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cadena de la polimerasa en muestras citol 6gicas de mucosa
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RESUMEN

Introduccion. Lapositividad de estudios de laboratorio y exa-
menes médicos practicados tanto ala victima como del victimario
dentro del procedimiento de integracion de una averiguacion pre-
via por el delito de violacién, se encuentran influenciados por un
sinnimero de factores. Es, sobre todo, en los casos donde no se
cuentacon la presenciadel presunto agresor, donde se requiere de
una prueba rapida y especifica que permita determinar si hubo
copula en una presunta victima del delito de violacion.

Objetivo. Proponer un estudio sensible, rapido y de bajo costo
que sirva como prueba pericial para demostrar €l antecedente de
cOpula, en casos de violacion.

Material y métodos. Para este estudio se contd con mujeres
voluntarias, con vida sexua activa. Se tomaron 60 muestras de
ADN y se organizaron en tres grupos.

Resultados. Estosindicaron que es posible identificar secuen-
cias de cromosoma Y por medio de latécnica de Reaccién en Ca-
denade Polimerasa (PCR) en muestras citol 6gicas de mucosa va-
ginal poscoito, hasta 15 dias posterior a la copula en los casos de
eyaculacion intravaginal.

Discusion. Se determind que con este estudio es posible de-
mostrar la presencia de secuencias del cromosoma'Y en muestras
poscoitales de mucosa vaginal por medio de la técnica PCR.

Palabras clave: Violacién, copula, reaccion en cadena de la
polimerasa, cromosoma.

Chromosome 'Y identification by polimerase chain
reaction in postcoital cytological vaginal mucosa samples

SUMMARY

Introduction. The positivity of laboratory studies and medical
examinations practiced as much the victim as the murderer within
the procedure of integration of a previous violation crimeinquiry,
areinfluenced by an endless number of factors. Itis, mainly, inthe
cases where it is not counted with the presence of the presumed
aggressor, where it is required of afast and specific test that alo-
ws to determine if there were coupling with the presumed victim
of the violation crime.

Objective. To propose a sensible, fast study and of low cost
that serves like expert test to demonstrate coupling antecedent, in
cases of violation.

Material and methods. For this study voluntary women with
active sexua life were studied. 60 DNA samples were taken and
they were organized in three groups.

Results. These indicated that it is possible to identify sequen-
cesof chromosome'Y and by means of the Polimerase Chain Reac-
tion (PCR) technique in cytological samples of vagina mucosa
poscoito, up to 15 days later to coupling in the cases of intravagi-
nal gjaculation.

Discussion. It was determined that with this study itispossible
to demonstrate the presence of sequences of the chromosomeY in
postcoital samples of vaginal mucosaby means of PCR technique.

Key words: Violation, coupling, polimerase chain reaction,
chromosome.
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Introduccion

Laviolacion

El delito de violacién estatipificado por el Cédigo Penal
del Distrito Federal como grave, y se define como: “Al que
por medio de laviolenciafisica o moral realice copula con
personade cualquier sexo.! Paracomprobar el delito devio-
lacién se deben justificar |os elementos que constituyen este
hecho delictivo. El primer elemento materia “la consuma-
ciondelacépula’ sepruebacon certificados médicos (gine-
colégico, proctol 6gico), estudios de laboratorio (seminol 6-
gico, grupo sanguineo) y dictamenes periciales (estudio de
pelosy fibras); el segundo elemento que es el empleo de la
fuerzafisicao moral se prueba con los certificados de inte-
gridad fisicay lesiones 'y con el certificado psicolégico; y
finalmente la existencia o ausencia de voluntad por parte de
lavictimacon el examen psicofisico.2

Sin embargo, el resultado de dichos examenesy estudios
se veinfluenciado por mdiltiples factores, tales como:
1. Tiempo que tarde la victima en acudir a presentar la de-
nuncia.
Uso de drogas para perpetrar unaviolacién sin violencia
fisica
Aseo que se haya practicado lavictimaposterior alavio-
lacion.
4. Uso o no de condén por €l violador.
5. Eyaculacién dentro o fuera de lavaginade lavictima.
6. Pericia del médico examinador, etcétera

2.

3.

Utilizacion del ADN en medicina forense

Hace pocos afios en Medicina Forense los andlisis esta-
ban basados en marcadores genéticos convencionalestales
como antigenos eritrocitariosy leucocitarios, proteinas sé-
ricasy enzimas. En la década de 1980 se present6 un avan-
ce cientifico en el campo de la genética forense araiz del
descubrimiento de | as regiones hipervariables del ADN.2

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una
técnica de aplicacion in vitro, que se basa en la naturaleza
guetieneel ADN paradesnaturalizarsey renaturalizarse. La
reaccion se lleva a cabo en un termociclador (aparato que
genera ciclos térmicos) que se manegja automaticamente a
trestemperaturas.

1.
2.

93-95 grados centigrados para desnaturalizar el ADN.
50-65 grados centigrados parael acoplamiento delosini-
ciadores.

72 grados centigrados para que la polimerasa copie la
cadenade ADN.

3.

Laimportancia de este procedimiento radica en su capaci-
dad paraamplificar ADN impuro, fragmentado o intacto, por
medio de reacciones quimicas sencillasy laamplificacién de
secuencias conocidas. De este modo es posible amplificar se-
cuencias especificasde ADN, desde cadenas tan cortas como
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50 pares de bases, hasta cadenas con unalongitud de més de
2,000 pares de bases; este procedimiento puede ser completa-
do en pocas horas, siendo ademéas de bgjo costo.?

M étodos

Voluntarios

Paralarealizacion del presente estudio se contd con mu-
jeresvoluntarias, con vida sexual activa, quienes cumplie-
ron con los criterios de inclusion. Latoma de muestras se
realizd con las voluntarias en posicién ginecoldgica, sin
uso de espejo vaginal ni lubricantes, se realizé un raspado
delas paredes vaginales con citobrush estéril, los cuales se
conservaron y transportaron en tubos de eppendorf de 1.5
mL conteniendo buffer de extraccién para ADN. Se toma-
ron en total 60 muestras, que se organizaron de lasiguiente
manera;

1. Grupo 1. Formado por las muestras citol 6gicas de
mucosa vaginal tomadas a cinco voluntarias; a cada una
de ellas se les tom6 una muestra control y tres muestras
poscoito, unaalas 24 horas, unaalossiete diasy otraalos
14 dias poscoito, con el antecedente de eyaculacién intrava
gina.

2. Grupo 2. Formado de igual forma que €l grupo uno
con ladiferenciade quelacopulaserealizd sin eyaculacion
intravaginal.

3. Grupo 3. Igualmenteformado quelosanteriores, con
el antecedente de cdpula con uso de preservativo.

Extraccién y purificacion del ADN

Se realizé utilizando la técnica descrita por Sambrook y
col., en 1994, como a continuacion se describe:
1. Lasmuestras se centrifugaron a 2,500 rpm por cinco mi-
nutos.
Mezclar por inversién y adicionar proteinasaK (concen-
tracion final de 20 pg/mL).
Mezclar por inversion eincubar abafio mariaa 65 °C por
20 minutos.
Adicionar un volumen de fenol ultrapuro, agitar por in-
versién cinco minutos y centrifugar a 2,000 rpm durante
cinco minutos. Recuperar lafase acuosaen un nuevo tubo
y repetir de nuevo el lavado.
Recuperar |afase acuosaen un nuevo tubo y adicionar un
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (JTBaker)
(24:2), agitar por inversion durante cinco minutosy cen-
trifugar durante cinco minutos a 2,000 rpm. Recuperar la
fase acuosay lavar nuevamente.
Recuperalafase acuosa en un nuevo tubo y precipitar €
ADN con cloruro de sodio unaconcentracion final 0.2 M
mas un volumen de isopropanol.
Mezclar por inversiény centrifugar a 14,000 rpm durante
tres minutos.
Extraer la fase acuosa y adicionar cinco volimenes de
alcohal etilico a 70%, mezclar por inversién y centrifu-

2.
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gar a 14,000 rpm durante tres minutos. Extraer la fase
acuosay repetir el paso dos veces mas.

. Extraer lafase acuosay colocar €l tubo conel ADN enla
estufade cultivo a37 °C durante, por |o menos, 15 minu-
tos. Posteriormente resuspender el ADN en 20-40 iL de
agualibre de nucleasas.

Técnicade PCR

En tubo de eppendorf de 50 1L lograr un volumen final de
12.5L; seadicional.2 uL de buffer parapcr al0x, 1.2 uL
dedNTPa200iM, 10 uL deoligonucledtidos3'-5' y 10 pL
deoligonucledtidos5'-3' (de cromosoma X 0 Y) aunacon-
centracidninicial de 10 uM, 0.24 1L de cloruro de magnesio
auna concentracion inicial de 50 mM, 0.2 uL de Taq poli-
merasa concentradaa 5 U/uL, 1.5 uL de ADN y completar
con agua libre de nucleasas. Posteriormente se procesd en
un termociclador (Perkin Ellis 9600) con el siguiente méto-
do: desnaturalizar a 94 °C por 2:30 minutos: tres ciclos de
XX °C por dos minutos, 60 °C por dos minutos, 72 °C por
dos minutos; 25 ciclosde 94 °C por un minuto, 60 °C por un
minuto; 72 °C por un minuto; extension a72 °C durantecin-
co minutosy conservar a4 °C por tiempo indefinido.

L os oligonucledtidos utilizados tienen |as siguientes se-
cuencias:

Y3: 5-GTGTATTCACCTCCGGGAG, Y4: 5 -ACA-
AAAGGTTCAATTCTGTGAG, X3:5-TATTTGGACTC-
TCTCTGAGGA, X4:5-TTCTACTACAAGGGTGTTCA.

Todos los productos de |la PCR se corrieron en geles de
agarosaa 3%, tefiidos con 1.2 pL de bromuro de etidio, pos-
teriormente sevisualizaron en un transiluminador deluz UV.
Se buscaron bandas de 200 pb para cromosoma Y y de 157
pb para cromosoma X.

M étodo estadistico
El tipo de estudio es observacional y descriptivo.

Resultados

Se analizaron en total 60 muestras citol égicas obtenidas
de 15 voluntarias, cuatro muestras por cadamuijer, unamues-
tra control y tres poscoito (24 horas, siete diasy 14 dias),
pertenecientes a tres grupos de estudio.

Todas las muestras tomadas a los tres grupos resultaron
positivas para cromosoma X.

Todas las muestras control delos grupos 1y 2, asi como
cuatro muestras del grupo 3 resultaron negativas para cro-
mosoma Y ; unade las muestras del grupo 3 resulté positiva
para cromosomay .
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Todaslas muestrasdelosgrupos 1y 2, y unamuestradel
grupo 3 tomadas alas 24 horas poscoito resultaron positivas
paracromosoma.

Todas las muestras del grupo 1y cuatro del grupo 2 to-
madas alos siete dias poscoito resultaron positivas paracro-
mosoma.

Tres de las muestras del grupo 1 tomadas a los 14 dias
poscoito resultaron positivas para Y.

Con respecto al grupo 3, a excepcion de la muestra con-
trol y lade 24 horas poscoito positivasa ', € resto resulta-
ron negativas para dicho cromosoma.

Discusion

El presente estudio demostro que es posibleidentificar la
presencia de secuencias del cromosomaY en muestras pos-
coitales de mucosavaginal por medio delatécnicade PCR,
siempre y cuando larelacion sexua se hayallevado a cabo
sin condon.

El tiempo en que es posible detectar estas secuencias
variaen relacion con el antecedente de copula acomparia-
da o no de eyaculacion intravaginal. Durante el estudio
observamos que cuando |a cOpula se acompafio de eyacu-
lacion intravaginal, las secuencias de cromosoma Y fue-
ron detectadas hasta el 140. dia poscoito en 60% de los
casos; mientras que cuando no hubo eyaculacion intrava-
ginal, las secuencias mencionadas se encontraron sélo
hasta el séptimo dia poscoito en 80% de los casos, y en
ninguna muestra correspondiente a 14o. dia poscoito.
Estas variaciones podrian atribuirse ala cantidad de célu-
las masculinas depositadas en la vagina durante la copu-
la, siendo obviamente mayor el nimero cuando existen
miles o millones de espermatozoides portadores de cro-
mosoma'Y .

Por otro lado, se puede observar en el presente estudio,
gue una abstinencia sexual de 21 dias es suficiente para ob-
tener resultados negativos para cromosoma Y'; ya que en el
unico control positivo (parte del grupo 3) sélo se guardd
abstinencia sexual durante dos semanas, dato que se obtuvo
después de obtener los resultados.
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