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RESUMEN

La violencia sexual es un problema de salud y de justicia social, la inmediata actuacion
meédico legal, la buena colecta de indicios fueron fundamentales para el diagndstico certero
por el laboratorio forense. Se evaluaron y validaron tres ensayos forenses para la investigacion
de fluido seminal en indicios de victimas de violencia sexual. Se analizé 251 indicios colectados
a 215 victimas por Medicina Forense en el Laboratorio de Biologia Forense del Instituto de
Investigaciones Forenses de La Paz. Se aplicé tres métodos para la pesquisa de componentes
del semen: Fosfatasa acida, espermatozoides y Antigeno Prostatico Especifico (PSA). El
55% de las victimas comprendian edades entre 4 a 17 afios. El 86% de los casos
correspondieron a delitos de violacion. Se detectd la presencia de semen en 130 victimas
(60%). Componentes seminales individuales como la Fosfatasa Acida en 120 victimas (56%);
espermatozoides en 55 victimas (26%) y PSA en 130 victimas (60%). Se detecto la presencia
de fluido seminal mediante 3 ensayos forenses en el 60% de las victimas, siendo la mayoria
casos de Violacion. Indicios impregnados con sangre no interfirieron en la pesquisa de
semen.

Palabras Clave: Violencia sexual, fosfatasa acida, espermatozoide, Antigeno Prostatico
Especifico.

ABSTRACT

Sexual assault is a problem of public health and social justice, the immediate procedure,
the successful collection of the physical evidence at the time from Legal Medical, were
essentials to accurate investigation by Forensic laboratory. Were applied three assays to
Forensic investigation of semen in evidences from sexual assault victims. 251 evidences
were analyzed from 215 victims by Medical Forensic and Biology Forensic Laboratory, IDIF
- La Paz to victims by Medical Forensic and Biology Forensic Laboratory, IDIF - La Paz to
investigate semen components were applied 3 methods: Phosphatase acid,spermatozoa,
and Prostatic Specific Antigen (PSA). 55% victims had between 4 to 17 years. 86% were
rape assault cases. Seminal fluid was identified on 130 victimas (60%); Phosphatase acid
about 120 victims (56%); sperms in 55 victims (26%) and PSA in 130 victims (60%). Seminal
fluid component was detected about 60% victimas from rape assault. Blood stains don’t
produce interference.
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INTRODUCCION

Los delitos de Violencia sexual en los
ultimos afios han tenido un incremento
alarmante, principalmente la violacion.
Este incremento en nuestro pais se ha
observado principalmente en victimas
menores de edad. Los indicios biolégicos
dejados por el agresor sobre la victima
y en el Lugar de los hechos adquieren
vital importancia por la informaciéon que
pueden brindar en la investigacion en
especial cuando este delito se consuma
sin testigos, por ejemplo en victimas
sometidas a sustancias que producen
estado de indefensién como las
benzodiazepinas, la cocaina y el alcohol.
El hallazgo del fluido seminal en los
indicios colectados por Medicina
Forense, adquiere un gran valor en la
prueba material. La presencia de semen
en la vagina, las prendas, en otras
regiones del cuerpo de la victima, brinda
valiosa informacion para la investigacion
del delito y permitir el establecer la
participacion de los autores. La pesquisa
del semen por el Laboratorio Forense
es importantisima en la investigacion de
los delitos sexuales como la Violacion.
El fluido seminal puede estar impregnado
en una prenda, mezclado con sangre,
secrecion vaginal u otros fluidos
corporales de la victima. Las pruebas
de laboratorio comprenden una gama
de alternativas, pero las mas eficaces
son la deteccidon de espermatozoides,
la actividad de la fosfatasa acida
prostatica, el Antigeno Prostatico
Especifico.@ 2)

Las victimas que asistieron a Medicina
Forense del Instituto de Investigaciones
Forense provienen de diferentes
entornos sociales y econémicos. Sélo
2 de cada 100 mujeres que denuncian
violencia sexual llegan a juicio y de éstos,
el 80% gueda en la impunidad. @2 Las
consecuencias de una agresion sexual
pueden ser: el embarazo como producto
de la violacién, infecciones de
transmisién sexual, virus de VIH, por lo
tanto las victimas deben ser atendidas
prontamente.

12

La legislacion boliviana establece que
corresponde al Ministerio Publico dirigir
la investigaciéon de los delitos y promover
la accién penal publica ante los érganos
jurisdiccionales (Art. 70 del Cédigo de
Procedimiento Penal. Ley 1970). De esta
manera el Articulo 75 CPP 4 faculta al
Instituto de Investigaciones Forenses
(IDIF), para realizar con autonomia
funcional, todos los estudios cientificos
técnicos requeridos para la investigacion
de los delitos o la comprobacién de
otros hechos mediante orden judicial.
En consideracién a lo anterior se hace
necesario que los &6rganos de
procuracion de justicia en Bolivia tengan
herramientas suficientes para el estudio
cientifico de la investigaciéon de los delitos
sexuales.2.3)

MATERIAL Y METODOS

En la presente investigacion se ha
realizado la evaluacion y validacion de
tres técnicas cientificas forenses para
el estudio de fluido seminal en casos de
violencia sexual. Mediante el registro de
atencién a victimas y el acta de colecta
de evidencias, se verifico la procedencia
de la victimas, la edad y el tipo de delito
tipificado por la Autoridad Judicial del
Ministerio Publico.

Los hisopados vaginales, hisopados
anales, secreciones vaginales y
manchas, todas fueron sometidas a la
identificacion de: fosfatasa acida como
una prueba presuntiva de presencia de
fluido seminal; el examen microscopico
para la pesquisa de espermatozoides
como prueba definitiva; y la identificacion
de Antigeno Prostatico Especifico (PSA)
como prueba confirmatoria. La
comunidad cientifica forense utiliza estos
meétodos para realizar la Pesquisa de
fluido seminal en indicios de interés
forense.

Por el periodo de un afio (enero de 2008
a enero de 2009), se examinaron a 215
victimas de agresion sexual, de ellos
210 correspondieron a sexo femenino y
5 de sexo masculino. Las victimas fueron
atendidas y evaluadas por la seccion de
Medicina Forense del IDIF. La actuacion

Rev Med La Paz, 2009; 15(1): 11-18




Pesquisa del fluido seminal en victimas de violencia sexual por el laboratorio forense

médico legal se realizé acorde a los
requerimientos legales y procedimientos
cientificos,® dentro de las 2 horas hasta
las 96 horas entre el hecho y la colecta
de la muestra. Los estudios periciales
de Laboratorio fueron solicitados
mediante Requerimiento Fiscal. La
seccion de Medicina Forense colect6
las muestras de hisopados vy
secreciones genitales y extragenitales,
también se colectd las evidencias
(prendas) de las victimas que llevaban
al momento de la agresiéon sexual.

Se han procesado 251 indicios de los
cuales 181 fueron diversas muestras (160
muestras de hisopado vaginal, conducto
vaginal, fondo de saco vaginal; 7
muestras de exudado vaginal; 14
muestras de hisopado anal) y 70
evidencias (54 prendas interiores, 8
pantalones, 2 faldas, 2 toallas femeninas,
4 sabanas). Procesamiento de los
indicios para la extraccion de
componentes del semen. Se recorté
una tercera parte del hisopo y un
fragmento de la evidencia de las
regiones donde se observé manchas
de interés forense. En las prendas
intimas, sabanas u otros indicios la
localizacion de la “mancha” se efectud
por la observacion de Fluorescencia,
mediante una lampara de Wood con
Luz Ultra Violeta a una longitud de onda
de 340nm.(® Para la extraccién de
espermatozoides y PSA, se extrajo en
una columna con agua estéril, se dejo
sedimentar 40 minutos agitando

FIGURA N° 1
Deteccion de Fosfatasa acida en manchas de interés forense a) Mancha blanquecina
localizada en la parte inferior posterior de la prenda de la victima b) Reacciéon de la
prueba sobre la mancha c¢) Cambio de color observado en la prueba.

regularmente, se centrifugd y sembrd
el sedimento en una lamina para la
tincion.

Pruebas de laboratorio de Biologia
Forense

a) Determinacion de Fosfatasa
Acida. Se realiz6 la deteccién de la
presencia de Fosfatasa Acida (PAC)
mediante el método colorimétrico
visual, Phosphatesmo KM como un
método de orientacion para la
busqueda de semen.®) Del extracto
de los indicios se procedié a sembrar
el sobrenadante sobre el soporte de
la tarjeta de Fosfatasa Acida. Se
realizé la lectura visualmente, el
resultado fue positivo.

b) Cuando se visualiz6é el cambio de
coloracién de incoloro a un violeta
intenso.(:8)

c)ldentificacidon de

espermatozoides

Se aplicé el Método de Coloracion Fast
Nuclear Red Solution. Linea SIGMA,
(USA)E.9) Los extractos de los indicios
de la anterior fase, se procedi6 a
sembrar, fijarlo y colorearlo por 15
minutos, se lavdé con agua destilada y
para el contraste se afadio: acido picrico
- indigo carmin, se lavé con etanol 90%,
se observé al microscopio con aumento
de 100x. El resultado fue positivo cuando
se observé el acrosoma del
espermatozoide tefido de color rosado,

Deteccion de Fosfatasa
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el ndcleo de la cabeza de rojo intenso
y el flagelo de color verde.(0.11.12) | g
observacion se ha realizéd en un
microscopio comparador LEICA, modelo
DM4000B

d) Determinacion del Antigeno
Especifico de Préstata

Mediante un kit de PSA de la linea
comercial DIALAB, (Austria), se trabajé
con cinco estandares de concentracion
de PSA: 1.56; 3.1; 6.25; 12.5 y 25.0
nanogramos de PSA por mililitro,
controles positivo y negativo.(12.13) Los
extractos de las muestras y evidencias
fueron sembrados en los pocillos, se
incubd a temperatura ambiente, a los 5
min. se afiadié el conjugado Enzimatico,
se incubd por 1 hora. Se descarté la
solucion de los pocillos y se lavd con
agua destilada 5 veces. Se afadi6 el
Substrato y se incubd por 20 min.
Finalmente se afiadid la solucién de Stop
y se realizé la lectura de las absorbancias
a 450nm de longitud de onda en el
Equipo Lector ELISA, modelo ELx800.(3)
(Figura N° 2). En muestras vaginales y
prendas con impregnacién hematica,
se utilizaronlos mismos extractos para
la determinacién de PSA.

RESULTADOS

Se estudid a 215 victimas de violencia
sexual, 210 de sexo femenino y 5 de
sexo masculino. De estas el 55% (118)
entre 4 a 17 afios de edad; el 11% (23)
fueron nifias de edades inferiores a los
12 afos; el mayor porcentaje de victimas
fueron adolescentes de 12 a 18 afios
(44%); seguido de mujeres 18 a 27 afios
de edad (35%) (Figura N° 3). Cuatro
victimas fueron nifios varones menores
de 9 afios.

VICTIMAS DE RELACION SEXUAL
SEGUN EDAD

La region de donde se reporté denuncias
con mayor frecuencia de delitos sexuales
fue en areas rurales; el 78% (169) de los
diferentes municipios del pais. La mayoria
ocurrié en recintos cerrados y no en
espacios abiertos. El 75% (169) de los
casos se registraron en el departamento
de La Paz (20% El Alto y 55% en La Paz);
8% (15) Santa Cruz; 6% (14) Beni; 3% (5)
Cochabamba; 2% (4) Potosi; 1% (3)
Chuquisaca; 1% (3) Tarija; no
registrandose ningun caso de Pando.

Segun la tipificacion del delito de los
casos denunciados ante el Ministerio
Publico: el 85.6% (184 casos)

FIGURA N° 2

Determinacion cuantitativa del PSA por Inmunoensayo ELISA.
Curva de los estandares de PSA

IH"-'EEHE
ﬂﬂ:—!

Absorvencia Concentracion

1.5 6.5 ng/mL PSA

1.8 8.5 ng/mL PSA

OD 450nm

Free PSA concentration (ng/mL)
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FIGURA N° 3
Distribuciéon Porcentual de delitos sexuales
segun la edad de la victima

FIGURA N° 4
Clasificacion de los datos segun el tipo de
delito denunciado

H Menor a 12 afios
012 a 18 afios
[ 18 a 27 afios
O 28 a 37 afios
M 38 a 47 afios
M 48 a 57 afios

O violacion
M Trata seres humanos

5%
O Proxenetismo

O Estupro
M Rapto

B Homicidio
M Asesinato

1%

correspondieron al delito de Violacion;
5.1% (11 casos) homicidio; 3.3% (7 casos)
trata de seres humanos; 2.3% (5 casos)
proxenetismo; 1.4% (3 casos) estupro;
1.4% (3 casos) asesinato.

CASOS SEGUN EL TIPO DE DELITO
SEXUAL

Resultados de
laboratorio

la pruebas de

De un total de 251 indicios colectados,
167 correspondieron a hisopados y
secreciones vaginales, 14 hisopados
anales, 54 prendas interiores y 16
prendas (pantalones, faldas, toallas
higiénicas). Se detectd y confirmé la
presencia de semen en 130 victimas
(60%) y 85 victimas (40%) con
resultado negativo. En el 28% (60
casos) de las victimas se detecto la
presencia de sangre.

Determinacion de Fosfatasa Acida.
Se detectd la presencia positiva de
la Fosfatasa acida en 120 victimas (56%)
y con resultado negativo 75 casos
(44%), en muestras de hisopados
vaginales y prendas. La prueba fue muy
sensible y especifica ante la presencia
minima de semen, no asi con fluidos
como orina, saliva y sangre.

Pesquisa de espermatozoides. Se
identificdé con resultado positivo en

55 victimas (26%) la presencia certera
de espermatozoides, en muestras de
hisopados, secreciones vaginales y
prendas de las victimas (Figura N° 5), y
160 victimas (74%) con resultado
negativo.

Determinacion de Antigeno
Especifico de Prdostata (PSA). En
los extractos de los indicios se detecto
la presencia de PSA mediante el
Inmunoensayo ELISA en 130 victimas
con resultado positivo (60%) y 85
victimas (40%) con resultado
negativo. Se cuantificé concentraciones
minimas de 0.5 ng/mL y concentraciones
mayores a 25 ng/mL de PSA.

Se detectd la presencia de semen, en
70 indicios (28%) que contenian sangre
de lesidn genital y sangre menstrual
procedente de la victima. No se observd
interferencia de la sangre en la deteccion
de fosfatasa acida, espermatozoides y
PSA.

DISCUSION

El fluido seminal es un buen marcador
forense, ya que es estable por mucho
tiempo, especifico porque solo esta
presente en varones, y su deteccién en
concentraciones minimas.(6.78) Mediante
la detecciobn de PSA mediante
inmunoensayo y el respaldo de la prueba
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FIGURA N° 5
Pesquisa de espermatozoides a) Un espermatozoide y células epiteliales en hisopado
vaginal b) Abundantes espermatozoides en secrecién vaginal, post mortem
c) Espermatozoides en muestra vaginal con sangre menstrual d) Un espermatozoide
donde se observa el acrosoma nuclear y una célula del epitelio vaginal.
(Tincidn Fast Nuclear Red. Objetivo 100x).

-

de Fosfatasa Acida pueden ser
empleados como pruebas
confirmatorias en la deteccion de semen.
El PSA como proteina se comporta de
manera estable en las manchas de
semen como en las prendas e
hisopados vaginales, siendo ademas
posible su deteccidon inmediata en
cantidades minimas. Asimismo la
especificidad de especie del PSA como
tal, la hace muy especifica excluyendo
falsos positivos en relacidn con la
reaccion de la fosfatasa acida.

La elecciéon de la PSA como marcador
especifico del semen permite afirmar su
valiosa importancia en delitos sexuales,
asimismo varios estudios han

determinado que su sintesis y secrecion
se limita a la préstata.(4.5.8) Segun la
evaluacion del siguiente trabajo en la
prueba inmunoldgica para el PSA no se
observado interferencias por ninguno
de los materiales biolégicos evaluados
como sangre, orina, secrecion vaginal
y heces fecales. En las pruebas para la
determinacion de PSA y fosfatasa acida
permitieron apreciar el mayor porcentaje
de deteccidn, esto confirma que estos
dos métodos son bastante sensibles a
la minima cantidad de fluido seminal, en
cambio para la deteccién positiva de
espermatozoides al menos debe existir
un numero considerable de ellos para
ser observados.(-8)

16
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Finalmente un resultado negativo, no
debe interpretarse como una prueba
definitiva de la ausencia de la agresion
sexual, en estos casos es muy probable
gue los agresores hubiesen utilizado un
preservativo o no hayan dejado fluido
seminal. Estos casos deben fortalecerse
con otros exdmenes forenses como: la
blisqueda de pelos, saliva o sangre del
agresor en la victima, pruebas genéticas
por ADN, lesiones fisicas evaluadas por
Medicina forense, Psicologia forense,
etc.

CONCLUSION

Entre enero de 2008 y enero de 2009,
se han evaluado a 215 victimas de
violencia sexual en Medicina Forense
(210 mujeres y 5 varones). Las muestras
y evidencias colectadas se han analizado
en el Laboratorio de Biologia Forense
del Instituto de Investigaciones Forenses
de La Paz.

El mayor porcentaje 90% (193) de las
victimas correspondid a nifias menores
de 12 afios y victimas hasta los 27 afios;
el 55% (118) de ellas entre 4 a 17 afos.
Cuatro victimas varones fueron nifios
menores de 9 afios, en 3 de ellos se
detectod la presencia de semen. Segun
la tipificacion del delito: el 85.6% (184)
victimas de Violacion; 5.11% (11 casos)
homicidio; 3.25% (7 casos) trata de
seres humanos; 2.33% (5 casos)
proxenetismo; 1.4% (3 casos) estupro;
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