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RESUMEN

La investigacion del fluido seminal en prendas interiores de victimas es muy frecuente en nuestro
pais por parte del Laboratorio de Biologia Forense. El estudio de evidencias es importante como
muestra circunstancial del hecho por lo que se realizo el presente estudio a fin de poder utilizar
estos datos como un indicador del tiempo de permanencia de espermatozoides en manchas
seminales y probabilidad de encontrar espermatozoides con morfologia completa. Se trabajo con
muestras llegadas al laboratorio y recogidas en escena de mujeres victimas de delitos contra la
libertad sexual, tomando en cuenta las horas transcurridas desde el momento de los hechos de
violacion, para determinar las variaciones morfologicas de los espermatozoides observados con
dos técnicas de coloracion y determinacion del tiempo de permanencia en el analisis de laboratorio
para los tipos de soportes forenses con fines de aplicacién en la biologia forense. Los resultados
muestran que la coloracion Christmas Tree permite una mejor diferenciacion de espermatozoides,
sean completos o incompletos, incluso a mayor tiempo de antigliedad que la coloracion con
Hematoxilina-Eosina. También se ha observado en mayor proporcion espermatozoides completos
en muestras de latex que en algodon G otro material.

Palabras clave: Espermatozoides, Christmas Tree, soportes forenses



ABSTRACT

The investigation of seminal fluid in victim’s undergarments is very frequent in our country by the
Forensic Biology Laboratory. The study of evidence is important as a circumstantial sample of the
event; so this work has been done in order to be able to use this data as an indicator of the
permanence time of spermatozoa in seminal stains and the probability of finding spermatozoa with
complete morphology. Work was carried out with samples that arrived at the laboratory and were
collected at the scene from female victims of crimes against sexual freedom, taking into account
the hours that had elapsed since the time of the rape, in order to determine the morphological
variations of the spermatozoa observed using two staining techniques and to determine the time of
permanence in the laboratory analysis for the types of forensic supports for the purposes of
application in forensic biology. Results show that Christmas Tree technique was better than
Hematoxilyn-Eosin to visualize complete and incomplete sperm cells, including in longer
permanence time in the simples. Also, it has been observed more frequency of complete sperm
cells in latex material than others, for example in cotton clothing.

Keywords: Spermatozoa, Christmas Tree, forensic carriers.



I.INTRODUCCION

En el laboratorio de Biologia Forense de la Direccion de Investigacion Criminal de la
Policia Nacional del Peru llegan muestras relacionadas a los delitos en contra de la Libertad Sexual.
En este tipo de muestras, es investigada la presencia de manchas de semen en distintos tipos de
soportes (medio de difusion o sostenimiento), a distintas cantidades y muchas veces con abundante
contaminacion bacteriana (Arroyo-Sanchez, 2016).

En la actualidad, la investigacion forense de delitos de libertad sexual estd asociada
directamente con el hallazgo de espermatozoides y su relacion con el tiempo de permanencia en
el laboratorio de la Biologia forense; debido a un mayor tiempo de la demora para el anélisis de
las prendas de las victimas, o las mismas victimas como también los posibles acusados de violacion
contra la libertad sexual pasando por el laboratorio para recaudar muestra de resto seminal, puede
ocasionar cambios en la morfologia de los espermatozoides y en algunas situaciones, degradacion

completa.

I.1.Descripcion y Formulacién del Problema

En la actualidad para la visualizacion, diferenciacion e identificacion morfolédgica de
espermatozoides humanos se trabaja con coloracién hematoxilina-Eosina (Lingappa et al., 2015).
En muchos casos la observacion al microscopio es dificultosa debido a sangre menstrual, orina y
fluido vaginal o por una mala conservacion de ésta. Y, es necesario que se permita mejorar la
visualizacidn de la estructura del espermatozoide y de otras células examinadas al microscopio de

las muestras trabajadas.
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En la espermatologia forense, se utilizan pruebas de certeza y orientacion tales como:
inmunocromatografica y determinacion de fosfatasa acida en las aparentes manchas seminales de
los diferentes soportes. Estos resultados preliminares deben ser confirmados con la prueba de
certeza como: observacion microscopica de espermatozoides (PNP, 2012) usando una coloracién
Christmas Tree, técnica utilizada a nivel nacional e internacional y con gran acogida. (Frias et al.,

2019)

En el laboratorio de Biologia Forense de la Direccion de Investigacion Criminal PNP
Ilegan muestras relacionadas con delitos en contra de la Libertad Sexual y se efectia las pericias
bioldgicas de diferentes indicios remitidos, siendo las manchas de semen halladas en prendas con
mayor frecuencia que se reciben y es evidente que el tiempo en la demora de llegada de la evidencia
por la cadena de custodia, como el estado de preservacion, influye en la busqueda de los elementos
del semen y muchas veces con abundante contaminacion bacteriana (Arroyo-Sanchez, 2016).
Esquivas (2018) en la ciudad de Arequipa realizdé un trabajo en el cual hizo un experimento
preparando muestras acondicionadas lo mas cercano posible a muestras reales tal y como llegan al
laboratorio de Biologia Forense, usando sélo dos soportes (algoddn y sintético). Este autor utilizo
la técnica de coloracion Gram, con la que obtuvo un mayor nimero de muestras incompletas, quiza

debido a que dicha coloracidn no es especifica para espermatozoides.

Por lo expuesto, el presente proyecto busca profundizar la determinacion de las variaciones
morfologicas de los espermatozoides encontrados en prendas de la victima, material de latex,

diferentes tipos de tela y en hisopos de algodon utilizados para toma de muestra de restos de semen



11

y segun el transcurso del tiempo utilizando la técnica Christmas Tree especial para la visualizacion
de los espermatozoides, sobre todos los soportes de interés forense mencionados, que son remitidas
totalmente lacrados respecto a la identificacion de espermatozoides y asi contribuir con

informacion en la investigacion de un delito contra la libertad sexual.

1.2.Antecedentes

El reconocimiento de fluido seminal constituye a un viejo problema en Criminalistica.
Olliver y Barruel en el afio 1826 publicaron sobre un caso de ataque sexual donde se presumian
que ciertas manchas en la ropa de la victima fueron hechas intencionalmente con grasa de origen
animal. Los expertos observaron las ropas con respecto a su solubilidad en agua, naturaleza, color
y conducta en alcohol absoluto. Ambos autores concluyeron que la mancha era de semen. En
aquella época los investigadores se orientaban solo por estos parametros. (Vega-Vegaet al., 2014),
La toma de las muestras, con el consentimiento informado de la victima, debe tener en cuenta las

caracteristicas y circunstancias en que ocurrieron los hechos y el tiempo transcurrido.

Devergie en el afio 1839, revel6 un proyecto, el cual habia observado células de esperma
en manchas seminales de 10 meses, y certifico que la confirmacion de la presencia de
espermatozoides en una mancha era un fundamento mas cierto para al diagnostico de manchas
seminales que los métodos quimicos. El estudio de manchas de semen tiene gran importancia en
criminalistica, ya que constituye una prueba precisa y esta asociada a crimenes de indole sexual.

(Lopez, 2013)
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En un delito de violacion sexual, el semen es lo més habitual y puede hallarse en las
victimas, asi como el desecado, conformado por manchas, ya que los indicios con méas continuidad
se hallan en las escenas y son remitidas al laboratorio en la investigacion de estos delitos con las
prendas de vestir y de cama de la victima, del acusado o de ambos, o los sospechosos de haber

cometido el ultraje. (L6pez, 1953)

Prieto (2009), en su “Estudio de las agresiones sexuales en el laboratorio de biologia
forense” realizado en el Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses, Departamento de
Sevilla, sefialaron que se logran localizar en personas vivas y de forma frecuente en un tiempo
méaximo de 7 dias cabezas de espermatozoides en una vagina, dos o tres dias en el recto y 24 horas
en boca; ademas sustenta que es natural examinar espermatozoides intactos (con cola) en vagina
dentro de las 24 horas siguientes del acto sexual, pero rara vez se encuentran en boca, recto tras

las 5 horas de los hechos.

Davies y Wilson (2010) retribuyeron en base a un estudio de persistencia de restos
seminales en una vagina humana realizado en el Laboratorio de Ciencias Forenses de la Policia

que los espermatozoides fueron hallados hasta el cuarto dia y rara vez hasta el sexto dia.

El elemento central en la tipificacion del semen es el descubrimiento del espermatozoide,
compuesto por cabeza, pieza medial y cola. La cabeza muestra forma ovalada de frente y piriforme
de perfil; mide de 4 pm a 5 pm de longitud y 2.5 pm a 3.5 um de ancho. La pieza medial es una
region cilindrica estrecha, de 5 um de longitud, y contiene la carga mitocondrial que provee el

ATP para la movilidad del espermatozoide. La cola es una estructura importante para el transporte
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del espermatozoide. Tiene una longitud de 40 pum a 50 um, desenrollada y homogéneo. (World

Health Organization [WHQO], 2010).

El esperma debe ser tefiido para una mejor evaluacion de la morfologia (Quispe-Mayta et
al., 2010). Las caracteristicas morfoldgicas de los espermatozoides se expresan en valores
numeéricos. Los métodos utilizados en la coloracion pueden causar un ligero cambio en los valores
de medicion de los espermatozoides porque los fijadores pueden hacer que las células se encojan

un poco.

Ante la alta frecuencia de muestras clasificadas como presuntivas, es un desafio buscar
métodos veridicos que permitan confirmar la presencia de cabezas de espermatozoides, dado que
el hallazgo certero de cabezas permite confirmar la presencia de semen y ademas en las cabezas
se encuentra el ADN, permitiendo la identificacion del agresor. Por otra parte, el no hallazgo de
espermatozoides en la muestra puede deberse a que el agresor es azoospérmico o puede haber

utilizado preservativo, en que el resultado puede dar negativo (L6pez, 2013; Turvey, 2014).

Esquivas (2018) realiz6 su Tesis “Estudio De Las Variaciones Morfolégicas Y Tiempo De
Permanencia De Los Espermatozoides Impregnados En Dos Tipos De Soporte Sometidos Al
Efecto De Escherichia Coli, con fines en la Investigacion Forense, Arequipa, 2018 en el cual se
realizd6 con muestras no reales (creadas por el autor), utilizando la coloracion Gram, donde
comparé una mayor recuperacion de espermatozoides en dos soportes (algoddn y sintético)

sometidos al efecto de Echericha coli, obteniendo como resultados que, en ambos soportes hubo
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mayor recuperacion de espermatozoides incompletos en el transcurso de 6 horas para el soporte

sintético y a las 12 horas para el soporte de algodén.

1.3.0bjetivos

. Objetivo General
Determinar la influencia de los tipos de soporte sobre las variaciones morfoldgicas y el tiempo

de permanencia de espermatozoides en muestras forenses.

. Objetivos Especificos
< Evaluar la influencia de los tipos de soporte sobre las variaciones morfoldgicas.
< Evaluar la influencia de los tipos de soporte sobre el tiempo de permanencia de

espermatozoides.

1.4. Justificacion

En el area de la biologia forense es sustancial rastrear la evidencia y tomar muestras de
material bioldgico para documentar el presunto contacto sexual o fisico, asi como corroborar el
relato de la victima y el presunto agresor, para obtener la informacion que resulte dtil en la
resolucion del proceso legal. Dentro de la evidencia que se debe tomar temprano, esta la ropa
intima de la victima, muestras de la cavidad oral en los casos donde se haya referido sexo oral

como parte del ataque, muestras de las manos y ufias, asi como muestras de piel (Arroyo, 2016).
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El semen es una prueba crucial para algunos delitos sexuales, y su confirmacion seria la
identificacion de espermatozoides. El éxito de la determinacion de espermatozoides, la
observacién de un frotis en una lamina seria una prueba de ello (Suttipasit,2019). Existen distintas
coloraciones empleadas para colorear espermatozoides en el area forense, la coloracion de
Christmas Tree es una de las mas difundidas y aceptadas por la comunidad cientifica forense (Frias

etal., 2019).

La fosfatasa acida prostatica (FAP), es compendiada por la glandula prostatica y secretada
en el semen durante la eyaculacion. La actividad de FAP esté intensificada en el fluido seminal y
es detectable aun en muestras sometidas a condiciones contraproducente, como la exposicion a
temperaturas elevadas; su precision es un recurso acoplable a la busqueda de semen, obteniendo
importancia como marcador forense en casos de muestras azoospérmicas (ausencia de
espermatozoides) u oligozoospérmicas (concentracion espermatica menor a 15 millones por mL

de semen) (Pavesi et al., 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud ha desarrollado un manual de laboratorio para el
examen espermatogénico, en el cual se sugiere el uso de los métodos de coloraciones de Christmas
Tree, Shorr, Hematoxilina-Eosina y se establecen estrictos criterios para determinar la morfologia

de los espermatozoides (Triana y Sanchez, 2015).

Cisneros y Villarroel (2016) indicaron que la visualizacion microscopica de
espermatozoides sigue siendo considerada la prueba definitiva en los laboratorios de biologia

forense y que coloracion Christmas Tree se utiliza como coloracion identificativa de células
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espermaticas, debido a que los métodos se caracterizan por discernir principalmente
espermatozoides completos o incompletos, células epiteliales, que regularmente estan presentes
en las muestras procedentes de una agresion sexual. Se demostré ser sencillo y efectiva la
coloracion de Christmas Tree y de un costo capaz de aumentar la sensibilidad de confirmar la

azoospermia (Monteiro y Hallak, 2016).

La coloracién Christmas Tree es especifica para espermatozoides, el material nuclear se
colorea de color rojo/parpura, el cuerpo de los espermatozoides se visualiza de forma ovalada y
coloreado de rojo/fucsia con un fondo rosado leve, el acrosoma del espermatozoide se colorea de
color rojo leve, la region media y la cola de los espermatozoides se colorean de color verde o azul

verdoso (Atieza y Martinez, 2010).

La importancia de esta investigacion sustenta su motivacién, en conocer el tiempo en el
que se pueden localizar espermatozoides en tipos de soportes de interés forense; prendas de
victimas de violacion sexual y se contribuya con informacion de referencia en los anélisis de las
evidencias de diferentes expedientes de las muestras incriminadas que son remitidos al Laboratorio

de Biologia Forense de la UNICRI-DIRINCRI.

Por lo expuesto, se formulé como propdsito de estudio la investigacion de las variaciones
morfoldgicas de los espermatozoides conforme a el tiempo de permanencia en los tipos de soportes

(medio de difusion o sostenimiento), con fines de aplicacion en la investigacion forense.
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1.5. Hipdtesis

Debido a que se trata de un trabajo de tipo descriptivo, no se ha considerado el

planteamiento de una hipdtesis.
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II.MARCO TEORICO

2.1. Violencia Sexual

2.1.1. Definicién de Violencia Sexual
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010) establece como Violencia Sexual

“Todo acto sexual, la incitacion de consumar un acto sexual, las provocaciones sexuales no
deseadas o los hechos para aplicar de cualquier otra forma la sexualidad de una persona mediante
coaccion por otra persona, indispensablemente de la relacion de ésta con la victima, en ambitos

como: el hogar, lugares de estudios y el trabajo”.

2.1.2. Violacion Sexual
El articulo 170° del CODIGO PENAL del afio 1991 (pag. 154) determina el término de
violador sexual a aquel que “con violencia o grave amenaza, obliga a una persona a practicar el

acto sexual u otro analogo”.

2.2. Composicion del Semen
Se denomina semen o liquido seminal, al producto de la secrecion del aparato genital

masculino, cuya funcion especifica estriba en la fecundacion. Menos del 10% del volumen total
del semen corresponde a los espermatozoides, el otro 90% al liquido seminal. (Stuart, 2005)
Contiene acido citrico, aminoacidos libres, fructosa, enzimas, fosforilcolina, prostaglandina,

vitamina b12, vitamina C, potasio y zinc (Carma, 2010).

2.2.1. Morfologia del Espermatozoide
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Es la célula reproductora masculina. Esta célula es de forma piramidal, son las Unicas
celulas del ser humano que poseen flagelo, que da movilidad a la misma se compone de dos partes
principales que son cabeza y cola de las cuales se distinguen las siguientes estructuras que son
siguientes: acrosoma, nucleo, membrana, cuello, cola. El espermatozoide humano maduro mide

60 um de largo y es una célula de movimiento activo. (Toro, 2009)

2.2.2. Cabeza del Espermatozoide.

Esta estructura contiene dos partes principales que son el acrosoma, este cubre los dos
tercios anteriores de la cabeza, y el nucleo que contiene los 23 cromosomas que se uniran al dvulo
completando la informacion genética. La cabeza mide 5 pm, el nlcleo y el acrosoma estan
envueltos en una membrana plasmatica que sirve de union entre cabeza y cola (Del Rio et al.,

2007).

2.2.3. Cola.
Conocido como flagelo, aqui se halla el cuello que es corto, grueso incluye residuos
citoplasmaticos de la espermética. Luego del cuello hallamos la pieza media mide de 4 0 5 um, la

cual proporciona movilidad a la célula. (Cuiza, 2016)

2.3. Caracteres Macroscopicos del Semen
2.3.1. Color y Aspecto.

En la condicion fresca se observa como un liquido filante, blanco lechoso, tenuemente

amarillento, que al secarse se forma amarillo franco y de aspecto acartonado. Colocado en una
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ldmina tiene el aspecto heterogéneo, pequefios grumos, opaco, haciendose transparente. (Pello y

Ramirez, 2010)

2.3.2. Olor
Sui géneris, que en la especie humana rememora al castafio comestible o al desmanche
(lejia). Su intensidad depende del tiempo de abstinencia que tiene la persona. (Pello y Ramirez,

2010)

2.4. Degradacion del Semen
La mortalidad espermatica es un proceso de evolucion decreciente marcado en las

victimas que en las evidencias. Esta afectado por factores bioldgicos, fisicos, quimicos y

mecénicos (Tabla 1).

Tabla 1

Factores de degradacion del semen (tomado Esquivias, 2018).

FACTORES DE PROCESOS DE DESINTEGRACION
DEGRADACION
Bioldgico Efecto enzimético del espermatozoide
Flora bacteriana de la victima
Fisico Variaciones de temperatura

Porcentaje de humedad
Progreso del tiempo

Quimico Aplicacion de detergentes
Aplicacion de cremas en las victimas
Mecanico Limpieza
Lavado

Bafios
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2.5. Técnicas de Tincion
La tincién es un procedimiento por el cual las moléculas de un colorante se succionan a
una superficie. ElI uso de colorantes permite modificar el color de las células de los
microorganismos Yy poder realizar la identificacién en microscopio optico. Dado que las bacterias
son casi incoloras, no presentan contraste con el medio y no pueden observarse claramente sin

algun tratamiento previo.

Las técnicas de coloracion son auxiliares de diagnostico confirmatorio dentro del estudio
microscopico, dando mayor visualizacién a las estructuras analizadas para su posterior
identificacion, de las cuales podemos diferenciar con mayor facilidad. Las diferentes técnicas de
coloracion no solo nos permiten ver células, sino que también se han tefiido estructuras

relativamente méas grandes como tejidos (Megias et al., 2019).

Las técnicas de tincion para los espermatozoides son variadas, describiremos las técnicas

que utilizaremos:

2.5.1. Tincion de Christmas Tree.

La técnica de Christmas Tree o arbol de navidad para la identificacion de espermatozoides.
Este método forense estd fundamentado en la coloracion nuclear de alto contraste, especifico para
el nucleo del espermatozoide. La composicion de los reactivos: Reactivo Rapido Rojo Nuclear o
de Kernechtrot (Rojo Rapido Nuclear 100 g + Sulfato de Aluminio 5 g + Agua Destilada 100 ml)

y Picrico Indigo Carmin (Acido Picrico 300ml + indigo Carmin 1g), (Narvéez, 2016).
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Existen diferentes tinciones utilizadas para tefiir espermatozoides en el area forense, la
tincion de Christmas Tree, esta tincion utiliza los colorantes rojo rapido nuclear y picro indigo
carmin. La cabeza se tifie de color fucsia a rojo, la cola se tefiira de una coloracion verde. También
se tifien las células epiteliales presentes, observandose como estructuras romboides con nicleos de

color rosado (Wheeler y Wilson, 2008).

2.6. Factores que Influyen en la Recuperacion del Semen.
Se considera a la ausencia de restos del liquido seminal, obedecen a una caracteristica

fisioldgica propia del agresor, debido a una disfuncion o procedimiento de intervencion
quirdrgica como la vasectomia. Ademas, estéa asociado a otros factores como: - Empleo de
preservativo por parte del agresor - Elaboracion de lavados vaginales, anales o bucales en
la victima - Degradacién del liquido seminal, por efecto de las enzimas, pH y flora

bacteriana (Esquivias,2018).

2.7. Tiempo de Permanencia de los Restos Seminales.
En el estudio presentado por el Instituto de Medicina Legal del Ministerio Publico,

(Carrefio,2009, diap. 26), relata intervalos de tiempo maximo reportados para alejamiento de

espermatozoides.

Segun (Ruiz, 2004, pag. 6), el tiempo de supervivencia de los espermatozoides y otros
componentes seminales en cavidades naturales y prendas, estd influenciado por una gran

mutabilidad de factores fisicos, quimicos y bioldgicos.
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2.8. Prendas Textiles

2.8.1. Estructuray Composicién de Fibras Textiles.

El término ‘fibras textiles' se relaciona a las que se pueden hilar para fabricar telas por
medio de operaciones como tejido, trenzado. El tejido, una actividad artesanal, ya se ejercitaba en
el neolitico, como lo demuestran los fragmentos de fibras de lino hallados en los restos de poblados
lacustres de Suiza. En el antiguo Egipto los primeros textiles se tejian con lino; Perd y Camboya

con algoddn; en Europa meridional con lana y en China con seda.

2.8.2. Clasificacion de Prenda.

La distribucion de las fibras textiles se realiza por diferentes criterios, pero conforme a el
origen, se dividen en dos grandes grupos: Fibras naturales, y Fibras artificiales.

Fibras naturales: material de Algodon

Fibras artificiales: material Sintética
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11l. METODO

3.1. Tipo de Investigacion

Para la realizacion del presente trabajo se uso tres tipos de investigacion de acuerdo
con los objetivos planteados:
3.1.1. Cuantitativa.

Se ha obtenido informacion que es analizada e interpretada, para a partir de ello obtener
un estudio profundo mediante datos estadisticos sobre los distintos soportes de las muestras
trabajadas.

3.1.2. Experimental.

Se experimentara con una técnica utilizada (Christmas Tree) para la identificacion de
espermatozoides basada en los principios del método cientifico, con la intencion de obtener
resultados que permitan valorar su efectividad.

3.1.3. Comparativo.

Permite comparar una técnica con un estandar al ser utilizadas para un mismo fin, en

este caso la Técnica de Christmas Tree probada (experimental) y de esta manera contrastar

resultados.

3.2. Ambito Temporal y Espacial

3.2.1. Temporal.
La investigacion se llevard a cabo en los meses de abril, mayo. junio, julio, agosto,

septiembre, octubre, noviembre, diciembre del 2021 y los primeros meses del 2022.
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3.2.2. Espacial.
El laboratorio de Biologia Forense en la Unidad de Criminalistica se realiz6 en la
Direccion de Investigacion Criminal (DIRINCRI), en la sede de la Av. Espafia 323, Cercado de

Lima 15001.

3.3.Variables

3.3.1. Variable Dependiente.
e Variaciones morfoldgicas
e Tiempo de Permanencia de espermatozoides
3.3.2. Variable Independiente.
e Tipos de soportes

3.3.3. Matriz de consistencia (ver Anexos)

3.4.Poblacién y Muestra

En la presente investigacion, se considerard como muestra: el espermatozoide completo
0 incompleto, observado en un campo de microscopio éptico a 1000x, procesado desde la
impregnacion en un soporte de fibra de algodon, fibra sintética y latex, sometido al efecto de la
tincion Christmas Tree, segun el transcurso del tiempo y que cumplié con los criterios de seleccion.
La muestra de semen para la obtencion de espermatozoides, se obtendran de muestras remitidas al

laboratorio.
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3.5.Instrumentos

3.5.1. Materiales de Laboratorio.

Se usaran Lamina portaobjetos, baguetas, tubos de ensayos, pipetas, vaso precipitado.

3.5.2. Equipos.

Se emplearan Centrifuga (CLAY ADAMS Brand), microscopio 6ptico, balanza analitica
(Denver Instrument Company), refrigeradora, computadora (HP) y camara (Samsung).

3.5.3. Reactivos y diluyente.

Se emplearan Reactivo Kernechtrot (500 ml), Reactivo Picro indigoCarmine (100 ml),

alcohol (96°C), aceite de inmersion, agua destilada y suero fisioldgico.

3.6.Procedimientos

Se realizara la metodologia de investigacion en laboratorio del area de la Unidad de
Criminalistica (UNICRI) de Biologia Forense bajo la normativa de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL) y Buenas Practicas de Higiene (BPH).

3.6.1. Obtencion de la muestra.

El trabajo de investigacion se realizara en la Direccion de Investigacion Criminal
(DIRINCRI), en la sede de la Av. Espafia. Las muestras seran obtenidas de diferentes
Departamento de Investigacion Criminal (DEPINCRI), procedentes de mujeres violadas o de
escenas de crimen recolectadas y llevadas al laboratorio.

3.6.2. Técnicas para obtencidn de espermatozoides en soportes.
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En el manual de procedimientos del Laboratorio de Biologia Forense (Fiscalia General
del Estado de Ecuador, 2016), se describen los pasos para realizar la obtencion de muestra en

soporte s6lido para recuperar espermatozoides.

1. En el soporte sélido (algodon y sintético), se realiza un corte de 1 cm2 y se coloca en un

tubo de ensayo.

2. Agregar 200 ul de suero fisioldgico estéril

3. Agitar con un dispositivo Vortex por 30 minutos a minima rpm.

4. Centrifugar el tubo de ensayo con la muestra del soporte por 5 minutos a 3.600rpm.

5. Eliminar el sobrenadante con una pipeta.

6. Transferir el sedimento a una lamina porta objetos.

7. Proceder a fijar la lamina.

8. Finalmente se realiza la tincion de Christmas Tree.

9. En el caso de muestras de preservativos (latex) se obtiene la muestra directamente de

semen, y se procede con los pasos 6, 7'y 8.

3.6.2.1. Técnica de Christmas Tree Protocol.

1. Visualizar en la lamina donde se encuentra el frotis.

2. Adherir el frotis a calor seco o exponerlo a la Illama directamente.

3. Colocar unas dos gotas (que cubra el frotis) de la solucién Kernechtrot y dejar durante
20 min.

4. Lavar con agua destilada.
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5. Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucién Picroindigocarmine y
dejar actuar con el tiempo correspondiente a 1 minuto.

6. Aclarar el frotis con etanol al 96 % lavando la placa.

7. Dejar secar y montar la placa.

8. Observar en lente 100 X, con aceite de inmersion.

3.6.3. Técnica para la Determinacion de Variacion Morfoldgica.

Con el objetivo de visualizar espermatozoides coloreados, las 1d&minas con sedimento
recuperado de semen impregnado en los soportes se coloreardn con Christmas Tree para la
diferenciacion de bacterias y descartar posible contaminacion oportunista. Las variaciones
morfoldgicas de los espermatozoides se evaluaran mediante observacién en microscopio éptico a
1000 aumentos (microscopio Leica, Departamento Biologia Forense - Division de Criminalistica
— PNP Per0) y se capturaran fotografias en tiempo real de las ldminas. Se seleccionara al azar 3
campos Y se realizaran el recuento de acuerdo al siguiente criterio de clasificacion segin los
tiempos de evaluacion:

- Espermatozoide completo: presencia de cabeza, segmento intercalar y cola

- Espermatozoide incompleto: presencia de sélo cabeza

Preparacion de las muestras

Se utilizaron como soporte fisico dos pedazos de tela de algodén de 10 x 10 cm a los cuales se les
impregno con dos volimenes de semen, 1 ml en uno y 1,5 ml en otro. Luego, se recortaron ambos
pedazos en una tira de 2 x 1,5 cm, la cual fue colocada en un tubo de ensayo con 1,5 ml de suero

fisiologico, para luego centrifugar los tubos a 2500 rpm por 5 minutos. Se retiro el sobrenadante
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y de la suspension residual (sedimento) se tomaron dos gotas, las cuales fueron colocadas en dos
laminas portaobjetos diferentes. A una de estas ldAminas se colored con la técnica de Hematoxilina-
Eosina y a la otra con la técnica de Christmas Tree para luego realizar la observacion al
microscopio compuesto. El resto de los pedazos de tela fueron almacenados a temperatura
ambiental, para cortar retazos de 2 x 1,5 cm y repetir el procedimiento a la semana y a los 15 dias.
Se prepararon otra serie de laminas segun el mismo procedimiento, con la salvedad que la muestra

estaba compuesta por una mezcla de semen y orina en proporcion 1:1.

Protocolo para la Técnica de Hematoxilina-Eosina.

En las ldminas donde se colocaron las gotas de muestra, se colocaron unas gotas de Hematoxilina,
de manera que cubra toda la superficie. Se dejé actuar el colorante por 3 minutos, luego de los
cuales se colocaron unas gotas de Eosina, de la misma manera para cubrir toda la ldmina. Se dejé
en reposo por 30 segundos y se lavd con agua destilada. Se dej6 secar y se realizé la observacion

al microscopio compuesto con objetivo 100 X.

Técnica de Christmas Tree.

Se fijaron las ld&minas a calor seco o por exposicion a la llama directa. Se colocaron unas dos gotas
de la solucion Kernechtrot hasta que cubra el frotis y se dejaron en reposo por durante 20 minutos,
luego de los cuales se lavaron con agua destilada. Luego se colocaron unas cuantas gotas de la
solucion Picroindigocarmin hasta que cubra la lamina y se dejo actuar el colorante por 1 minuto.
Se aclararon las laminas con etanol al 96 % Yy se dejé secar a la temperatura ambiente para luego
montar la placa con aceite de inmersion. Las observaciones microscopicas se realizan con objetivo

100 X.
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Toma de muestras en la escena de un crimen

El procedimiento en la escena del crimen corresponde a una secuencia ordenada y jerarquizada de
acciones, siendo el oficial de mayor rango el encargado de todos los que conforman el equipo
completo. La prioridad es que todo el equipo debe regresar a salvo luego de cada operativo.
Llegando a la escena del lugar de los hechos, se debe esperar al Fiscal asignado para proceder al
procesamiento de muestras y para el mejor recojo de evidencias e informacion del delito ejecutado
en el lugar de los hechos. Todo procedimiento debe ser realizado por el profesional con
experiencia y conocimiento cientifico, empleando los métodos indicados en el Manual del

laboratorio, asi como la delimitacion y seguridad del entorno.

En la escena del crimen, se realizan los siguientes procedimientos: primero, el levantamiento del
croquis de la escena del crimen, de ahi se hace una perennizacion de la escena del crimen con
ayuda del fotdgrafo forense, luego la instalacion de hitos de sefializacion para el establecimiento

del orden de los hechos, y finalmente la busqueda de evidencias (Figura 1).
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Figura 1

Busqueda de evidencia en la escena del crimen

Luego de revisar la escena del crimen, se procede a ampliar el perimetro del recojo de evidencias

con su respectivo rotulado y establecimiento de la cadena de custodia, para culminar con el cierre

de la escena del crimen (Figura 2).

A continuacién que las evidencias han sido fijadas, sefialadas y fotografiadas en la escena del
delito, se deben trasladadas al laboratorio cuidando el procedimiento de embalaje para cada tipo
de prueba, siguiendo la cadena de custodia. Los objetos muy pequefios deben ser recogidos con
ayuda de pinzas y ser colocados en bolsas limpias, o sobres de color amarillo grandes o pequefios,
todos rotulados. Los cabellos, vellos, papeles higiénicos, preservativos, prendas interiores y toallas
higiénicas, son las principales evidencias identificadoras del hecho de Violacion Contra Libertad

Sexual.
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Figura 2

Recojo de evidencia y rotulado.

Para la toma de muestra en el caso de victimas de violacién, segun la Guia Médico Legal, se realiza
la obtencion de dos muestras por medio de hisopado segun el caso, puede ser de la regién
vestibular, del orificio cervical externo o del fondo del saco vaginal posterior (con la ayuda del
espéculo vaginal) para buscar indicios de semen (espermatozoides, fosfatasa acida prostatica) u
otra evidencia, los cuales deben suceder los protocolos de bioseguridad, cadena de custodia y
preservacion de las muestras. Asimismo, las prendas de vestir con manchas sospechosas (de
sangre fresca, semen u otros) antes de empacarlas deben procurarse que estén totalmente secas a
temperatura ambiente (evitar la humedad y la contaminacion microbiana), luego se deben
colocarlas en un sobre, de preferencia mas grande que la prenda para evitar la posibilidad de dafiar
los elementos que deben servir de prueba. Las prendas de vestir del presunto agresor y/o de la
presunta victima deben ser empaquetadas en forma separada, debidamente rotuladas,

especificando en el sobre el tipo de muestra y describiendo las caracteristicas de la prenda enviada.
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Al llegar al laboratorio de Biologia Forense el jefe del Laboratorio designa al perito
correspondiente, el cual empieza con el deslacrado y paralelamente hace la respectiva descripcion
de la muestra (Figura 3), aplicando métodos de orientacién como el reactivo de la Fosfatasa Acida
para confirmar si es semen y usar la prueba RSID-Semen para saber si es semen de humano o de
animal. Finalmente se realiza el método de certeza que seria la observacion microscépica,
habiendo aplicado el protocolo de la técnica de coloracion de Christmas Tree, para proceder a la
visualizacion de espermatozoides y confirma positividad en el supuesto caso de violacién sexual

(Figura 4).

Figura 3

Acta de descripcién de la muestra.
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Figura 4

Analisis de muestra en el Laboratorio de Biologia Forense.

3.7.Andlisis de datos

Los datos registrados se procesaron por medio de herramientas de la estadistica paramétrica,
aplicando la prueba de T-Student para muestras independientes, procesado con el programa SPSS
v.14 para Windows. El intervalo de confianza utilizado para el analisis estadistico fue de 95% (p
< 0.05). Los datos fueron sistematizados en gréficos y tablas utilizando el programa Microsoft

Excel, con el cual se calcularon también las frecuencias en porcentajes.
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IV. RESULTADOS

Se analizaron 48 ldminas para cada una de las coloraciones, haciendo un total de 96. Las
muestras fueron procesadas los dias 1, 7 y 15 después del procesamiento de las muestras, y se
observaron al microscopio compuesto con objetivo 100X verificando la morfologia de los
espermatozoides. La forma de los espermatozoides fue descrita como Completo si se lograban
observar todas las partes del espermatozoide (cabeza, cola), o Incompleto, si solo se podia observar

la cabeza del espermatozoide.

La Tabla 2 muestra los resultados de las observaciones realizadas, observandose en el caso
de las muestras de semen que, para la coloracion con Hematoxilina- Eosina, que en las laminas
preparadas el dia 1 hubo una mayor visualizacion de espermatozoides completos y en mayor
cantidad. Con la coloracion Christmas Tree se observd un mayor nimero de espermatozoides
incompletos en comparacion con la otra coloracion, pero en menor cantidad. En el dia 7 se
pudieron observar con la coloracion Hematoxilina- Eosina una mayor cantidad de espermatozoides
incompletos mientras que con la Coloracion Christmas Tree se observaron una mayor cantidad de
espermatozoides completos. Estos mismos resultados se obtuvieron en las muestras procesadas el

dia 15.
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Resultados obtenidos de espermatozoides para las muestras de semen con la Coloracion de
Christmas Tree y Hemaxotilina- Eosina.

Tipo De DIA1 DIA7 DIA 15
N® Volumen . -~ .6, Espermat. Espermat.  Espermat.  Espermat. Espermat.  Espermat.
Completos Incompletos Completos Incompletos Completos Incompletos
1 1ml CCT 2 15 15 1 15
2 1ml CCT 1 18 1 16 2 18
3 1ml CCT 18 16 16
4 1ml CCT 17 15 17
5 1.5ml CCT 1 14 15 1 15
6 1.5ml CCT 17 20 14
7 1.5ml CCT 16 19 18
8 15ml CCT 17 16 16
9 1ml CHE 1 13 14 1 17
11 1ml CHE 17 17 14
12 1ml CHE 16 17 2 20
13 1.5ml CHE 18 19 16
14 1.5ml CHE 15 1 17 17
15 15ml CHE 13 18 1 15
16 1.5ml CHE 15 16 16
PROMEDIO 12.625 10.33333333 15.08333333 12.42857143 10.5 16.1

Leyenda: CCC: Coloracién Christmas Tree. CHE: Coloracién Hematoxilina Eosina.

En el caso de las mezclas de semen y orina en primer lugar se notd que, cuando el volumen de

muestra fue de 1 ml y se usé la Coloracion Hematoxilina- Eosina, hubo mayor dificultad para

diferenciar espermatozoides con otras células, mientras que con un volumen de 1.5 ml de muestra

y el mismo colorante, si se logré diferenciar los espermatozoides.

En cambio, con ambos

volimenes de muestra y utilizando la Coloracion Christmas Tree, la diferenciacion de

espermatozoides de otros tipos celulares fue mucho mejor, ademas de contar mayor nimero que

con la coloracion de Hematoxilina- Eosina. La diferenciacion de espermatozoides usando ambos

colorantes fue totalmente correcta con las muestras procesadas a los 7 y 15 dias de

almacenamiento.
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La Tabla 3 muestra los resultados de las visualizaciones realizadas con muestras de orina y
semen mezclados en partes iguales. Se puede observar en primer lugar que existe una tendencia a
disminuir el nimero de visualizaciones de espermatozoides en las muestras segun el tiempo de
almacenamiento, pero que, en general, la coloracion Christmas-Tree permitio la visualizacion de

mayor nimero de espermatozoides completos que la coloracién con Hematoxilina-Eosina.

La Figura 5 muestra los resultados de la observacion microscépica de espermatozoides en muestras
de semen (1A y 1B) y orina (1Cy 1D) coloreadas con la técnica de Christmas Tree (1A y 1C) y
Hematoxilina-Eosina (1B y 1D), observandose principalmente que la técnica de Christmas Tree
permite una coloracion diferencial de espermatozoides, con la cabeza de tonalidad rojiza y la cola
de color verde-azulado, mientras que la técnica de Hematoxilina Eosina colorea toda la muestra

del mismo tono rojo.

Tabla 3

Resultados Obtenidos de Espermatozoides para las muestras de semen y orina con la
Coloracion de Christmas Tree y Hematoxilina Eosina

DIA1 DIA7 DIA 15
o Tipo De
N°  Volumen Coloracion Espermat. Espermat. Espermat. Espermat. Espermat. Espermat.
Completos  Incompletos  Completos  Incompletos Completos Incompletos

1 1ml CCT 20 12 18 10 16 3

2 1ml CCT 14 11 9

3 1ml CCT 18 10 11 8 8 5

4 1ml CCT 15 1 13 11

5 1.5ml CCT 16 5 16 5 12 5

6 1.5ml CCT 13 17 11 15 11 12

7 1.5ml CCT 18 12 15 10 13 8

8 1.5ml CCT 4 19 3 15 1 11
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9 1ml CHE 6 16 4 13 3 10
10 1ml CHE 4 12 2 10 1 8
11 1ml CHE 17 15 13
12 1ml CHE 5 18 3 14 10
13 1.5ml CHE 6 15 2 12 10
14 1.5ml CHE 14 4 11 2 8
15 1.5ml CHE 19 15 9
16 1.5ml CHE 2 11 1 8 5
PROMEDIO 10.85 12.63 8.46 10.87 8.4 8.43

Leyenda: CCC: Coloracién Christmas Tree. CHE: Coloracion Hematoxilina Eosina.

Figura 5

Observacién al microscopio de muestras de semen (A'y B) y de orina (C y D) coloreadas con la
técnica Christmas Tree (A 'y C) y Hematoxilina Eosina (B y D). Fuente: Foto tomada en la
DIRINCRI.
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En el presente estudio se analizé el material del soporte impregnado de espermatozoides obtenidos
como evidencias en un crimen de violacion sexual durante 6 meses de evaluacion por efecto y
utilizando la coloracion Christmas Tree. Las muestras de semen fueron obtenidas directamente en
las escenas del crimen, de las victimas y de las muestras enviadas al laboratorio, y se analizaron
por medio de la impregnacion de semen en tres tipos de soportes (fibra de algodén, fibra sintética
y latex). Se prepararon un total de 50 laminas con sedimento recuperado de semen para cada
soporte, respectivamente. Se procedi6 a colorear las ldminas con tincién Christmas Tree y se
observaron 3 campos por ld&mina a 1000 aumentos utilizando un microscopio compuesto con
objetivo de 100x de aumento. La Figura 6 muestra los resultados de observacion de
espermatozoides obtenidos a partir de distintos tipos de sustratos colectados en escenas del crimen,
observandose que en el mes de octubre el material de soporte con mayor frecuencia de coleccion
fue latex. En cambio, en el mes de noviembre y febrero, el material de soporte con mayor
frecuencia de coleccion en la escena del crimen fue algoddn, a diferencia del mes diciembre, donde

el soporte sintético fue el de mayor frecuencia de colecta.
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Distribucion de material de soporte en diferentes muestras durante el periodo de estudio
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La figura 7 muestra la frecuencia de obtencion de muestras de espermatozoides segun su origen,

como materiales porosos o absorbentes (como toallas higiénicas y trusas femeninas), materiales

compactos no absorbentes (prendas como un pantaldn y sabanas), en prendas de tela procedente

de la victima (por ejemplo, calzén), o del mismo agresor o la victima, mediante hisopados de la

secrecion vaginal y balano-prepucial. Se puede observar que el origen de la muestra de mayor

porcentaje fue preservativo (21%), a diferencia de las toallas higiénicas (1%).



41

Figura7

Distribucion de la descripcion de la muestra en el periodo de estudio.
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= BALANO PREPUCIAL
= CALZON
= HISOPADO VAGINAL

PANTALON
= PRESERVATIVO

4% = SABANA
= TOALLA HIGIENICA
= TRUSA FEMENINA

La Tabla 4 muestra la frecuencia de espermatozoides completos e incompletos encontrados segun

el tipo de soporte que conforma la evidencia analizada, observidndose que hay una mayor
posibilidad de obtener espermatozoides incompletos en muestras de algodon y sintéticas (58% y
59%, respectivamente), mientras que hay una mayor frecuencia de recuperacion de

espermatozoides completos (59% en las muestras de latex).

Tabla 4

Porcentaje de las formas completas e incompletas de espermatozoides segun el tipo de soporte

Tipo de Espermatozoides Espermatozoides
Soporte Completos Incompletos
Algodén 42% 58%

Latex 59% 41%

Sintético 41% 59%




42

En el anélisis del tiempo de permanencia de los espermatozoides, se establecid intervalos, segun
los tiempos definidos, realizando la observacion microscépica y discriminando entre
espermatozoides completos e incompletos. En el cuadro se presenta el porcentaje de

espermatozoides contados segln su variacién morfoldgica.

La Tabla 5 muestra el porcentaje de espermatozoides completos e incompletos segun el tiempo de
permanencia, observandose que, en general, se observa una mayor frecuencia de espermatozoides
incompletos que completos, aunque en muestras de 6 y 7 dias de antigiiedad se observd mayor

numero de espermatozoides completos, los que disminuyeron notoriamente en los dias 8 y 9.

Tabla b

Formas completas e incompletas de espermatozoides segun el tiempo de permanencia

Tiempo de Espermatozoides = Espermatozoides

Permanencia Completos Incompletos
1 dia 0% 0%
2 dia 41% 59%
3dia 50% 50%
4 dia 44% 56%
5 dia 48% 52%
6 dia 59% 41%
7 dia 61% 39%
8 dia 25% 75%
9 dia 33% 67%
10 dia 30% 70%
11 dia 62% 38%

14 dia 0% 0%
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se observo la visualizacion e identificacion de la cabeza y cola de
los espermatozoides con las diferentes coloraciones analizadas, un factor muy importante para la
identificacion morfoldgica del espermatozoide y que depende del tipo de muestra, ya que los
espermatozoides retienen el colorante segun el soporte de la muestra. Existen diversas técnicas de
tincion definidas para la evaluacién tradicional de la morfologia esperméatica como Giemsa,
Hematoxilina de Harris, Papanicolau, Gram, etc. (Mayoral et al., 2006) que, sin embargo, no
producen una intensidad de coloracién suficiente como la que brinda la técnica de Christmas Tree
que se reflejo en los resultados obtenidos, lo que la convierte en una técnica apropiada para la

visualizacion y andlisis de los espermatozoides en diferentes muestras.

Al comparar las dos coloraciones, hallamos diferencias en la especificidad del contraste
dado por los colorantes. La técnica de Christmas Tree (Quispe-Mayta et al., 2010) presenta
especificidad para las estructuras espermaticas celulares (Figura 1), mientras que la técnica de

Hematoxilina-Eosina esta cualidad esta ausente.

Es factible la identificacion de los espermatozoides en manchas de semen recientes, pero
se complica al transcurrir el tiempo. La coloracion de las cabezas de espermatozoides en la
coloracion Christmas Tree y Hematoxilina- Eosina se debe a que los reactivos utilizados en ambas
coloraciones son colorantes basicos; es decir, tienen gran afinidad por elementos celulares acidos,

como el material nuclear. Este resultado es sumamente importante porque a pesar del tiempo en


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-78582017000200023&fbclid=IwAR0dbgm6Z-GtK1b9JUqknUdNCRX08_ZyD0N6XkwF0l26krb2JAUyfOnZ63Q#B26
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el cual la muestra ha sido guardada para su posterior analisis (el mismo dia, a los siete dias y a los
15 dias), atn es posible de observar formas completas (cabeza y cola) e incompletas (solo cabezas)
de espermatozoides humanos. Esto es apoyado por lo sefialado en el Manual de Criminalistica
(PNP, 2006), respecto a la deteccidn de espermatozoides mdviles e inmoviles en liquido de lavado

vaginal 24 horas despueés de un caso de violacion.

En el presente trabajo se ha observado que la contaminacion con orina presenta muchas
células como cilindros, células epiteliales relacionadas con la orina y la piel, entendiendo que con
la coloracion Christmas Tree se pueden diferenciar de los espermatozoides (Figura 5). Existen
varios métodos para detectar semen en una muestra, pero presentan limitantes como la poca
accesibilidad de reactivos, por lo que algunos investigadores rechazan este tipo de procedimientos

(Mendoza et al., 2004).

Del procedimiento de las coloraciones utilizadas en la presente Tesis se han resumido las
ventajas y desventajas de las mismas para una mejor apreciacion en la conveniencia de la técnica

de Christmas Tree (Tabla 6).



Tabla 6
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Ventajas y Desventajas de las técnicas Christmas Tree y Hematoxilina- Eosina para
visualizacion microscopica de espermatozoide

CHRISTMAS TREE

HEMATOXILINA-EOSINA

- Existe diferenciacion celular por partes ya
que la cabeza se tifie de color rojo/fucsia, y la
cola verde o azul verdoso.

- Gracias a la diferenciacion celular se
pueden reconocer estructuras separadas, es

- Es una técnica de coloracion sencilla y
facil de realizar.

- Los reactivos son de dominio popular lo
cual los hace mas féciles de obtener
- Debido a la baja complejidad de la técnica

Ventajas decir reconocer solo los espermatozoides. , o .
J . S €SP : la hace méas econdmica y accesible.
- El procedimiento es facil de realizar. L L _
. S . - Es una técnica de coloracion de dominio
- Es una técnica de coloracion estandarizada a . o .
. . . . popular en el area clinica y en laboratorios
nivel Nacional que permite validar la . L
. Y . . de investigacion.
identificacion de Espermatozoides y sirva de o
. . b - Es de conocimiento general.
evidencia en un juicio.
- No existe diferenciacion de estructuras del
espermatozoide ya que se tifie de un solo
. - color rosado.
- Los reactivos son especializados, algo " No es una técnica de coloracion
complicado de conseguir para particulares. . . e
. P .. estandarizada para la identificacion de
Desventajas - Es una técnica con complejidad alta por lo

cual genera un mayor costo y accesibilidad.
- No es de conocimiento general

espermatozoides por lo cual no se puede
utilizar de manera sola, nos debemos
apoyar en un Estandar reconocido por la
funcion judicial como la técnica de
Christmas Tree

En la Figura 6 se observa el porcentaje de recuperacion de espermatozoides segun el mes de

trabajo, observandolos al microscopio mediante la técnica de Christmas Tree, desde soportes como

fibra de algodon, fibra sintética y latex. Torres (2007) considera que es importante proteger

muestras de semen que se encuentran sobre soportes bioguimicamente inertes y secos en el cual

se encuentra adherido. Por esta razén, los articulos deberan manejarse con mucho cuidado, no

deberan doblarse ni enrollarse la parte manchada y no debera someterse a friccion, que influye en

el material del soporte ya que, por ejemplo, a diferencia de soportes organicos naturales, el soporte
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de fibra sintética posee mayor elasticidad y alta resistencia. Estas diferencias se confirman porque
la naturaleza del latex tiene propiedades y caracteristicas absorbentes y degradantes. Esta
informacion es de importancia porque permite inferir que no necesariamente existe una
eyaculacion interna en el canal vaginal, el canal del recto o en la cavidad bucal durante la violacion,
ya que en algunos casos se puede eyectar externamente y por lo tanto el semen queda expuesto al
roce con las prendas de la victima y de la escena del crimen. Ledray (2001) cita los trabajos de
Groth y Burgess en 1977, respecto a que el 34 % de los violadores son sexualmente disfuncionales,
lo que generaria eventos de eyaculacion precoz fuera de la victima, y el de Larkin y Paolinetti en

1998, quienes anotaron que en muchos casos los violadores usan preservativo.

La Figura 7 muestra el porcentaje de las muestras analizadas para espermatozoides segln el origen
de la muestra, observandose que de 50 muestras analizadas; el mayor nimero de espermatozoides
se observd en preservativos (21 %) a diferencia de hisopados vaginales (9 %). Estas diferencias
se confirman porque la naturaleza del hisopado, siendo algoddn, tiene propiedades y caracteristicas
absorbentes. Lépez (1982) sefiald que, en los delitos contra la libertad sexual, el semen es la
muestra mas frecuente y puede hallarse en las victimas o en sus prendas, las cuales con el tiempo
pueden contener manchas seminales secas, por lo que la mayor cantidad de indicios que se hallan
en la escena del crimen y son remitidas al laboratorio en la investigacion de estos delitos son las
prendas de vestir de las victimas y de los sospechosos de haber cometido el acto. También se
consignan liquidos de lavado vaginal, anal, o segregado diversos de la victima, pero es excepcional
gue se encuentre esperma fresco en las intervenciones periciales por violacion. Solo se logra
obtener muestras de semen fresco principalmente en casos con requisitoria, extrayéndose pruebas
de hisopado vaginal y balano prepucial a la posible victima y al posible sospechoso

respectivamente.
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La Tabla 4 muestra que por lo general se pueden recuperar espermatozoides incompletos de
soportes de tipo algodén y sintéticos, mientras que en los soportes de latex se puede esperar con
mayor probabilidad la recuperacion de espermatozoides completos en muestras de tipo latex. Esto
puede ser explicado porque las muestras de algoddn y sintéticas se centrifugan a 2500 o0 3000 rpm
por 5 minutos, velocidad que puede generar fragmentacion del espermatozoide, con pérdida de la
cola no por degradacion de la muestra sino por la fuerza centrifuga. Por lo contrario, la obtencion
de espermatozoides a partir de las muestras de latex es directa, a través de un frotis, sin ser
centrifugadas, lo que explicaria el mayor nimero de visualizaciones de espermatozoides
completos. LOpez Tamara (2013) sefiala que, en el procesamiento de las muestras, un factor
determinante es la naturaleza fisica de la prenda analizada, y que el soporte de latex tiene una
mayor capacidad de retencién de los espermatozoides, luego le seguiria el soporte de algodén, lo

que guarda coherencia con el estudio realizado.

La Tabla 5 muestra el porcentaje de espermatozoides completos e incompletos segun el tiempo de
permanencia, observandose por lo general una mayor frecuencia de espermatozoides incompletos
que completos, y que hubo una reduccion muy acentuada de observacién de espermatozoides
completos en los dias 8 y 9, lo que puede deberse a la degradacién de espermatozoides debido al
procesamiento de las muestras (por ejemplo, primero una rehidratacién del soporte y luego uso de
centrifugacion). EIl tiempo que pasa desde la formalizacion de la denuncia hasta el tiempo de la
toma de muestra y/o entrega de prendas es crucial, tal como sefiala Gomez (2009) quien indica que
hay una relacion inversamente proporcional entre el tiempo de analisis de las muestras y la

posibilidad de recuperar espermatozoides (sobre todo completos).
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Los resultados obtenidos permiten sefialar el gran aporte que otorga el andlisis de prendas y otras
muestras obtenidas en la escena de una violacion para la busqueda de sefiales de semen, las cuales
pueden servir tanto para realizar andlisis a nivel de ADN como para la observacién directa al

microscopio (Garcia, 2012).
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VI. CONCLUSIONES

Se establecié que el tiempo de permanencia de espermatozoides sometidos al efecto de
coloracion de Christmas Tree para el soporte de algoddn, inicia con mayor nimero de

espermatozoides incompletos observados a los 2 dias y que permanece hasta los 10 dias.

Se establecié que el tiempo de permanencia de espermatozoides sometidos al efecto de
coloracion de Christmas Tree para el soporte sintético, inicia con mayor numero de

espermatozoides incompletos observados a los 2 dias y que permanece hasta los 10 dias.

Se establecio que el recuento de espermatozoides completos es diferente segun el tipo de
soporte, siendo el promedio de 41 espermatozoides para el soporte sintético, el promedio
de 42 espermatozoides para el soporte de algodon y el promedio de 59 espermatozoides

para el soporte de latex.

Se establecio que el recuento de espermatozoides incompletos se diferente segun el tipo de
soporte, siendo el promedio de 59 espermatozoides para el soporte sintético, el promedio
de 58 espermatozoides para el soporte de algodon y el promedio de 41 espermatozoides

para el soporte de latex.
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VIlI. RECOMENDACIONES

Es necesario difundir y capacitar a los operadores de justicia como son: Poder Judicial,
Ministerio Publico, Policia Nacional del Pert, Ministerio de la Mujer; con la participacion
de Colegios de Médicos, Defensoria del Pueblo y otros entes Publicos y Privados a fin de
que se pueda optimizar la eficacia de los analisis de pericias bioldgicas en espermatologia
forense. Los responsables deben mejorar en lo que respecta a los conocimientos de los
conceptos bésicos y teorias e interpretacion del articulo 170° del codigo penal, con el fin
brindar una herramienta Util, respecto a las bases cientificas del tiempo de permanencia y
variacion morfoldgica de los espermatozoides en casos de violacion sexual para el estudio

de prendas o pruebas de las victimas.

Con los andlisis de los resultados de la investigacion, se puede deducir y resaltar la
importancia de recuperar la ropa interior, ropa de cama (sabanas, fundas) que usa la victima
al momento de la violacion, a que puede llegar a convertirse en el indicio que aporte la
informacidn necesaria para esclarecer el hecho delictivo. Preparandose por apartado cada
prenda de la victima o el agresor que interese en la investigacion, en sobres limpios que
garanticen la conservacion y recupero de informacion, con el debido principio de cadena

de custodia.
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e Con esta investigacion realizada se busca continuar desarrollando investigaciones dirigidas
a conocer las diferentes variables que influyen en la probabilidad de encontrar

espermatozoides en victimas de agresion sexual.
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IX.ANEXOS

Fecha de la muestra:

Tipo de Soporte

Tipo de fibra del soporte

Sintético

Unidad | Numero de Numero de espermatozoides
de campo en observados
microscopio

Fuente: Propia del autor
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Matriz de consistencia

“TIPOS DE SOPORTE Y SU INFLUENCIA SOBRE LAS VARIACIONES EN LA MORFOLOGIA Y TIEMPO DE

PERMANENCIA DE ESPERMATOZOIDES EN MUESTRAS FORENSES, PNP, 2021 — 2022”
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libertad
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