Seccion Criminalistica

RESUMEN

En la escena del crimen, las manchas bioldgicas desecadas de fluidos, tienen
la potencialidad de aportar pruebas que pueden resultar decisivas en la impu-
tacion de autoria de delitos.

La sangre por sus caracteristicas cromaticas y su volumen son frecuentemente
halladas.

La estimacion del tiempo de deposicion permitiria ubicar en tiempo y espacio a
los diversos actores que pueden haber participado en los hechos investigados.
A pesar de la relevancia de esta determinacion, los avances técnicos en esta
area del conocimiento no han alcanzado aln la precision y exactitud suficientes
para su aceptacion como prueba en un proceso penal.

En el presente trabajo revisamos 10s métodos analiticos ensayados por 10s
distintos grupos de investigacion. Asimismo postulamos futuras lineas de
investigacion que podrian resultar de utilidad en este campo.



Sangre — estimacion del tiempo de deposicion — criminalistica

Las Manchas de Sangre Humana son el material biol6gico que con mayor
frecuencia se encuentra en la escena del hecho de una investigacion criminal.
Desde un punto de vista practico tienen la potencialidad de aportar datos
relevantes. En muchos casos, permiten determinar quién y como ocurrieron
los hechos. Quién a través de andlisis de ADN que permiten la identificacion
inequivoca de la persona a la que corresponde una muestra bioldgica.

La biologia molecular y sus aplicaciones forenses se desarrollan especialmente
luego de los trabajos pioneros de Jeffreys A (Jeffreys, 1985, 1986).

Por otra parte, y en virtud que la volemia en el humano es de aproximadamente
5 litros, muchas veces el “pattern” de huellas hematicas dejadas es informativo
de como ocurrieron los hechos (Larkin, 2013).

Para completar la investigacion seria de importancia determinar también
cuando las mdculas hematicas fueron depositadas y la estimacion de la edad
de la persona a la que corresponde ese fluido bioldgico hallado ( Cho, 2014;
Anderson, 2005). Estos dos Gltimos temas muy relevantes en la investigacion
criminal, estimacion del tiempo de deposicion de la macula hemética y de la
edad de la persona a la que corresponde la muestra son areas del conocimiento
criminalistico que aun se encuentran en etapa de investigacion por los dife-
rentes grupos cientificos.

Conocer el tiempo transcurrido desde la deposicion hasta el hallazgo de la
misma permitiria establecer |a data de los hechos, reconstruir histéricamente
los mismos y enriquecer la investigacion.

A pesar que este tema es estudiado hace mds de un siglo, la complejidad ana-
litica y la enorme cantidad de variables ambientales que rodean a la evidencia,
no han permitido superar la etapa experimental y en consecuencia aportar una
evidencia aceptable en un proceso judicial.

Suceso criminal investigado
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Figura 1: Suceso criminal investigado ( propia de los autores )
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Tiempo entre la deposicion y 1a toma del material

Caracteristicas del soporte sobre el que la mancha es depositada.

Humedad ambiental y del soporte

Temperatura ambiental y del soporte

Luz y radiaciones electromagnéticas en general que irradian el material
Contaminacion por agentes quimicos o microbioldgicos

Contenido en el cuerpo in vivo de xenobi6ticos y drogas naturales que pueden
afectar Ia cinética propia de los elementos celulares normalmente presentes
Diferentes enfermedades que puedan modificar directa o indirectamente Ia
composicion normal de la sangre

Volumen de la muestra

Objetivo de este trabajo

Revision historica de los métodos empleados para estimar el tiempo de depo-
sicion de una muestra hematica, desde 1900 hasta la actualidad.

Comparar las distintas técnicas empleadas estableciendo sus caracteristicas
de precision y utilidad diferencial.

Repasar posibles vias de investigacion futura.

Metodologia empleada

Revision bibliogréafica de publicaciones arbitradas presentes en las bases
de datos de la Biblioteca del Ministerio de Ciencia y Tecnologia de la Nacion

Plasma

Plaquetasy
leucocitos
Elementos

figurados
Eritrocitos ——

Figura 2 : Componentes de la sangre



Los primeros resultados reportados datan de principios del siglo XX.

Las caracteristicas del instrumental con el que se contaba no permitia estable-
cer relaciones profundas entre materia — energia y por lo tanto su fundamento
principal era el cambio de color de la sangre por la oxidacion del hierro con-
tenido en los glébulos rojos

Louis Tomellini de la Universidad de Génova, ltalia, se encuentra entre los
primeros en ocuparse de este tema. (Tomelli, 1907). Posteriormente Leers
describe el envejecimiento por cambios en el espectro de la Hb.(Leers, 1910).
En 1960, Patterson con el empleo de espectros de reflectancia de manchas de
sangre fue el primero en postular que los cambios de color de las manchas de
sangre dependen de las condiciones del medio ambiente.(Patterson, 1960).

Entre las primeras técnicas de este tipo empleadas, fue la High performance
liquid chromatography (HPLC). Esta es un tipo de cromatografia utilizada
frecuentemente en bioquimica en separaciones analiticas con fines identifica-
torios y preparativos.

Con un detector adecuado, permite determinar y cuantificar los componentes
individuales de una mezcla.

En el caso de la investigacion de los componentes de la sangre, es aplicable
a la separacion de la hemoglobina (Hb) presente en los globulos rojos y sus
derivados. La cuantificacion de los productos de la degradacion de la Hb por
HPLC en las manchas de sangre puede ser utilizada como un marcador para la
gstimacion de la antigliedad de las manchas de sangre (Inoue,1992).

El detector mide la densidad 6ptica a varias longitudes de onda.

Una longitud de onda conveniente para deteccion de proteinas en las manchas de
sangre es aquella que emplea el rango del espectro de los 220 nm (ultravioleta).
Inoue detecta la presencia de una proteina llamada X, que no se encuentra en
condiciones in vivo, y establece que ésta podria ser un predictor adecuado de
la antigiiedad de las manchas de sangre.

El drea del pico de proteina X aumentaria con el envejecimiento del material.
H. Inoue et al relaciona el drea debajo del pico de ‘X’ y la del pico de Hb.
Este cociente es 0 para sangre fresca y aumenta a 0,3 para las manchas de
sangre almacenadas durante 52 semanas en la oscuridad en 37 grados C.

El color de una mancha de sangre cambia con el tiempo del color rojo al marron,
lo que sugiere que la cuantificacion de color de las manchas de sangre por
métodos de espectroscopia pueden ser un medio idoneo para la determinacion
de la antigiiedad.
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Erin K. Hanson1, Jack Ballantyne (2010) han desarrollado un método para la
estimacion del Tiempo desde la Deposicion de Sangre utilizando el analisis
espectrofotométrico UV-VIS de la Hb que se basa en su caracteristica oxidacion
quimica (Hanson, 2010).

Realizan un estudio detallado de la banda de Hb Soret (Imax = 412 nm) como
estimador de la antigiiedad del material. Los autores encuentran diferencias
entre las manchas depositadas a diferentes tiempos. (minutos, horas, diasy
semanas) correlacionan sus hallazgos con la temperatura y humedad relativa
del ambiente.

Todos estos enfoques operan en la parte visible del rango espectral (450-700
nm), puesto que el cambio de color de rojo a marrdén se produce principalmente
en este rango.

Ademads de los estudios realizados en la parte visible del espectro 6ptico,
también puede obtenerse informacion relevante en la region NIR del espectro
(Bontonjic,2010).

Esta linea de investigacion se ha explorado recientemente para discriminar
entre 1as manchas de sangre por proyeccion de imagen hiperespectral en el
InfraRojo (IR) ( Brooke, 2010).

El analisis de los espectros NIR es mas complicado que los realizados en la
region visible fundamentalmente porque los espectros no sélo reflejan las
caracteristicas espectrales de derivados de la Hb, sino también de agua, 10s
lipidos, y diversas proteinas.

La pérdida de agua juega un papel importante para establecer el cambio inicial
en 10s espectros.

La cantidad de oxihemoglobina (Hb02) en la sangre in situ se puede establecer
mediante el uso de electrodos de oxigeno disolviendo las manchas en una
solucion salina y realizando la medicion (Matsuoka, 1995).

Este grupo de investigacion han analizado el envejecimiento de las manchas
durante 10 dias. A temperatura ambiente, el decaimientode Hb02 es répido
inicialmente, pero disminuye después de unas horas. También encuentra una
relacion directa del decaimiento de la concentracion de HbO2 a altas tempe-
raturas.



La desnaturalizacion de la Hb en la sangre seca es regida por un cambio de
gstado de los iones de hierro por oxidacion. Estos cambios pueden ser medidos
por EPR (Miki,1987).

En las muestras analizadas se observan cuatro sefiales EPR. Estas sefiales
representan diferentes estados electronicos del hierro de la Hb.

La HbO, es una molécula diamagnética y por lo tanto no tiene ningtn espectro
EPR.(Marrone,2009).

La intensidad de la sefial EPR es funcion de la antigiedad de la mancha de
sangre.

La microscopia de fuerza atémica (AFM) es un tipo de microscopia de alta
resolucién. Esta puede determinar la elasticidad, flexibilidad y la resistencia
a la traccion de los globulos rojos (Dulinska, 2006).

Las condiciones y estudios que se realicen en general sobre muestras de sangre
y en particular el estudio de la Hb debe contemplar el hecho que el sistema
homeaostético del cuerpo humano genera un ambiente controlado en ciertos
parametros fisicos mds o menos estables, condicion esta que no ocurre in vitro
donde la muestra y la Hb se verdn sometidas a bruscos cambios.

La elasticidad de los GR aumenta in vitro.

Se encontro que el volumen de Ia célula se mantiene constante después de la
deposicion, mientras que la fuerza adhesiva muestra un aumento significativo
después de siete dias (Wu, 2009).

Las células sanguineas de la serie blanca contienen material genético que
puede ser extraido del ntcleo.

Las moléculas de RNA no es tan estable como la de DNA; por lo tanto, las
mediciones de RNA es potencialmente mas adecuadas para estudiar la cinética
de degradacion de la sangre y determinaciones de la estimacion e tiempos de
deposicion (Bauer,2005).

Este dltimo autor utiliz6 1a reaccion en cadena de la polimerasa, PCR (polyme-
rase chain reaction), y demostro la relacion entre los diferentes tipos de RNA
(mRNA versus rRNA), encontrando que cambia con el tiempo en forma lineal
cuando la sangre humana se seca.

La inestabilidad del RNA implica que inducen cambios pequefios de su es-
tructura que pueden ser determinados y correlacionados con el estudio de la
antigiiedad de las manchas.

Técnicas basadas en compuestos presentes en el plasma sanguineo

Ademads de la Hb que ya fuera ampliamente estudiada, otras proteinas presentes
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en el plasma pueden resultar de interés en estas investigaciones. Rajamannar
(1977) estudic la descomposicion de diversas macromoléculas, globulinas, asi
como albUimina en sangre entre el periodo que abarca la sangre fresca hasta
el afio de antigliedad.

La técnica analitica empleada fue la inmunoelectroforesis. Se emplean fibras
de algodon empapadas con sangre para los analisis.

La presencia y la concentracion de globulinas podrian ser un indicador de la
antigtiedad de la sangre desecada ( Rajamannar, 1977).

Estudios mas recientes en la blsqueda de la determinacion de la antigiiedad
de las manchas de sangre esta utilizando la descomposicion de aminoacidos
(aa) del plasma de la sangre.

La relacion de varios aa puede medirse con racemizacion del dcido aspartico
(Arany, 2011).

Este método también se estd aplicando para la datacion de los fosiles en la
investigacion arqueologica.

Esta técnica es particularmente adecuada para el largo plazo, determinaciones
de (>10 afios), debido a las tasas de decaimiento muy lento en la degradacion
de este aminodcido.

Otro enfoque reciente, que resulta novedoso, es estimar deposicion de rastro
con biomarcadores circadianas (Ackermann, 2010).

Mediante el uso de ensayos de inmunoabsorcion enzimatica se observa el perfil
caracteristico de 24 h de dos hormonas, la melatonina (pico de concentracion
por la tarde noche) y cortisol (pico en la mafiana).

Este enfoque es distinto de todos los ensayos analiticos explicados anterior-
mente ya que no puede determinar la antigliedad de la mancha, sino sélo el
tiempo de deposicion de rastro dentro de la ciclo de 24 horas.

Sin embargo estos estudios son interesantes, porque abren un nuevo campo
para la investigacion forense de biomarcadores.

Las diferentes técnicas descriptas pueden compararse en varias formas.

La exactitud, la precision y la sensibilidad para determinar el tiempo de depo-
sicion son tres factores relevantes que deben ser examinados en relacion a su
posible empleo con bases cientificas.

En general se observa que las técnicas son complementarias entre si, algunas
tienen mayor utilidad para cortos periodos luego de la deposicion y otras sirven
para periodos mas prolongados.

Esto sugiere como posibilidad el empleo combinado de mas de una técnica
con su complementaria.



Bremmer realizd un estudio comparado en relacion a la desviacion estandar
de las técnicas y el tiempo de deposicion en el cual resultan de mayor utilidad
(Bremmer, 2012).

Numerosas técnicas han sido exploradas durante los Gltimos 100 afios con el
objeto de establecer la antigliedad de las manchas de sangre desde la depo-
sicion hasta el levantamiento en la escena del hecho.

Sin embargo todavia el estado del conocimiento las sitda en la fase experi-
mental.

Ninguna tiene la consistencia suficiente en términos de exactitud, precision
y sensibilidad como para ser admitidas como prueba en |a préctica forense.
El examen del problema se ha enfocado por los diversos grupos cientificos,
en su gran mayoria, por determinar la edad absoluta pero es muy escasa la
bibliografia sobre estudios que comparan la edad relativa entre dos manchas
presentes en conjunto en un mismo soporte - evidencia. Por otra parte la
interaccion entre las manchas y los distintos soportes donde pueden haber
sido depositadas y sus caracteristicas tampoco han sido suficientemente
investigados.

La evaporacion del fluido hematico es un fenémeno fisico interesante porque
conjuga una serie de procesos que intervienen en su ocurrencia, como la
temperatura ambiental, del soporte, adhesividad de la muestra a la superficie,
tension superficial y otros.

Estas dltimas lineas de investigacion brevemente resefiadas potencialmente
pueden ofrecer buenos resultados y aportar datos relevantes en un tema que
es de gran importancia.
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