgicos, y las
diferencias de composicién especifica de la biota flingica entre muestras de suelo
tomadas bajo el cadaver y en sitios control permitieron estimar la fecha del deceso.
En el suelo bajo el cuerpo se identificaron: Dichotomomyces cejpii (Milko) D.B. Sco-
tt, Talaromyces trachyspermus (Shear) Sotolk y Samson, Talaromyces udagawae Stolk
y Samson, Talaromyces flavus (Klocker) Sotolk y Samson, Penicillium restrictum J.C.
Gilman y E.V. Abbott, Penicillium purpurescens (Sopp) Raper y Thom y Penicillium
frequentans Westling mientras que en las muestras control fueron identificadas Mucor
hiemalis Wehmer, , Mortierella sp., Absidia sp., P frequentans, Purpureocillium lLilaci-
num (Thom) Luannsa-ard, Houbraken Hywel-Jones y Samson, Trichoderma koningii
Oudem, Fusarium oxysporum Schltdl, Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels,
Seifert y W. Gams, Aspergillus terreus Thom, Aspergillus sp. y Penicillium sp. La dife-
rencia en cuanto a la composicion de especies de las muestras bajo el cadaver y las
muestras control, estan relacionadas con los compuestos nitrogenados que recibe el
suelo por la descomposicion de los restos humanos. Segin Tibbett y Carter (2003),
los hongos de suelos forestales tratados experimentalmente con urea, amonio u otros
compuestos nitrogenados como los que libera el cuerpo al descomponerse, pueden
formar estructuras de esporulacion en un tiempo mucho menor al que lo harian
en suelos sin tratamiento con nitrégeno. Como se mencionara anteriormente, los
denominados «hongos del Nitrogeno» y de la «post-putrefaccion», son grupos de
organismos descomponedores que intervienen en diferentes etapas del proceso de
sucesion intrinseco que ocurre durante la descomposicién natural de un cuerpo. Los
hongos del nitrégeno se hallan en las primeras etapas de la sucesion, e incluyen As-
comycetes y Basidiomycetes saprotrofos. De acuerdo con Sagara (1992), y Fukiharu
y Hongo (1995), D. cejpui, T. trachyspermus, T. flavus, y T. udagawae, que pertenecen a
los Ascomycota, corresponderian a los hongos de fase temprana o «del nitrégeno», y
el hallazgo de estas especies con sus cuerpos fructiferos es un buen indicador de un
periodo de 25 dias post-entierro del cuerpo. Este estudio es el primer registro para
Argentina y América del Sur de hongos de suelo aislados e identificados a partir de
un sitio donde ocurrié la descomposicion de un cuerpo en condiciones naturales.

Por otro lado se realizan estudios de hongos asociados a cuerpos humanos en
descomposicién y el intervalo post-mortem. El namero de estudios sobre la rele-
vancia del papel de los hongos que intervienen en la descomposicion de cadaveres,
ha ido en aumento en los ultimos anos, como lo demuestra un creciente nimero de
publicaciones en micologia forense (Schwarz et al., 2015).

En Argentina, los primeros pasos se han dado estudiando la diversidad de
hongos sobre cuerpos con diferente intervalo post-mortem (IPM, conocido por las
autopsias e investigaciones policiales). El primero (cadaver 1) con un IPM de 4
meses (encerrado en una habitacién donde la temperatura fue de entre 8 y 17°C),
hallado en posicién supina, con notable estado de descomposicion y evidente creci-
miento flingico en toda su superficie, el resultado de la autopsia realizada concluyé
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que la muerte se debid a causas naturales por paro cardiorrespiratorio; el segundo
cuerpo (cadaver 2), fue encontrado aproximadamente 20 horas (IPM) después del
reporte de desaparicion de la victima, en posicién supina en el piso de un edificio
en construccion, la temperatura promedio fue de 12 °C, la autopsia determiné que
la causa de la muerte era fractura de craneo.

Las muestras fueron tomadas mediante técnicas microbioldgicas estandares con
material estéril y procesadas segiin Tranchida ez al. (2018).

A partir del cadaver 1 fueron aisladas e identificadas colonias de Chrysosporium
merdarium (Link) J.W. Carmich, Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries,
Arthrintum arundinis (Corda) Dyko y B. Sutton, Microascus brevicaulis Abbott, As-
pergillus miger Tiegh., A. terreus Thom, Candida guilliermondii (Castell.) Langeron y
Guerra (Saccharomycetes; Saccharomicetaceae), y Candida lipolytica (F.C. Harrison)
Diddens & Lodder ; mientras que a partir del cadaver 2 solo fueron aisladas A.
terreus, A. niger y C. guilliermondii.

Es conocida la patogenicidad de M. brevicaulis en humanos debido a su acti-
vidad queratinolitica, por lo que es capaz de infectar las unas (Cox e Irving, 1993).
No hay informacién disponible actualmente sobre el rol particular de actividades
enzimaticas y metabodlicas de especies obtenidas de cadaveres (Ajello, 1998).

Se sabe que los hongos del suelo son capaces de invadir la superficie de un
cuerpo sin vida debido a la falta de barreras inmunoldgicas presentes y activas en
el cuerpo humano vivo y saludable (Sagara, Yamanakay Tibbett, 2008; Janaway et
al., 2009). Por el contrario, las especies de hongos que son patdgenos para los seres
humanos, pueden tolerar las temperaturas corporales de los mamiferos y superar
las barreras de inmunidad.

El presente estudio aporta valiosa informacién a los pocos trabajos previos en
micologia forense, siendo esta la primera cita de las especies Chrysosporium merdarium,
Cladosporium cladosporioides, Arthrinium arundinis y Candida lipolytica en asociacion
con cadaveres humanos. El grupo de hongos hallados en el cadaver 1, dan un indicio
de la biota fingica que puede identificarse a partir cuerpos humanos con IPM de
cuatro meses durante el otono-invierno en la provincia de Buenos Aires, Argentina.
Por otro lado segiin Hawksworth y Wiltshire (2011) los hongos pueden colonizar el
cuerpo entre los 3 y 7 dias posteriores al deceso, por lo que mediante la biota fliingica
aislada del cadaver 2 se pudo estimar que su IPM fue menor a 72 hs.

Debido a que los registros acerca de los hongos como herramienta para estable-
cer tiempo y lugar de muerte son todavia preliminares y hasta el momento estudia-
dos en casos aislados, con resultados no obtenidos por experimentacion sistematica,
el avance de la micologia forense en la Argentina postula a nuestro pais entre los
pioneros en la implementacion de esta nueva herramienta.

CONSIDERACIONES GENERALES
ACERCA DE LA MICOLOGIA FORENSE

Los hongos claramente pueden proporcionar datos utiles y por esta razén las co-
munidades fangicas pueden ser propuestas como herramienta forense. La escasa
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cantidad de datos obtenidos a partir de estudios de campo resulta de la falta de
investigadores forenses entrenados en esta disciplina, sumado a la poca informacién
acerca de que los hongos pueden contribuir significativamente en la investigacion.
Una caracterizacion completa de los aislamientos fingicos a nivel de especie en cada
caso forense es fundamental para obtener la informacién necesaria sobre las colonias
de hongos aisladas, como sus requerimientos nutricionales, temperatura éptima y
actividades enzimaticas, que permitirdn a los investigadores determinar el IPM y
el lugar de la muerte. La obtencién de tales datos, sin embargo, requiere personal
capacitado en el area de micologia con énfasis en las ciencias forenses. Esto es el
principal inconveniente ya que existen pocos lugares en el mundo donde se estudia
la implicancia de los hongos como evidencia forense., Sumado al escaso niimero
de investigadores formados y entrenados en la identificacion sistematica del gran
namero de especies de hongos descriptos, el cual se incrementa afo a afo. A la falta
de profesionales se suma la falta de guias de identificacion de hongos, por ejemplo
alucindgenos y venenosos que ayuden al reconocimiento de las especies halladas en
las escenas de crimen. Puede emplearse la identificaciéon molecular de las especies,
para lo que es necesario una base de datos solida con secuencias cuya identificacion
morfologica de las colonias haya sido precisa, y se sabe que actualmente en GenBank
existen errores en este aspecto.

Por otro lado, es necesario que los oficiales de la justicia conozcan acerca del
actual desarrollo de esta herramienta y su implicancia como evidencia judicial, ya
que son quienes deben solicitar la toma de las muestras, el andlisis de las mismas y
el aporte que de ellas se pueden obtener para la resolucién de casos. En vista de lo
anterior, las situaciones en que la justicia puede considerar el uso de la micologia
se puede resumir de la siguiente manera:

e Como parte integral de la evaluacién ecoldgica en las escenas del crimen,
especialmente en situaciones al aire libre.

e Cuando el momento de la muerte o la deposicion es incierto y las colonias de
hongos son evidentes en restos humanos, vestimenta o articulos asociados. Esto es
particularmente importante si no es posible obtener datos a partir de la entomologia.
Si hongos y fauna cadavérica se encuentran juntos, los hongos se pueden considerar
como una linea independiente de evidencia.

e (Cuando se encuentran hongos en las posesiones de un sospechoso, en conte-
nido intestinal, o en alimentos y bebidas asociados con muertes 0 comportamiento
neurotropico.

A nivel mundial se estan realizando poco a poco tareas de investigacion para
proporcionar informacion adicional a las causas judiciales a partir de la micologia.
Cabe resaltar la necesidad de obtener datos de casos reales como de experimentaciéon
a campo, tarea que hoy deberia ser prioridad para los grupos de investigacion en el
area. El fruto del esfuerzo conjunto de los investigadores, convertira sin duda a la
micologia forense en una herramienta solida y bien establecida que ayude a resolver
casos complejos en todo el mundo.
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INTRODUCCION

La entomologia forense es una rama especializada de la Biologia que tiene como
objeto de estudio a la fauna cadavérica, es decir insectos y otros artropodos presen-
tes en un cadaver. Vinculada al 4mbito judicial, se divide en tres areas principales:
entomologia urbana, entomologia de productos almacenados y entomologia médi-
co-criminal o legal.

La entomologia forense urbana incluye aspectos relacionados con el derecho
civil que involucran artrépodos como plagas de casas y jardines, o bien el derecho
contravencional y penal como ser infracciones a leyes de proteccion del medioam-
biente. La entomologia forense de productos almacenados generalmente trata infes-
taciones de artropodos o contaminacion de productos comerciales de gran alcance,
mientras que la entomologia forense médico legal se ocupa del uso de insectos u
otros artropodos asociados a un cadaver en descomposicion, para determinar el
intervalo postmortem (IPM), que es el tiempo transcurrido entre la muerte de una
persona y el descubrimiento del cadéaver, asi como en el inicio de la investigacion
pericial. De esta forma se proporcionan datos no disponibles mediante el uso de los
métodos clasicos de la medicina para establecer la data de muerte (Anderson y Van
Laerhoven, 1996; Greenberg y Kunich, 2002), siendo el componente dominante y
el mas importante de la entomologia forense general.

Al producirse la muerte, la datacién de fenémenos bioldgicos resulta de interés
para la investigacion forense. Tanto en el ambito civil como en el penal, se presentan
situaciones en las cuales el hecho de precisar el momento en que ocurrié la muerte
puede determinar si hubo o no abandono de persona, establecer el orden de falleci-
miento de dos personas a fin de otorgar derechos sucesorios, incriminar o exculpar
a un posible sospechoso de homicidio; en funcién del tiempo en el que ocurri6 el
deceso (Trezza, 2012). En el inicio del proceso de descomposicién, los parametros
médicos pueden establecer la causa, forma y tiempo de muerte. Sin embargo, a
medida que avanza este proceso, la determinaciéon del IPM en la autopsia se hace
mas dificil y menos precisa.

La actividad entomolégica sobre restos humanos en descomposicién es nor-
malmente inhibida por las medidas higiénicas de enterramiento o cremacion, pero
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existen circunstancias como el homicidio o muerte sibita que pueden exponer los
cuerpos a los efectos naturales del medio ambiente, incluyendo la colonizacién de
insectos (Nourteva, 1977). Durante la descomposicion el cadaver experimenta cam-
bios fisicos, bioldgicos y quimicos que proveen proteccion, humedad y alimento a
los insectos sarco-saprofagos (Henssge, Madea, Knight, Nokes, Krompecher, 1995;
Begon, Harper, Townsend, 1999). Durante la degradacién cadavérica ciertos recur-
sos se agotan y otros quedan disponibles, provocando cambios en la composicion
especifica de insectos a medida que avanza el proceso de descomposicién que puede
producirse en un periodo de escala de meses o anos (Begon et al., 1999; Carvalho,
Thyssen, Linhares, Palhares, 2000; Anderson, 2001; Byrd y Castner, 2009).

HISTORIA

El primer documento registrado sobre entomologia forense fue reportado por un
investigador chino en el siglo XIII, en el libro de Medicina Legal Hsiyiian Chilu
(Benecke, 2001). Se describe el caso de una persona apufalada en un campo de
arroz. El dia después de la muerte, el investigador llamoé a todos los trabajadores
y les ordené colocar sus herramientas de trabajo en el suelo. Trazas invisibles de
sangre atrajeron a las moscas hacia una de las herramientas y al ser confrontado el
duefio de la herramienta confesé su crimen.

En la Edad Media varios documentos ilustran gusanos en cadaveres, incluyendo
la «Danza de la muerte» en el siglo XV y en el siglo XVI en una escultura de marfil
«Esqueleto en la tumba». Cada ilustracion representa la reduccién interna de los
organos y la presencia de insectos (Benecke, 2001). En 1752 Gleditsch (citado en
Bornemissza, 1957) describe el rol de los escarabajos de las tumbas o burying beetles
y entre 1800 y 1900, durante exhumaciones en Francia y Alemania, médicos legistas
observaron que los cuerpos enterrados eran habitados por artropodos.

La entomologia forense nace en Francia en 1886, cuando sus tribunales so-
licitaron el auxilio de los naturalistas para fijar la fecha de muerte de individuos
cuyos cadaveres habian sido ocultados y luego encontrados por la policia. En 1894,
el entomologo Pierre Mégnin publica «La Fauna de los Cadaveres. Aplicacion de la
Entomologia a la Medicina Legal». Alli define a los diferentes grupos de artropodos
como «escuadrillas de la muerte», ya que los insectos son atraidos de forma selectiva
y en un orden preciso segin las fases de descomposicién del cadaver.

A partir de 1920 se realizaron trabajos en Europa y EE.UU. sobre descripcion
de fauna cadavérica y listas de especies, pero con enfoque en ecologia, metabolismo o
anatomia (Benecke, 2001). Un nuevo ciclo de avances en entomologia forense surgio
a mediados de la década de 1950, con los experimentos de Bornemissza (1957), en
Australia y Reed (1958) y Payne (1965) en Estados Unidos, que estudiaron la suce-
sion de insectos y las diferentes etapas de descomposicion en cadaveres de animales.
En 1986, Smith publica el primer libro sobre entomologia forense «Un Manual de
Entomologia Forense», siendo segiin Hall (1990), una excelente referencia que retne
toda la informacion pertinente sobre el tema. Desde entonces, se desarrolla investi-
gacion basica y de aplicacion de la entomologia forense en América (Early y Goff,
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1986; Goft, Early, Odo, Tullis, 1986; Galloway, Birkby, Jones, Henry, Parks, 1989;
Shean, Messinger, Papworth, 1993; Goff, 1993; Jongy Chadwick, 1999; Anderson,
2001; Allaire, 2002; Archery Elgar, 2003; Watson y Carlton, 2003; Tabor, Brewster,
Fell, 2004; Tabor, Fell, Brewster, 2005; Gill, 2005; Joy, Liette, Harrah, 2006; Bucheli,
Bytheway, Pustilnik, Florence, 2009; Byrd y Caster, 2009; Brundage, Bros, Honda,
2011); Europa y Asia (Castillo, 2002; Arnaldos, Romera, Garcia, Luna, 2001; Arnal-
dos, Romera, Presa, LLuna, Garcia, 2004; Garcia Rojo, 2004; Grassberger y Frank,
2004; Eberhardt y Elliot, 2008; Sharanowski, Walker, Anderson, 2008; MatuszewsKki,
Bajerlein, Konwerski, Szpila, 2008, 2010; Wang, Li, Chen, Chen, Yin, 2008; Azwan-
diy Abu, 2009; Sert, Kabalak, Sabanoglu, 2012; Coban y Beyarslan, 2013; Perveen
y Khan, 2013; Morales Rayo, San Martin Peral, Salofia Bordas, 2014; Martin Vega,
Nieto, Cifran, Diaz Aranda, 2017); Australia (Voss, Spafford, Dadour, 2009) y Africa
(Kelly, Van Der Linde, Anderson, 2009; Ekanem y Dike, 2010; Dupont, Champlain,
Cyrille, Felix, 2011; Parry, Mansell, Weldon, 2016).

En América del Sur se han realizado estudios en Brasil (Souza y Linhares, 1997;
Moura, Carvalho, Monteiro-Filho, 1997; Carvalho et al., 2000; Cruz y Vasconcelos,
2006; Moretti, Ribeiro, Thyssen, Solis, 2008; Biavati, Santana, Pujol, 2010; Oliveira
y Dias Vasconcelos, 2010; Ferro y Fischer 2011; Oliveira, Soares, Vasconcelos, 2016;
Vasconcelos, Salgado, Barbosa, Souza, 2016); Colombia (Wolff, Uribe, Ortiz, Duque,
2001; Olaya Masmela 2001; Pérez, Duque, Wolff, 2005; Martinez, Duque, Wolff, 2007;
Salazar Ortega, 2008; Segura, Usaquen, Sanchez, Chavaire, Bello, 2009; Segura, Boni-
lla, Usaquen, Bello, 2011; Grisales et al., 2010; Beltran Alfonso y Villa Navarro, 2011;
Barrios y Woff, 2011; Ramos Pastrana y Wolff, 2011; Ramos Pastrana, Velasquez,
Wolff, 2014); México (Valdes Perezgasga, Sanchez Ramos, Garcia Martinez, Anderson,
2010); Pera (Iannacone, 2003); Venezuela (Liria Salazar, 2006; Velazquez, 2008); Boli-
via (Castillo, Sanabria, Monroy, 2017) y en Argentina (Oliva, Ravioli, Trezza, Navari,
1995; Oliva, 1997, 2001; Centeno, 2000; Centeno, Maldonado, Oliva, 2002; Trigo y
Centeno, 2014; Mariani, Garcia Mancuso, Varela, Inda, 2014; Zanneti, Visciarelli,
Centeno, 2014, 2015a, 2015b; Zanneti, Camina, Visciarelli, Centeno, 2016 en Buenos
Aires; Aballay, Murua Acosta, Centeno, 2008, 2012; Aballay, Ferndndez Campoén,
Mulieri, Urquiza, 2011; Aballay, Jofre, Centeno, 2017 en San Juan, Catamarca y Men-
doza; Battin Horenstein y Salvo, 2012; Battan Horenstein y Salvo, 2012, Battan Ho-
renstein, Arnaldos, Rosso, Garcia, 2005; Battan Horenstein, Linhares, Rosso, Garcia,
2007, 2010; Battan Horenstein, Rosso, Garcia, 2012 en Cérdoba; Armani, Centeno,
Dahinten, 2015; Armani, Dahinten , Centeno, 2017 en Chubut).

ETAPAS DE DESCOMPOSICION

Desde que se produce la muerte aparecen una serie de cambios en el cadaver que de
acuerdo a caracteristicas de aparicion, persistencia y desaparicion reciben diversas
denominaciones. LLa descomposicion es un proceso continuo y sin etapas discretas,
comenzando desde la muerte hasta la reduccién esquelética del cadaver, con caracte-
risticas fisicas y quimicas particulares (Schoenly y Reid, 1987; Goff, 2009). Sin em-
bargo, estas transformaciones cadavéricas transcurren en una cronologia predecible,
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por lo tanto se aplica su estudio a la estimacion de la data de la muerte. Los signos
de transformaciones cadavéricas pueden clasificarse en modificaciones inmediatas,
intermedias y tardias (Trezza, 2012; Caputi, 2015).

Los fenomenos inmediatos se caracterizan por la presencia de:

e Deshidratacion: producto de la evaporaciéon del agua corporal. Esta directa-
mente influenciada por la temperatura y se acelera en ambientes calurosos, ventila-
dos y con corrientes de aire.

e Livideces: manchas que aparecen en la piel de determinados sectores cor-
porales como consecuencia de acumulacién posicional de sangre por accién de la
gravedad.

e Rigidez cadavérica: es un estado de endurecimiento generalizado del cuerpo
producido por la tiesura y acortamiento del tejido muscular.

e Enfriamiento cadavérico: descenso postmortem de la temperatura corporal
hasta nivelar la ambiental, a excepcién de que la temperatura ambiente sea superior
a la temperatura corporal, en cuyo caso no habra descenso térmico.

Los fenémenos mediatos son un complejo proceso que conduce a la desapari-
cién progresiva de las partes blandas del cuerpo por accion de sustancias quimicas
y actividad bacteriana; con el accionar ocasional de entomofauna carrofiera, hongos
y carrofieros vertebrados. Este proceso evoluciona en fases sucesivas:

e Periodo cromatico: cambios en la coloracion de la piel con presencia de
palidez cérea, mancha verde abdominal en la region de la fosa iliaca derecha. Su
coloracién inicial, entre verde y azulada, aumenta paulatinamente su intensidad y
se extiende a zonas contiguas. Las bacterias intestinales comienzan a reproducirse y
se diseminan por el cuerpo. Este desarrollo bacteriano en los vasos superficiales de
la piel produce que se dibuje la trama vascular sobre la superficie cutdnea en tono
rojizo, violaceo o verdoso.

e Periodo enfisematoso: se desarrollan gérmenes bacterianos productores de
gas que se acumula dentro de las cavidades corporales provocando el aspecto de
hinchado en el cuerpo.

e Periodo colicuativo: se acentiian las transformaciones cutdneas a medida que
avanza la putrefaccion, se desprenden los cabellos, vello corporal y las unas. Los
gases atrapados dentro del tejido y cavidad corporal comienzan a liberarse con tras-
formacion colicuativa de las partes blandas esqueléticas y de los 6rganos internos.

En los fenomenos tardios se observan las siguientes caracteristicas:

e Periodo reductivo: desaparecen progresivamente los tegumentos restantes y
los restos viscerales que ain quedan conforman una masa amorfa negruzca deno-
minada putrilago.

e Periodo de esqueletizacion: progresiva disgregacion y desaparicion de las
estructuras ligamentarias y capsulares articulares, con el progresivo desprendimiento
de las distintas partes esqueléticas.
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e Periodo de descalcificacion y pulverizacion esquelética: desmineralizacion
Osea y posterior desintegracion.

Existen procesos naturales de conservacion cadavérica que pueden actuar impi-
diendo que la putrefaccion se instale ya sea a través del congelamiento o bien dete-
niendo la evolucién de la misma en distintos momentos de su desarrollo mediante
procesos tales como la adipocira o saponificacion (se origina en el tejido adiposos
cadavérico observandose una sustancia de color blanco amarillenta de aspecto jabo-
noso y semisolida), la corificacién (producida por un complejo proceso de deshidra-
tacion, coagulacion cutdnea y transformacion de sustancias grasas dando un aspecto
del tegumento de cadaver de cuero «recién curtido») y el proceso de momificacion
(la putrefaccion colicuativa es reemplazada por una desecacion de los tejidos como
consecuencia de una profunda deshidratacion tisular desde la superficie) (Trezza,
2012).

La entomologia ha establecido cinco estadios relacionando la etapa tanatolégica
y la actividad de la entomofauna carroniera en el cadaver. Si bien esta divisiéon de
etapas es artificial, las mismas tienen una utilidad definida ya que permiten orga-
nizar los reportes de investigacion y facilitan la interpretacion de la informacion en
procesos legales (Goff, 2009).

En 1965, Payne destaca cinco etapas durante el proceso de descomposicion de
un cuerpo:

e Etapa fresca: comienza en el momento de la muerte hasta que se hace evi-
dente la hinchazén del cadaver.

e Etapa hinchada: los gases producidos por la actividad metabdlica de bacte-
rias anaerobias causan primeramente la hinchazén del abdomen y luego de todo el
cuerpo.

e Etapa de descomposicion activa: comienza con la ruptura de la piel, escape
de gases y distension del cuerpo; el olor es fuerte y rancio.

e Etapa de descomposicion avanzada: la mayoria de las larvas abandonan el
cuerpo y s6lo se observan pupas; toda la carne es removida del cuerpo, quedando
algunos restos en la cavidad abdominal; el olor es menos evidente.

e FEtapa seca o de restos: desaparece toda la carne, los restos se reducen a piel,
cartilagos y huesos.

INSECTOS CARRONEROS

La entomofauna que coloniza un cadaver puede ser colectada, identificada y preser-
vada de acuerdo al tiempo de su llegada durante la degradacién cadavérica. Dipteros
(moscas), coledpteros (escarabajos) e himenodpteros son los 6rdenes de insectos de
importancia en este proceso (Carvalho y Linhares, 2001).
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CICLO DE VIDA

La mayoria de los insectos son oviparos y los embriones completan su desarrollo
fuera del cuerpo de la hembra, aunque también existen especies viviparas y ovovi-
paras. Los insectos presentan metamorfosis, proceso complejo que involucra mudas
periddicas hasta llegar a la etapa adulta; casi la totalidad son hemimetabolos (tienen
metamorfosis incompleta) u holometabolos (tienen metamorfosis completa), aunque
algunos pocos grupos se consideran ametabolos, es decir no tienen ningin cambio,
excepto en el tamano a lo largo de su ciclo.

El desarrollo postembrionario esta dividido en una serie de etapas cada cual
separada de la proxima por una muda o ecdisis. Las formas que el insecto asume
entre las mudas son llamadas estadios, siendo que después de la eclosion del huevo
sigue el primer estadio, después de una muda el segundo estadio y asi sucesivamente
hasta la tltima muda en la cual emerge el adulto o imago. Los estadios juveniles se
denominan larva y el estadio intermedio entre larva y adulto se denomina pupa, en
insectos holometabolos.

Los principales 6rdenes de insectos involucrados en el proceso de descompo-
sicion presentan metamorfosis completa, entre ellos los Diptera Muscoidea son los
necrofagos mas frecuentes. Este grupo presenta tres estadios larvales, diferenciandose
por el desarrollo de los espiraculos anteriores y las hendiduras de los espiraculos
posteriores. Una vez alcanzado el estadio larval III, la larva deja de alimentarse y
generalmente se aleja del sustrato, se entierra en el suelo o se esconde en pliegues de
las prendas de vestir para empupar. La prepupa o larva postalimentaria (postfeeding
larvae) se reconoce por ser de un color blanco crema. LLa pupacion se produce dentro
de una cubierta con forma de barril, denominada pupario, producto de la modifica-
cién de la cuticula larval. El proceso de metamorfosis continiia transformandose en
pupa, estado de quiescencia sin movimientos de desplazamiento pero con grandes
cambios fisioldgicos en su interior, dando lugar al desarrollo y emergencia del adul-
to. La figura 1 muestra el ciclo de vida de diptero de la familia Calliphoridae.

DIVERSIDAD DE ENTOMOFAUNA CARRONERA

Entre los dipteros, las familias mas importantes son: Calliphoridae, Muscidae,
Fanniidae y Sarcophagidae (Greenberg, 1991; Cattsy Goff, 1992; Carvalho et al.,
2000).

Los Calliphoridae son los dipteros necréfagos mas relevantes que juegan un
importante rol ecolégico en el proceso de descomposicidn, ya que consumen gran
parte del cadaver (Centeno, 2000) y generalmente son los primeros en colonizarlo.
Los adultos presentan colores metalicos brillantes y vuelo potente, son atraidos por
fuentes de alimento con alto contenido de azicar o proteinas (néctar o materia orga-
nica en descomposicion) o bien por flores que imitan el olor de la materia organica
en descomposicion. El comportamiento de apareamiento lleva a las moscas a poner
los huevos durante la luz del dia, sin embargo en algunos casos se registré ovipo-
sicion nocturna (Greenberg, 1990; Singh y Bharti, 2001; Wyss, Chaubert, Cherix,
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Figura 1. Ciclo de vida del diptero Calliphoridae.

2003). Ademas son considerados de importancia médica-veterinaria por causar mia-
sis en animales y humanos; ser portadores de virus, bacterias y helmintos (Zumpt,
1965; Lima y Luz, 1991) e incluso algunas especies son empleadas en terapia larval
o biocirugia (Sanchez et al., 2004; Figueroa et al., 2007).

Los dipteros de la familia Sarcophagidae poseen una morfologia bastante uni-
forme. Los adultos presentan una coloracion grisacea con pruinosidad plateada o
dorada y con tres franjas longitudinales oscuras en el torax. LLas hembras son ovovi-
viparas, es decir realizan posturas de larvas, lo que constituye una ventaja adaptativa
frente a los grupos oviparos. La mayoria de las especies se alimentan y crian sus
larvas en materia organica en descomposicion aunque existen especies parasitoides
y algunas causan miasis.

Los muscidos presentan coloracion variada desde gris, negro o amarillo azul
o verde metalico. Su biologia y los habitos son muy variados, ya que los adultos
pueden alimentarse de materia organica animal o vegetal en descomposicién, polen
o incluso sangre. Entre los muscidos de interés forense se puede citar a las especies
de Ophyra (Robineau Desvoidy), Hydrotaea (RobineauDesvoidy), como también
Musca domestica (Linnaeus), Muscina stabulans (Fallén), Muscina assimilis (Fallén)
y Synthesiomyia nudiseta (van der Wulp), aunque solo M. domestica fue citada como
colonizadora primaria en cadaveres (Oliva, 1997; Battan et al., 2005), el resto de las
especies aparecen asociadas a la descomposicion activa o avanzada.

Las Fanniidae son cominmente llamadas «moscas de las letrinas», son de tama-
fio pequeno y de color negro, gris o marrén oscuro. Estan asociadas a excremento,
vegetales en descomposicion, productos lacteos y materiales saturados de orina. De
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acuerdo a Centeno et al. (2002) en el cadaver se encuentran cuando existe abundante
putrilago durante la descomposicién activa y avanzada.

Otro grupo asociado a los caddveres en descomposicion son las Piophilidae,
llamadas «moscas saltadoras», las cuales se asocian con fuentes de alimentos ricos
en proteinas en una variedad de habitats que pueden incluir carrona, huesos, piel y
pelo. El nombre comtn proviene de un comportamiento inusual exhibido por las
larvas de algunas especies, donde pequenias papilas en el segmento anal se agarran
con su boca y se sueltan repentinamente. Esta accién arroja la larva al aire 7 0 10 cm
y lateramente hasta una distancia de 20 cm, esta técnica es utilizada como mecanis-
mo de «escape» efectivo y para la migracion de larvas. Entre las especies podemos
mencionar a Piophilia caser (Linnaeus) («gusano del queso»), que aparece en etapas
avanzadas de descomposicion.

La familia Stratiomydae también se puede encontrar en cuerpos en descom-
posicion. Se cita a Hermetia illucens (Linnaeus) frecuente en cadaveres humanos al
aire libre o enterrados en EE.UU., Hawaii y Brasil (Furman ez al., 1959; Pujol Luz
et al., 2006). Esta especie deposita una masa de alrededor de 500 huevos en mate-
ria organica tal como estiércol, carrofia, basura o residuos organicos (Di Claro y
Kaufman, 2009) y a diferencia de la mayoria de otras especies de dipteros, domina
en etapas de descomposicion avanzada y seca (Lord, Goff, Adkins, Haskell, 1994).
Segin Sheppard, Tomberlin, Joyce, Kiser, Summer (2002), H. illucens tolera valores
altos de temperatura y humedad, pudiendo ovipositar en un rango de 24°C a 40°C,
con humedades relativas de 30% a 90%, requiriendo una intensidad minima de luz
para el apareamiento.

En cuanto a los coledpteros, la familia Staphylinidae es uno de los grupos que
presenta mayor numero de especies, conociéndose a nivel mundial mas de 47.000
(Navarrete Heredia, Newton, Thayre, Ashe, Chandler, 2002). Segtin Fernandez,
Gamarra, Outerelo, Cifria, Baz, 2010, el mayor nimero de especies e individuos
aparece en altitudes medias y su actividad coincide con las maximas temperaturas
y las minimas precipitaciones. De acuerdo a Chani Posse y Thayer (2008), el modo
predominante de alimentacién en los estafilinidos es la depredacién generalista o
especialista. Las presas de los depredadores generalistas pueden incluir una variedad
de larvas y adultos de Diptera, Coleoptera, larvas de Lepidoptera, Acarina, Araneae,
Collembola, Nematoda y Diplopoda.

Las especies de Silphidae tienen habitos necréfagos o predadores, a veces los
dos combinados. Los adultos depredan sobre huevos y larvas demoscas (Payne y
King, 1970 en Oliva y Di Orio, 2008; Sabanoglu y Sert, 2010).Est4dn asociados a las
etapas de descomposicion activa y avanzada (Kocarek, 2003; Matuszewski et al.,
2008; Midgley, Richard, Villet, 2010) ademas tienen preferencia por lugares hiime-
dos y sombreados (Quiroz Rocha, Navarrete Heredia, Martinez Rodriguez, 2008;
Velazquez y Viloria, 2009).

Segin Smith (1986), los coledpteros derméstidos son un componente signi-
ficativo de la entomofauna carrofiera en animales y humanos, ademads tienen un
comportamiento necréfago. Ellos reducen hasta un 50% el cadaver alimentdndose
de restos depiel y huesos en estados avanzados de descomposicion (Early y Goff
1986; Von Hoermann, Ruther, Aysse, 2012). Los derméstidos adultos muestran
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una respuesta negativa a la luz (fototaxis negativa), sin embargo cuando la comida
escasea, los escarabajos se alejan de la fuente de alimento actual hacia una fuente
de luz. En un cadaver en el que no quedan especimenes vivos de derméstidos, su
excremento proporciona evidencia de significado forense; siendo un indicador de
la presencia de esta especie.

La familia Cleridae se encuentra asociada desde la etapa hinchada hasta la
de descomposicion avanzada, son atraidos por la saponificacion de acidos grasos
(Turchetto, Lafisca, Constantini, 2001). Los cléridos son de colores brillantes ne-
gro o verde metalizado y tanto la larva como el adulto son predadores de estadios
inmaduros de coledpteros y dipteros. En el caddver tienden a permanecer ocultos
en el suelo durante el dia.

La familia Histeridae se puede encontrar en el cadaver desde la etapa hinchada
hasta la etapa seca. Las larvas y adultos de histéridos se alimentan de las larvas de
dipteros que colonizan el cuerpo en estas etapas de descomposicion. Estos esca-
rabajos tienden a estar activos durante la noche y se esconden debajo del cadaver
durante el dia.

Durante la etapa seca de descomposicion es comun encontrar a coledpteros
Trogidae. Estos presentan un cuerpo rugoso, usualmente son de forma oblonga a
ovalada con una longitud de 5 a 20 mm y de color marrén. Los adultos a menudo
se cubren con lodo y putrilago que se incrusta en el cuerpo provocando que el co-
ledptero se parezca mucho a un pequeno pedazo de escombro o tierra, que puede
ser facilmente pasado por alto. Sus larvas son facilmente reconocibles, ya que tienen
una forma tipica de «C».

Con respecto a los himenopteros, éstos acuden a los cuerpos en descomposicion
para alimentarse o completar sus ciclos vitales buscando hospedador. La presencia
de hormigas y avispas pueden provocar un efecto significativo en la reduccion de la
velocidad de descomposicion, debido a la disminucién o eliminacién de poblaciones
de larvas. Asi mismo, Mello y Aguiar Coelho (2009) sugieren que la presencia de
parasitoides debe tenerse en cuenta ya que ellos interrumpen el ciclo de vida de los
califéridos y pueden alterar, inclusive en semanas la determinacién del IPM.

De acuerdo con Goff (1993), se reconocen cuatro tipos de relaciones réficas en
la comunidad carrofiera:

e Necrofagos: son organismos que consumen los tejidos en descomposicion del
cadaver, constituidos por larvas de moscas Calliphoridae y Sarcophagidae, adultos de
coledpteros Silphidae y Dermestidae principalmente. Para estas familias necréfagas
el cadaver sirve como sustrato para la oviposicion de adultos y fuente de alimento
de los inmaduros.

e Necrofilos: son predadores y parasitoides de los necrofagos, representados
por coledpteros Cleridae, Staphylinidae e Histeridae y algunas familias de himenop-
teros como parasitan las larvas o pupas de las moscas.

e Omnivoros: son los que actian como necréfagos o necrofilos (avispas, hor-
migas y algunos coledpteros).

e Especies adventicias: son los que usan el caddver como una extensién de su
propio habitat natural.
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ESTIMACION DEL INTERVALO POST MORTEM

A menudo los dipteros necréfagos ovipositan sobre la carronia desde las primeras
horas de la muerte. Esta accién inicia un reloj biolégico que permitird la determi-
nacion de los tiempos de desarrollo de la progenie de la mosca y de tal manera se
podra estimar el intervalo post-mortem.

Es posible utilizar los datos entomoldgicos para estimar el IPM de dos maneras
basicas. Una de ellas durante los procesos tempranos de descomposicion, a partir del
estudio de los distintos estadios que se desarrollan en los restos, se puede estimar el
tiempo transcurrido desde la primera colonizacién del cuerpo. Si se logra encontrar
el estadio mas antiguo que se desarrollo en el cadaver y se establece su edad, en horas
o dias, es posible conocer desde cuindo el cuerpo fue expuesto por primera vez a la
accion de los insectos (Centeno, 2000; Magana, 2001; Centeno ez al., 2002).

Si ha transcurrido mucho tiempo, los restos o sefiales de los artrépodos en sus
sucesivas oleadas sirven para establecer una sucesion temporal y de esta forma también
se obtiene una estimacion del tiempo transcurrido (Castillo, 2002). Por lo tanto, el
conocimiento de los factores que pueden interferir en la descomposicién y la coloni-
zacion del cadaver son de suma importancia para el establecimiento del IPM.

SUCESION CADAVERICA

Un cadaver es una fuente de alimento para un gran nimero de insectos y la com-
posicion especifica de los mismos cambia a medida que avanza el proceso de des-
composicion (Byrd y Castner, 2009) y esta sucesion degradativa que tiene lugar
en los cadaveres se produce en un periodo de escala de meses o anos (Begon e al.,
1999). En la descomposicion cadavérica ciertos recursos se agotan y otros quedan
disponibles provocando una adicion o sustitucion de especies de forma predecible
determinandose si éstos son necrofagos o bien necréfilos (Payne, 1965, Smith, 1986;
Goft, 1993; Catts y Haskell, 1990; Carvalho et al., 2000; Anderson, 2001; Tabor et
al., 2005).

Segtin Anderson (2001) la colonizacién de insectos en los cadaveres depende de
la region geografica o de la region biogeoclimatica entre otros factores; definiéndose
region biogeoclimatica por el hébitat, la vegetacion, tipo de suelo y las condiciones
meteoroldgicas. Ello afecta la descomposicion de los restos, que a su vez influye
sobre los insectos que lo colonizan.

La secuencia de colonizacion y el tiempo de arribo de las especies pueden
variar de region en region. Por ejemplo, de acuerdo a Pérez et al. (2005), en la es-
tacion primavera, Lucilia sericata (Meigen) es colonizadora primaria en Medellin,
Colombia; mientras que, segln los registros de Tabor et al. (2004) Phormia Regina
(Meigen) coloniza el cadaver en etapa fresca en Virginia, EE.UU. y segtin Voss et al.
(2009) en Perth, Australia, la colonizadora primaria es Calliphora dubia (Macquart);
para la misma estacion. Esto significa que los datos generados en una region o zona
biogeoclimatica no deben ser utilizados para determinar el tiempo de muerte en
una region diferente (Goff, 1993); por lo que es necesario desarrollar una base de
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datos de insectos para cada region. De esta manera el conocimiento de la secuencia
de los insectos que colonizan un cadaver en un area dada, permitira determinar el
Intervalo Post Mortem (Byrd y Castner, 2009) en esa region.

Con estos fines se realizan experiencias de campo reuniendo la informacién
basica para establecer la linea de base a partir de la cual se puedan realizar pericias
forenses en forma confiable. Para estos estudios de descomposicion se utilizan una
amplia variedad de animales que incluyen: gatos, perros, ardillas, conejos, pollos y
otras aves. Sin embargo, el modelo animal de descomposicién mas aproximado al
humano es el cerdo doméstico (Sus scrofa L.) (Goft, 1993), por la cantidad de pelos,
dieta y fisiologia. Esto permite la realizacion de estudios comparativos y extrapolar
los resultados a la especie humana; ademas no presenta problemas especiales de
naturaleza ética en la sociedad.

VARIABLES QUE INFLUYEN
EN EL PROCESO DE DESCOMPOSICION

El conocimiento de las variables que pueden alterar las etapas de descomposicion,
la colonizacion y la sucesion de insectos en el cadaver es otro requisito para la es-
timacién del IPM.

Los insectos son animales ectotérmicos, es decir su temperatura es controlada,
principalmente, por una fuente externa de calor y su capacidad de generar calor
metabodlico es insignificante. Las temperaturas tienen un impacto directo en su
biologia, asi la actividad de vuelo y la oviposicién de los adultos y el desarrollo de
los distintos estadios en el proceso de metamorfosis son dependientes de la tempe-
ratura.

La temperatura es el principal factor que influye también en la velocidad de la
descomposicion, debido a su gran influencia sobre la putrefaccion y la actividad de
los insectos (Mann, Bass, Meadows, 1990; Campobasso, Di Vella, Introna, 2001).
Tantawi, El-Kadry, Greenberg, El-Ghaffar (1996) mostraron una correlacion directa
entre la tasa de descomposicion y la temperatura, asi un aumento o un descenso
de la temperatura alteran las tasas de descomposicién. Las bajas temperaturas pre-
servan el cuerpo de fenémenos putrefactivos debido a la inhibicién de la actividad
microbiana y entomoldgica. Segiin Shean et al.(1993) y Sharanowski ez al. (2008),
los cadaveres expuestos al sol presentan una tasa mas rapida de descomposicién y
un periodo corto para la colonizacion de los insectos, pero con mayor variacion de
la temperatura ambiente con respecto a la temperatura del cadaver, a diferencia de
lugares sombreados donde la fluctuaciéon de temperatura es menor.

Ademas de la temperatura ambiente existen otros factores que se deben tener en
cuenta como serla humedad, la estacién, hora del dia, la vegetacion, la accesibilidad
y posicion fisica del cadaver, el tamano y tipo de cadaver, la accion de vertebrados,
la abundancia de insectos y el microclima (Smith, 1986; Catts y Haskell, 1990; An-
derson, 2000). La entomofauna carrofiera puede variar en una misma region segin
se trate de una zona urbana o rural, asi algunas especies de insectos se encuentran
tanto en regiones urbanas, como en regiones rurales, mientras que otras especies
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restringen su distribucion a determinados habitats, siendo estas de utilidad para
determinar si hubo o no traslado del cadaver (Catts y Haskell, 1990).

Cuando las condiciones del tiempo son favorables, la llegada de los dipteros
al cuerpo y la oviposicién ocurren dentro de pocos minutos después de la muerte
(Smith, 1986). Sin embargo, las especies de dipteros poseen diferencias en la habili-
dad de ingresar a lugares cerrados, como habitaciones, edificios, baul de automovi-
les, s6tanos y cadaveres con vestimenta (Pohjoismaki, Karhunen, Goebeler, Sauko,
Saaksjarvi, 2010). Estas diferencias influyen retrasando la colonizacién del cadaver,
y alterando la composicion de la entomofauna asociada a los cuerpos encerrados,
donde la diversidad de especies es menor en relacion a los cuerpos expuestos (Goff,
1991). Con respecto al tamano, cuando los insectos estan presentes, los cadaveres
pequenos se descomponen mas rapido que los cadaveres de mayor tamafno debido
al menor volumen de sustrato alimenticio disponible para ser consumido por in-
sectos.

Otra variable a tener en cuenta es la presencia de toxicos en el cadaver. La
entomotoxicologia constituye una nueva area dentro de la entomologia forense que
consiste en la utilizaciéon de métodos de analisis toxicoldgico en insectos involucra-
dos en la descomposicion cadavérica para identificar la presencia de drogas y toxinas
en los tejidos cadavéricos (Introna, Campobasso, Goff, 2001). La entomotoxicologia
también estudia el efecto de estas drogas en el desarrollo de los insectos y su im-
plicancia en la determinacion del IPM ya que diversas sustancias pueden interferir
en la tasa de desarrollo larvario, lo que puede llevar a errores en la estimacion del
IPM por métodos entomoldgicos (Goff y Lord, 1994; Goff, Brown, Omori, 1992;
Estrada, Grella, Thyssen, Linhares, 2009). Segin Goff, Omori, Goodbrod (1989),
Goff, Brown, Hewdikarran, Omori (1991) y Catts y Haskell (1990), la cocaina y la
heroina aceleran la tasa de desarrollo de larvas de dipteros sarcofagidos; mientras
que algunos antibidticos, como la cefazolina y la gentamicina, reducen la velocidad
de desarrollo y la supervivencia de larvas (Sherman y Tran, 1995).

La presencia de vestimentas puede alterar la velocidad de descomposicion y
la colonizacion del cadaver acelerando o retardando el proceso de putrefaccion. La
ropa funciona como una barrera al acceso de los insectos, lo que puede retrasar la
descomposicion y la sucesion en varios dias (Goff, 1992). Sin embargo, en cuerpos
que traen poca ropa, no hay impedimento para la colonizacion de insectos, ademas
brinda un microambiente mas protegido y con mejores condiciones de humedad
y temperatura que favorecen el desarrollo larval, lo que puede conducir a un au-
mento en la velocidad de descomposicion del cuerpo (Mann, 1990; Campobasso et
al., 2001). El enterramiento también restringe el acceso de muchos de los insectos
involucrados en la sucesion cadavérica, sin embargo pueden encontrarse especies
necrofagas porque colonizaron el cadaver previo al enterramiento o bien por la
llegada de especies que tienen la habilidad de penetrar el suelo hasta alcanzar el
sustrato (Rodriguez y Bass, 1983).

Los dipteros preferentemente colocan sus huevos en las cavidades naturales
del cuerpo (boca, nariz, oidos, 0jos, ano y vagina), o en sus adyacencias para ofrecer
un lugar protegido y humedo para el desarrollo larval (Campobasso et al., 2001;
Cross y Simmons, 2010). De acuerdo con Mann ez al. (1990), Vass, Bass, Wolt, Foss,
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Ammons (1992) y Campobasso et al. (2001) las lesiones atraen a los insectos para la
oviposicion y aceleran la tasa de descomposicién del cuerpo.

Las interacciones troficas entre las especies que colonizan el cadaver también
constituyen un factor importante que impacta en los patrones de sucesiéon (Ander-
son, 2001; Early y Goff, 1986), ya que en la competencia por espacio y alimento,
algunas especies pueden depredar sobre otras. Entre estas, se destaca Chrysomya
albiceps (Wiedemann), especie introducida que tiene la capacidad de atacar y comer
larvasde otros dipteros, incrementando su abundancia relativa y produciendo exclu-
sion competitiva de otros miembros de la comunidad. Asi también, algunas especies
de hormigas, particularmente Solenopsis sp. (Westwood), se alimentan de los huevos
de dipteros que se encuentran sobre el cadaver y provocan un efecto significativo
reduciendo la velocidad de descomposicion (Payne, 1965; Greenberg, 1991). Por
lo tanto, en presencia de especies predadoras, la composicion de la entomofauna
carronera puede ser alterada, con la posibilidad de disminucién o eliminacién de
poblaciones de larvas de otras especies.

COLECTA DE INDICIOS ENTOMOLOGICOS

Considerando que el IPM puede determinarse a través del estudio de la entomo-
fauna cadavérica que coloniza el cadaver, es deseable que un entomdlogo sea quien
colecte las muestras en la escena del hallazgo. Sin embargo, son pocas las situaciones
donde esto es posible, ya sea por la falta de profesionales entomdlogos vinculados
directamente al sistema judicial o bien por la distancia donde ocurrié el hecho que
impiden la presencia del experto durante el levantamiento del cuerpo. Por lo tanto,
es necesario contar con informacion completa acerca de la escena del hallazgo y sus
caracteristicas ambientales, como también resulta imperioso que el personal que
acude a la escena haya recibido la formacién adecuada en entomologia forense.

Segun Haskell, Lord, Byrd (2001) el uso de insectos en al ambito forense re-
quiere de una identificacién taxonémica adecuada de las especies involucradas y un
correcto levantamiento, conservacion y envio de sus muestras. Los tltimos puntos
son de relevancia ya que el reconocimiento especifico se alcanza si los caracteres
morfolégicos de importancia taxondmica se han conservado correctamente. En el
ambito de la entomologia forense los problemas implican errores en la metodologia
y procedimiento de colecta y en la insuficiente cantidad de muestras recogidas. Los
principios que deben aplicarse son la recogida del mayor niimero de ejemplares y,
sobre todo, no seleccionarlos deliberadamente en funcién de su localizacion, aspecto,
tamafo. Sélo un muestreo aleatorio puede asegurar una representatividad real de la
entomofauna presente (Pasquerault, Vincent, Dourel, Chauvet, Gaudry, 2006).

Existe bibliografia general que sugiere procedimientos de colecta y anilisis de
muestras entomoldgicas, entre las que se puede citar a Catts y Haskell (1990) y Byrd
y Castner (2009). En Argentina, a través del Programa Nacional de Criminalistica,
dependiente del Ministerio de Justicia y Derechos Humanos (www.jus.gob.ar), se
implementé un protocolo guia para el levantamiento y conservacién de evidencia,
entre ellas las entomoldgicas.
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La colecta de fauna entomoldgica debe hacerse sobre el cuerpo y en sus al-
rededores. Se buscan huevos, larvas, exuvias, pupas, puparios y adultos de todos
los 6rdenes de insectos. En las primeras etapas de descomposicion se debe prestar
especial atencion a los orificios naturales del cuerpo y a las heridas con la finalidad
de buscar puestas de insectos necréfagos. En cadaveres en estado de esqueletiza-
cién la busqueda debe realizarse en la tierra que estd por debajo del cadaver y sus
alrededores.

Cuando se descubre un cadaver en el interior de una habitacion es conveniente
buscar las pupas y puparios no solo en el suelo, sino también en lugares oscuros (bajo
muebles, baldosas, alfombras, electrodomésticos). En cuanto a las muestras tomadas
en autopsia estas no reemplazan a las levantadas en la escena del hallazgo, ya que
son complementarias. Ademas es importante identificar de forma precisa el lugar del
levantamiento de las muestras en el cadaver, tanto en la escena del hallazgo como
durante la autopsia. Es de suma importancia colectar una doble muestra de estadios
inmaduros, una para conservar y otra para criar en laboratorio hasta la emergencia
del adulto, a fines de facilitar la identificacion taxonémica de las especies.

Teniendo en cuenta la relacion entre los insectos y el medio ambiente, se deben
registrar tanto las variables ambientales, como también todas las caracteristicas del
lugar del hallazgo y las que afectan directamente al cadaver como ser el enterramien-
to y el ocultamiento del mismo. Con respecto a cadaveres encontrados en interiores
se deben considerar las aberturas, tales como ventanas, postigos, puertas y también
tener en cuenta si la calefaccion se encuentra en funcionamiento o no.

Los parametros ambientales que se deben registrar son los siguientes:

1) Temperatura del suelo en la superficie.
2) Temperatura bajo el cadaver.

3) Temperatura de la masa de larvas.

4) Humedad y temperatura de la escena.

La Tabla 1 muestra la metodologia de levantamiento, conservacién y embalaje
de los distintos estadios de entomofauna carrofera, de acuerdo al protocolo estable-
cido para los laboratorios de Argentina, basado en las propuestas de Byrd y Castner
(2009) y Amendt, Campobasso, Gaudry, Reiter, LeBlanc, Hall (2007). En todas las
muestras colectadas se deben indicar: nimero de muestra, nombre del colector, lugar
del cuerpo donde fue colectada, fecha, hora, lugar o localidad, provincia, nimero de
causa, expediente o actuacion policial.
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Tabla 1. Metodologia de levantamiento, conservacion y embalaje de entomofauna carroiera.

Estadios

Recolecciéon

Conservacion y embalaje

HUEVOS

Con pinzas. Colocar en un
trozo de carne (5x5x 1 cm
aprox.). Envolver el trozo en
sobres de papel metalizado
dejando entreabierta una

de las caras. Colocar en un
recipiente plastico con 5 cm de
tierra. Cubrir con tela voile y
sujetar al recipiente con doble
banda elastica.

Posteriormente llevar a camara
de cria hasta la emergencia del
adulto.

LARVAS Y PUPAS

Con pinza entomoldgica o
espatula usando guantes de
latex y evitando la ruptura

de la muestra. Colocar en

un recipiente y verter agua
caliente. Dejar la muestra en el
recipiente por 10 minutos.

Trasladar la muestra a frascos
de vidrio o plastico herméticos
con alcohol 70%. Realizar
doble rétulo, uno con papel
vegetal escrito con lapiz que
se introduce en el frasco y otro
(tipo adhesivo) que se pega al
exterior del recipiente.

Dipteros

Larvas: colocar en un trozo
de carne (5 x5 x 1 cm aprox.).
Envolver el trozo en sobres

de papel metalizado dejando
entreabierta una de las caras.
Colocar en un recipiente
plastico con 5 cm de tierra.
Cubrir con tela voile y sujetar
al recipiente con doble banda
elastica.

Pupas: Colocar en un
recipiente plastico con 5 cm de
tierra. Cubrir con tela voile y
sujetar al recipiente con doble
banda elastica.

Posteriormente llevar a cdmara
de cria hasta la emergencia del
adulto.

Coledpteros

Con pinzas entomolégicas o
con mano usando guantes de
latex y evitando la ruptura de
las muestras.

Trasladar la muestra a frascos
herméticos de vidrio o plastico
con alcohol 70%.

ADULTOS

Dipteros

Sobre el cadaver con red
entomoldgica. Introducir

los especimenes en frasco
matador con acetato de etilo
y tapar. Dejar la muestra en el
frasco por el lapso aproximado
de 15 minutos hasta la muerte
de los especimenes.

Trasladar a sobres de papel.

Coledpteros

Con pinzas entomoldgicas o
amano utilizando guantes de
latex y evitando la ruptura dela
muestra.

Colocar en frascos herméticos
de vidrio o plastico con alcohol
70%. Realizar doble roétulo,
uno con papel vegetal escrito
con lapiz que se introduce en
el frasco y otro (tipo adhesivo)
que se pega al exterior del
recipiente.
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CONSIDERACIONES FINALES

La investigacion de una muerte requiere de un trabajo multidisciplinar, con la
cooperacion de criminalistas, magistrados y cientificos, a fines de tener una plena
comprension de la evidencia obtenida en la escena del hallazgo y en la autopsia. De
todas las colaboraciones profesionales requeridas, para la determinacion del intervalo
post mortem, es necesaria una estrecha interaccion entre el entomologo y el médico
forense. El médico forense realiza el examen externo e interno del cadaver, analiza
las caracteristicas de las lesiones y los cambios postmortem, como asi también su-
pervisa el levantamiento de evidencia fisica sobre el cadaver. LLa informacion que
brinda el médico forense y los criminalistas son fundamentales para la interpreta-
cién de la evidencia entomoldgica y para determinar el inicio de la actividad de los
insectos, basada ya sea en la composicion de la entomofauna carrofiera o en la edad
de desarrollo de los insectos.

La aplicacion de la entomologia forense requiere un amplio conocimiento de
los factores que interfieren con el proceso de colonizacion, la accion de los insectos
sobre cadaveres en descomposicion, su distribucion, biologia, ecologia y compor-
tamiento.
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INTRODUCCION

La patologia forense es la rama de la medicina legal que aplica los conocimien-
tos integrados de las ciencias médicas a la resoluciéon de problemas medicolegales
(Vazquez Fanego, 2003). Esta se encarga de determinar la causa y mecanismo de la
muerte, naturaleza y vitalidad de las lesiones (Castellano Arroyo, Villanueva Cafnadas
& Hernandez Jerez, 2004; Davis, 2005; Vazquez Fanego, 2003).

La comprensién de los procesos biolégicos subyacentes a la muerte son de
gran importancia para el patélogo forense para poder diferenciar los cambios post
mortem versus patologias propias (Tsokos, 2005).

Las lesiones causadas por animales pueden ser numerosas, en ocasiones pueden
simular auténticas lesiones vitales o pueden distorsionar dichas lesiones producidas
en un cadaver independientemente del ambiente en el que se encuentren, ya sea en
el interior de una vivienda, al aire libre, enterrados o sumergidos. En cuerpos en
estado de putrefaccién pueden enmascarar la lesiéon que produjo el deceso (Byard, Ja-
mes & Gilbert, 2002; Garamendi, Lopez-Alcaraz & Rodriguez, 2008; Lee, 2000).

El desafio del patdlogo forense es determinar si las lesiones observadas son
vitales; si fueron causadas por animales domésticos, salvajes, marinos o insectos y
si éstas fueron la causa real del deceso (Bury, Langlois & Byard, 2012; Byard, 2011;
Garamendi ez al., 2008; Tsokos & Schulz, 1999).

A continuacion desarrollaremos tres items de interés médico legal: efectos
causados por animales en las muertes por sumersion, mecanismos por el cual los
animales pueden modificar o producir lesiones en cadaveres y el accionar de la fauna
cadavérica enmascarando o produciendo lesiones.

MUERTE POR SUMERSION

La muerte por sumersion se define como la muerte causada por asfixia secundaria
a la permanencia en agua (Bell, 2005; Concheiro Carro & Suarez Pefiaranda, 2004;
Giertsen, 2000; Shkrum & Ramsay, 2007).
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Ante un cuerpo encontrado en agua, el forense debe determinar si esa persona
se encontraba con vida al caer al agua, si las lesiones que presenta son vitales o
postmortem, si dichas lesiones fueron producidas por la fauna del sitio de sumer-
sion, ya sean aguas dulces o saladas, si fueron producidas en sitios de aguas en
movimiento por arrastre del cuerpo en terrenos pedregosos o aguas estancadas, o
bien en el contexto de una muerte homicida (Bell, 2005; Concheiro Carro & Sua-
rez Peniaranda, 2004; Giertsen, 2000; Shkrum & Ramsay, 2007; Duband, Forest &
Péoc’h, 2011a).

En todos estos casos los exdmenes complementarios son de gran ayuda y estan
orientados al estudio histolégico del pulmon y a la investigacion de marcadores bio-
16gicos del medio de sumersion (Bell, 2005; Concheiro Carro & Suarez Penaranda,
2004; Giertsen, 2000).

Desde la anatomia patoldgica los pulmones se encuentran hiperinsuflados,
debido al ingreso de liquido por la via aérea, histolégicamente muestran sobre-
distension alveolar, con ruptura de septos alveolares y edema, se puede observar
aspiracion de particulas o cuerpos extranos del medio de sumersion como hollin o
plantas (Bell, 2005; Concheiro Carro & Suarez Penaranda, 2004; Dettmeyer, 2011;
Giertsen, 2000).

Entre los marcadores bioldgicos utilizados para determinar si una sumersion
fue vital o pre-morten versus sumersion post-mortem, los més estudiados son las
diatomeas, se desarrollan en detalle en el capitulo 4 de este libro. Estas se encuentran
en 6rganos como pulmoén, cerebro, rinén, médula 6sea y sangre cuando el cadaver
se encuentra en avanzado estado de putrefaccién. Su presencia ayuda a determinar
la vitalidad de la sumersion (Benecke, 2004; Concheiro Carro & Suarez Penaranda,
2004; Duband, Forest & Péoc’h, 2011b; Giertsen, 2000).

Para una correcta determinacion de diatomeas se debe comparar las presentes
en el medio de sumersion en el que se encontré el cuerpo, con las observadas en
pulmoén y el resto de los 6érganos analizados. Es importante remarcar que la muestra
de agua se debe tomar al mismo momento del levantamiento del cadaver (Benecke,
2004; Concheiro Carro & Suarez Penaranda, 2004).

RECOLECCION DE ANIMALES ACUATICOS

El cuerpo sumergido, a menudo atrae animales acuaticos como peces, tortugas y
crustaceos que producen lesiones por depredacion postmortem que van desde le-
siones en piel como las producidas por cangrejos, estrellas de mar y crustiaceos;
amputaciéon de miembros por tiburones; o destruccion total de los érganos internos
por distintas especies de peces (Bell, 2005; Benecke, 2004; Duband ez al., 2011a;
Duband ez al., 2011b; Giertsen, 2000; Shkrum & Ramsay, 2007).

Se debe ser extremadamente cuidadoso al momento de analizar un cuerpo su-
mergido, ya que en estos casos confluyen numerosos eventos que llevan a dafos
posmortem y las lesiones en piel suelen ser poco especificas (Duband et al., 2011b).
Es fundamental observar los bordes de la herida, la presencia o no de infiltracion
hematica y realizar el estudio microscopico para un correcto diagndstico.



120 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

Fig. 1. Lesién contusa con bordes irregulares sin infiltracién hematica, la cual pudo ser producida
por roce con elemento contuso al ser arrastrado en el lugar de sumersién o por fauna del sitio de
sumersion.

Al estudiar el caso de un cuerpo ahogado, observamos una lesiéon contuso-
cortante en el cuero cabelludo (Fig. 1) el cuerpo se encuentra en estado de putre-
faccion y se plantea el diagnéstico diferencial de sumersion homicida y se precisa
determinar si la lesion fue realizada con algin elemento contuso que golpea contra
el craneo, o si la fue muerte accidental por caida involuntaria y la lesion se produce
por choque con algin elementos contusos presente en el sitio de sumersion, al ser
arrastrado por el agua o secundaria al accionar de fauna acuatica del sitio, luego de
producido el deceso.

Observamos que los bordes de la herida no muestran signos de vitalidad como
infiltracién hematica y en el estudio histoldogico se observan papilas dérmicas de-
nudadas con signos de autolisis y putrefaccion, capilares congestivos, no se observa
infiltracion hematica dérmica ni infiltrado inflamatorio (Fig. 2), utilizando colora-
cion especial de Tricromica de Masson se resalta la congestion vascular y se confirma
la ausencia de hemorragia dérmica (Fig. 3).

Estos hallazgos son compatibles con una lesion no vital, probablemente pro-
vocada por el medio de sumersion y se debe ser extremadamente cuidadoso al mo-
mento de analizar un cuerpo sumergido ya que, como senalamos anteriormente, en
estos casos confluyen numerosos eventos que llevan a dafios postmortem.
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(o
Fig. 2. Se observa piel con signos de autélisis  Fig. 3. Se identifica en azul el coldgeno dérmico

y putrefaccién, obsérvese las papilas dérmicas sin hemorragia y los vasos sanguineos sin lesién,
denudadas (flecha). Hematoxilina Eosina 10X. con ectasia (flecha). Tricromica de Masson 20X.

LESIONES CAUSADAS POR ANIMALES
Artrépodos

Los insectos como hormigas, avispas y abejas suelen provocar una lesién rojiza pe-
quena en la piel que desaparece en un corto periodo de tiempo. El examen histologico
puede ser requerido para determinar la vitalidad de dichas lesiones (Lee, 2000).

Ciertas especies de hormigas como Solenopsis sp. y Myrmecia sp. han sido re-
conocidas como letales al causar reacciones alérgicas. Los hallazgos postmortem
estaran relacionados a fallo multiorganico por la reaccion de hipersensibilidad y el
estudio de la zona de picadura para determinar la vitalidad de la misma (Garamendi
et al., 2008; Lee, 2000).

La accién de las hormigas puede causar una gran variedad de lesiones postmor-
tem presentando areas irregulares, serpinginosas de tulceras superficiales cutaneas.
Macroscopicamente tienen aspecto seco y apergaminado (Byard, 2005; Campobasso,
Marchetti & Colonna, 2009; Garamendi et al., 2008).

Las lesiones suelen presentarse tipicamente en lugares como parpados, labios
y nudillos (Garamendi et al., 2008).

Las avispas, al igual que otros insectos, raramente pueden causar la muerte,
excepto en casos de shock anafilactico o toxicidad sistémica. Los venenos de los
himendpteros poseen una gran capacidad antigénica y por tanto un gran poder de
sensibilizacion. (Contreras Zuniga, Zuluaga & Casas Quiroga, 2008; Pastrana, Blasco
& Pinillos, 2003).

La reaccion sistémica toxica son originadas por la gran cantidad de veneno
inoculado y las reacciones de hipersensibilidad son secundarias a la liberacién de
histamina producidas por la degranulaciéon de mastocitos y basofilos (Contreras
Zuniga et al., 2008; Pastrana et al., 2003).

Los hallazgos de autopsia evidencian multiples picaduras agrupadas ya que
generalmente atacan en enjambres, lo que es mis comlinmente visto en especies
africanizadas (Lee, 2000).
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Al igual que con las hormigas, el estudio patolégico determinara la vitalidad
de las mismas por la reaccién inflamatoria local.

Las picaduras de abejas varian significativamente en sus niveles de agresion, y
se producen por medio de una punta o saco (aguijon) que tiene pocos milimetros
de longitud y permanece unido en la lesion después de la insercién del veneno. El
registro de picadura aparece rosado o rojizo con el area central palida tumefacta
donde se observa como protruye el aguijon. LLa imagen que se muestra en la figu-
ra 4, corresponde a un cuerpo en estado de putrefaccion incipiente donde no se
encontraron lesiones traumaticas que justifiquen el deceso, y al realizar el estudio
patolégico de las picaduras se pudo observar en la zona central el saco o aguijéon
(Lee, 2000). Histolégicamente se observa la piel que presenta reaccion inflamatoria
polimorfonuclear con eosinéfilos y se puede reconocer restos del aguijon (Fig. 5).

La mayoria de los escorpiones son inofensivos para el ser humano, aunque
algunos pueden inyectar suficiente veneno como para matar un nifio pero rara vez
un adulto ya que la peligrosidad del veneno es inversamente proporcional al peso de
la victima. Los hallazgos de autopsias no son especificos, incluyen edema pulmonar,
fallo cardiaco, trastornos hemorragicos y neurotoxicidad (Lee, 2000).

La gran mayoria de las aranas son venenosas, pero no presentan riesgo de muer-
te para el ser humano. Las lesiones tipicas de una picadura de arana se manifiestan
con eritema, dolor local, hemorragia y ulceracién de la zona luego de algunos dias
de producida la picadura. Sistémicamente producen fiebre, malestar general y dolor
muscular (Lee, 2000).

Fig. 4. Multiples lesiones puntiformes producidas por picadura de abejas dispersas en ambos miem-
bros inferiores.
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Fig. 5. Secciéon de piel donde se observa res-  Fig. 6. Seccion de piel donde se observa ulcera-
tos del aguijon (flecha) e infiltrado inflamatorio cion epidérmica (flecha) e infiltrado inflamatorio
adyacente (*) lo que informa la vitalidad de la adyacente (*) lo que informa la vitalidad de la
lesiébn. Hematoxilina Eosina 10X. lesiéon. Hematoxilina eosina 10X.

Los casos fatales se asocian a coagulacion intravascular diseminada, edema de
glotis, hemolisis y microhemolisis en tabulos renales (Figs. 7 y 8).

Vertebrados terrestres

La depredacion postmortem por animales especialmente el perro son frecuentes de
observar en la practica y es fundamental diferenciar entre mordeduras pre-mortem
y lesiones post-mortem (Bury ez al., 2012; Byard, 2011).

Las lesiones postmortem pueden ser causadas por uno o varios animales que
interaccionan en el lugar donde se produjo la muerte y usualmente se observan en
casos de muertes naturales en el interior del domicilio o al aire libre. Es frecuente
observar la amputacion de falanges o la falta total de tejidos blandos con esqueleti-

Fig. 7. Se observa un corte histolégico de glotis  Fig. 8. Tubulos renales con microhemolisis de
con epitelio estratificado edematoso. En [dmina eritrocitos (flecha). Tricrémica de Masson 20X.
propia (*) marcado edema con intenso infiltrado

inflamatorio con eosinéfilos (flecha). Hematoxi-

lina eosina 10X.
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zacion del miembro (Figs. 9 y 10). Generalmente este ataque se limita a zonas sin
vestimenta, como cabeza, cuello y miembros; estas heridas generalmente muestran
un aspecto desgarrado, sin infiltracion hematica (Bury et al., 2012; Buschmann et
al., 2011; Byard, 2011; Tsokos & Schulz, 1999).

Fig. 9. Miembro superior izquierdo con falanges desgarradas producto de un ataque postmorten
de cénido.

Fig. 10. Esqueletizacion de miembro superior producida por canidos.
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Fig. 11. Estigma de garras felinas en cuello.

La geografia del lugar del hallazgo es importante para determinar si la muerte
fue producida por el accionar de la fauna autdctona. Por ejemplo, en la Puna Sal-
tefia, donde viven numerosos animales salvajes, se encontré el cuerpo sin vida de
una joven cuyas lesiones presentaban bordes hematicos infiltrados y tumefactos lo
que llevo a concluir que su muerte se produjo por ataque de félido salvaje ya que
claramente se observan los estigmas de garras felinas (Fig. 11) (Portelli, Eveling &
Mamani, 2012).

Fig. 12. Lesién no vital (flecha), la cual fue producida por larvas de la familia Diptera, Calliphoridae.
Herida vital (*).
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LESIONES CAUSADAS
POR ENTOMOFAUNA CADAVERICA

La fauna cadavérica es de gran importancia y brinda valiosa informacion al momen-
to de determinar el intervalo postmortem de un cuerpo, y conocer si dicho cuerpo
fue trasladado de un sitio a otro luego de su deceso (Benecke, 2004).

Una acumulacion inusualmente numerosa de larvas en un area del cuerpo
puede indicar la presencia de una herida antemortem también denominada vital,
que no necesariamente debe ser la herida causal de la muerte, ya que los fluidos
corporales atraen a los insectos. A medida que se alimentan pueden crear nuevos
orificios o lesiones artefactuales que no se relacionan con heridas vitales y pueden
ser malinterpretadas como heridas premortemen. Con el estudio histolégico, se
podra determinar vitalidad o no de la misma; en la figura 12 se observa en cara
lateral de flanco derecho solucion de continuidad postmortem, producida por fauna
cadavérica. (Bell, 2005; Lew & Matshes, 2005).

Con el paso del tiempo, la fauna cadavérica puede producir reduccion de la
masa corporal, particularmente la esqueletizacion del craneo y la reduccién de los
o6rganos internos (Fig. 13), lo que dificulta realizar un diagnoéstico certero de la
causa de muerte.

Fig. 13. Esqueletizacion de cabeza y cuello producida por accionar larvas Chrysomya albiceps (Dip-
tera, Calliphoridae).
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Sinopsis: ante una autopsia de un cuerpo en estado de putrefaccion o sospecha
de accionar de fauna ambiental (Lew & Matshes, 2005):

e Realice una autopsia completa y examine todos los 6rganos, tome muestras
de todos los fluidos y 6rganos para estudios complementarios.

® Reconozca el artefacto postmortem y diferéncielo de la verdadera patologia
0 lesi6n premortem.

e Correlacione los antecedentes patolégicos y la escena para determinar la causa
y mecanismo de muerte.
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INTRODUCCION

La palabra «tafonomia» proviene del griego, taphos (tumba) y nomos (ley). Es una par-
te de la paleontologia que estudia la descomposicién, preservacion, dispersion, ero-
sion, entierro o exposicion de organismos muertos. Posteriormente se incorporaron
otras disciplinas como antropologia forense denominandose tafonomia forense.

La tafonomia forense generalmente se la relaciona con procesos de tiempo
corto que ocurren luego de la muerte y durante la descomposicién. Este campo es
dominado por la entomologia, antropologia y arqueologia (Stokes et al., 2009). Es
decir que la tafonomia forense examina como las variables bidticas y abidticas (con-
diciones climaticas, estado del cadaver, proliferacion de algas, vegetacion, accion de
animales, etc.) pueden alterar caddveres o restos de animales o humanos, y por lo
tanto cambiar la evidencia en investigaciones legales.

El origen y edad de las heridas en los caddveres puede ayudar a determinar la
causa de muerte (Kondo et al., 1999; Cecchi, 2010).

Un cadaver puede ser alimento o refugio. Tanto vertebrados como invertebra-
dos pueden ser agentes importantes de la tafonomia. La actividad carronera puede
alterar u obstaculizar evidencia de la causa de muerte, acelerar la descomposicion y
desarticulacion, dispersar, modificar y destruir el esqueleto humano, dificultando la
identificacion del mismo (Synstelien, 2015). Ciertas lesiones post mortem pueden:
modificar heridas ante mortem, eliminar caracteres identificatorios (por ejemplo:
estrangulacion o herida de bala), o confundirse con heridas ante mortem, compli-
cando la investigacién o llevando a interpretaciones erroneas (Vanin y Zancaner,
2011). Por lo tanto es importante conocer el patrén de lesiones dado que se puede
identificar la especie animal involucrada (Byard et al., 2002).

Dentro de un contexto paleontolgico o arqueoldgico, los insectos fosiles, sus
restos y/o marcas pueden proveer informacion valiosa sobre la tafonomia del cada-
ver, las practicas funerarias de las sociedades antiguas, la actividad que el artrépodo
tenia en la tumba y a veces proveer informacion sobre paleoambiente y paleoclima,
y también filogenética (Rogers, 1992; Martin y West, 1995; Hasiotis et al., 1999;
West y Martin, 2002; Britt et al., 2008; Huchet, 2014). La aplicacion del estudio de
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entomologia forense a los estudios tafondmicos mejora la habilidad de determinar
la estacion de muerte y el tiempo relativo que pasé entre la muerte y el entierro
Bader ez al. (2009).

INVERTEBRADOS CARRONEROS

Anteriormente se mencioné que algunos invertebrados pueden alimentarse de cada-
veres o restos animales y humanos, causando artefactos. Entre ellos los artrépodos
son un grupo importante y existen trabajos que describen la accién de hormigas,
termitas, coledpteros, tineidos, dipteros, artropodos acudaticos, etc. Ademas se han
detectado marcas en huesos fosiles desde el tridsico al pleistoceno, atribuyéndose
las mismas a insectos. Estos tltimos también pueden realizar otros efectos tafono-
micos como: acelerar los procesos de descomposicidn, y esto a su vez llevar a la
momificacién; pueden transportar huesos, enterrar cadaveres y secretarle sustancias
que alteren la descomposicion, (Weigelt, 1989; Lyman, 1996; Ratcliffe, 1996; Byrd
y Castner, 2000; Schroeder er al., 2002). A su vez hay diversos factores que pueden
influenciar la actividad de los insectos, por ejemplo, la actividad de los vertebrados
carrofieros puede prevenir la descomposicion y alterar la actividad de los insectos,
por alimentarse de los mismos o remover tejidos blandos y/o dispersar los restos, asi
los insectos tendran poca participacion en el cadaver o bien se acelerara la sucesion
de los mismos o el fenémeno opuesto (Sorg y Marden2013); el entierro del cada-
ver o restos en suelo, lo cual restringe el acceso a los carrofieros disminuyendo la
descomposicion cadavérica; entre otros (Rodriguez y Bass, 1985; Rodriguez, 1997;
VanLaerhoven y Anderson, 1999; Fiedler y Graw, 2003).

Termitidae (Isoptera)

Tanto en estudios arqueoldgicos como experimentales se ha encontrado que las
termitas poseen actividad osteofagica.

En 1911, se realiz6 el primer reporte de insectos (termitas) consumiendo hueso
humano de momias antiguas de Nubia (Derry, 1911). Afios mas tarde, se realiza el
primer trabajo experimental sobre la accién de termitas en hueso (Watson y Abbey,
1986). Las marcas mas viejas que indicarian actividad de insectos eusociales, parti-
cularmente termitas, se hallaron en un dinosaurio en China (Xing ez al., 2013).

Las termitas consumen hueso, fresco o anejado, dejando distintos tipos de mar-
cas: destruccion, agujeros, depresiones superficiales en forma de parches irregulares
o lineales que representan areas de forrajeo o galerias, respectivamente, tineles,
marcas con forma de estrella y estriaciones paralelas y sub-paralelas, e inclusive
nidos usando huesos (Hill, 1987; Tappen, 1994; Huchet ez al., 2011; Backwell et al.,
2012; Queiroz et al., 2017) (Figura 1). Las depresiones encontradas en fosiles son
poco profundas (menos de 5 mm), con borde aspero y circular (menos de 1 mm
a 15 mm o mas de ancho) (Hill, 1987; Tappen, 1994). Las marcas mandibulares a
veces se ven en hueso liso y sano (Watson y Abbey, 1986) y la masticacion de las
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termitas puede confundirse con corrosién de suelo acido (Pokines y Symes, 2013).
También las termitas pueden actuar destruyendo ligamentos y capas cartilaginosas
(Coe, 1978).

Entre las especies de termitas involucradas o estudiadas estan: Odontotermes
zambesiensis Sjostedt, Trinervitermes trinervoides Sjostedt, Amitermes amifer Silvestri,
Nasutitermes corniger Motschulsky, Microcerotermes indistinctus Mathews.

En muchos casos las marcas realizadas por las termitas y su periodo de activi-
dad proveen datos de temperatura y humedad (datos micro-ambientales) de tiempo
pasado y potencian su uso como indicadores de estacionalidad (Backwell ez al., 2012,
Queiroz et al., 2017).

Figura 1. Marcas en hueso producidas por Nasutitermes corniger, Motschulsky (Isoptera). Foto
extraida de Queiroz et al. (2017).

Blattidae (Blattodea)

Al investigarse la muerte repentina de nifos, se observaron heridas post mortem
causadas por cucarachas, que generaron confusion con heridas ante mortem como es-
trangulamiento y quemaduras de distintas épocas (Denic et al., 1997). En un trabajo
experimental, se hall6 que la especie Periplaneta americana L. puede producir desco-
loracién, destruccion de hueso y masticacién (Parkinson, 2012) (Figura 2). Pueden
masticar piel callosa, ufias, y pestanas, de personas, y a veces de nifios durmiendo.
También en ninos sin atencion y mala higiene, se observaron heridas en la carne
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y piel de la cara, las cuales sugirieron que ocurrieron al alimentarse las cucarachas
(Robinson, 2005; Byrd y Castner, 2009). Las mordeduras llegan a formar lagunas
apergaminadas sobre la piel debido a la union de las mismas (hasta 30 mordeduras
unidas) (Gonzéalez Medina et al., 2013).

Figura 2. Dafo 6seo producido por Periplaneta americana (Blatiddae). a) Destruccién en una falange
bovina causada por masticacién (magnificacién 7x). b) Idem a) pero con mayor magnificacién (40x).
Foto extraida de Parkinson (2012).

Formicidae (Hymenoptera)

Las hormigas tienen varios roles, entre ellos pueden consumir carne y exudados
de cadaveres o bien predar otros insectos. Los efectos de estos himendpteros sobre
los cadaveres fueron descriptos por Saukko y Knight (2004), Byard (2005), Gara-
mendi et al. (2008), Campobasso et al. (2009), Pérez Martinez et al. (2014), quienes
pudieron observar dreas irregulares, serpentiginosas, hinchadas y con ausencia de
piel, puntuaciones pequenas y del tipo aranazo como consecuencia de las mor-
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didas. Generalmente la coloracion de las heridas es naranja-rosada a amarilla y
difusa. Cuando el cadaver esta fresco las heridas pueden parecer agujeros/ilceras
con bordes ondulados/roidos (Figura 3). Las heridas pueden asemejar heridas ante
mortem accidentales o infligidas. Pueden malinterpretarse con abrasiones ante mor-
tem resultado de acidos fuertes, cigarrillos u otro objeto ofensivo. Las puntas de los
dedos pueden producir contusiones o marcas eritematosas similares a las marcas de
hormigas. Estas también pueden enmascarar heridas ante mortem, modificandolas
o elimindndolas, por ejemplo, heridas de bala o rasgufios luego de estrangulacién
manual o por ligadura (Ventura et al., 2010); o bien cubrir o remover tatuajes, mar-
cas, manchas y cicatrices ocurridas en vida (Celino, 2014). Las heridas pueden ser
muy confusas cuando se afiejan, secan y oscurecen (color marrén). Algunas veces
asociado a las lesiones puede haber hemorragia, particularmente cuando hay remo-
cion superficial de piel en partes congestionadas del cadaver. Se ha observado que las
hormigas prefieren labios, parpados, la base de las pestanas (lo que provoca pérdida
de las mismas) y nudillos. Moura ez al. (1997) reportaron pequenas heridas en labios,
orejas, lengua y escroto, durante la etapa fresca de descomposicion. En otros trabajos
se observaron hormigas principalmente en las regiones mencionadas anteriormente
y ademas en ojos, hocico, ano y cloaca (Moretti y Ribeiro, 2006; Barros et al., 2008;
Bonnaci et al., 2011, Maciel ez al., 2016). En algunos casos la accion de las hormigas
produjo pequeiias lesiones exudativas que fueron elegidas por dipteros (Moretti
y Ribeiro, 2006; Barros et al., 2008; Bonnaci et al., 2011, Maciel et al., 2015). Las
hormigas también pueden ingerir pelo (Bonacci et al., 2011).

Figura 3. Lesién lineal apergaminada de bordes festoneados localizada en abdomen producida por
hormigas. Se pueden observar hormigas. Foto extraida de Pérez Martinez et al. (2014).
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Hay que tener en cuenta que el acido férmico de las hormigas puede contribuir
a la corrosion de la capa superficial de piel y provoca un flujo de sangre que al se-
carse origina abrasiones como lesiones endurecidas y de color castafio en contraste
con la piel no afectada. Ademas dicho compuesto puede producir la muerte en
personas alérgicas (Ventura et al., 2010; Celino, 2014; Purkait et al., 2014; Maciel
et al., 2015).

Otro efecto tafonomico de las hormigas observado mas recientemente es que
pueden enterrar o cubrir las heridas con tierra u hojas, excluyendo asi a otros artro-
podos y cambiando el proceso de descomposicién, y ademas pudiendo ocasionar un
segundo efecto tafondmico como lesiones (Lindgren et al., 2011; Celino, 2014).

Algunas de las especies involucradas fueron: Solenopsis sp., S. saevissima Smith,
S. invicta Buren, Cephalotes clypeatus Fabricius, Pheidole sp., Camponotus sp., C. me-
lanoticus Emery, Ectatomma sp.1, Brachymyrmex sp.1, Wasmannia sp.1, Crematogaster
sp., C. scutellaris Olivier.

Vespidae y Apidae (Hymenoptera)

Hay ciertas avispas y abejas que son carrofieras o pueden comportarse como om-
nivoras.

Pittoni (2009) observo lesiones osteoliticas en esqueletos humanos de tumbas de
alrededor de mil afios, con mayor dafo en el craneo, como resultado de la actividad
de himendpteros Sphecidae y Halictidae por la construccion de nidos. Estas lesiones
simulan patologias degenerativas o infecciosas (periostitis, osteomielitis, sifilis, mie-
lomas maultiples de hueso, etc.) pudiendo resultar en un diagndstico incorrecto.

En cadaveres de cerdo se encontraron heridas en labio inferior y en menor
medida en hocico y ano (Barbosa ez al., 2015). Estas se las pudo asemejar a lacera-
ciones, Ulceras, quemaduras o abrasiones. En otro trabajo se encontraron tineles
pequenos (Gu et al., 2014). También se han encontrado avispas chupando liquidos
de los alrededores de cavidades naturales como orificios nasales, boca y ano, agran-
dando las mismas y permitiendo una mayor salida de olores del cadaver. Esto a su
vez acelero la llegada de insectos de importancia forense, lo que podria ser de inte-
rés en la estimacion del PMI (Gomes et al., 2007). En otra ocasion, avispas fueron
vistas cortando pedacitos de orejas de cerdos vivos en una granja (Edwards, 1980).
Szleszkowski et al. (2018) reportaron por primera vez la presencia de un nido de
Apis mellifera mellifera L. y Vespula vulgaris L. dentro de un cuerpo momificado en
condiciones naturales en una zona del Sud-Oeste de Polonia.

Entre las especies que producen marcas se pueden mencionar: Agelaia fulvo-
fasciata Degeer, A. pallipes Olivier, Vespula germanica Fabricius, V vulgaris L., V/
pensylvanica Saussure; especies del grupo Trigona hypogea Silvestri.
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Dermestidae (Coleoptera)

Algunos autores han estudiado marcas encontradas en huesos fésiles de dinosaurio
y mamiferos extintos. Britt ez al. (2008) compararon la mordida de derméstidos
con ciertas marcas, hallando coincidencia. Estos autores indicaron que los insectos
pueden danar huesos previamente a su fosilizacién. L.as marcas mas comunes de
insectos en hueso generalmente son atribuidas a larvas de derméstidos, ya sea por
alimentacién o excavacion de cdmaras pupales. Se hallaron tres grandes tipos de
camaras en huesos fosiles que fueron atribuidas a derméstidos por Bader (2008): los
«hoyos hemisféricos», que solo se producen cuando el derméstido horada directa-
mente el hueso; los «hoyos planos», producidos cuando la excavacion de la cdmara
comienza sobre un sustrato de carne seca; y las «rosetas», que constituyen la fase
inicial de la formacién de un «hoyo plano». Las camaras pueden dar lugar a con-
fusion con patologias reumaticas, pero pueden caracterizarse porque las de mayor
tamano presentan una localizacion casi exclusiva en los margenes interarticulares, y
las de menor tamafo se encuentran en zonas anti-declive y en los tubérculos 6seos
cercanos a la articulacion pero no integrantes de ella, nunca se encuentran aisladas ni
presentan gran variacion de didmetro dentro del mismo hueso, afectan inicamente
a la sustancia compacta de las epifisis y presentan lados claramente verticales con
seccion transversal en forma de U (Figura 4). El reconocimiento de las marcas y
su estudio es de importancia en la reconstruccion de eventos pasados, condiciones
ambientales del periodo, estimaciones paleoecoldgicas y tafonémicas (Tobien, 1965;
Kitching, 1980; Rogers, 1992; Martin y West, 1995; Hasiotis et al., 1999; Laudet y
Antoine, 2004; West y Hasiotis, 2007; Holden ez al., 2013). También esto es aplicable
con momias, sepulturas, etc. Cuatro especies de derméstidos ya estaban presentes
durante el periodo faranoico, Dermestes ater Degeer, D. frischi Kugelann, D. leech:
Kalik, y D. maculatus Degeer, asociadas a las tumbas (Huchet et al., 2013).

Considerando casos forenses o trabajos experimentales, se hallé que los cole6p-
teros son capaces de realizar marcas. LLos derméstidos pueden producir distintas
modificaciones: tineles superficiales, destruccion de hueso, agujeros, depresiones
superficiales de distintos tipos, estriaciones, aranazos y masticacion, en distintos
tejidos blandos y hueso (Schroeder et al., 2002; Parkinson, 2012; Zanetti et al., 2014)
(Figura 4). También se observo que debido a la alimentacidn la piel parece tornarse
translucida o clara y que utilizan frecuentemente los espacios entre y debajo de
las falanges (Zanetti et al., 2014) (Figura 4). Estos autores notaron que cuando los
tejidos blandos comenzaron a escasear aparecieron marcas en los huesos. Esto co-
incidiria con la sugerencia de otros autores de que tal fendomeno puede servir como
indicador de un hébitat estresante donde la comida y el substrato para anidar es
limitado (Heifti et al., 1980; Roberts et al., 2003). Zanetti et al. (2019) observaron
que D. maculatus también pueden usar hueso para la pupacion. En otro trabajo se
encontrd que D. maculatus podria enmascarar heridas post mortem y probablemente
ante mortem, y por ende la causa de muerte. Se registraron depresiones, agujeros,
destruccion, y mordidas (en los bordes), en las heridas infligidas en extremidades
de cerdo. Ademas, las heridas se deformaron y desaparecieron (luego de 1 mes)
producto de la accion de los derméstidos (Zanetti et al., 2015a).
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Figura 4. Marcas producidas por D. maculatus. a) Depresiones con forma de U en una costilla
cervical de un fosil. Foto extraida de Bader (2008); b) Agujeros en tejido porcino. Foto extraida de
Zanetti et al. (2014); c) Dano entre y debajo de falanges porcinas. Foto extraida de Zanetti et al.
(2014); d) Pupa de D. maculatus en hueso. Foto extraida de Zanetti et al. (2019).

Cleridae (Coleoptera)

Similarmente a los derméstidos pero mas lentamente, los cléridos como Necrobia
rufipes Fabricius, tanto en estado adulto como larval, pueden producir marcas ta-
fonomicas (ondulaciones, arafiazos, depresiones, agujeros y tneles) en distintos
tejidos blandos (Zanetti et al., 2015b) (Figura 5).
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Figura 5. Marcas producidas por N. rufipes. (a) Sustrato cadavérico al inicio de la experiencia; (b)
Sustrato cadavérico luego de siete meses de actividad adulta (flechas indican el consumo de tejido
en areas de unién). Foto extraida de Zanetti et al. (2015b).

Scarabeidae (Coleoptera)

Haglund (1976) atribuy6 a un escarabeido del género Anoplognathus Leach, dafio en
huesos humanos antiguos y enterrados. Ururahy-Rodrigues ez al. (2008) mostraron
que la actividad de un escarabeido, Coprophanaeus lancifer L., puede causar heridas
en cadaveres de cerdo, cambiar la posicién de los mismos en relacién al suelo (180°
en 72 h) (modificando los alrededores donde se localiza el cadaver) y causar evisce-
racion en la regiéon abdominal y desmembramiento de las extremidades.
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Histeridae y Silphidae (Coleoptera)

Se ha reportado que en bosques de Cologne en Alemania, histéridos y silfidos,
pueden causar lesiones que asemejan heridas de disparo de corto y largo alcance
(Benecke, 2005).

Tenebrionidae (Coleoptera)

Zacher (1927), MacFarlane (1971) y Holden et al. (2013) observaron que los tenebrio-
nidos eran capaces de consumir hueso, produciendo distintas marcas. Las larvas de
Tenebrio L. y Eleodes Latreille minan principalmente hueso vascular mas que tejido
blando, produciendo trazas lisas, lineales y superficiales. La remocién de hueso es
extensa y la explotacion la realizan en estados tempranos y muy tardios.

Carabidae (Coleoptera)

Los carabidos también pueden dejar artefactos. Ceroglossus chilensis Eschscholtz
puede profundizar y expandir lesiones realizadas previamente por otros insectos
(Ortloff ez al., 2016).

Eomeropidae (Mecoptera)

En un trabajo experimental de campo se hallaron artefactos en piel, epidermis y
parte de la dermis superficial, causados por Notiothauma reedi Maclachlan. El dafno
causado se caracteriza por lesiones redondas, de 3 a 5 mm de didmetro, con un borde
alopécico y el centro ligeramente erosionado y de color marrén-rojizo (Ortloff ez al.,
2016). Las heridas son similares morfolégicamente (tamano, forma y color) a las
producidas ante mortem por quemaduras de cigarrillos descriptas por Faller-Mar-
quardt et al. (2008). Los autores sugirieron que podria utilizarse esta informacién
en casos donde se sospecha abuso y en la region estudiada, dado que a la especie
deberia considerarsela como nuevo bioindicador forense en dicha region.

Tineidae (Lepidoptera)

Los tineidos en estado larval pueden consumir materia fecal, pelo y otros materiales
queratinosos de cadaveres, y como resultado pueden dejar hoyos elipticos en cuernos
(Coe, 1978; Davis y Rorbinson, 1999). Tinea deperdella y Ceratophaga Petersen pueden
crear depresiones poco profundas y ovoides, excavaciones con forma de canoa de
mas de 5 mm de ancho y 25 mm de largo en la superficie de cuernos. A simple vista
pueden confundirse con una micosis ante mortem (Behrensmeyer, 1978; Rivallain
y Van Neer, 1983; Gentry, 1987; Gonzilez Medina et al., 2013).



Capitulo 7: Tafonomia forense (N. I. Zanetti) 139

Diptera

Las larvas de moscas pueden modificar los tejidos alrededor de heridas, causar la
perdida de 6rganos alrededor de las mismas y producir hoyos redondeados simétri-
cos de tamano uniforme (Kitching, 1980; Byrd y Castner, 2000; Huchet y Green-
berg, 2010). Ademas la formacion de masas larvales y de cadaveres descarnados
irregularmente, puede ser indicativo de trauma pre mortem o peri mortem (Byrd
y Castner, 2000). También se sugirié que pueden modificar hueso (accién corrosiva
de regurgitaciones gastricas) y esto desencadenar patologias, y causar heridas que
asemejen hemorragias o hemorragias petequiales correspondientes a multiples prue-
bas con el aparato bucal (Haskell ez al., 1997, G3adykowska-Rzeczycka y Parafiniuk,
2001; Manfrim et al., 2007).

Amphipoda

Una marca tafonémica comin que pueden realizar los amfipodas es destruir varias
capas de tejido dérmico dejando el estrato queratinizado de la piel intacto y forman-
do una especie de burbuja sobre el tejido destruido. Los restos de tejido remanente
muestran soluciones de continuidad entre dermis y estrato basal, y entre los estratos
granuloso y cérneo.

Niphargus elegans Garbini (Niphargidae) puede realizar lesiones similares en
aspecto y predominancia del lugar afectado, a las ocasionadas por las hormigas en
los cadaveres hallados en tierra firme. El didmetro de las lesiones va entre 1-2 mm.
Se pueden diferenciar de las producidas por las hormigas porque la union de las
lesiones es menor y el movimiento de los amfipodas es en un plano del cuerpo (el
que queda expuesto y con ausencia de contacto con las zonas declives) (Vaniny Zan-
caner, 2011; Gonzélez Medina et al., 2013). Debido al comportamiento benténico de
estos organismos su actividad ocurriria durante la sumersion post mortem.

Gammarus pulex L. (Gammaridae) suele evitar los parpados y predomina en el
resto de la cara. Las lesiones son de 3-10 mm de longitud (ya que suele haber mas
coalescencia de heridas) y pueden pasar de ser simples eritemas a lesiones hemorra-
gicas en las regiones mucosas y cartilaginosas (Gonzalez Medina et al., 2013).

Cambaridae (Decapoda)

Las marcas de mordida de cangrejos pueden asistir en la identificacion de marcas de
trauma post mortem en cadaveres sumergidos o flotando. Ademads estos organismos
tienen capacidad de cortar el tejido en tiras, lo cual a su vez tiene efecto en facilitar
la descomposicion (Wallace y Merrit, 2008). Recientemente se observé dafo en la
piel y otros tejidos de cadaveres animales y humanos por Procambarus clarkii Girard
(Vanin y Huchet, 2017).
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Ephemeroptera

Las ninfas de efemeroptera construyen excavaciones/madrigueras con forma de U
en las orillas de arroyos y madera sumergida para proteccion y sitios de filtracion.
Esto llevo a pensar que también podrian hacerlo en hueso no laminar (Scott et al.,
1959; Petr, 1970; Edmunds y Allen, 1987; Bae y McCafferty, 1995; De, 2002).

Trichoptera

Los tricopteros pueden causar dafno en cadaveres (Holzer, 1939).

ALTERACION DEL PATRON DE MANCHAS

La posicion del cadaver, la localizacion de las heridas sangrantes, y el patrén de
manchas de sangre (morfologia, distribucion, cantidad de sangre de las mismas,
estado de la sangre, coloracion, etc.) aportan gran informacion y permite en muchas
ocasiones reconstruir la secuencia de acontecimientos alrededor de la muerte, como
los movimientos de la victima tras ser herida, movilizacion del cadaver, etc.

La interpretacion del analisis del patrén de sangre de salpicadura de una esce-
na puede verse comprometido o alterado por insectos como coledpteros, dipteros,
hormigas, cucarachas y pulgas, simplemente por el movimiento sobre la sangre y
luego a otro lugar, llevando a complicaciones en la investigacién (Bevel y Gardner,
2008; Ramén y Donoso, 2015).

Las moscas, tanto adultos como larvas, pueden producir artefactos en presencia
de varios tipos de fluidos (sangre, saliva, semen, fluidos vaginales, fluidos de descom-
posicion, etc.) (Rivers y Geiman, 2017). Se han detectado artefactos como: regurgi-
tacion, manchas de heces, movimiento o transferencia, meconio, etc., que pueden
hallarse en distintas superficies (James y Eckert, 1999; Zuha et al., 2008; Durdle et
al., 2013 a, b; Rivers y Geiman, 2017). La regurgitacion puede ocurrir a partir de
distintos tejidos alimenticios o fluidos, excepto orina. Tipicamente las manchas de
regurgitacion pueden ser redondas, elipticas o con forma de lagrima (Durdle et al.,
2013b; Rivers y Geiman, 2017). También de manera poco comin se han encon-
trado artefactos tipo crateres con forma de domo y perimetro oscuro, de 1-2 mm,
mayormente en superficies lisas 0 no porosas y sitios calidos donde la mosca reposa
(James y Sutton, 1998; Benecke y Barksdale, 2007; Bevel y Gardner, 2008; Durdle
et al., 2013b). Las manchas de heces son variadas en forma y color dependiendo de
la especie, dieta y localidad geografica. Pueden ser redondas o elipticas (didmetro
desde 0,5 mm a 4 mm) y de color cremoso, amarronado u oscuro; a veces cuando las
moscas se mueven, pueden tener colas (gota de lagrima, espermatozoide, renacuajo)
y otras ser de forma elongada (linear o con forma de salchicha), de color marrén y
con una longitud de entre 4,8 mm a 9,2 mm; particularmente sobre superficie lisa
(Zuha et al., 2008; Durdle et al., 2013b; Rivers y Geiman, 2017). En la mancha con
forma de renacuajo suele haber un crater con borde notorio (Zuha et al., 2008). En
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todos los casos estan delineadas por un perimetro irregular y oscuro. Si el artefacto
posee cola, la mancha proviene de heces y permite distinguir entre defecacién y
regurgitacion, y entre manchas de sangre y de heces (Rivers y Geiman, 2017). Hay
que tener en cuenta para con los dos tipos de artefactos mencionados, que algunas
moscas pueden ingresar a la escena del crimen junto con los investigadores o quienes
hallaron primeramente el cadaver (Parker et al., 2010), siendo esto posible fuente de
contaminacién dado que los artefactos pueden provenir de otro individuo.

Las marcas por transferencia o movimiento se deben al contacto del diptero con
la sangre (u otros fluidos) y luego el traslado a otra superficie (Scientific Working
Group on Bloodstain Pattern Analysis, 2008). En general son lineares y asimétricas
con la misma coloracion que la comida (proveniente del cadaver). En el caso de las
huellas tarsales (impresiones de sangre de los tarsos o pulvinulos) son generalmente
de 0.2 mm de didmetro y redondeadas (Rivers y Geiman, 2017).

El meconio es un fluido cremoso y viscoso liberado del ano de adultos emer-
gidos que consiste en desecho formado durante el desarrollo intrapupal. En gene-
ral, este producto es indicativo de una asociacion larga entre moscas y cadaveres
debido a su ciclo de vida (Greenberg y Kunich, 2002). El tamafo de las manchas
de meconio varian de acuerdo a la especie pero generalmente son largas, >2 mm
en didmetro, redondeadas a elipticas con colas largas. LL.as marcas de excreciones
de las larvas también pueden aportar el mismo indicio que el meconio (Greenberg,
1991; Christopherson y Gibo, 1997). Estas marcas suelen ocurrir en superficies no
porosas.

Los métodos de deteccién son variados: visual, contextual, y quimicos. Ac-
tualmente se realiza deteccion principalmente por un criterio morfolégico y con-
textual.

Benecke y Barksdale (2003) describieron y resumieron la alteracién de las man-
chas de sangre por moscas como: aquellas que tienen una proporcion cola/cabeza
superior a 1; manchas con cola irregular; manchas en las que cabeza y cola practi-
camente no se distinguen; conjuntos de manchas que no convergen en un punto
concreto; y manchas con aspecto de espermatozoide o renacuajo.

Otro efecto tafonomico estudiado con dipteros en relacién con manchas de
sangre es que pueden contaminar la evidencia de ADN o bien ser fuente de ADN
fresco (hasta 3 dias) (esto dltimo principalmente cuando el caddver se movié o se
intentd limpiar la escena del crimen) (Durdle ez al., 2013a,b).

Las pulgas que se alimentan sobre los vivos pasan una gran cantidad de sangre
no digerida sobre muchas superficies de la casa.

Jayaprakash (2006) determiné que los patrones de mancha de sangre de heridas
producidas en piel por hormigas pueden variar de acuerdo al ndmero y distribucién
de las heridas, la postura del cuerpo, y su relacion con el alrededor, considerando
que generalmente el movimiento normal es debido a la gravedad. El sangrado post
mortem producto de la accion de hormigas puede ser util para diagnosticar hipos-
tasis, y detectar si el cuerpo fue movido.
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VERTEBRADOS CARRONEROS

La mayoria de los vertebrados carrofieros dependen de la muerte de animales pro-
ducto de enfermedades, malnutricion, parasitos o accidentes. Ademas la disponibi-
lidad de alimento para los carrofnieros depende de la accesibilidad al mismo (Rossi et
al., 1994; Devault ez al., 2003). La secuencia de aparicion de vertebrados carroneros
dependeria de las condiciones en que ocurrid la descomposicion (colonizacion por
insectos, etc.) (Syntelien, 2015). Hay que tener en cuenta que la colonizacion previa
de cadaveres por invertebrados tendra una influencia en la actividad de vertebrados
asi como en el tiempo y patrén de desarticulaciéon. Cameron y Oxenham (2012)
sugirieron que la actividad por vertebrados seria tardia en presencia de actividad
intensa por invertebrados. Hay otros factores que influencian el grado de carro-
fierismo como el tipo de carrofero, la fuerza de mordida, las caracteristicas de la
mandibulas, estaciones del ano, etc. (Haynes, 1982; Lyman, 1989; Murmann et al.,
2006; Klippel y Synstelien, 2007; Freeman y Lemen, 2008).

Los vertebrados carrofneros son agentes biologicos modificadores de tejido blan-
do y hueso (Gifford-Gonzalez, 1991). Pueden acelerar el proceso de descomposicion,
promover desarticulacion, dejar marcas de dientes o picos, fracturar, transportar y
dispersar partes del cadaver (Morton y Lord, 2002; Morton y Lord, 2006; Reeves,
2009). Es asi que al igual que los invertebrados, el trauma asociado a la causa de
muerte puede ser modificado u oscurecido (Rothschild y Schneider, 1997; Byard
et al., 2002). También como los invertebrados carrofieros, algunos vertebrados son
atraidos a distintos dias y estados de descomposicién. Algunos prefieren el estado
fresco (buitres, roedores) y otros mas avanzado (zorro rojo) (Rodriguez, 1997; Mor-
ton y Lord, 2006; Klippel y Synstelien, 2007). Ademas la actividad de los carrofieros
puede ser afectada por la luz u oscuridad. Los buitres prefieren alimentarse durante
el dia mientras que los mapaches, zorros y coyotes, lo hacen durante el anochecer.

Los animales carrofieros pueden danar huesos en distintas formas. LLos carni-
voros como los canidos generalmente dejan 4 marcas en hueso: depresiones, surcos,
perforaciones y hendiduras (Binford, 1981; Haynes, 1983; Haglund et al., 1988;
Milner y Smith, 1989; Andrews y Fernandez-Jalvo, 1997; Pickering et al., 2004;
Coard, 2007; Delaney-Rivera et al., 2009; Andrés et al., 2012). Las depresiones ocu-
rren cuando el chupeteo o las mordidas pierden poder para atravesar hueso pero
aun lo marcan; los surcos son mas profundos que las hendiduras o canales en hueso,
son causados por molares para llegar a la cavidad medular (con continua actividad
mandibular) y son longitudinales al final del asta abierta; las perforaciones ocurren
cuando el hueso es atravesado y forma un pequeno agujero; y las hendiduras ocurren
cuando el diente arrastra la superficie del hueso, en general su largo es tres veces
mayor que su ancho (Binford, 1981; Haynes, 1983; Haglund ez al., 1988; Milner y
Smith, 1989; Pickering et al., 2004; Coard, 2007; Delaney-Rivera et al., 2009). Wiley
y Snyder (1989) reportaron que Canis lupus L. destruye los extremos de los huesos
porosos mas largos que los de los huesos compactos, causando perforaciones. Vulpes
vulpes L. produce punciones y surcos en hueso animal, principalmente en el esque-
leto axial (Caceres et al., 2009). Mondini (2018) encontré que los félidos pueden
dejar marcas en restos animales: de mordida, punciones, depresiones, masticacion,
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y corrosion por digestion. Al estudiar la accion de Puma concolor L. y Leopardus
geoffroyt d’Orbigny & Gervais en cadaveres o restos animales se encontré dafio por
masticacion (particularmente relacionado con la matanza). Dentro de ese dafo lo
mas comun que se encontrd fue: ruptura extensa de huesos, punciones, depresio-
nes, y también se reportaron bordes crenulados y surcos (Nasti, 2000; Borrero et
al., 2005). Los surcos y punciones aisladas son caracteristicas de P concolor y otros
félidos grandes. También se registro fuerte evidencia de digestion 6sea por P con-
color y L. geoffroyi, (los pumas ademds produjeron, adelgazamiento, degradacién
de superficie, pulido de areas prominentes, y presencia de agujeros) (Montalvo et
al., 2007; Mondini, 2018). De manera semejante, Lontra longicaudis Olfers produjo
modificaciones en huesos animales por accion mecanica de los dientes o durante la
ingestion, y en menor medida dejé marcas de dientes (Montalvo et al., 2015). Los
resultados obtenidos con este mamifero fueron similares a la de felinos como puma
y leopardo, mustélidos y vivérridos, también mostrando una mejor representacion
de elementos craneales (principalmente dientes aislados) y elementos proximales de
los miembros (Andrews, 1990; Montalvo et al., 2015). Cuando Montalvo ez al. (2008)
estudiaron el comportamiento de Conepatiis chinga Molina observaron destruccion de
huesos animales debido al proceso de masticar, tragar y/o digerir (superficie pulida,
bordes redondeados, agujeros y adelgazamiento de paredes).

Ademas, los carnivoros pueden chupetear las epifisis de los huesos largos y tam-
bién los herbivoros pueden chupetear huesos (Sutcliffe, 1973; Haynes, 1981, 1982;
Johnson, 1989). Otra manera en que los animales pueden dejar marcas post mortem
en hueso es por pisoteo o pateo, pudiendo hasta quebrarlo (Andrews y Cook, 1985).
El pisoteo humano puede dejar marcas que asemejan marcas de corte (Behrensmeyer
et al., 1986). Las marcas infligidas por pisoteo quizds pueden ser confundidas con
marcas realizadas con herramientas. Las quebraduras también pueden ocurrir por
las mordidas de carnivoros, y las de tipo espiral son de importancia, y consisten
en curvas helicoidales de distinto grado respecto a la circunferencia de las diafisis
(Gifford-Gonzalez, 1989; Bright, 2011). Los I/ vulpes pueden quebrar huesos finos
(costillas y procesos vertebrales) pero no tienen capacidad para quebrar huesos lar-
gos de grandes animales (Binford, 1981; Haynes, 1983; Caceres et al., 2009). Lontra
longicaudis produjo quebraduras de huesos de animales. Esta especie quebré mas
restos Oseos que PP concolor y L. geoffroyi. Por otro lado, C. chinga quebro todos los
huesos (Montalvo ef al., 2015). Los zorros rara vez producen fracturas de huesos y
de causarlas lo hacen principalmente en costillas y apéfisis de vertebras (Mondini,
2018).

El tipo de masticado y transporte de huesos (dispersion) puede alterar el record
arqueologico. Ademas, en el ambito forense aporta distintos datos para la interpre-
tacién de la escena del crimen o hallazgo, incluyendo posicion del cuerpo o distri-
bucién de huesos, estimar el tiempo de muerte, y buscar estrategias para mejorar
la recuperacion de huesos. También, permite distinguir entre cambios tafonémicos
post mortem y trauma peri mortem (Haglund ez al., 1988). Por ello es importante
caracterizar las marcas de dientes realizadas en hueso por animales (Syntelien, 2015).
Murmann ez al. (2006) sugirieron que podian separarse los patrones de mordida de
Canidae y Felidae. Hay 3 categorias: pequefo (gato doméstico y zorro), medio (lince
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y coyote) y grande (leén de montana y lobo). El perro doméstico no encaja dentro
de estas categorias. Los osos y glotones se agrupan juntos.

Se hall6 una correlacion entre ancho y largo de las depresiones producidas
en hueso por dientes de varios carnivoros. Las depresiones largas halladas en las
epifisis de huesos largos de menos de 4 mm pueden ser realizadas por carnivoros
como el chacal, zorros, chitas o leopardos (Dominguez-Rodrigo y Piqueras, 2003;
Pickering et al., 2004; Borrero, 2007; Foust, 2007). Si estas mismas depresiones son
entre 4-6 mm, deben ser realizadas por carnivoros como babuinos, osos, perros,
y lobos (también por leones y hienas); y si miden mas de 6 mm, podrian ser solo
de hienas y leones. LLas depresiones en hueso esponjoso con un ancho menor de 2
mm, representan felinos de tamano medio; las que miden entre 2-4 mm implican
solapamientos de carnivoros mayores; y depresiones mas largas representan hienas,
0s0s, leones y perros (Dominguez-Rodrigo y Piqueras, 2003; Pickering et al., 2004;
Foust, 2007). Por el contrario, depresiones en diafisis de 2 mm o menos de largo y
1,5 mm o menos de ancho, en epifisis de huesos largos, se asocian a carnivoros de
tamafno medio como babuinos, chacales, osos y perros; mientras que depresiones
mas largas y anchas que 4 mm se asocian a carnivoros mayores como hienas, leo-
nes y lobos (Dominguez-Rodrigo y Piqueras, 2003; Pickering et al., 2004; Foust,
2007). Coard (2007) encontr6 que realizar un puntaje sobre el ancho de las heridas
en hueso puede servir para identificar carnivoros y distinguir carnivoros grandes
de pequenos. Estos haran marcas proporcionales a su tamano, los primeros haran
marcas de ancho pequeno o grande, y los segundos pueden hacer s6lo marcas de
ancho pequeno. Hay que tener en cuenta que los pumas si bien pueden producir
punciones de >3 a >5 mm en promedio, mostraron gran variacién en el tamafno
(Mondini, 2018).

Como se mencioné anteriormente la desarticulacion y dispersién pueden alterar
el sitio de deposicion, estados de descomposicion, y dificultar la estimacion del PMI
y otras determinaciones (Haglund ez al., 1989). Algunos estudios certificaron que los
carrofieros vertebrados desarticulan restos humanos en una secuencia consistente,
desarticulando o consumiendo elementos particulares antes que otros, por lo tanto
conocer los patrones de desarticulacién y dispersiéon puede ayudar en la localizacion
de los restos y en estrechar las estimaciones del PMI (Haglund et al., 1989; Blumen-
schine, 1995; Haglund, 1997; Cameron y Oxenham, 2012; Spradley ef al., 2012). La
secuencia propuesta por Haglund ez al. (1989) consiste en: primero remocion de la
piel y musculos de la cara y cuello, y los 6rganos de este tltimo; continta la destruc-
ci6én de la cavidad toracica, incluyendo claviculas, y luego los miembros superiores
y escapula; sigue la desarticulacion de las extremidades inferiores; y por dltimo la
cabeza y columna vertebral. En base a ello Haglund et al. (1989) desarrollaron un
sistema sobre el carrofierismo en restos humanos utilizando puntuacién: 0 indica
remocion de tejido blando sin desarticulacion; 1 representa restos con destruccion
del esqueleto axial y remocion de los miembros superiores; 2 indica remocion de los
miembros inferiores; 3 sefnala desarticulacion casi completa; y 4 representa desarti-
culacion y dispersion total con recuperacion del craneo y 13 elementos o fragmentos
variados. Ademas Haglund ez al. (1989) indicaron que ciertos elementos esqueléticos
suelen hallarse en asociacién con otro elemento, como ser: cabeza con primera y



Capitulo 7: Tafonomia forense (N. I. Zanetti) 145

segunda vértebra; caja toracica con algunas vértebras cervicales y toracicas, inclu-
yendo esterndn; escapula y miembros superiores; y vértebras lumbares, pelvis, y
extremidades inferiores, particularmente tibia y fibula. Steadman y Worne (2007)
coinciden con la secuencia anterior, el consumo comienza en la cara, cuello y luego
el torax; sigue la desarticulacion de los miembros superiores y luego de los infe-
riores; y por dltimo el tronco. Por el contrario, de acuerdo a Cameron y Oxenham
(2012), la desarticulacién ocurre comenzando con las costillas, vértebras cervicales,
vertebras toracicas, craneo con mandibula, extremidades anteriores y posteriores,
coxis, y por ultimo, vértebras lumbares. El trabajo de Bright (2011) tampoco avala
el modelo de Haglund, sino que revela que la cabeza es la primera en ser carronada
y desarticulada seguida por miembro superior, miembro inferior, térax, y columna
vertebral. De acuerdo a esta autora, la secuencia propuesta por Haglund ez al. (1989)
estd basada en cdnidos, por lo que ella sugiere que las diferencias podrian deberse a
la especie involucrada. Es asi que se encontr6é que los osos pueden distinguirse de
los perros por la presencia o ausencia de restos esqueléticos en o cerca de la escena
de hallazgo. Los osos consumen y se llevan los miembros superiores y el esqueleto
axial, mientras que los perros y coyotes dejan mayormente el esqueleto axial y pre-
fieren cabeza, cuello, miembros superiores e inferiores (Carson ez al., 2000). Willey
y Snyder (1989) mencionan que los carnivoros como lobos y perros usualmente
comen dreas abdominales y costillas, siguiendo con los huesos de los miembros
superiores (desarticulacion de hombros del torso) y comen luego cara y cuello. Los
lobos pueden transportar restos al azar a 233-500 m del sitio de muerte e incluso en
un rango de 1200 m? (Fosse ef al., 2004; Esteban et al., 2009; Yravedra Sainz De Los
Terreros et al., 2012), prefiriendo elementos apendiculares (Fosse et al., 2004). Los
lobos son agentes dispersores mas que acumuladores (Gray, 1993; Apollonio et al.,
2004; Schmidt ez al., 2008). En otro trabajo se hall6 que el movimiento de cadaveres
por coyotes puede ser reordenado en un patrén lineal, pudiendo localizarse el craneo
en la posicion original del cadaver, la mandibula cerrada en el craneo y los demas
restos esqueléticos localizados lejos del craneo y mandibula pero en linea con los
dos primeros elementos (Jones, 2009). Los zorros pueden acelerar la desarticulacion
de restos animales cuando esta ha comenzado por pumas, e implica separacion de
cabeza, miembros y costillas de vertebrados. Frecuentemente faltan costillas y verte-
bras asi como también partes distales de los miembros (Mondini, 2018). Los pumas
pueden desmembrar y despellejar presas en zonas del costillar, escapula, pelvis y
miembros superiores. Ademads pueden transportar carcasas o partes de ellas de mas
de 50 kg a 400 m (Mondini, 2018). En el caso de hienas y Lycaon pictus Temminck,
también pueden transportar carcasas a gran distancia pero a diferencia del leopar-
do, no mueven la carcasa completa (Yravedra Sainz De Los Terreros et al., 2012).
Aunque Putman (1977) no evidenci6 que los patrones de dispersion sean indicativos
del PMI, sugiri6 lo importante de realizar mapas o patrones de desarticulacién y
dispersion. Cabe mencionar que es de importancia continuar realizando estudios
con mamiferos carrofieros y mas aln en la Argentina.

En cuanto a los roedores, generalmente mastican los extremos de los huesos
largos y otras areas con facil acceso al hueso suave cortical (Klippel y Synstelien,
2007). Ademas roedores como ratas y ratones pueden dejar marcas post mortem
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en piel fresca y tejido blando de apariencia circular (Haglund, 1992). Los bordes
son aserrados con bordes irregulares y limitados dentro de intervalos de 1-2 mm,
mostrando parcialmente hendiduras protuidas 5 mm o mas. Se observan laceracio-
nes distintas, paralelas y cutdneas que derivan del par de incisivos, que si bien son
identificatorias cuesta encontrarlas. Las dreas mas utilizadas por los roedores son las
expuestas y desprotegidas, como parpados, nariz, boca, y dorso de las manos (Tsokos
et al., 1999). Seguin Stewart (1979) y Sledzik (1998), prefieren la cara, manos, pies y
el abdomen. Ademas otra caracteristica notoria de la actividad de roedores es que
una vez que comienzan a roer o morder en un punto, deben continuar y asi son
expuestas las estructuras mas robustas como tendones, ligamentos y huesos. Tam-
bién algunas veces pueden transportar pequenos huesos como los carpos (Galloway,
1997). Cabe mencionar que es de importancia continuar realizando estudios y més
aun en la Argentina.

Los buitres en general quizas dejan aranazos superficiales o perforaciones en
hueso (Reeves, 2009), mientras que los cuervos no dejan marcas en hueso (Bass,
1997; Asumura et al., 2004). Se encontré que los buitres pueden dejar marcas en
craneo y mandibulas de 2-31 mm, dobles lineas con forma de V o L, y también
en la orbita ocular con forma en general triangular, entre otros artefactos (Fetner
y So3tysiak, 2013). En un estudio realizado por Zuniga Bizama (2016) fue posible
identificar marcas de picotaje de distinta profundidad, corta longitud, ubicacion
precisa y con forma transversal en «U», realizadas por Vultur gryphus L.. La mayor
parte de las huellas (agujeros de didmetro mayor, con bordes cortantes e irregula-
res) encontradas en el estudio mencionado, se concentraron en zonas con presencia
de agujeros y sobre algunas superficies articulares que rodean foramenes de gran
tamafno. Como se mencion¢ arriba, se logré identificar rasgufios a nivel del cuerpo
mandibular, de diversa longitud, profundidad, disposicion grupal y forma, como
producto de la manipulacion por parte del condor al mover los restos. Vultur gryphus
puede transportar restos de hasta 15 kg de peso, como lo indican Mameli y Estévez
(2004). El accionar de Coragyps atratus Bechstein mostré similitud en los niveles de
corrosion digestiva con ensambles generados por mamiferos carnivoros (adelgaza-
mientos, areas prominentes pulidas, fracturas, y perforaciones) (Ballejo et al., 2012).
Su accionar predomina sobre piezas del autopodio. Existen diferencias en el grado de
digestion entre los huesos de los distintos tipos de presa. Una diferencia importante
entre los restos 6seos acumulados por C. atratus y otros mamiferos carnivoros, radica
en que éstos dltimos ocasionan crenulaciones y orificios en los huesos por la accion
masticatoria (Ballejo et al., 2012). De acuerdo a Ballejo (2016) pueden plantearse dos
modelos tafonémicos que pueden asistir a los investigadores con el analisis de los
restos o0seos: el primero de ellos, abarca sitios abiertos, los restos de vertebrados a
encontrar son de tamano grande a mediano y estian representados por la mayoria de
los elementos del esqueleto, dispersos en un radio medio de c.7 m. Los elementos
con mayor dispersion son, la mandibula, la escapula y el miembro anterior articu-
lado. Las modificaciones 6seas esperadas incluyen surcos superficiales y profundos;
muescas y muy pocas perforaciones en el craneo, mandibulas y esciapulas. El segundo
modelo, abarca sitios refugiados, y se pueden encontrar acumulaciones Oseas de
vertebrados de todos los tamanos, pero representados principalmente por elementos
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pertenecientes al autopodio (mayormente falanges), aunque también puede haber
fragmentos de vértebras y costillas. Todos los elementos presentan signos de una
corrosion digestiva fuerte. Al igual que con C. atratus, Montalvo y Tallade (2009)
observaron que Caracara plancus Miller produce quebraduras de huesos y fuerte
accion digestiva sobre los restos (de moderadamente a fuertemente modificados). Se
encontraron fragmentos de huesos con bordes redondeados y adelgazamiento de las
paredes, y en algunos casos agujeros. También se evidenci6 que C. plancus selecciona
partes del cuerpo de sus presas para ingerir y que otras son descartadas (particu-
larmente regiones craneales), y que genera acumulacion de huesos sin digerir (por
ende sin corrosion digestiva) con representaciéon anatémica particular (Montalvo
y Tallade, 2009). El hecho que C. plancus podria afectar huesos de modo diferente
podria causar errores interpretativos como atribuir representaciones esqueléticas a
mas de un depredador (Montalvo y Tallade, 2009). El estudio tafonémico de Sanchis
et al. (2014) sobre Neophron percnopterus L. determind que es un ave que prefiere
tejido blando pero que es capaz de alterar restos 6seos (Kruuk, 1967; Konig, 1983).
Se encontraron marcas como depresiones y en menor medida punciones, causadas
por pico o garras durante la alimentacién (generalmente ocurren en areas con hueso
de baja densidad como vértebras, costillas, escapula, pelvis y craneo), y también baja
digestion de restos. Ademas, es un ave que puede transportar y acumular restos.
Cabe recordar como se mencioné anteriormente en la seccidn para otros carrofieros,
que el patrén tafonémico observado en las aves se relaciona con el tamano y edad
de la presa/predador, el tipo de presa y el comportamiento alimenticio del predador.
Es importante continuar realizando estudios con aves carrofieras y mas atin en la
Argentina.

En base a todo lo expuesto y como se menciond anteriormente, la tafonomia
forense reviste importancia ya que el estudio permite establecer como las variables
bidticas y abidticas pueden alterar la evidencia en las investigaciones legales.
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INTRODUCCION

La genética forense es una de las mads recientes incorporaciones que han hecho las
ciencias forenses. Este area es muy valiosa para la investigacion criminal y también
para las pruebas de parentesco bioldgico, o sea que es una herramienta 1util tanto
para la justicia penal como para la civil. Se abordan en este capitulo dos tipos de
analisis que realiza la Genética Forense. Por un lado la «identificacién de vestigios
bioldgicos en evidencias forenses», utilizado en la investigacién criminal, la cual
consiste en analizar la posibilidad de que un vestigio bioldgico encontrado en una
escena de un crimen o tomado de una victima (por ejemplo manchas de sangre, de
semen, hisopados vaginales tomados en un abuso sexual, etc.), haya sido dejado por
un implicado en el hecho. Por otro, el «analisis de filiacion», utilizado no sélo en
la investigacion criminal, cuando se intenta probar un abuso sexual a través de un
estudio de paternidad, sino también en los tribunales civiles, y consiste en analizar
relaciones de parentesco bioldgico entre individuos.

Este capitulo intenta, por lo tanto, realizar un acercamiento a la genética foren-
se para aquellos profesionales del area del derecho o de las ciencias bioldgicas que
busquen comprenderla, quienes deseen dedicarse a ella deben lograr un profundo
conocimiento del arte.

Muchos autores y genetistas forenses coinciden en definir los inicios de la ge-
nética forense con la aparicion de los primeros marcadores genéticos polimorficos
en el afio 1985, con las investigaciones de Alec Jeffreys (Jeffreys, Wilson y Thein,
1985). Este genetista inglés descubrié que cada individuo humano posee regiones en
su genoma (conjunto de genes contenidos en los cromosomas), que lo distinguen
de otros, éstas se conocen como regiones polimoérficas y son utilizadas hasta la ac-
tualidad en pruebas de identificacién humana.

BIOLOGIA Y GENETICA

La célula es la unidad basica de un ser vivo, como tal y de acuerdo a su origen, cum-
ple todas las funciones necesarias para sostener la vida. Esta formada por una gran
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variedad de componentes como proteinas, lipidos, azicares y acido ribonucleico
(ARN), entre otros. Las caracteristicas de cada individuo vivo estdn contenidas en
su genoma, en uno de esos componentes, el acido desoxirribonucleico (ADN). En
los seres humanos, al igual que en otros seres vivos, el ntcleo celular es donde se en-
cuentra este material genético, que ademas es igual en todas sus células (figura 1).

El ADN esta compuesto de nucleétidos, que contienen entre otros elementos
una secuencia de cuatro bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Citosina y Guanina).
Es la diversidad en la combinacion de estas cuatro bases lo que conforma la varia-
bilidad bioldgica de los seres vivos. En el ser humano el ADN estd compuesto por
dos cadenas de polinucledtidos, que se encuentran apareadas o unidas a través de
sus bases (figura 1), en algunas circunstancias el ADN puede estar desnaturalizado
(estado en el que se pierde la estructura nativa) y estas cadenas se encuentran sepa-
radas. Es en el nicleo celular donde éstas se organizan en cromosomas.

La especie humana es diploide, lo que significa que la informacién genéti-
ca contenida en el ADN esta duplicada. De esta manera el genoma humano esta
compuesto por 23 pares de cromosomas homdlogos, los cromosomas de cada par
provienen uno de cada progenitor. De los 23 pares, 22 son los llamados autosémicos
y uno es el par de cromosomas sexuales, las mujeres poseen 2 cromosomas llamados
«X» y los varones en cambio poseen un cromosoma «X» y uno llamado cromosoma
«Y» (figura 2).

MARCADORES POLIMORFICOS

El ADN posee regiones que son esenciales para la vida, porque codifican genes que
caracterizan la especie humana y son iguales entre todos los individuos. Sin embar-
go hay regiones diferentes de un individuo a otro, estas se conocen como regiones
polimorficas. Estas zonas, que en general no codifican genes, son las que utiliza la
genética forense para identificar o diferenciar individuos entre si, s6lo los gemelos
homocigdticos son practicamente indistinguibles por su ADN.

cromosom o,

yub”  molécula de
ADN desenrrollada

nucledtidos

. il ‘.“
TE G 1T

ntcleo doble cadena de ADN

Figura 1. Esquema de las cadenas de ADN nuclear y su localizacién celular. A: Adenina, T: Timina,
C: Citosina y G: Guanina.
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El genoma humano

1a 22: Cromosomas autosomicos (2 coplas por célula)
X, Y: Cromosomas sexuales
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Figura 2. Idiograma de los cromosomas humanos.

La mayoria de los analisis para identificacion genética utilizan regiones poli-
morficas de cromosomas autosomicos, sin embargo el ADN presente en las mitocon-
drias (organela celular que también contiene ADN, figura 1) y el de los cromosomas
sexuales X e Y, también se utilizan en la genética forense (figura 2).

Las posiciones donde se encuentran los genes, que codifican proteinas (regiones
codificantes) y las regiones de los polimorfismos (no codificantes) se llaman loci (pa-
labra del latin cuyo singular es locus). Cada cromosoma de un par (uno «homoélogo»
del otro) heredado de la madre o del padre, de acuerdo a la herencia mendeliana,
posee sus loci en la misma posicion que el otro (Butler, 2010, 2015). Las diferentes
«variantes» o caracteristicas posibles para un locus se denominan alelos. Si los dos
cromosomas homologos poseen la misma variante alélica en un locus, se dice que
es homocigoto, si por el contrario la variante es diferente (se heredd distinto alelo
de cada progenitor), el locus es heterocigoto. La existencia de diferentes alelos para
un mismo locus es lo que llamamos polimorfismo y es en lo que se basan los estu-
dios de identificacion por ADN. O sea un individuo tendra, en un conjunto de loci
determinado, ciertos alelos (esto se denomina «perfil genético»), este conjunto lo
distinguira del resto ya que es caracteristico de cada individuo.

Hay diferentes tipos de polimorfismos del ADN, o marcadores genéticos, el
definirlos a todos se escapa al objetivo de este capitulo, por lo cual se describe el
mas utilizado actualmente en los laboratorios forenses. Se trata de los microsatélites
conocidos hoy como STRs, siglas del inglés «Short Tandem Repeats», que significa
repeticiones cortas en tindem. Estos loci contienen repeticiones de nucleétidos
(entre 3 y 5), flanqueadas por regiones constantes que permiten su deteccion. La
variabilidad del locus viene dada por el nimero de repeticiones y de este nimero
deriva el nombre de cada alelo (figura 3).

METODOLOGIA

En esta seccion se exponen los métodos mas utilizados en la actualidad en las peri-
cias genéticas. Para una mejor comprension se sugiere observar la figura 4, donde
se sintetizan las etapas del analisis genético forense o de ADN.
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Polimorfismo en la longitud en los fragmentos de ADN

i i ‘ I I Alelo 1 ' | . Region Constante
1 : T | Alelo 2 Unidad de Repeticion
[ i . [ | .| Alelo3
[ T Alelo 4
i 1 ‘ [ ; Alelo 5
\ | | I I Alelo 6
I l | Alelo 8

Figura 3. Esquema del polimorfismo de STRs.

Recoleccion de muestras,
conservacion y almacenamiento

La correcta recoleccion de muestras, la generacion de documentos que aseguren
su trazabilidad (cadena de custodia) y la correcta preservaciéon de las mismas es
fundamental para el éxito del analisis y su utilizacién posterior como elemento de
prueba en un juicio.

Se puede hacer una diferenciacion entre los tipos de muestras para el analisis
de ADN: las dubitadas o evidencias forenses y las indubitadas o de referencia.

Las dubitadas suelen ser muestras recogidas de escenas de un crimen, en bus-
queda de vestigios biologicos dejados durante la ejecucion de un delito o pueden ser
muestras tomadas a victimas de algliin crimen, para encontrar vestigios bioldgicos
dejados por el agresor. O sea que se desconoce el individuo que habria contribuido
a estas muestras o evidencias.

Las muestras indubitadas o de referencia, son aquellas que se toman de un in-
dividuo conocido, ya sea para el cotejo de su perfil genético con el de otros sujetos,
para el establecimiento de vinculos bioldgicos o para su cotejo con perfiles genéticos
de muestras dubitadas (vestigios bioldgicos de evidencias forenses).

Hay numerosos documentos, nacionales e internacionales para la recoleccién y
correcta conservacion de muestras para analisis de ADN, tales como Butler (2010,
2012), documentos de los Ministerios Pablicos de la Republica Argentina y del Mi-
nisterio de Justicia y Derechos Humanos de la Nacioén («Protocolo unificado de los
Ministerios», 2017), recomendaciones del Grupo de Habla Espanola y Portuguesa
de la International Society for Forensic Genetics (Aler Gay et al., [GHEP-ISFG]
2000), documento del National Institute of Standards and Technology (Ballou et
al., [NIST], 2013), entre otros. A continuacién se expone un resumen de lo que se
considera principal sobre cada tipo de muestra.



164 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

(ST

\@ Recoleccién de muestras

Standard curve

.  Cuantificacién

_ (PrE/V,S)
"~ (PrE/V,RM)

Figura 4. Etapas del anélisis de ADN.

Recoleccion y conservacion de evidencias forenses.— Al estar el ADN presente
en todas las células nucleadas, puede ser encontrado en la escena del crimen y ser
asociado a un individuo o excluirlo de la misma. Algunos ejemplos son:

El agresor deposita ADN en el cuerpo o en la ropa de la victima.
El agresor deposita ADN en un objeto de la escena del crimen.
El agresor deposita ADN en el lugar de la escena del crimen.

La victima deposita ADN en el cuerpo o en la ropa del agresor.
La victima deposita ADN en un objeto de la escena del crimen.
La victima deposita ADN en el lugar de la escena del crimen.

La recoleccién de muestras bioldgicas (evidencias) en una escena debe realizarse
de manera adecuada y con el documento de cadena de custodia correspondiente para
su posterior validez legal en el juicio. Para ello se debe considerar no contaminar la
escena, evitando que el personal que recolecta pruebas transfiera sus propias células
a los elementos recogidos (tocandolos, tosiendo o estornudando sobre ellos), para
lo cual debe ir equipado con los elementos adecuados, tales como guantes, barbijo,
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cofia, bata, etc. Los elementos de prueba deben ser envasados individualmente,
considerando en su recoleccién si se trata de evidencias secas o htimedas y si se
encuentran en objetos transportables o no (Ballou ez al., [NIST] 2013; «Protoco-
lo unificado de los Ministerios», 2017). Los principales elementos a recoger son
manchas de sangre, semen o saliva, pelos, colillas de cigarrillo, etc. Estos deben
estar secos o dejarlos secar previo a colocarlos en envases de papel. Si la mancha a
recolectar estd en un elemento no transportable (como un mueble, piso o pared) se
lo puede recoger con la técnica del doble hisopado, pasando primero uno htimedo
y a continuacion uno seco.

Recoleccion y conservacion de muestras de referencia.— Es ventajoso obtener
las muestras de referencia de manera rapida, sin dolor y con el menor riesgo, por
lo cual son numerosos los laboratorios que prefieren tomar células bucales en lugar
de extraer sangre. Para la toma de estas células existen desde simples hisopos de
algodon, hasta diversos colectores disenados para facilitar la toma y conservacion de
la muestra. En todos los casos la muestra debe secarse previo a su almacenamiento.
La eleccion de células bucales tiene como ventaja evitar complicaciones, a nivel
sanguineo, con individuos quiméricos (originados por dos cigotos o con dos ADN
diferentes), aunque los mismos son muy escasos. Si se recolecta sangre liquida lo
recomendado es colocar unas pocas gotas sobre un trozo de papel de filtro y dejar-
las secar. Este tltimo método tiene como ventaja que puede observarse la muestra
tomada ya que la misma es coloreada. Al igual que en la recoleccién de evidencias
forenses, quienes toman las muestras deben utilizar los elementos apropiados para
evitar la contaminacién de las muestras.

También son consideradas muestras de referencias las muestras cadavéricas,
las cuales son necesarias en aquellas ocasiones en que no fueron tomadas células
bucales o sangre al momento de la muerte. Ejemplo de estos casos es cuando se
encuentra un cadaver dias posteriores al fallecimiento o cuando debe exhumarse un
cuerpo para un analisis de identificacion o paternidad, en estos casos el cuerpo suele
presentarse en estado de putrefaccion. De un cadaver pueden tomarse muestras de
tejido blando, huesos, o piezas dentales dependiendo del estado del cuerpo (Aler
Gay et al., [GHEP-ISFG] 2000).

Almacenamiento de muestras.— Para ambos tipos de muestras la mejor manera de
conservarlas es secas, en lugares frescos, ya que asi se previene la hidrolisis basica de
la molécula de ADN vy se evita la degradacién por microorganismos y por enzimas
como las DNasas. Si se las va a conservar secas y a temperatura ambiente es impor-
tante hacerlo en envases no herméticos, como por ejemplo sobres de papel.

Si se trata de muestras hiimedas o cadavéricas frescas, las mismas deben conser-
varse en frio, a temperaturas de —20 °C o menores. Alternativamente, si se trata de
huesos o piezas dentales las mismas pueden limpiarse adecuadamente y conservarse
a temperatura ambiente.



166 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

Extraccion y purificacion de ADN

Las muestras bioldgicas, tanto las de referencias como las evidencias forenses, con-
tienen el ADN dentro de células, podria decirse que estd «rodeado» de varios ele-
mentos (proteinas, lipidos o grasas, sales, etc.), algunos de los cuales dificultan el
estudio genético. Las evidencias forenses (trozo de tela, hisopados de una pared o
piso, etc.), pueden contener ademads otras sustancias que inhiban los analisis. Por
lo cual para el estudio es necesario extraer el ADN vy purificarlo, es decir separarlo
de la mayor cantidad posible de elementos y/o sustancias.

Los métodos para lograr este objetivo incluyen en general un primer paso que
libera el ADN de la célula (lisis celular) seguido de diversos pasos de purificacion los
cuales suelen incluir extraccién organica, purificacion desde diversos tipos de papel
o purificacion en fase sélida con la utilizacion de particulas de silice que retienen
diferencialmente el ADN (ejemplos de este tltimo método son los numerosos kits
que diversas compaiias ofrecen en el mercado). Para profundizar sobre este tema
se recomienda la lectura del capitulo 2 de Butler (2012).

Una metodologia de purificacién muy utilizada es la denominada «Extraccion
Diferencial», empleada principalmente en delitos de abuso sexual para separar cé-
lulas espermaticas (habitualmente semen del agresor), de células epiteliales (habi-
tualmente de la victima, como células de la vagina, anales, flujo vaginal, etc.). Un
resumen del método esta esquematizado en la figura 5, se basa en la caracteristica de
que la membrana nuclear de los espermatozoides posee puentes disulfuro que solo
pueden romperse y liberar el ADN al utilizar el reactivo ditiotreitol (DTT).

Existe una metodologia de analisis donde se evita la extraccion y purificacion
del ADN, es la que realiza una «PCR directa» (PCR: reaccién en cadena de la poli-
merasa). Sin embargo presenta una desventaja y es que solo funciona con muestras
con una cantidad considerable de ADN, por lo cual se aplica principalmente con
muestras de referencia. Existen en el mercado kizs ofrecidos por diversas companias
para estos analisis.
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Figura 5. Esquema de la metodologia de extraccion de ADN diferencial para separar células epite-
liales de espermatozoides.
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El paso de extraccion del ADN es una de las etapas de mayor riesgo de con-
taminacion de una muestra, razén por la cual las evidencias forenses deben ser
procesadas separadas fisicamente de las muestras de referencia, y el analista debe
vestir los elementos de proteccidon ya mencionados.

Cuantificacion del ADN

Una vez extraido y purificado, al ADN es importante cuantificarlo, principalmente
para verificar en las evidencias forenses la cantidad de ADN humano obtenido. El
proposito es evaluar, por un lado, si es posible avanzar con el analisis, y por el otro
calcular la cantidad de ADN a utilizar en la reaccion de amplificacién o PCR. Hay
un estrecho margen de ADN que puede ser utilizado en la PCR (aproximadamente
entre 0,5 y 2 ng). Con poca cantidad no se obtendra perfil genético (conjunto de
alelos en los STRs de un individuo), o el mismo resultara incompleto. Con un ex-
ceso de ADN se obtendra un electroferograma (grafico de picos a partir del cual se
define el perfil genético) con picos fuera de escala que pueden provocar la aparicion
de falsos picos.

Aunque hay una amplia variedad de métodos para cuantificar ADN, que inclu-
yen absorbancia con luz UV (Ultra Violeta), siembra en geles de agarosa y posterior
tincién con colorantes especificos, slot blot (transferencia del ADN a una membrana
y posterior tincién con sondas especificas radiactivas o fluorescentes), etc., estos mé-
todos son laboriosos y no tienen la sensibilidad que exigen los kits de amplificacion
de STRs utilizados actualmente. Fueron desarrollados también métodos que utilizan
la PCR tradicional (o tiempo final), que es mejor que los mencionados previamente
porque mide la «funcionalidad» de la reaccion de PCR.

La metodologia mas utilizada actualmente es la llamada PCR en tiempo real
(también conocida como PCR cuantitativa o gPCR), que ademas de medir la fun-
cionalidad del ADN purificado es mas sensible que los otros métodos. Existen una
gran variedad de kits, ofrecidos por distintas compaiiias, que pueden utilizarse. Ellos
son capaces de establecer si en la muestra hay inhibidores, pueden cuantificar ADN
total y masculino, y los mas novedosos pueden determinar el grado de degradacién
del ADN molde. En resumen esta técnica puede arrojar resultados sobre la cantidad
y la calidad del ADN.

Obtencion de perfiles genéticos:
amplificacion por PCR de los STRs

Una vez que ha sido cuantificado el ADN obtenido, el mismo se debe «tipificar»
(obtener el o los perfiles genéticos presentes), esto comienza amplificando por PCR
diversos STRs.

La genética forense, como toda la biologia molecular, se ha beneficiado del
descubrimiento de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ya que
tiene la capacidad de hacer millones de copias del ADN de interés. Algunas muestras
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forenses no podrian ser analizadas si no fuese por esta técnica. En la figura 6 hay un
esquema de esta reaccion, sintéticamente una PCR tiene tres pasos que se repiten
decenas de veces, un primer paso de alta temperatura llamado «desnaturalizacién»,
donde se separan las dos cadenas que conforman la molécula de ADN, un segundo
paso donde se baja la temperatura de modo de lograr que los cebadores (o primers)
se unan a las cadenas separadas del ADN en la region especifica que flanquea al
STR, esta etapa se conoce en inglés como «annealing», y se podria traducir como
«alineamiento y unién». El tltimo paso es la «extension», en el que la temperatura
se aumenta a un valor ideal para que la enzima taq polimerasa (polimerasa capaz de
funcionar a altas temperaturas) sintetice el ADN de la region de interés (el STR).
Luego el ciclo vuelve a comenzar incrementando la temperatura para separar las
cadenas de ADN vy asi sucesivamente.

Otro avance de la biologia molecular es la PCR multiple (en inglés multiplex),
que permite la amplificacion simultdnea de un gran nimero de STRs en un solo
paso o PCR (ver figura 7a). Existen actualmente un sinnimero de kis para la ampli-
ficacion simultanea de los loci de STRs (también llamados marcadores genéticos).
Los kits estan en su mayoria validados por las compaiias que los comercializan
(validacion de desarrollo), sin embargo cada laboratorio debe realizar la validacién
del kit que decide utilizar para determinar perfiles genéticos (validacién interna).
El nimero de marcadores que se amplifican en estos kits pocas veces estd debajo
de 9, los mas utilizados amplifican 15 loci, actualmente hay algunos con los que se
obtienen mas de 20 marcadores, casi todos ellos amplifican, ademas de marcadores
autosomicos, un marcador de cromosomas sexuales llamado Amelogenina (ttil para
la determinacién del sexo).
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3'J—|-LU-I-LLL-L 5
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Figura 6. Esquema del proceso de amplificacion de una zona de interés del ADN por la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR). En cada ciclo el ADN se duplica.
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Locus A Locus B Locus C

A4

Fragmentos pequefios =3 Fragmentos mas grandes

a. Amplificacion simultanea de tres loci b. Separacion por electroforesis capilar de los
de STRs a partir de un ADN molde productos de PCR de diferentes tamafios

Figura 7. Esquema de una PCR mdltiple. (a) amplificaciéon simultdnea de tres STRs que se distinguen
por sus tamafnos y porque cada par de cebadores (representados por flechas) estd marcado con
diferente fluoréforo. (b) separacion por tamano de los tres STRs amplificados.

La amplificacion de un gran nimero de marcadores genéticos (loci de STRs)
simultineamente, resulta en la obtencion de muchos alelos de diferentes marcadores
mezclados. LLa manera en que se resolvid esta situacion fue disenando diferentes
tamanos para los productos amplificados de cada locus, sumado a que los cebadores
fueron «marcados» con diferentes fluoréforos (o «colores», como se los llama de ma-
nera simplificada); para que luego la tecnologia de la electroforesis capilar resolviera
el resto, separando los alelos de cada locus o marcador genético, por tamafno y por
color (ver figura 7b).

Deteccion de STRs por electroforesis capilar

Este es el paso en que finalmente se revelara el perfil genético que distingue un
individuo de otro, objetivo principal de la Genética Forense. Como se mencion6
previamente, la amplificacion de STRs utilizando los kits multiplex, deriva en la
obtencion de fragmentos de PCR (llamados a menudo amplicones) que no son otra
cosa que alelos de cada locus de STR del kit, amplificados por PCR. Lo maés utilizado
en la actualidad para la deteccion de estos alelos es la electroforesis capilar (EC),
que se realiza en un instrumento llamado «Analizador Genético». La técnica debe
su nombre a que la separacion de los fragmentos de STR ocurre en un tubo capilar,
que contiene una solucién viscosa de polimero, que actia como una malla porosa,
y que se somete a un campo eléctrico provocando la separacién de los amplicones o
alelos de acuerdo a su tamano. El ADN, al pH que se realiza la electroforesis, esta
cargado negativamente de modo uniforme (o sea con una misma relacién de carga/
masa), de modo que todos los fragmentos son de alguna manera empujados por la
misma fuerza desde el catodo al anodo, sin embargo los mas pequenos atraviesan el
capilar mas rapido debido a la naturaleza del polimero dentro del capilar. Asi ocurre
la separacion de los distintos loci que se estdn analizando y la de los alelos de cada
locus. Un esquema de una EC puede observarse en la figura 8. Al final del capilar
se realiza la deteccién, que consiste en la excitacion, por medio de un laser, de los
diferentes fluoréforos utilizados por el kit y la captacion de las distintas emisiones
de los fluorescentes por medio de un detector. A partir de una calibracion espectral

un software procesa los datos y permite la obtencion de los picos de los amplicones
(alelos).
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Laser

Capilar con el polimero
Ventana de

deteccidn

“1 (catodo) (4nodo) -
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Bandeja para muestras Adquisicion
(se siembran en el “catodo”) de datos

Figura 8. Esquema de la electroforesis capilar, incluyendo la bandeja de siembra y la computadora
que recibe y procesa los datos.

Para la obtencion de los llamados electroferogramas es necesario en la elec-
troforesis capilar, poner a correr junto a la muestra un estandar de tamafo, que
permitira asignar el mismo a cada pico. En la misma corrida se debe someter a la
electroforesis una escalera alélica (Allelic Ladder) que contiene los alelos de todos los
marcadores genéticos del ki con que se realizo la amplificacion. Por comparacion
de los tamanos de los picos de la muestra con los de la escalera, el software asigna
los alelos, y se obtiene el perfil genético.

En la figura 9 se observa un electroferograma obtenido a partir de una muestra
de referencia de un individuo masculino, o sea es el perfil genético de este individuo.
En el electroferograma se observan 15 marcadores de cromosomas autosémicos y el
marcador sexual Amelogenina, sefialado en rojo, con los picos en las posiciones X
e Y, como se espera por tratarse del perfil de un individuo masculino. Se observan
4 marcadores genéticos autosomicos en el color «azul»: D8S1179, D21S11, D7S820
y CSF1PO; cinco en el «verde»: D3S1358, THO1, D13S317, D16S539 y D2S1338;
cuatro en el llamado «negro»: D19S433, vWA, TPOX y D18S51; y dos en el color
rojo: D5S818 y FGA, colorante que fue utilizado también para el marcador sexual
Amelogenina. Aquellos marcadores que se observan con dos «picos» son los llama-
dos heterocigotos, mientras que los que poseen solo uno son loci homocigotos. El
conjunto de todos estos marcadores conforman un perfil genético de STRs auto-
sOmicos.
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Figura 9. Electroferograma obtenido a partir de una muestra biolégica de un individuo mascu-
lino. Se observan 15 loci o marcadores autosdmicos y el marcador de sexo Amelogenina (en el
cuadro rojo).
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Calidad de los resultados

Como en cualquier prueba cientifica que puede culminar en el esclarecimiento de
un crimen, en que un individuo pierda la libertad, o en establecer una paternidad,
la calidad del resultado no es un tema menor, sobre todo teniendo en cuenta que
es un proceso de muchos pasos técnicos. A continuacién se mencionan algunas
consideraciones para lograr resultados de calidad y evitar contaminaciones, una de
las principales preocupaciones de los laboratorios forenses:

e El personal debe ser calificado y estar entrenado especificamente para este
tipo de analisis. Debe utilizar ademas los elementos adecuados para prevenir con-
taminaciones con su propio material bioldgico (bata, barbijo, cofia, guantes, etc.).

e Los ensayos que se realizan deben estar validados con el instrumental y el
personal propio del laboratorio (validacion interna).

e Se debe contar con procedimientos de ensayo escritos y guias de interpreta-
cién, basados en recomendaciones de organizaciones internacionales de reconocido
prestigio cientifico en el area, tales como la ISFG (isfg.org), el SWGDAM (Scientific
Working Group on DNA Analysis Methods, swgdam.org), o la ENFSI (European
Network of Forensic Science Institutes, enfsi.eu).

e Se debe participar en ejercicios de intercomparacion o controles de calidad
inter laboratorio, especificos de genética forense, nacionales y/o internacionales, y
que abarquen todos los ensayos que realice la entidad.

e Los laboratorios deben poseer la infraestructura y el equipamiento necesa-
rio. Debido a que la metodologia utilizada involucra un paso de gran amplificacion
del material de estudio (ADN humano), e implica la comparaciéon de muestras de
referencia con evidencias forenses, los laboratorios necesitan areas separadas fisica-
mente sin intercambio de material y equipos (drea de procesamiento de muestras
de referencia separada del area de procesamiento de evidencias, y luego area de
pre-PCR, de PCR y de pos-PCR).

e Se debe contar con los perfiles genéticos del personal del laboratorio y de
todo aquel que haya participado en la toma de muestras o manipulado las eviden-
cias forenses, para poder descartar contaminaciones involuntarias por parte de este
personal.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Como se mencionaba anteriormente, luego de la electroforesis capilar obtenemos los
electroferogramas, sin embargo alli no finaliza el analisis de ADN, es necesaria la
revision de los expertos para establecer los perfiles genéticos y a continuacion estos
deben ser cotejados para arribar a las conclusiones del estudio. Esta tltima etapa
del proceso sera abordada desde los dos tipos de analisis ya planteados, ya que cada
uno responde diferentes preguntas.
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Identificacion genética de vestigios bioldgicos
en evidencias forenses

La identificacion genética de un vestigio bioldgico recolectado en el marco de un
delito se basa en la comparacion del perfil obtenido de esa evidencia con uno o mas
perfiles de referencia (que pueden ser en estos casos un imputado, una victima, etc.).
Para poder decir que un individuo de referencia aporté material biolégico a una
evidencia debe existir una coincidencia de alelos en todos los loci que se estudiaron.
La dificultad suele estar en la obtencion del perfil genético de STR en estas evi-
dencias forenses y su interpretacion. Hay importantes publicaciones sobre el tema
(Clayton, Whitaker, Sparkes, Gill, 1998; Gill et al., 2006, 2012; SWGDAM, 2010),
y se recomienda su lectura a los expertos en genética forense, sin embargo, en este
capitulo intentaremos dar cuenta de este proceso a grandes rasgos.

Definicion de perfiles de STR.— El paso que sigue a la electroforesis capilar,
explicada anteriormente, es la genotipificacion o definicion del perfil genético, que
si bien suele realizarse con un software especifico (en la mayoria de los casos se usa
Gene Mapper), la interpretacion o revision de los perfiles por parte de expertos es
indispensable.

La definicion de un perfil consiste en distinguir aquellos picos que son alelos
de aquellos que no lo son (como por ejemplo picos que son el ruido de base del
instrumento analitico, o picos llamados «artefactos»: productos de errores en la PCR,
en la electroforesis, etc.).

Como en cualquier técnica analitica existen umbrales que deben establecerse
para su aplicacion en el analisis y la asignacion alélica (ver figura 10). Los mismos
se definen mediante una validacién interna y son los que a continuacion se men-
cionan:

e Umbral analitico: es el que permite distinguir picos reales o alelos del rui-
do, una vez introducido este valor, el software de analisis solo asignara como picos
(posibles alelos) aquellos por encima de este valor.

e Umbral estocastico: es el valor por encima del cual es razonable admitir que
no ha existido pérdida alélica en heterocigosis y por tanto se asume que la presen-
cia de un solo alelo en un marcador genético debe considerarse como un genotipo
homocigoto para ese locus, en un perfil de fuente tinica.

e Umbral stutter: es el valor porcentual, respecto del alelo principal, de un pico
en posicion stutter (artefacto de la PCR que genera un pico en una posicion por de-
lante o por detras de un alelo real) por encima del cual es razonable categorizar al
mismo como alelo. En caso contrario, un valor de pico en posicion stutter por debajo
del umbral, no sera asignado por el programa de analisis de perfiles genéticos.

e Umbral de desbalance de heterocigotos: es el valor porcentual de relacion,
de area o altura, entre el pico menor y el mayor en un marcador heterocigoto, en
una muestra de fuente Gnica, por debajo del cual se considera que hay desbalance
entre los alelos.
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Figura 10. Representacion en la electroforesis capilar del umbral analitico y del estocastico (RFU:
Unidades Relativas de Fluorescencia), y de algunos de los artefactos mas comunes del analisis.

Una vez definidos y aplicados los umbrales al analisis, hay que descartar los
artefactos. Entre estos podemos mencionar los que estan relacionados con la uti-
lizacién de una cantidad inadecuada de ADN en la PCR y los relacionados con
problemas en la electroforesis capilar, los principales son:

e Los «pull-ups», que se podria traducir como «levantamiento», son artefactos
que se producen en la EC, generalmente, cuando hay demasiado ADN en la PCR.
Un pico real en un color resulta demasiado alto y esto provoca la aparicion de un
falso pico en otros colores.

e Aumento de stutters, esto puede ocurrir cuando hay poco o demasiado ADN
en la PCR, y el resultado es que la proporcién de los picos stutter aumenta y el
umbral szutter que se utiliza deja de funcionar adecuadamente en la EC y se asigna
como alelo un pico que no lo es.

e Adicion incompleta de Adeninas en los amplicones (efecto llamado -A), este
artefacto aparece cuando hay un exceso de ADN en la PCR, tanto que la taq poli-
merasa no llega a colocar la Adenina que suele poneral final en cada amplicon que
fue generado, provocando la aparicion de picos con un nucleétido menos y en el
electroferograma se observa al alelo como un pico desdoblado.

e Los «Dye Blobs», que podrian traducirse como «manchas de colorante», son
debidos generalmente a la existencia de colorante fluorescente libre. Estos migran en
la electroforesis capilar separados de los cebadores o «primers» y de los amplicones,
y generan picos que suelen tener formas anémalas.
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e Los «Spikes» son falsos picos, que aparecen aleatoriamente en la electrofore-
sis, son muy finos, estan en casi todos los colores en la misma posicion y desaparecen
en una segunda corrida electroforética.

Un esquema de estos artefactos puede observarse en la figura 10, y la mayoria
de ellos pueden evitarse si el examen es realizado por un analista experto.

Mezclas de perfiles genéticos.— La mezcla de dos o mas perfiles genéticos en
una muestra (o sea que hay en ella mas de un individuo), es un hallazgo comun
en genética forense. Por ende la interpretacion del resultado de una muestra, una
vez especificados los alelos, debe incluir la definicién acerca de si se trata de una
muestra con ADN de uno o varios individuos.

En las recomendaciones internacionales (Clayton et al., 1998; Gill et al., 2006,
2012), estan los pasos para evaluar muestras con mezclas, algunos de ellos son des-
criptos a continuacion.

e El primer paso consiste en evaluar si en la muestra hay una mezcla de perfi-
les: si se observan algunos loci con mas de dos alelos, sumado a desbalance alélico
y/o aumento de la altura de picos en posicion stutters (que podrian ser alelos), en-
tonces se trata de un perfil mezcla. En este punto es necesario mencionar que si en
un Unico locus se observan tres alelos puede tratarse de una anomalia ampliamente
descripta, donde lo que ocurre es la duplicacién en el cromosoma de la regién del
locus en estudio, y esto no debe ser confundido con la existencia de una mezcla de
perfiles genéticos.

e El siguiente paso en la interpretaciéon de mezclas es la identificacion del na-
mero potencial de contribuyentes a la mezcla. Si un individuo posee por marcador
dos alelos como maximo, se concluye que si hay tres o hasta cuatro alelos en varios
marcadores, entonces en la mezcla hay al menos dos contribuyentes. Si en cambio
hay marcadores con cinco o més alelos, hay tres o mas contribuyentes. Debe con-
siderarse el caso especial en que la mezcla sea de individuos emparentados, en esta
circunstancia podria darse que haya una mezcla de una pareja y un hijo de ellos (3
individuos), sin embargo no se observara en este caso ninguin locus con mas de 4
alelos, debido a que el hijo comparte todos sus alelos con uno o el otro progenitor.

e Por dltimo el analisis de una mezcla incluye también la estimacién de la
proporcion relativa de los contribuyentes y la deduccion de los posibles genotipos
de los mismos.

Mezclas complejas y perfiles de baja cantidad de ADN.— Si el ADN purificado
de una muestra estd muy degradado, es escaso o no pudo separarse de inhibidores de
la PCR, se obtienen perfiles parciales de STRs. Se logran alelos en los loci de STRs
mas pequenos y no en los mas grandes y esta circunstancia baja la significancia o
certeza de una coincidencia. Sin embargo existen alternativas para mejorar o com-
pletar los perfiles, como la utilizacion de los llamados mini STRs, que son STRs de
los mismos loci pero con productos de PCR de menor tamafo.
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Cuando se combinan dos escenarios como los mencionados previamente (la
presencia de una mezcla y baja cantidad de ADN en la muestra), entonces la defi-
nicion del perfil se convierte en un desafio. Es necesario, para estas circunstancias,
que el laboratorio forense desarrolle su propia guia de interpretacion de perfiles de
STR, basada principalmente en sus estudios de validacion, en informacién publicada
sobre los kits, en el equipamiento que utiliza y en su propia experiencia practica para
la obtencion de resultados en su casuistica. Debe ser capaz ademas de reconocer,
en base a los puntos anteriores, si la muestra puede ser resuelta o no; o si para re-
solverla se debe recurrir a una nueva purificacion de ADN, un nuevo PCR u otra
estrategia. Si hay dudas acerca de si el resultado de una muestra es correcto o no,
la muestra debe ser ensayada nuevamente. Esto puede significar inyectar la mues-
tra nuevamente en la EC, repetir la amplificacion o incluso volver a la evidencia o
muestra de referencia y volver a purificar el ADN.

El laboratorio de genética forense debe decidir, luego de determinar el perfil
genético de una evidencia, si el mismo es apto 0 no para su cotejo.

Cotejo de perfiles genéticos de las evidencias con las muestras de referencia.—
Una vez determinados los perfiles genéticos de las evidencias, se obtienen los de
las muestras de referencia y recién en esa etapa se procede a la comparacion de los
mismos, siempre que, como se menciono antes, los perfiles de las muestras dubitadas
sean aptas para su cotejo.

Los autores de diversos trabajos sobre el tema y los expertos coinciden en que
para evitar parcialidad no se debe cotejar el perfil de una evidencia con las referen-
cias hasta que no haya sido perfectamente definido el primero.

Las muestra de referencia o indubitadas pueden ser de la victima (o victimas),
del imputado (o imputados), o de otras personas que se relacionen con el lugar
del hecho o el hecho en si mismo (habitantes del lugar del hecho, la pareja de una
victima de abuso, etc.).

Al realizar la comparacién o cotejo existen tres posibles escenarios:

e Inclusion (o coincidencia): el perfil genético de la muestra o evidencia coin-
cide con el de la o las muestras de referencia. Si este es el caso se debe realizar una
valoracion estadistica -que se abordara mas adelante en este capitulo-.

e Exclusion (o no coincidencia): el perfil genético de la muestra o evidencia no
puede ser explicado por la contribucion de los individuos de referencia aportados.

e No concluyente: es aquella situacién donde no se puede afirmar una inclu-
sion ni una exclusién. La informacion obtenida de la evidencia es insuficiente para
llegar a una conclusién, un ejemplo de este escenario podria ser la obtenciéon de un
perfil parcial.

Investigacion de la paternidad
y otros vinculos biolégicos

La obtencion de perfiles genéticos de STR para muestras de referencia (titulares o
hijos, madres bioldgicas, supuestos padres, supuestos abuelos, etc.), es mas sencilla
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que la obtencién de perfiles en muestras dubitadas o evidencias y posee los mismos
fundamentos que los explicados en la seccion previa. La definicién de perfiles en
estas muestras no debe ser una dificultad para profesionales expertos en genética
forense, salvo excepciones (como por ejemplo algunas muestras cadavéricas). La
Comision de Analisis de Paternidad de la ISFG ha realizado dos publicaciones
con recomendaciones que debieran seguir los laboratorios que realizan andlisis de
paternidad (Morling et al., 2002; Gjertson et al., 2007).

La pregunta que se debe responder en una paternidad clésica (con un hijo o
titular, una madre bioldgica indubitada y un supuesto padre), es: «ées este individuo
(supuesto padre) que se estd analizando el padre bioldgico del titular (hijo)?». En la
figura 11 puede verse una representacion grafica de esta pregunta, también se ven a
modo de ejemplo tres electroferogramas con unos pocos loci de un supuesto padre,
un titular y su madre biolégica indubitada. En un informe los electroferogramas se
transcriben en forma de tabla, como se observa en la figura a la derecha.

El caso graficado en la figura 11 es una representacion en un caso de «no ex-
clusion» o «inclusién» de la paternidad. Se puede observar que el titular comparte
en los 4 marcadores un alelo con su madre, el alelo restante (llamado alelo paterno)
esta siempre presente en el supuesto padre, son alelos idénticos por descendencia.
Mas adelante se discutira sobre la valoracion estadistica que debe realizarse en estos
casos.

En un caso de «exclusion» el alelo paterno del titular no estd en el supuesto
padre, o puede estar «casualmente» y s6lo en algunos marcadores. O sea, al analizar
todos los marcadores estudiados, se observa que en varios de ellos el alelo paterno
no esta en el supuesto padre, si esto ocurre en 3 o mas marcadores, estamos en pre-
sencia de una exclusion de la paternidad. Si hay solo uno o dos marcadores donde
el supuesto padre no comparte alelos con el titular, se puede estar en presencia de
mutaciones, que estan ampliamente descriptas en la bibliografia (Butler, 2015) y debe
ser valorado por el analista. Lo recomendado para estos casos es que cada laboratorio
establezca sus criterios de «exclusién» de la paternidad (Gjertson et al., 2007).

Estos andlisis de vinculos bioldgicos permiten también la investigacion de otras
relaciones de parentesco, por ejemplo la maternidad, que se la estudia de una ma-
nera similar a la paternidad. También es muy 1til cuando se quiere investigar una
paternidad en ausencia del supuesto padre o madre; por ejemplo para el caso en
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Figura 11. Representacion de la investigacion de una paternidad clasica. De izquierda a derecha:
pedigri, electroferograma parcial de los tres individuos y tabla de resultados.
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que el individuo que se quiere ensayar haya fallecido. En estos casos existen dos
posibilidades. Puede exhumarse el cadaver, ya que con las nuevas tecnologias el reto
de obtener un perfil a partir de material cadavérico ha quedado casi resuelto. O una
segunda posibilidad es investigar la paternidad con perfiles genéticos de parientes
biolégicos indubitados y lo mas directos posibles del supuesto padre fallecido. Las
mejores opciones son padres, hijos y/o hermanos del supuesto padre. A partir de
los perfiles genéticos de estos parientes se puede de alguna manera «reconstruir» el
perfil del individuo ausente.

ESTADISTICA Y EXPRESION DE RESULTADOS
Métodos estadisticos

Si los resultados arrojaron una inclusion, ya sea en un andlisis de identificacion
genética o de paternidad, es necesario averiguar si en la poblacidn existe alglin otro
individuo que también podria poseer ese perfil detectado o que podria ser el padre
bioldgico que se busca. El andlisis de ADN tiene una incertidumbre y esta debe
ser valorada. Para ello es necesario hacer uso de la estadistica. Existe cierto temor o
recelo al uso de esta herramienta, pero no es una opcion para los cientificos forenses
de hoy ignorarla. Un experto en un informe, o en una sala de audiencias, no puede
presentar la prueba de la manera que le resulte més facil de explicar, sino que debe
presentarla de la manera mads correcta, y esta involucra los calculos estadisticos
(Butler, 2015).

En cuanto al método para la realizacion de esta valoracion, la ISFG recomienda
la utilizacién del «likelihood ratio», cuya traduccién seria «razén de maxima ve-
rosimilitud» y conocido también por su abreviatura «LR» (Gill et al., 2006, 2012).
El LR es la comparacion de dos probabilidades mediante un cociente que valora
la probabilidad del dato genético (perfiles genéticos obtenidos), bajo dos hipodtesis
diferentes o alternativas y mutuamente excluyentes. Las hipdtesis que se evalian
son diferentes de acuerdo a los dos tipos de analisis que se realizan en la genética
forense y seran expuestos en esta seccion.

Para profundizar conceptos utilizados en estadistica en general (como teoria de
las probabilidades) y en estadistica aplicada a la genética forense en particular, se
recomienda la lectura de Evett y Weir (1998) y otros trabajos sobre el tema citados
en este capitulo.

Para el calculo de LRs es necesario conocer los datos de las frecuencias alélicas
de STRs autosémicos de la poblacion a la cual pertenecen los individuos de referen-
cia. Estas frecuencias alélicas en los loci que se utilizan en los estudios, es lo que se
suele llamar Base de Datos Poblacional de frecuencias alélicas de STRs. Estos datos
pueden ser generados por los propios laboratorios de genética forense. Para hacerlo
deben tomarse algunas decisiones, como el nimero de individuos que conformaran
la base, como se reuniran y seleccionaran los mismos, etc. Luego de genotipificar el
conjunto de individuos seleccionados, deben realizarse los célculos de frecuencias
alélicas (cuantas veces aparece un determinado alelo en esa poblacién) y analizar
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diferentes parametros de interés forense (heterocigosidad, poder de discriminacion y
de exclusion, etc.) y algunos parametros poblacionales (cumplimiento del equilibrio
de Hardy Weinberg, desequilibrio de ligamiento entre loci, etc.), estos tltimos para
decidir si la base de datos es adecuada. Desde el afio 2016 la ISFG recomienda a los
laboratorios que construyeron sus propias bases de datos poblacionales de marca-
dores autosémicos de STRs, controlar la calidad de las mismas. Para ello sugiere la
utilizacién de la plataforma STRidER (Bodner et al., 2016).

Valoracion estadistica en la investigacion de la paternidad y otros vinculos biol6-
gicos.— En una paternidad sencilla, en ausencia de la madre bioldgica, la valoracion
estadistica consiste en plantearse las siguientes dos hipotesis (H):

H1: El supuesto padre (SP) es el padre bioldgico del titular (T) o hijo.
H2: El SP es otra persona, no relacionada biolégicamente con SP.

La hipoétesis 2 (H2) puede también redactarse como «SP y T no estan relacio-
nados genéticamenten.

Una vez planteadas las hipdtesis a evaluar, se calcula el LR, que en los casos de
paternidad se lo suele llamar Indice de Paternidad (IP). Se valora, como se expuso
antes, la probabilidad de los perfiles genéticos obtenidos bajo cada hipétesis, lo cual
se representa matematicamente con la siguiente férmula:

_ Pr(E/HD)
~ Pr(E/H?2)

El numerador significa calcular la probabilidad de la evidencia (E), que son los
datos genéticos, suponiendo la hipétesis 1, mientras que el denominador de la ecua-
ci6n implica calcular la probabilidad de la evidencia suponiendo la hipoétesis 2.

Esta formula general podria ser planteada de modo mas especifico:

_ PT(GT/GSP,H].)
~ Pr(Gy/H?2)

Donde en el numerador se calcula la probabilidad del genotipo (perfil genético)
del titular suponiendo que SP es su padre (hipétesis 1), mientras que el denomi-
nador de la ecuacién, que asume que el padre es otro individuo de la poblacidn,
implica calcular la probabilidad del genotipo del titular. Hay que mencionar que este
resultado se debe a que el analisis fue realizado sin la madre bioldgica, si la misma
estuviese genotipificada, el denominador seria la frecuencia en la poblaciéon del alelo
paterno, y seguramente mejoraria el indice de paternidad y la certeza del estudio.

A continuacion se presenta un ejemplo concreto, supongamos estar analizando
cualquier marcador, por ejemplo el conocido como FGA. El SP tiene el genotipo
19-25, y el titular o hijo el 25-26, la frecuencia del alelo 25 (f,,) en la poblacion a
la que pertenecen es 0,21 y la del alelo 26 (f,,) es 0,10. El IP para este marcador
genético seria:



180 Opera Lilloana 54: Biologia Forense (2019)

IP

— 015f26 — 015f26 —119
(f25f26)(f26f25) 2f25f26 ’

La férmula que se observa en el numerador (0,5 f,,) tiene dos términos, el 0,5 y
la f,.. E1 0,5 se debe a que el padre es heterocigoto y comparte un alelo con el hijo,
el 25, si él es el padre (hecho sostenido por la H1), entonces le ha dado ese alelo con
una probabilidad de 50 % 6 0,5 (el otro 50 %, que completa la probabilidad del 100
%, es la probabilidad de dar a su descendencia el alelo 19). La formula se completa
con la frecuencia del alelo 26 (f,,), que como se desconoce el genotipo de la madre
se supone que esta probabilidad es la frecuencia de aparicion en la poblacion de este
segundo alelo del hijo, el 26. Como se mencion6 anteriormente el denominador es
la probabilidad del genotipo del titular (2 f,.f,,), esta es la probabilidad bajo la H2,
que supone que el padre es otro individuo de la poblacion.

En un estudio de paternidad con la madre bioldgica, que suelen ser los casos
mas abundantes en los laboratorios, las hipétesis H1 y H2 siguen siendo las ya
planteadas y el calculo del LR o IB que valora la probabilidad de los tres perfiles
genéticos obtenidos (el del titular o hijo «I», el de su madre bioldgica «M» y el del
supuesto padre «SP), bajo cada hipotesis, se plantearia del siguiente modo:

. Pr(Gr/Gy, Gsp, H1)
~ Pr(Gr/Gwu,Gsp,H2)

Donde en el numerador se calcula la probabilidad del genotipo (perfil genético)
del titular asumiendo que M es su madre y suponiendo que SP es su padre (hipdtesis
1), mientras que el denominador de la ecuacion implica calcular la probabilidad del
genotipo del titular asumiendo que M es su madre bioldgica, y suponiendo que su
padre es un individuo cualquiera de la poblacion, esta probabilidad seria la frecuen-
cia en la poblacion del alelo paterno del titular.

Supongamos como antes estar analizando el marcador FGA. EI SP tiene el
genotipo 19-25, la madre el genotipo 24-26 y el titular o hijo el 25-26. El IP para
este marcador genético, dada la misma frecuencia del alelo 25 del ejemplo anterior
(f,s=0,21), seria ahora:

0505 05

IP = -
0,525 fas

= 2,38

La féormula que se observa en el numerador tiene que ver con que el padre y
la madre son ambos heterocigotos y comparten cada uno, un alelo con el hijo (el
padre el 25 y la madre el 26), entonces bajo la H1 cada uno de ellos le ha dado un
alelo con una probabilidad de 0,5. El denominador es la probabilidad de que la
madre le haya dado el alelo 24 y al igual que en el numerador esta probabilidad es
0,5 por ser ella heterocigoto, y la probabilidad de que el alelo 25 haya sido aportado
por un individuo de la poblacion es la frecuencia de aparicion de este alelo en esta
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poblacion, o sea f,.. Este IP (2,38) es mayor que el IP calculado en ausencia de la
madre (1,19) como era previsible.

Se puede decir que valores de IP por encima de 1 van a favor de la H1, o sea
de la hipétesis de la paternidad, mientras que valores por debajo de 1 van a favor
de la H2, que es la hipoétesis de la no paternidad.

Una vez calculados los IP de cada locus (llamados a menudo IP parciales),
debe calcularse el IP total o acumulado, que por la tercera ley de la probabilidad es
la multiplicacién de los IP parciales, siempre que cada locus se herede de manera
independiente de los otros.

Calculado el IP total puede surgir la pregunta écudl es un buen IP para probar
una paternidad?, no hay una Ginica respuesta a este cuestionamiento, aunque algunos
autores arriesgan nimeros como 10.000 y otros 100.000. Lo cierto es que los valo-
res de IP no dependen tinicamente de la veracidad del vinculo sino que dependen
también de cudntos loci fueron estudiados, si el estudio se hace en ausencia de la
madre bioldgica, si se estudia un vinculo de paternidad a través de parientes del
supuesto padre, si el hijo en estudio comparte con su padre alelos muy comunes
o por el contrario alelos raros en la poblacidn, etc. Sin embargo los valores antes
mencionados son una referencia utilizada por los profesionales de esta area.

No es el objetivo de este capitulo mostrar todas las formulas que se utilizan en
los innumerables estudios de vinculos biolégicos que puedan presentarse en un la-
boratorio, sin embargo los ejemplos expuestos son un acercamiento a la comprension
de esta parte de la genética forense que a menudo es considerada la mas compleja.

La valoracion estadistica puede realizarse utilizando programas informaticos,
existe gran cantidad de ellos, sin embargo, la comprensién conceptual de estos
calculos y la practica manual de los mismos es indispensable para la correcta utili-
zacion de los softwares. Suele recomendarse ademas la aplicaciéon de dos métodos,
realizados por dos personas diferentes, para estas valoraciones.

Valoracion estadistica en la identificacion de vestigios biologicos en evidencias
forenses.— En estos estudios, cuando hay una coincidencia, por ejemplo entre el
perfil de una evidencia y el de un imputado, el cdlculo del LR consiste en la valo-
racion de las siguientes hipdtesis:

H1: A la evidencia contribuyé el imputado.
H2: A la evidencia contribuyé otra persona de la poblacion, no relacionada
biol6gicamente con el imputado.

Estas hip6tesis, o también llamadas proposiciones, son mutuamente excluyen-
tes, como ya se menciond y representan las posiciones de la fiscalia o acusacion
(H1) y de la defensa (H2). También puede interesarle a la acusacion probar que en
la evidencia ha contribuido la victima (porque se trate por ejemplo de un elemento
del imputado), y como los escenarios pueden ser variados, a este individuo de la HI,
cuyo perfil coincide con el de la evidencia, se lo suele llamar «persona de interés».
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El LR calcula, como ya se viene planteando, la probabilidad del dato genético
(o perfil genético), dada cada hipotesis. En términos matematicos se expresaria de
la siguiente manera:

_ Pr(E/H1)
" Pr(E/H?2)

Como la hipétesis de la acusacién es que la evidencia (E) procede de la per-
sona de interés (imputado o victima), que recordemos es una coincidencia con la
evidencia, entonces el numerador, en casos de perfiles tnicos (o de fuente tnica), es
1 (que equivale a 100 % de probabilidad de coincidencia), mientras que en el deno-
minador, donde se valora la hipotesis de la defensa, que sostiene que a la evidencia
(E) contribuy6 otro individuo de la poblacion, la probabilidad dependera de la fre-
cuencia en la poblacién del genotipo detectado. Si se trata de un locus homocigoto,
entonces la probabilidad de ese genotipo en la poblacion sera la frecuencia del alelo
al cuadrado y si se trata de un locus heterocigoto entonces la probabilidad sera dos
veces la frecuencia de uno de los alelos multiplicada por la frecuencia del segundo
alelo (para recordar estas formulas se recomienda refrescar conocimientos sobre la
Ley de Hardy-Weinbreg).

Supongamos que en unos pocos loci se obtienen los resultados de la Tabla 1.
El LR para el STR D8S§1179, sif,,=0,18 y f,,=0,21, seria:

1P

1
= = 13,23
2f12/14

Para el STR D21S11, siendo la f,

32.2

=0,22, el LR seria:

IP

= = 20,66
f32.22

Una vez calculados los LR de cada locus (LR parciales), debe calcularse el LR
total o acumulado, que por la tercera ley de la probabilidad es la multiplicacién de
los LR parciales.

Se puede decir que valores de LRs por encima de 1 van a favor de la hipétesis
de la acusacion (H1), mientras que valores por debajo de 1 van a favor de la hipétesis
de la defensa (H2).

Tabla 1. Resultados de los loci D85S1179, D21S11, D18S51, D2S441 y D19S433 en un estudio de
identificacién genética.

STR Locus D851179 D21S11 D18S51 D25441 D19S433

Evidencia 12-14 32.2 13-14 10-14 15
Persona de interés 12-14 32.2 13-14 10-14 15
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Se ha presentado la valoracién del caso maés sencillo de este tipo de analisis,
que es cuando en la evidencia se detecta un perfil inico de ADN o de fuente tnica.
Pero cuando la evidencia presenta una mezcla de perfiles genéticos la elaboracion
de las hipétesis y los calculos estadisticos son mas complejos.

Al igual que para los calculos en filiaciones, existen numerosos programas in-
formaticos que realizan estas operaciones, sin embargo, como fue ya mencionado, la
comprension de lo que realizan los mismos es fundamental para los peritos y ayudan
a la explicacion de los conceptos en un juicio o en un informe pericial.

Lo que se acaba de presentar es lo que se conoce en genética forense como
«método binario», que puede aplicarse solo cuando el perfil genético de la evidencia
coincide completamente con el de una muestra de referencia. Cuando una evidencia
tiene poco ADN o existe una mezcla de perfiles genéticos donde uno de ellos es
mayoritario y el otro minoritario ocurre lo que se conoce como pérdida alélica o
en inglés Drop out alélico, y aparece un falso homocigoto, o incluso un Drop out de
locus, o sea la pérdida completa de alelos en un locus de STR. Un ejemplo podria
ser que en la evidencia de la Tabla 1, se obtenga en el STR D18S51 solo el alelo 13,
existid entonces la pérdida del alelo 14. Si se aplica en la valoracion estadistica el
método binario el LR de ese locus seria cero (ya que no coincide con la persona de
interés que es 13-14). Sin embargo las recomendaciones para este tipo de situaciones
es hacer la valoracion estadistica considerando la posibilidad de existencia de Drop
outs e incluso de Drop in, que son ganancias alélicas (aparicion en algin locus de un
alelo que no esta en el individuo de interés [Gill et al., 2006, 2012]). Para la reali-
zacion de estos calculos existen dos tipos de métodos en la actualidad, los métodos
llamados «semi-continuos» y los «continuos». Estos cdlculos son tan complejos que
resulta dificil realizarlos manualmente y se recomienda la utilizacion de programas
informaticos. Ejemplos de programas que utilizan el método semi-continuo son el
LR MixStudio, Lab Retrievery likeLTD, entre otros software de fuente abierta.
Entre los programas que utilizan el método continuo (método que tiene en cuenta
la altura de los picos o alelos y otros parametros), el mas conocido de fuente abierta
es el EuroForMix (Bleka, Storvik, Gill, 2016).

Expresion de resultados

La interpretacion de los resultados y la expresion de los mismos dependen de la
experiencia y la pericia de los profesionales a cargo de los analisis de ADN.

Cuando en los analisis de ADN los expertos interpretaron que se trata de una
exclusion, esto debe ser mencionado en las conclusiones y en los estudios de paterni-
dad es recomendable mencionar aquellos marcadores genéticos donde se observaron
las inconsistencias o exclusiones que llevaron a esta conclusion.

Cuando un resultado es no concluyente, situacién que puede ocurrir en ambos
tipos de analisis («identificacion de vestigios bioldgicos en evidencias forenses» e
«investigacion de la paternidad y otros vinculos bioldgicos»), el experto debe men-
cionarlo en su informe y, en aquellos casos que sea posible, puede sugerir alguna
alternativa que aporte a la resolucion del caso. Un ejemplo de esto seria, en un caso
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de investigacion de paternidad en ausencia del supuesto padre, la realizacion de
andlisis con més parientes bioldgicos del supuesto padre.

En los casos de Inclusion, donde se han realizado los calculos estadisticos y se
ha obtenido un IP o LR, es muy importante comprender su significado y expresarlos
correctamente.

Lo que expresa un LR es cuantas veces son mas probable los datos (o perfiles
genéticos) obtenidos dada una hipoétesis (H1) que dada la otra (H2). Entre las formas
de expresiéon puede mencionarse:

Para un caso de paternidad se podria expresar un valor xxxx de IP como:

e Es xxxx veces mas probable obtener esos perfiles genéticos si el «Sr. (supuesto
padre)» es el padre del «titular», que si el padre es otro individuo de la poblacién.

e Es xxxx veces mas probable los datos obtenidos si el «Sr. (supuesto padre)»
es el padre del «titular», que si el «Sr. (supuesto padre)» y «titular» no estan relacio-
nados.

Para un caso se identificacién genética de una mancha se podria expresar un
valor xxxx de LR como:

e Es xxxx veces mas probable obtener esos perfiles genéticos si «el sospechoso»
aport6 marial bioldgico a la evidencia, que si el material lo hubiese aportado otro
individuo de la poblacién.

e La evidencia es xxx veces mas probable dada la primera hipdtesis que la
segunda.

Uno de los errores mas comunes al transmitir el significado del LR es la llama-
da «transposicion del condicional». Supongamos un LR de 10.000 en un estudio, lo
que significa es que es 10.000 veces mas probable el dato genético (los perfiles obte-
nidos) si se cumple la H1 (hipétesis de la fiscalia) que si se cumple la H2 (hipétesis
de la defensa); si decimos en cambio que es 10.000 veces mas probable la hipotesis
de la fiscalia que la de la defensa, dados esos datos genéticos, entonces estamos co-
metiendo la transposicién del condicional. Este error de transponer el condicional
suele cometerse en los dos tipos de analisis que se estan discutiendo.

Aunque ya no es recomendada la utilizacién de la Probabilidad de Paternidad
posterior (W o PP), hay laboratorios que adn la utilizan, debido principalmente a
que los funcionarios judiciales estin habituados a su lectura y la requieren en los
informes. Esta probabilidad deriva del Teorema de Bayes:

Pr(H1/E,I) Pr(E/H1,1) Pr(H1/D)
Pr(H2/E.I)  Pr(E/H21) . Pr(H2/D)

Donde «I» es la evidencia no genética, podria decirse que es informacion que
se posee en el caso previo al andlisis genético, mientras que «E» es la evidencia ge-
nética, como se dijo previamente.
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Esta ecuacion puede traducirse en:

Probabilidad de paternidad posterior R x Probabilidad de paternidad anterior

Probabilidad de no paternidad posterior Probabilidad de no paternidad anterior

De donde se puede deducir que para calcular la Probabilidad de Paternidad
posterior, se necesita conocer la Probabilidad de Paternidad anterior (o a priort), que
depende de «I», dato no genético y que debiera ser aportado por el Juez o Fiscal de
un caso. Por muchos afos los laboratorios utilizaron para calcular PP un valor de
0,5 para la Probabilidad de Paternidad anterior, que significa que es tan probable
que el padre sea el individuo que se estd analizando como que sea otro, cualquiera
de la poblacién, llegando a la formula:

PP =Pr(H1/E,I) = ——
rH1/E,1) =704

Sin embargo asumir 0,5 para la Probabilidad de Paternidad a priori, no deberia
ser decision del laboratorio, en todo caso se podria hacer el cilculo de distintas PP
para diversas probabilidades a priori.

Es importante saber que muchos de los calculos estadisticos que se realizan en
los laboratorios se basan en modelos y suposiciones, como que la poblacion esta en
equilibrio; que los loci se heredan de modo completamente independiente; que no
hay subestructura poblacional; que cuando en la hipétesis alternativa (H2) el sujeto
de interés es reemplazado por un individuo al azar, este no estd emparentado con
el individuo de interés; que en los calculos de perfiles mezcla se asume un ntimero
de contribuyentes, etc. Sin estos modelos o suposiciones no seria posible realizar la
valoracion estadistica, por eso son utilizados, pero se debe tener conocimiento de
los mismos y transmitir los mas importantes en el informe pericial.

Informe pericial

El informe pericial es el modo en que los laboratorios forenses transmiten los re-
sultados a los Organos Judiciales. Esta comunicacién debe ser exacta, clara, objetiva
y evitar ambigiiedades.

La forma que actualmente se considera mas adecuada para la presentacion
de resultados estd plasmada en la norma ISO/IEC 17025, que establece requisitos
generales relativos a la competencia técnica de los laboratorios de ensayo y cali-
bracion. Concretamente el punto 5.10 recoge las exigencias relativas al informe de
resultados.

A continuacién se enumeran los principales contenidos que debiera tener el
informe, tomando como base el documento «Recomendaciones sobre el informe
pericial y la expresion de resultados en materia de analisis genéticos forenses» (Co-
mision Nacional para el Uso Forense del ADN de Espana, 2015):
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e Titulo (por ejemplo: «Informe pericial de genética forense...»).

e Identificacion del laboratorio incluyendo su direccion.

e Identificacion tnica del informe (por ej.: nimero de informe), una identifi-
cacion en cada pagina con el objeto de asegurar que la misma sea reconocida como
una parte del informe, y una clara identificacién del final del informe.

e Identificacion del érgano judicial que solicita el andlisis asi como nimero
de expediente o similar.

e Descripcion del objetivo del analisis (por ej.: determinacion de perfiles ge-
néticos y cotejo entre los mismos para identificacion genética o determinacion de
vinculos de parentesco).

e Identificacién y descripcion de las evidencias recibidas para su analisis, asi
como también de las muestras de referencia, indicando la fecha de recepcion de las
mismas en laboratorio y por quien fueron remitidas.

e Registro de la fecha de ejecucion y finalizacion de los analisis realizados.

e Identificacion y descripcién de la metodologia utilizada, haciendo referencia a
la bibliografia cientifica donde se describe cada método empleado si corresponde.

e Los resultados obtenidos de manera sencilla y clara. Se recomienda utilizar
para ello una tabla que contenga los resultados en cada marcador genético analizado
(como la de la figura 11) y utilizando la nomenclatura propuesta por la ISFG.

e Cuando corresponda, los resultados seran valorados y evaluados estadistica-
mente, especificando el procedimiento realizado y mencionando si se ha utilizado
una herramienta (como podria ser un software) y la base de datos poblacional a la
que se acudio.

e Conclusiones sobre los resultados obtenidos.

e Referencias y/o bibliografia empleada.

e Destino de las evidencias y muestras de referencia; conservacion y custodia
de las mismas.

e Si corresponde, se incluira la posibilidad de realizacién de analisis adiciona-
les sobre las muestras analizadas.

e Incluira el/los nombre/s, funcion/es y firma/s, o identificacion equivalente
de la/s persona/s que han participado de acuerdo a como la institucion emisora lo
tenga acordado.

e Fecha y lugar de emision del informe.

e Se recomienda incluir una declaraciéon donde se indique que no se debe
reproducir el informe, excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita del labora-
torio.

El documento mencionado desaconseja el empleo de predicados verbales a par-
tir de valores de LR o IP, para evitar interpretaciones subjetivas que podrian hacer
las distintas partes implicadas en el proceso judicial.

Se aconseja la descripcion de la/s pareja/s de hipotesis planteada/s para el calculo
estadistico. Si para la valoracion estadistica se requiriera el empleo de parametros
de correccion debido a subestructura poblacional, apariciéon de mutaciones, alelos
silentes, o se utilizan probabilidades de Drop out o Drop in, se recomienda men-
cionarlo y hacer referencia a las formulas utilizadas. También deben mencionarse



Capitulo 8: Genética forense (M. C. Miozzo) 187

los valores de los parametros utilizados (tasas de mutacién o alelos nulos, factor de
correccién por subestructura poblacional, etc.).

Por altimo es recomendable mencionar aquellas muestras en las que la calidad
del perfil genético, segin los procedimientos internos del laboratorio, no permita
la emisién de conclusiones.

MARCADORES SEXUALES Y ADN MITOCONDRIAL

La Genética Forense no solo utiliza marcadores autosémicos, que son a los que
principalmente se ha dedicado hasta ahora este capitulo, sino que la tipificacién de
marcadores de los cromosomas sexuales X e Y, asi como la de marcadores del ADN
mitocondrial, son también muy valiosos para esta area forense.

Mientras que los marcadores de cromosomas autosémicos de un individuo
son heredados uno de su madre y otro de su padre, los marcadores genéticos de
cromosoma Y y del ADN mitocondrial son marcadores de linaje (paterno y mater-
no respectivamente), como se vera en esta parte y son transmitidos de generacion
en generacion sin cambios (excepto que ocurran mutaciones), ver figura 12. Estos
marcadores se heredan en general «ligados», por lo cual se hace referencia a ellos
como «haplotipo» (conjunto de marcadores que se heredan juntos y unidos) y no
COmO «genotipon.

Marcadores autosémicos Marcadores de linaje
Cromosomas autosémicos Cromosoma Y ADN Mitocondrial
(se hereda uno de (se hereda siempre de (se hereda siempre de
cada progenitor) padre a hijo varon) madre a hijo o hija)

Figura 12. Esquema sobre la diferencia en la herencia de marcadores autosémicos y de marcadores
de linaje.

Marcadores del cromosoma Y

El cromosoma Y es uno de los mas pequenos de los cromosomas humanos, y lo po-
seen solo los varones. Una parte de él sufre recombinacién con una parte homoéloga
del cromosoma X, pero otra (mas del 90 %), no recombina y es transferida intacta
a la descendencia.

Los marcadores polimorficos que se estudian de este cromosoma estan situados
sobre la parte que no recombina, se heredan como «haplotipo», y excepto mutacio-
nes, permanecen idénticos a lo largo de su descendencia masculina. Por lo expuesto
se los conoce como marcadores de linaje paterno.
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Estos marcadores se utilizan en los dos tipos de estudios forenses que se han
mencionado: estudios de vinculos bioldgicos de parentesco y en identificacion de
vestigios bioldgicos.

En estos dltimos, los marcadores Y tienen la ventaja de estar presentes solo en
varones y se utilizan en los delitos contra la integridad sexual, o en general cuando
la victima es mujer, el agresor varén y en las evidencias hay poco material o ADN
masculino comparado con el femenino. Lo que sucede en estos casos es que en los
marcadores genéticos autosomicos se detectara solo el perfil mayoritario (el femeni-
no), sin embargo en los marcadores de cromosoma Y esta competencia desaparece
y quedara expuesto el haplotipo Y del agresor.

Estos marcadores no suelen utilizarse en los estudios de paternidad sencillos
(cuando se tiene al supuesto padre), sin embargo son de gran utilidad en estudios
de parentesco bioldgico en ausencia del supuesto padre, en casos de investigacion
de personas perdidas, en casos de identificacion en desastres en masa, etc., donde
complementan en general los estudios de los STR autosémicos.

Son empleados también en investigaciones antropoldgicas, histdricas y genea-
l16gicas. Por ejemplo son muy utilizados como trazadores de migraciones humanas
a través del linaje masculino.

Asi como tiene ventajas, la utilizacion del cromosoma Y en genética forense
tiene desventajas o limitaciones. LLa determinacion de un perfil genético autoso-
mico individualiza una persona, sin embargo la de un haplotipo de cromosoma Y
individualiza un linaje paterno. Cuando se lo detecte puede ser del imputado en
un delito penal, pero también puede ser de su padre, abuelo, hermano, o de cual-
quier individuo de su mismo linaje paterno. De modo que en un juicio no tendra
el mismo valor probatorio que un perfil autosémico y necesitara seguramente de
otras pruebas para ser de utilidad.

La metodologia con que se estudian los marcadores de STR de cromosoma Y
es similar a la utilizada con cromosomas autosémicos, y existen varios kits ofrecidos
por distintas companias.

Al igual que en marcadores autosémicos, cuando se encuentra una coincidencia
entre dos individuos en un estudio de parentesco, o entre una evidencia y un in-
dividuo, la misma debe ser valorada. Para ello existe una base de datos mundial de
haplotipos de STRs de cromosoma Y llamada YHRD (Y-STR Haplotype Reference
Database; yhrd.org), que es la mas utilizada para estas valoraciones de frecuencias
de haplotipos Y. Sin embargo, este tratamiento estadistico es complejo y excede el
objetivo de este capitulo. Por otro lado se aclara que no todos los expertos coinciden
en como realizar esta valoracion.

Cuando se trata de una exclusién estos marcadores son tan utiles como los
marcadores autosémicos.
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Marcadores del cromosoma X

La forma particular de herencia del cromosoma sexual X es lo que lo hace intere-
sante para la genética forense. Mientras que las mujeres poseen dos cromosomas X,
los varones poseen solo una copia y el cromosoma Y.

Los varones le transfieren su copia tnica de este cromosoma a sus hijas mujeres,
mientras que a sus hijos varones le transfieren el cromosoma Y. Esto determina,
entre otras cosas, que sea muy Util en algunos estudios complejos de paternidad,
por ejemplo en una paternidad en ausencia de madre, donde los alelos de STRs del
cromosoma X del padre deben estar obligadamente en la hija.

Existe en la actualidad una considerable cantidad de marcadores polimorficos
(principalmente STRs) del cromosoma X, y aunque no se han desarrollado ain
muchos kits comerciales, su utilizacién en Genética Forense va en aumento. Algunos
de estos STRs estan ligados, lo que significa que no se heredan independientemente
unos de otros. Este hecho hace que el tratamiento estadistico en las coincidencias
sea complejo y a esta dificultad se suma que no existen muchas bases de datos po-
blacionales para este cromosoma.

Al igual que con los marcadores del cromosoma Y, la metodologia con que se
estudian es similar a la utilizada con los STRs de cromosomas autosémicos y una
exclusion en los marcadores del X es tan ttil como con la de marcadores de otros
Cromosomas.

ADN mitocondrial

El nicleo no es el inico elemento celular que contiene ADN, aunque la mayoria del
genoma se localiza en él y este capitulo se refiere principalmente al ADN nuclear.
Las mitocondrias, organelas del citoplasma celular (figura 1), también contienen
ADN vy la Genética Forense lo utiliza en sus estudios.

El ADN mitocondrial es circular y doble cadena, y a diferencia del ADN nu-
clear (que es diploide), el mitocondrial es haploide (un solo juego de este ADN
en cada célula). La principal ventaja sobre el ADN nuclear es la gran cantidad de
copias que hay dentro de una célula. Mientras que en el primero se tienen solo dos
copias por célula (una materna y una paterna), del mitocondrial se pueden encontrar
cientos y hasta miles de copias. Esto provoca que sea la metodologia de eleccion
en muestras con baja cantidad de ADN nuclear (muy degradadas o dafiadas, espe-
cimenes antiguos, huesos, pelos, etc.). A pesar de la mayor cantidad de copias, el
tamano de este ADN es muy pequeno frente al nuclear y representa solo el 0,25 %
del ADN celular.

El ADN mitocondrial es un marcador de linaje porque solo es transmitido por
la madre. En la concepcién el espermatozoide solo transfiere al 6vulo su ntcleo, de
modo que todo los elementos citoplasmaticos que se transfieren a la descendencia
son aportados por el 6vulo, incluidas las mitocondrias. Esta transferencia de mito-
condrias maternas, ocurre tanto para hijos varones como para hijas mujeres, pero
solo estas ultimas se las heredaran a sus hijos (figura 12).
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A diferencia de los polimorfismos de STRs que se definieron en el ADN nu-
clear, en el ADN mitocondrial los polimorfismos tienen su origen en pequenas
mutaciones que consisten en inserciones o deleciones de nucleétidos. Estas muta-
ciones, que son diferencias puntuales entre un individuo y otro, se encuentran en
una reducida regién no codificante de este ADN, llamada a menudo region control
0 D-loop. Dentro de esta region se definieron inicialmente tres zonas hipervariables
que fueron las mas estudiadas hace unos anos: HV1, HV2 y HV3. En la actualidad
es posible la secuenciacién completa de la regién control para encontrar los poli-
morfismos. Al igual que con el cromosoma Y, estos polimorfismos se heredan como
«haplotipos».

La metodologia en estos estudios difiere de la descripta en este capitulo debido
a la naturaleza diversa de estos polimorfismos. La técnica que se utiliza es la secuen-
ciacion del ADN. Los estudios incluyen el cotejo de la secuencia de la region en
estudio del ADN mitocondrial con una secuencia de referencia, que actualmente es
la llamada rCRS (revised Cambridge Reference Sequence), que posee solo pequenas
diferencias con la secuencia de Anderson (utilizada anteriormente), y ninguna en
la parte control. Al igual que con otros polimorfismos este analisis incluye el cotejo
de evidencias con individuos de referencia, o el cotejo de individuos entre si en un
estudio de parentesco.

Para las coincidencias debe realizarse una valoracion estadistica y se recomienda
para ello la utilizacién de la base de datos de EMPOP (European DNA Profiling
Group Mitochondrial DNA Population database Project; empop.online/).

Estos marcadores suelen utilizarse en estudios complejos de parentesco bio-
l6gico, en casos de investigacion de personas perdidas, en casos de identificacion
en desastres en masa, etc., donde pueden complementar los estudios de los STR
autosémicos. También son utilizados en investigaciones antropoldgicas, historicas
y genealdgicas, como el haplotipo de cromosoma Y, pero como trazadores de migra-
ciones humanas a través del linaje materno.

Al igual que con el haplotipo del cromosoma Y, la determinacién del haplotipo
mitocondrial no individualiza una persona, sino un linaje materno, de modo que
seran necesarias otras pruebas en una causa para tener valor probatorio.

BASES DE DATOS DE ADN

Una base de datos de ADN (llamada a veces con otros nombres como banco o re-
gistro de datos genéticos o perfiles genéticos), es un almacenamiento informatico de
perfiles genéticos y se realiza dividiendo los datos en distintas categorias o indices.
Por ejemplo: individuos condenados por algtn delito, evidencias forenses con perfi-
les no identificados (casos abiertos), etc. Luego se realizan cotejos entre las distintas
categorias y asi ayudan en la investigacion criminal. También suelen volcarse alli
perfiles de personas fallecidas no identificadas (conocidas a menudo como NN) y
de grupos de familiares que buscan un pariente desaparecido (Butler, 2010, 2012).

Las bases de datos son muy efectivas porque muchos de los crimenes son co-
metidos por autores reincidentes, y estas bases los exponen.
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El grupo de trabajo de ADN del ENFSI ha escrito algunas recomendaciones
para estas bases de datos y se encuentran en el documento llamado «DNA Data-
base Management Review and Recommendations» (ENFSI DNA Working Group,
2017). En el mismo se discute que los objetivos principales de la creacién de estas
bases de datos de ADN es apoyar la investigacion criminal, incrementar el ntmero
de casos criminales que se puedan resolver, aumentar la velocidad de resolucion de
los mismos, ahorrar tiempo de investigacion, unir casos no resueltos y descubrir
falsas identificaciones.

La primera base de datos de ADN que se cre6 fue en el afio 1995 en Reino
Unido (Inglaterra), en 1996 se crea la de Irlanda del Norte y Escocia y en 1997 la
de Holanda y Austria. La conocida base de datos del FBI (USA), llamada CODIS
por las siglas en inglés de «Combines DNA Index System», comenz6 en 1998, y en
ese afio también se lanz6 la de Alemania. A la creacién de estas bases siguieron las
de muchos otros paises del mundo, inclusive algunos de América Latina.

Para que puedan ser utilizadas estas bases de datos genéticos es necesario que
exista legislacion al respecto. En la Argentina esta aprobada y se estd implemen-
tando la Ley nacional N° 26.879. Seria la primera vez que se pondria en marcha
un Registro Nacional de Datos Genéticos. LLa Ley es exclusiva para delitos contra
la integridad sexual, y a pesar de esta limitacion, es un primer paso para la imple-
mentacion de esta importante herramienta para la investigacion en la justicia penal.
Es importante mencionar que muchas provincias argentinas poseen ya sus leyes de
bases o registros de ADN vy estan avanzadas en su implementacion.

Estos registros necesitan para su funcionamiento un software, responsable de
cotejar las muestras de las distintas categorias o indices. Mientras muchos paises
desarrollan programas propios, algunos han adoptado el CODIS. La Argentina tie-
ne un convenio para el uso de CODIS y también un desarrollo de software propio,
llamado GENis. Mientras ain no se ha comenzado con el registro de datos genéticos
nacional, las provincias estdn implementando los suyos, algunas con el software
nacional, y otras tienen convenios con CODIS.

Hay aspectos importantes para la implementacion, a partir de una legislacion,
de una base de datos de ADN nacional:

e Un acuerdo entre las provincias que proveeran los datos para la base de datos
nacional.

e Un conjunto comun de marcadores o loci, que se van a utilizar para la ge-
notipificacion de las muestras, de modo que puedan ser cotejadas con las de las
distintas bases de datos provinciales.

e Un software comun o compatible, para que los perfiles genéticos puedan ser
transferidos mediante una red segura, desde los laboratorios a las bases de datos
locales o provinciales y a la nacional.

e Estindares de calidad iguales o parecidos para que sea confiable el dato ge-
nerado en cada laboratorio.

Algunos de estos aspectos son discutidos brevemente a continuacion.
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Criterios de inclusion

Fuente de perfiles de ADN.— Los paises o provincias regulan qué perfiles estaran
contenidos en la base de datos. A veces es necesaria la autorizacién de funcionarios
judiciales para la introduccion de estos perfiles.

Pueden incluirse:

e Vestigios en evidencias forenses: perfiles que se presumen estidn directamente
relacionados con un crimen (generalmente con el perpetrador del mismo). Ejemplo
de estos pueden ser: manchas de sangre, de saliva (en vasos, botellas), colillas de
cigarrillo, goma de mascar, etc. Si el lugar del crimen es una casa de familia debe
asegurarse de que los elementos secuestrados no pertenezcan a sus integrantes. Cuan-
do el origen de los vestigios recolectados no es claro, es necesario tomar algunas
muestras de referencia (de la victima, de testigos o los de la familia), y realizar un
cotejo, para estar seguros de introducir a la base una evidencia conectada al agresor
y no introducir a la misma personas inocentes no relacionadas con el crimen.

e Personas: varias categorias de individuos pueden ser introducidas:

— Condenados: individuos encontrados culpables por un delito en un juicio con
condena firme o no (distintos paises poseen distintos criterios al respecto).

— Sospechosos o imputados: personas que ain no han sido juzgados por el
delito.

— Arrestados: individuos que atn no fueron imputados.

— Voluntarios: personas que dan su consentimiento para estar en la base de
datos genética con propoésitos de investigacion. Un ejemplo podria ser el esposo de
una victima que tuvo relaciones justo antes del hecho delictivo y en la evidencia
puede estar entonces su perfil genético y necesita ser «descontadon.

— Victimas: algunos paises permiten la inclusiéon de estos perfiles cuando el
hecho no ha sido resuelto. Podria por ejemplo aparecer en otra escena del crimen un
cuchillo con un perfil genético que si coincide con el de una victima de homicidio,
y podria ser esta arma blanca aquella del homicidio.

— Personas perdidas.

— Familiares de personas perdidas.

— Perfiles de eliminacion: las bases de datos locales, o de laboratorios, suelen
tener datos genéticos de individuos que por su tarea pueden haber involuntaria-
mente contaminado una evidencia, se cuenta con estos perfiles con la finalidad de
descartar los mismos de la base de datos.

Eleccion de Loci.— El namero de loci que deben tener los perfiles a ser introdu-
cidos en las bases ha ido cambiando con los afios. CODIS utilizé 13 marcadores
hasta hace poco, y ahora los aument6 a 20. El estdndar europeo comenzé con 7 loci
(distintos a los de CODIS), pero ahora recomiendan extenderlo a 5 loci mas. A pesar
de esta exigencia, en general se acepta la introduccion de perfiles parciales, y se lo
hace con la condicion de un niimero minimo de marcadores o una cantidad maxima
de «random match probability» (valor estadistico comparable al LR).
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Proveedores de perfiles.— Los laboratorios que aporten datos genéticos a la base
deben cumplir con cierto nivel de calidad si se pretende que los resultados de bus-
queda sean confiables y que la misma funcione de manera apropiada. Es por eso que
cada pais o provincia debe establecer los requisitos para sus laboratorios. Interna-
cionalmente se requiere en general la acreditacion de la norma ISO 17.025.

Otros criterios.— Lo cierto es que cada base de datos debe establecer los requisitos
minimos de aceptacion para la introduccion en ella de perfiles genéticos. Algunas
otras variables que se deben considerar para esta incorporacion son: perfiles obteni-
dos a partir de muestras con baja cantidad de ADN, perfiles «consenso», perfiles con
alelos raros o anomalias cromosomicas, introduccién de perfiles donde un nucleétido
no es seguro (uso de comodines), perfiles mezcla, marcadores no autosémicos (como
de cromosoma X ¢ Y).

Otros aspectos

Ademas de los criterios de Inclusién, que fueron expuestos aqui con mayor deta-
lle, existen también para considerar otros aspectos, de los cuales mencionaremos:
CRITERIOS DE ELIMINACION, o sea aquellos que deben considerarse cuando
un perfil genético debe ser removido de la base de datos; REGLAS DE COINCI-
DENCIA, que determinan los criterios sobre cuando dos perfiles se consideran una
coincidencia, DISPOSICION, que son las acciones que siguen a una coincidencia,
y suelen incluir la verificacion de la misma.

Privacidad

Uno de los mayores desafios para el mantenimiento de una base de datos es la pri-
vacidad y seguridad de la informacién almacenada en la misma.

Al respecto se puede decir por un lado, que los marcadores de STR utilizados
en la identificacion genética, y en las bases de datos, estan en regiones no codifican-
tes y por lo tanto no estdn asociados a enfermedades genéticas o a predisposiciones
genéticas. Por otro lado, no debiera haber nombres ni otras individualizaciones
almacenados con los datos genéticos. Sin embargo este tipo de temas debe estar
resguardado por las leyes de bases de datos que surjan.

PERSPECTIVAS FUTURAS

En este capitulo se ha desarrollado de manera resumida una de las principales meto-
dologias de la Genética Forense, aquella utilizada para la deteccion de STRs autosé-
micos, mencionando algunas otras tematicas de la ciencia de manera superficial.
Como toda ciencia, la Genética Forense avanza rapidamente hacia nuevas tecno-
logias, siendo dificil prever a priori cual de las que estan actualmente siendo usadas
sera la que ganara espacio en la Genética Forense del futuro. Sin embrago, a criterio
de esta profesional, y dado el estado del arte, pareciera verse un avance hacia la
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tecnologia conocida como «Next-generation DNA sequencing» o «Massive parallel
sequencing», que se suele traducir como secuenciacién masiva o de nueva generacion
y utiliza las siglas «NGS». Esta tecnologia utiliza plataformas muy pequenas para
secuenciar paralelamente y de una sola vez, millones de pequefias porciones de ADN
(una Gnica corrida o analisis). Esto posibilita que se detecten simultaineamente STRs
autosomicos, de cromosomas X e Y, secuencias polimorficas del ADN Mitocondrial,
SNPs (otro polimorfismo distinto al STR) autosémicos y sexuales, etc. Esto que en
principio entusiasma no se utiliza alin en el campo de modo rutinario, porque debe
ser validado para su utilizacién forense y porque genera algunos problemas que
deben resolverse, como el de la nomenclatura de STRs, debido a que no analiza los
STRs solo por su tamano, como hasta ahora, sino que los secuencia y esto provoca
la aparicién de nuevos alelos donde antes habia s6lo uno.

La ventaja de esta metodologia es que en una sola «reaccion», «corrida» o PCR,
se tendra resuelta una muestra con muchisimos marcadores genéticos polimorficos,
la desventaja es que se deben cambiar algunos de los equipos que actualmente se
utilizan, que resulta mas caro el andlisis y que para su aprovechamiento, en general,
debe trabajarse con una alta casuistica.

Es dificil predecir si es hacia alli donde se dirige la nueva metodologia, sin
embargo, los profesionales de la Genética Forense deben seguir trabajando en los
casos forenses que su rutina les exige todos los dias, sin dejar de estudiar los avances
de la ciencia, para poder acompanar ese giro cuando les sea requerido.
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— Primer libro sobre la especialidad escrito en Argentina —

Biologia Forense

Botanica, ficologia, micologia, entomologia, tafonomia
y genética aplicadas a la criminalistica

Hasta el siglo XIX, la Biologia Forense solo se desarrollaba en el ambito de la
medicina legal y la antropologia forense; a partir del siglo XX se sumé la genética en
la identificacion de personas a través de estudios de ADN. En la actualidad, a partir
del desarrollo de nuevas disciplinas y segun la clasificacion de los pronunciamientos
periciales, se divide la Biologia Forense en diferentes ramas: genética forense,
hematologia forense, espermatologia o seminologia forense, tricologia forense,
microbiologia e inmunologia forense, entomologia forense, micologia forense,
ficologia forense y botanica forense. De estas ramas no todas se aplican de modo
habitual en el sistema judicial argentino ya sea por falta de divulgacion o
especialistas en cada area.

El objetivo de este libro —el primero escrito en el pais sobre la especialidad— es
establecer una guia de las disciplinas vinculadas a la Biologia Forense, tanto para
quienes tienen la responsabilidad en la investigacion legal (peritos, bidlogos,
bioquimicos, criminalistas, médicos etc.) como para quienes desde el ambito judicial
deben realizar los requerimientos periciales de cada hecho delictivo. Cada capitulo
describe las disciplinas que se investigan en el pais y fueron elaborados por
especialistas en cada area. Teniendo en cuenta que la investigacion del hecho
delictivo se trata de un trabajo en equipo y multidisciplinario, se consider6 de suma
importancia incorporar un capitulo sobre Criminalistica, que aborde el trabajo en la
escena del hecho y la importancia de la busqueda y preservacion de indicios, ya que
la Biologia Forense no solo se desarrolla en el laboratorio sino desde la escena
misma. También en la presente obra se incorpord un capitulo sobre patologia
forense y otro sobre tafonomia forense, los cuales describen la vinculacion de
distintos organismos vertebrados e invertebrados y las variables abidticas, con la
presencia o modificacion de lesiones en un cadaver. La hematologia y seminologia
forense se tratan en el capitulo de indicios bioldgicos.
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