UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
_FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

SECRETARIA DE SALUD DE LA CIUDAD DE MEXICO
DIRECCION DE EDUCACION E INVESTIGACION

CURSO UNIVERSITARIO DE ESPECIALIZACION EN
MEDICINA LEGAL

“SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PRUEBA POR VIRAJE DE COLOR PARA
DISCRIMINAR ENTRE LESIONES VITALES Y POST-MORTEM. ESTUDIO PRELIMINAR.”

TRABAJO DE INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA

PRESENTADO POR:
MEDICO CIRUJANO, JOSE MANUEL GOMEZ CASTRO

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE ESPECIALISTA EN
MEDICINA LEGAL

DIRECTORES DE TESIS
MEDICO LEGISTA. JUVENTINO IVAN MIGUEL GONZALEZ.

QUIMICO FARMACOBIOLOGO, JOSE LUIS DOMINGUEZ RODRIGUEZ.
MEDICO ANATOMOPATOLOGO, ROBERTO CUAUHTEMOC MENDOZA MORALES.

CdMx - 2018


Javier San Roman
Texto escrito a máquina
CdMx


Javier San Roman
Texto escrito a máquina

Javier San Roman
Texto escrito a máquina

Javier San Roman
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PRUEBA POR VIRAJE DE COLOR PARA
DISCRIMINAR ENTRE LESIONES VITALES Y POST-MORTEM. ESTUDIO PRELIMINAR.

José Manuel Gdmez Castro.

Vo. Bo.
Dr. Victor Hugo Soto Flores

Profesor Titular del Curso de Especializacion en Medicina Legal.

Vo. Bo.
Dr. Federico Miguel Lazcano Ramirez

Director de Educacion e Investigacion.



SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PRUEBA POR VIRAJE DE COLOR PARA
DISCRIMINAR ENTRE LESIONES VITALES Y POST-MORTEM. ESTUDIO PRELIMINAR.

José Manuel Gdmez Castro.

Vo. Bo.
Dr. Juventino Ivan Miguel Gonzélez

Perito Médico Forense del Instituto de Ciencias Forenses del Tribunal Superior de Justicia de la
Ciudad de México.
Director de Tesis.

Vo. Bo.
Q.F.B. José Luis Dominguez rodriguez.

Perito Quimico del Instituto de Ciencias Forenses del Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad
de México.
Director de Tesis.

Vo. Bo.
Dr. Roberto Cuauhtémoc Mendoza Morales

Perito Médico Anatomopatdlogo del Instituto de Ciencias Forenses del Tribunal Superior de
Justicia de la Ciudad de México.
Director de Tesis.



DEDICADO A:

JOSE LUIS Y BLANCA SONIA, MIS PADRES,

QUIENES SE HAN ESFORZADO TANTO POR Mi,

Y A DAYNA, MI QUERIDA ESPOSA,

POR SU SABIDURIA Y COMPASION QUE ME INSPIRAN.

AGRADECIMIENTOS.

QUIERO AGRADECER PROFUNDAMENTE A MIS ASESORES; DR. JUVENTINO IVAN MIGUEL
GONZALEZ, Q.F.B. JOSE LUIS DOMINGUEZ RODRIGUEZ Y DR. ROBERTO CUAUHTEMOC
MENDOZA MORALES; QUIENES TAN DESINTERESADAMENTE ME HAN AYUDADO EN ESTE
PROYECTO, SIN SUS CONOCIMIENTOS, DISPOSICION Y COLABORACION, NO HUBIESE SIDO
POSIBLE LLEVARLO A CABO. PARA USTEDES MI GRATITUD, ADMIRACION Y RESPETO.

Asi mismo quiero agradecer de manera especial al Dr. Victor Hugo Soto por la ayuda inmensa que me brindd.
Es mi deseo agradecer también a la Dra. Lisset Castro Gomez, con su ayuda se dio el primer paso de esta
investigacion.

De igual manera, agradezco a todo el personal del INSTITUTO DE CIENCIAS FORENSES DEL TRIBUNAL
SUPERIOR DE JUSTICIA DE LA CIUDAD DE MEXICO, que de una u otra forma colaboraron para que este proyecto
se llevara a cabo; en el Laboratorio de Quimica, al Ing. Q. Bernabé Hernandez Santos, al Q.F.B. Adridn Waldo
Capetillo; en el Laboratorio de Patologia, al Dr. José Luis Radl Dorantes Ramirez y en especial al Técnico
histotecndlogo Francisco Javier Alvarado Martinez por su ardua labor; en el Anfiteatro, al Dr. Andrés Oriol Morales,
Dra. Monica Margarita Huerta Judrez, Dra. Erika Cedillo Ochoa, Dra. Ana Maria Leyva S&nchez, Dr. Ivan Escartin
Garrido, Dr. Rubén Cruz Jerénimo, Dra. Brenda Marin Gonzalez, Dra. Maria del socorro Arceo Hughes, Dra. Thelma
Zapotitla Jiménez, Dr. Eduardo Escamilla Mondragon y al Dr. Juan Carlos Ramirez Pérez; A los técnicos José Luis
Vargas, Carlos Gonzalez Dominguez, Julio Cesar Salazar Gonzalez y Alberto Alba Mendoza; en el departamento de
Investigacion y ensefianza, al Maestro Carlos Enrique Diaz Otafiez y de manera destacada al Dr. Fernando Garcia
Dolores, por su exigencia, apoyo y comprension; sin olvidar a los directivos del Instituto de Ciencias Forenses por
haber apoyado este proyecto.

También quiero agradecer a la Dra. Raquel Gdmez Guerrero y a la Dra. Maria Teresa Napoles Guillén, del area de
ensefianza de la SECRETARIA DE SALUD DE LA CIUDAD DE MEXICO, por toda la atencion y orientacion, ademas
de la Dra. Maria Eloisa Dickinson y la Dra. Consuelo Gonzélez Salinas.

A todos los profesionales que han sido parte de la Especialidad al transmitir sus conocimientos a los residentes.
A mis compafieros Residentes de Medicina Legal, de quienes no he recibido mas que apoyo en todo este tiempo.
Si a alguien he omitido por error o falta de espacio, le pido una disculpa.

iGRACIAS!.



INDICE.
RESUMEN.
INTRODUCCON.
MATERIAL Y METODOS.
RESULTADOS.
DISCUSION.
CONCLUSIONES.

RECOMENDACIONES.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

ANEXO 1. Resultados por caso.

01

15

25

36

44

46

47



RESUMEN.

Se llevd a cabo un estudio preliminar de una nueva prueba diagndstica para discriminacion de
lesiones vitales (pre-mortem) y lesiones post-mortem, cuyo objetivo fue saber si la nueva prueba
diagndstica (“prueba de viraje de color”) posee indices de validez iguales o superiores al estudio
histoldgico. Esta nueva prueba se vale de la diferencia en la concentracion de histamina que existe
entre la piel que sufrié una lesion vital y la que fue traumatizada posterior a la muerte, y de la
reaccion quimica de la histamina y el orto-ftalaldehido, que provocan un cambio de coloracion y
fluorescencia al entrar en contacto. En las instalaciones del Instituto de Ciencias forenses del
Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad de México, entre el 02 y el 25 de mayo de 2017, se
recolectaron y procesaron un total de 60 muestras de piel (todas de origen cadavérico), 30
provenientes de las lesiones con caracteristicas macroscopicas de vitalidad y 30 de piel indemne
contralateral, mediante extraccion acida para histamina y posterior reaccion con una solucion de
orto-ftalaldehido, se les califico como lesion pre-mortem o post-mortem con la Prueba de Viraje de
Color; los resultados se compararon con el analisis histopatologico de las muestras. La prueba de
Viraje de Color obtuvo los siguientes indices de validez; sensibilidad 73% y especificidad 76%,
cifras menores a las del examen histologico de las muestras.

PALABRAS CLAVE: lesion vital, lesion post-mortem, histamina, prueba diagnéstica, viraje de
color, sensibilidad, especificidad.



l. INTRODUCCION.

Lesion vital y post-mortem.

Lesion es toda aquella alteracion de la estructura anatomica o funcional de los tejidos, producida
por la accion vulnerante de agentes fisicos, quimicos o biologicos.! En general se acepta que la
definicion de lesion es aplicable a un ser vivo, sin embardo, los cadaveres son susceptibles de

sufrir una amplia gama de traumatismos, cuando asi ocurre se constituye una lesion post-mortem.2

Ante la existencia de dichos fendmenos, es comln que existan requerimientos juridicos para
determinar el diagnostico diferencial acerca de la vitalidad o no de una o mas lesiones.3 Sin
embargo, confirmar que una lesion sucedié durante la vida o se trata de una lesion post-mortem
puede ser extremadamente dificil, debido a que las lesiones infringidas en los Ultimos minutos de
vida y aquellas que suceden poco después de la muerte pueden tener la misma apariencia.z A este
espacio de tiempo se le ha llamado “zona gris” o “periodo de incertidumbre”, el cual es debido a
que la muerte es un proceso, mas no un suceso. En un extremo de este intervalo temporal se

encuentra la lesion vital y al otro la lesién post-mortem.3

La presencia 0 ausencia de reaccion vital determina el caracter ante-mortem o post-mortem de una
lesion, entendiéndose por dicha reaccion vital, la respuesta del tejido vivo ante cualquier agresion,
dicha respuesta consiste en la reaccion inflamatoria aguda inespecifica, que se constituye por
fendmenos vasculares, hemostaticos, celulares y bioquimicas, procesos que ocurren de manera

concomitante.?
Diferenciacion de lesiones vitales y post-mortem.

Existen cuatro tipos de examenes basicos para el diagndstico diferencial entre lesiones vitales y

post-mortem, que evallan mediante diferentes técnicas la existencia de los fenémenos de la



reaccion inflamatoria aguda inespecifica. Cada uno con capacidad diferente de certeza para limitar

la duracion del periodo de incertidumbre (figura 1).3

El examen macroscopico: consiste en la observacion mediante inspeccion simple, o con lupa, de
las expresiones del proceso inflamatorio inespecifico como el rubor y el tumor, ademés de

otras caracteristicas que dependen del tipo de tejido y mecanismo productor de la lesion.3

En el caso de las heridas cutaneas se incluyen las siguientes caracteristicas:

e Labios o bordes de la herida engrosados, infiltrados de sangre y separados por la
retraccion de la dermis o de los tejidos subyacentes, posteriormente con exudacion de linfa
0 supuracion.

e Hemorragia abundante con infiltracion de sangre en los tejidos circundantes.

e Sangre coagulada en el fondo de la herida.*

Estos elementos de vitalidad pueden ocurrir en conjunto o de forma aislada o con carécter

incompleto en las lesiones sucedidas en el periodo de incertidumbre.

En general se requiere de aproximadamente 60 minutos desde el momento de que se
produce la lesion, para que las caracteristicas macroscdpicas de la reaccion vital se tornen

por completo manifiestas.3

El examen histoldgico: consiste en el estudio al microscopio de los tejidos y requiere la
observacion de infiltrado hematica tisular y movilizacion leucocitaria, de forma aislada o en
conjunto, para obtener un grado de certeza suficiente.? se puede requerir hasta 30 minutos
para que los hallazgos caracteristicos puedan ser observados de manera contundente, con

la histologia convencional y métodos de tincién rutinarios.>



El examen histoquimico-enzimatico: lo constituye la determinacion del nivel de actividad
enzimatica en los tejidos de las zonas circundantes a una lesion.3 En heridas de piel, se
puede detectar niveles significativamente mas altos de la enzima alfa-napfthil-esterasa en

periodos de sobrevida tan cortos como 15 a 30 minutos.®

El examen bioguimico: constituye la investigacion y determinacion de mediadores quimicos de la
respuesta inflamatoria aguda inespecifica. Dichas sustancias son las que mas
precozmente indican vitalidad y su deteccion delimita al minimo posible el periodo de
incertidumbre. Los cambios relacionados con la reaccion vital pueden llegar a ser

significativos hasta en 5 minutos de haber ocurrida una lesion.3
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Figura 1.- Representacion esquemaética de la utilidad diagnostica de la vitalidad de las heridas de los diversos
marcadores y consiguiente reduccion del periodo de incertidumbre.

La gran mayoria de los estudios realizados con la finalidad de discriminar entre lesiones vitales y

post-mortem han sido llevados a cabo en piel.3

En la actualidad, cuando se estima que los datos de la observacion macroscopica son
insuficientes, el examen histoldgico es el mas utilizado® aunque es considerado por algunos

autores como un metodo poco apropiado cuando solo se cuenta con tinciones convencionales.>



Examen quimico de las lesiones.

Dentro de los mediadores quimicos de la inflamacion se encuentran la histamina y la serotonina,
sustancias preformadas cuyas concentraciones se elevan en las lesiones vitales.6 Ambas entran

dentro del grupo de las aminas.

Las aminas son compuestos quimicos derivadas de amino&cidos, se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, que se caracterizan por contener uno o varios sustituyentes unidos a

un atomo de nitrégeno.

La histamina es una amina compuesta por un anillo imidazoélico y un grupo etilamino como cadena
lateral. EI nombre quimico aprobado por la Asociacion Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) es 2-(4-imidazol) etilamina y su formula global es C5HIN3.” Es derivada de la
descarboxilacion de la L-histidina, reaccion que cataliza la histidina descarboxilasa.t Se encuentra
principalmente en los mastocitos (cuyas concentraciones son muy elevadas en la piel, la mucosa
del tracto digestivo y mucosa de las vias respiratorias), asi mismo se localiza en los granulocitos

basofilos y las células similares a enterocromafines de las glandulas corpofundicas del estomago.®

Histamina como marcador de vitalidad de una lesién.

La histamina es responsable del inicio de los cambios vasculares en la inflamacién. Existe un
consenso acerca de un marcado incremento en el contenido de histamina libre en las lesiones de
origen vital, incremento que va desde un 50%> hasta un 100%%° a los 60 minutos de ocurrida la
lesion, con respecto de la piel indemne, este incremento inicia desde los primeros cinco minutos
de ocurrida la lesion, tiene su pico maximo a los 20-30 minutos y persiste mas alla de una hora.#

Un estudio realizado con modelos de lesiones en piel de ratas ha demostrado la elevacion de la



histamina de manera significativa desde los 5-10 minutos de sucedida la lesion y una elevacion
aln mayor en las que tienen un alrededor de 60 minutos.!! Una vez que el edema estd
completamente instalado no ocurre mas liberacion de histamina.12 El incremento en la cantidad de
histamina libre es concordante con un aumento posterior en la densidad de mastocitos que se
puede observarse mediante histologia, en la piel con reaccion inflamatoria,? pero dicho aumento

en la densidad de los mastocitos no ocurre en areas hemorragicas ni necréticas.3

No solo la respuesta inflamatoria puede provocar un aumento en los niveles de histamina de los
tejidos, se ha comprobado que dosis terapéuticas de morfina y opioides pueden causar
vasodilatacion y enrojecimiento cutaneo, con prurito y sudoracion, por liberacion de histamina. Asi
mismo parte del efecto vasodilatador del alcohol es debido a la liberacion de histamina que
produce.4

La cantidad de histamina en piel humana indemne en caso de una muerte traumatica fue
establecida por H. Johnson (1957), en un rango que va desde 4 hasta 41 microgramos por gramo
de piel dependiendo del area topografica de donde proviene la muestra, las zonas de mayor
concentracion corresponden a los labios y los parpados, seguidos de la piel cabelluda y la regién

submentoniana, y las de menor concentracion son el térax y el abdomen. 15

Existen dos factores que determinan la cantidad estimada de histamina en la piel, uno de ellos es
la region anatémica, se pueden apreciar areas hasta con tres veces mas histamina que otras; el
otro factor importante es el método de extraccion utilizado, cabe destacar que aquellos métodos
que utilizan la hidrolisis acida resultan en una cantidad hasta tres veces mayor de histamina en
comparacion con aquellos que no la utilizan.’> Asi mismo diversas patologias alteran la cantidad

de histamina presente en la piel.16

Ensayo quimico de la histamina.



La cantidad y variedad de métodos desarrollados en los laboratorios para la determinacion de
histamina es muy abundante, no obstante la mayor parte de los utilizados para la separacion
aplicados a matrices sélidas, usan la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas,
con derivatizacion pre columna o post-columna con el objetivo de producir productos fluorescentes

que permitan la medicion con detectores de fluorescencia o ultravioleta. 187

La extraccion es el paso més critico en los procedimientos de ensayo de histamina, el que mayor
influencia tiene en la recuperacion de la substancia. Los reactivos que mas se han usado durante
la extraccion desde matrices solidas son el cido clorhidrico, el perclorico, el tricloroacetico o el
metanosulfénico, aunque también se ha difundido mucho el uso de solventes organicos como el

metanol, acetona o el diclorometano.”

Las aminas hidgenas son bases organicas fuertes, el uso de acidos favorece la ruptura del enlace
de la histamina con la matriz. Para las matrices constituidas por tejidos organicos, el acido que
mostrd mejor recuperacion fue el acido tricloroacetico al 10%.7 sin embargo existen técnicas
reportadas de extracciones en matrices de tejidos organicos realizadas de manera satisfactoria con

acido tricloro4cetico al 5%.%7

La técnica de extraccion de histamina en piel reportada por Johnson (1957)% es preferible a otras
existentes debido a que utiliza cantidades muy pequefias de tejido y requiere Unicamente
instrumentos de laboratorio basicos. Dicha técnica consiste en obtener la muestra, remover
cualquier tejido que no corresponda a piel (incluido el tejido graso subcutaneo), pesar 100 mg de

muestra, cortar la piel, machacarla con arena fina y acido tricloroacetico al 5% hasta homogenizar



y centrifugar. El sobrenadante constituye el material de extraccion de histamina que puede ser

sometido a andlisis quimico.

Debido a la baja volatilidad y la débil actividad cromoforica de las aminas biégenas, es necesario
someterlas a una reaccion de derivatizacion que le permita mejorar sus caracteristicas espectrales.
Entiéndase la derivatizacion como una técnica que consiste en transformar un compuesto quimico
en un producto que posea una estructura quimica similar. Para que el detector de los sistemas de
cromatografia pueda convertir la medida fisica en una sefial medible que sea proporcional a la

concentracion de la amina.”

Esta derivatizacién puede realizarse antes del ingreso a la columna cromatografica para la
separacion de los analitos de interés (pre-columna) o posterior a la separacion y antes de la
deteccion (post-columna). Para este proposito existe una variedad muy amplia de agentes
derivatizantes, tales como el orto-ftalaldehido (OPA), cloruro de dabsilo, cloruro de dansilo, cloruro

de benzoilo, fluoresceina, entre otros.”

Orto-ftalaldehido.

El orto-ftalaldehido es un dihaldehido aromético soluble en agua que generalmente se encuentra
en forma de solucién transparente de color azul palido, las soluciones de OPA generalmente se
encuentran a una concentracion del 0.55%. Alquila grupos sulfhidrilo, carbonilo, hidroxilo y amina,
por lo que altera la sintesis de ADN, ARN y proteinas. Tiene aplicaciones como desinfectante de

endoscopios y otro instrumental médico después de la limpieza.18



El OPA reacciona con las aminas biégenas, entre ellas la histamina, produciendo un complejo
fluorescente, dicha reaccion ocurre de forma répida (aproximadamente 30 segundos, en presencia
de agentes reductores), El resultado final de esta reaccion es un derivado iso-indol altamente
fluorescente, con la Unica desventaja de que el resultado del proceso es producto inestable en el
tiempo.” a temperatura ambiente la reaccion tiene su pico a los pocos minutos de sucedida y a los
10 minutos conserva adn la mitad de su fluorescencia original (medida por cromatografia de
liquidos con detector de fluorescencia).1® El producto fluorescente de la reaccion entre el OPA Yy la

histamina se forma en medios alcalinos y en ausencia de agentes nucleofilicos.?

Cabe destacar que el complejo histamina-OPA, ha sido localizado y medido en la piel lesionada,
en preparaciones histologicas y técnicas de microscopia que permiten valorar la fluorescencia, se

ha comprobado que los niveles del complejo estan incrementados en las lesiones vitales.20

Evaluacion de nuevas pruebas diagndsticas.

El proceso de evaluacion de las nuevas pruebas requiere la realizacion de varios estudios
consecutivos de complejidad creciente y que controlen de manera progresiva los principales
sesgos que pueden ocurrir durante la validacion de cualquier prueba de laboratorio, esto con el
objetivo de ahorrar recursos y no someter a estudios caros y de larga duracion aquellas pruebas
que no hayan obtenido resultados satisfactorios en las primeras instancias. Esta es una tendencia
ampliamente aceptada, aunque no existe consenso en la denominacion de las distintas fases, la

primera de ellas consiste en:

e Estudio preliminar o exploratorio. Se trata de un estudio transversal con muestra de
conveniencia que tendria por objeto documentar que los resultados de la prueba

8



diagndstica son distintos en sujetos sin y con el proceso a diagnosticar. En el estudio no
se incluirian casos dudosos o complicados. Se trata de un estudio inicial que se suele
hacer antes de abordar otros estudios mas costosos.?!

Estudio de validacion retrospectiva. Se trataria de un estudio transversal con el mismo
objetivo que el estudio preliminar; pero la muestra debe incluir una representacion
adecuada del espectro del proceso a diagnosticar, incluidos casos dudosos. Este disefio
puede evaluar la capacidad discriminativa, pero no predictiva del test.

Estudio de validacion prospectiva. Se lleva a cabo en sujetos sin diagnosticar, en los que
se plantea el diagnostico en cuestion. Tras realizar la prueba a validar, se sigue hasta
alcanzar el diagndstico definitivo por otros medios. Permite evaluar la capacidad predictiva
diagnostica de la prueba. Permite controlar la evaluacion independiente y ciega de la
prueba.

Evaluacion del impacto y utilidad. Mediante un ensayo clinico controlado, se debe evaluar
la utilidad real, comparando la prueba diagndstica?! habitual con la prueba a validar,
realizando la designacion de los casos a una prueba u otra de forma aleatoria y los

resultados se evallan en términos de resultados en salud (calidad de vida, costes, etc.).2!

Sensibilidad y especificidad de las pruebas diagndsticas de vitalidad de las lesiones.

Son pocos los estudios acerca del desempefio de los diferentes tipos de examenes que son

utilizados para el diagnostico de vitalidad de las lesiones. Aunque existen cifras relacionadas con

parametros para los hallazgos del examen histoldgico de piel; Gauchotte et al. en 2013

determinaron la sensibilidad y especificidad de diferentes marcadores morfologicos evaluados en

el examen histologico de las lesiones, para el infiltrado intersticial hemorragico la sensibilidad es

9



del 100% vy la especificidad del 53%, para el infiltrado inflamatorio significativo (24
polimorfonucleares en 10 campos de alta potencia, lente ocular de 10x) la sensibilidad es del 5%
y la especificidad del 100% (tabla 1), esto en preparaciones histoldgicas con tinciones
convencionales de hematoxilina/eosina evaluadas por dos observadores.?2 Lo anterior permite
utilizar dicho tipo de examen como estandar de comparacion para el analisis y la evaluacion de las

pruebas diagnosticas sobre el tema.

INDICES DE VALIDEZ DEL EXAMEN HISTOLOGICO.

MARCADOR HISTOLOGICO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Infiltrado hemorrégico 100% 53%
Infiltrado inflamatorio 5% 100%

Tabla 1.- Modificada de “sensibilidad y especificidad para el diagndstico de vitalidad.2

Sustrato tedrico de la prueba por viraje de color para discriminacién entre lesiones vitales

y post-mortem.

En el presente estudio se propuso una prueba para diagnostico de vitalidad de las lesiones, que
utiliza la cualidad del OPA de cambiar de color en presencia de histamina para diferenciar entre

lesiones pre mortem y post mortem (figura 2).

Si se somete a proceso una misma cantidad de tejido (piel) de una lesion vital y una post-mortem,
provenientes del mismo cadaver y de la misma region anatomica, mediante una misma técnica de
extraccion de histamina para matrices solidas, la cantidad obtenida de dicha amina bidgena
permitira la reaccion con el OPA en la primera y no en la segunda, produciendo un cambio de color

apreciable de manera macroscépica en el material de la extraccion. Si ambos materiales de la

10



extraccion permiten la reaccion histamina-OPA, aquel obtenido de la lesion vital serd mas intenso
0 permanecera positivo, después de realizar diluciones progresivas, en comparacion del obtenido

de la lesion post-mortem.

1. 2. 3. 4. 5.

Figura 2.- 1: solucion de histamina. 2: solucion de orto-ftaladehido. 3: aspecto macroscopico de la
solucién de OPA. 4: aspecto macrsocopico de la reaccion del complejo histamina-OPA. 5: arena
fina utilizada para la extraccion en matriz solida (piel).

Planteamiento del problema.

En la actualidad ademas del estudio de las caracteristicas macroscopicas de las lesiones, no existe
una prueba de discriminacion entre lesiones vitales y post-mortem, que sea rapida, que no requiera
de equipos sofisticados y personal especializado, que proporcione resultados confiables, y que
ademas sea barata y accesible. Exceptuando el examen macroscdpico, todas las pruebas para
diagnostico de vitalidad de las lesiones requieren equipos caros y personal altamente

especializado.

La falta de recursos humanos y de laboratorios equipados, provoca que no todos los servicios
médico forenses tengan a su disposicion los elementos necesarios para otorgarle soporte a la
opinién medica forense (examen macroscopico) en cuanto al diagnostico diferencial de lesiones

vitales y post-mortem; aunado a eso, en los centros donde se cuenta con los recursos,
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generalmente los resultados no estan listos de inmediato, por lo que se deben incluir al dictamen
en ampliaciones posteriores. La presente investigacion propuso una nueva prueba diagnostica que
cumpliera con las cualidades necesarias para dar solucion a la problematica expuesta. De lo
mencionado anteriormente surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual es la sensibilidad y

especificidad de la prueba por viraje de color para discriminacion entre lesiones pre y post-mortem?

Justificacion.

No existen estadisticas de los requerimientos juridicos hechos a los servicios médicos forenses en
relacion a la discriminacion entre lesiones vitales y post-mortem, pero la falta de certeza en dicha

materia, puede tener grandes consecuencias para la procuracion de justicia.

Los casos que requieren intervencion medico forenses acerca de la discriminacion de lesiones
vitales y post-mortem, incluyen los hallazgos de segmentos corporales humanos, situacion que se
ve agravada cuando dicho hallazgo esté relacionado a secuestros en los que partes del cuerpo de
la victima son enviados a los familiares a manera de presion para a pagar el rescate o ceder ante
exigencias, en dichos casos, saber si la amputacion del segmento corporal (dedos u orejas, son
los mas comunes) fue vital o post-mortem, puede ser sumamente importante para las indagatorias
de las autoridades. Segun la organizacion “Alto al secuestro”, las entidades mas afectadas por el
secuestro son en orden decreciente: el estado de México, Tamaulipas, Guerrero y la Ciudad de
México; Asi mismo en delitos relacionados a caddveres mutilados o descuartizados, saber si una
lesion fue producida en vida o después de la muerte puede ser de gran relevancia para la
tipificacion de las conductas delictivas y por lo tanto para la correcta procuracién de justicia, por
ejemplo al proporcionar elementos que sustenten agravantes (como ventaja y premeditacion) en
una conducta delictiva; otro ejemplo es la diferencia de las penas aplicables para diferentes
conductas, segun el codigo penal federal en su articulo 291 se impondra de 3 a 5 afios al que
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provoque lesiones que entorpezca o debilite una mano, pie, brazo, pierna o cualquier otra parte del
cuerpo; el articulo 292 menciona que se impondré de 5 a 8 afios al que infiera lesiones de la que
resulte la inutilizacion completa o perdida de cualquier 6rgano, en contraposicion en el articulo 280
de dicho codigo menciona que se impondra de 3 dias a 2 afios de prision al que destruya un

cadaver.

Por lo anteriormente expuesto queda claro que se requiere de una técnica sencilla, rapida,
accesible y confiable, que sea capaz de realizar la discriminacion entre lesiones vitales y post-
mortem, que otorgue un soporte las opiniones de los médicos forenses en caso de no contar con
otros estudios auxiliares para el caso. Que ademas implique reducir al maximo posible el periodo

de incertidumbre de las lesiones.

La presente investigacion consistio en el primer paso para validar una prueba diagnostica que
cumpla con las caracteristicas mencionadas, sus resultados pueden permitir el desarrollo de

estudios posteriores que completen el proceso de evaluacion de la prueba.

Hipdtesis.

La hipétesis de investigacion fue la siguiente: La prueba por viraje de color tiene un desempefio

igual o superior al examen histoldgico para el diagnéstico de vitalidad de las lesiones.

Objetivo General.

El objetivo general de la investigacion fue conocer la sensibilidad y especificidad de la prueba de
viraje de color para discriminacion entre lesiones vitales y post-mortem, comparado con el examen

histoldgico.

Durante la investigacion se cumplieron los siguientes objetivos especificos:
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Se recolectaron un total de 60 muestras de piel (30 provenientes de lesiones vitales y 30
de lesiones post-mortem, realizadas por el personal en el momento de la necropsia médico
legal) calificadas asi por el examen macroscopico.

Se evaluaron las muestras de piel con el examen histologico, y se calificaron como
provenientes de lesiones pre-mortem o post-mortem.

A las muestras de piel se les practicé la prueba de viraje de color, y clasifico como
provenientes de lesiones pre-mortem o post-mortem.

Los materiales de extraccion de histamina de cada muestra, fueron sometidos a analisis
quimico mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, para
conocer la concentracion de histamina de las muestras y asi corroborar los datos de la

prueba de viraje de color.
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[l. MATERIAL Y METODOS.

Caracteristicas metodoldgicas: La presente investigacion fue el primero paso del proceso de
validacion de la nueva prueba para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem. Se realiz6 un

estudio de observacion, prospectivo, transversal y comparativo.

Definicion del universo: Se utilizé piel obtenida cadaveres que se sometieron a necropsia médico
legal en el Instituto de Ciencias Forenses (INCIFO) del Tribunal Superior de Justicia de la Ciudad
de México, durante el periodo comprendido del 02/05/2017 al 25/05/2017, con controles positivos

y negativos para vitalidad, de los cuales se procesaron 30 muestras para cada uno.
Tipo de universo: infinito.

Tamafio de la muestra: 60 muestras.

Tipo de muestreo: Se utilizé un muestreo intencional o por conveniencia.

Para los controles positivos y negativos se incluyeron muestras de cadaveres que contaran con las

siguientes caracteristicas.

Criterios de inclusion:

El cadaver fuese de persona desconocida.

e Presentase una 0 mas lesiones con caracteristicas inequivocas de vitalidad en piel,
mediante examen macroscopico.

e Presentase areas de piel indemne en la region contralateral del cuerpo a una lesion
vital.

e Tuviese un tiempo estimado de ocurrida la muerte, menor de 24 horas.

e Causa de muerte fuese conocida al finalizar la necropsia.
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e Causa de muerte fuese de origen traumatico.

Criterios de no inclusién:

e Las lesiones se encontrasen en el rostro 0 en zonas utiles para la identificacion
posterior del cadaver.

e Las lesiones tuviesen aspecto necrotico o hemorragico.

e Existiese evidencia o sospecha de que el fallecido hubiese padecido alguna
enfermedad sistémica o dermatolégica.

e Evidencia o sospecha de que el fallecido hubiese estado intoxicado por alcohol u
opiaceos.

e Existiese evidencia macroscopica de cualquier grado de putrefaccion

e Existiesen materiales extrafios en la piel a analizar.

Criterios de eliminacion:

e Hubiese un resultado positivo en exdmenes quimicos para alcohol u opiaceos.
¢ Hubiesen antecedentes de patologia sistémica o de la piel, obtenidos de manera

posterior.

Una vez seleccionado un cadaver para el estudio se tomaron dos muestras de piel de 0.5
centimetros cuadrados de forma perpendicular a una lesién pre-mortem y otra de iguales
caracteristicas proveniente de la piel indemne de la zona contralateral a la anterior, segun el
criterio del médico forense (examen macroscopico) y fueron sometidas a examen

histologico, examen quimico para cuantificacion de histamina y prueba de viraje de color.
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La informacion de los cadaveres fue obtenida del expediente individual que les es otorgado

al cuerpo que ingresa a INCIFO, en el que se hayan todos los datos relevantes conocidos,

asi como la descripcion de las lesiones que puede llegar a presentar cada caso.

Se utiliz6 una estrategia de observacion directa, tanto para las variables del examen

histoldgico como para las variables de la prueba de viraje de color.

Material:

pinzas de diseccion y mango de bisturi

hojas de bisturi nuevas

frascos de plastico

mortero de porcelana

micropipeta de 100-1000 microlitros (marca” LabMate”)

Solucion de &cido tricloroacetico al 5% (marca “productos quimicos monterrey”)
Solucion de hidréxido de amonio al 28-30% (marca “Baker”)

Solucion de orto-ftalaldehido al 0.55% % (marca “CIDEX OPA”, Ethicon inc, una
compafiia de Johnson & Johnson).

Solucion de histamina de 10mg/ml (marca ASAC México).

Solucion de formaldehido al 10%

arena fina

tubos de plastico de 15 mililitros graduados

tubos de vidrio

puntas para micropipeta

pipeta volumétrica

papel filtro blanco
17



e pipetas de plastico

e agua bidestilada

e capsulas de inclusion
e portaobjetos

e cubreobjetos

e guantes de latex

Equipos:

e cromatografo de gases (marca “Agilent’, modelo 7890 B) acoplado a espectrometro
de masas (marca “Agilent’, modelo 5977 A) con su respectivo equipo de computo.

e centrifugadora (marca “Solbast” modelo 6490)

e bascula analitica (marca “Chaus corp” modelo AR2140)

e asi como el equipo necesario para procesamiento histologico de tejidos para
tinciones convencionales (procesador de tejidos, micr6tomo, tren de tinciones y

microscopio)

Método.

Se realizaron tres etapas preliminares de la investigacion:

Primera etapa: en pruebas piloto se comprob6 que agregar solucion orto-ftalaldehido al
0.55% al material obtenido de extraccion de histamina en piel mediante el método descrito,
produce reaccion de color y fluorescencia apreciable de manera macroscépica.

Segunda etapa: el Q.F:B. José Luis Dominguez realizd una curva de calibracion de
histamina en el equipo de cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas,

utilizando una solucion de histamina de 10mg/m.
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e Tercera etapa: el Q.F.B. José Luis Dominguez desarrollé un método de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas para cuantificar histamina del material de

extraccion de dicha sustancia en piel humana.

Procesamiento de las muestras.

Las muestras fueron recolectadas en el &rea de Anfiteatro, en donde se realizd su examen
macroscopico, se obtuvo suficiente cantidad de piel para ser dividida en dos, y asi una seccion
fuese procesada en el laboratorio de Patologia para su examen histoldgico y la otra seccion fuese
procesada en el laboratorio de Quimica para su examen con la prueba de viraje de color y el
examen biogquimico. Cada uno de los exdmenes estuvo a cargo de un investigador diferente. Los
datos fueron recolectados en las bitacoras correspondientes y compartidos al final de la

investigacion.

Examen macroscépico de las muestras.

En el area de anfiteatro, se seleccionaron los cadaveres que cumplieran con los criterios de
inclusion; de los que asi lo hicieran se selecciond una lesion calificada como pre-mortem por el
médico legista (Dr. Juventino Ivan Miguel Hernandez) y se tomé una muestra de piel del borde de
la lesion, la cual fue dividida en dos secciones, ambas se etiquetaban con el mismo ndmero
consecutivo (del 1 al 30) y una distincidn para sefialar su caracter pre-mortem (pudiendo ser esta
-A 0 -B, a criterio del médico legista) una era enviada al laboratorio de Patologia y la otra al
laboratorio de Quimica; del mismo cadaver era obtenida otra muestra de piel indemne del lado
contralateral a la lesion y nuevamente se le dividia en dos, se les etiquetaba con el mismo nimero
consecutivo (del 1 al 30) y se les distinguia con una etiqueta para sefialar su caracter de post-

mortem (-A 0 —B dependiendo del que fue usado para la lesion vital), una seccion era enviada al
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laboratorio de Patologia y la otra al laboratorio de Quimica; de esta manera se obtenian cuatro
muestras relacionadas, una pre-mortem para Patologia (ejemplo: 001-A) y una pre-mortem para
Quimica (ejemplo: 001-A), provenientes de la misma lesion; asi como una post-mortem para
Patologia (ejemplo: 001-B) y una post-mortem para Quimica (ejemplo: 001-B), provenientes de la
misma region de piel indemne. EI médico legista registro en las hojas de recoleccion de datos

correspondientes las caracteristicas generales del cadaver y de la lesion.

Examen histoldgico de las muestras.

Las muestras de piel recibidas en el laboratorio de Patologia fueron sometidas a procesamiento
convencional de histologia, y fueron evaluadas por el médico anatomopatélogo (Dr. Roberto
Cuauhtémoc Mendoza Morales) quien califico las muestras de piel como lesion pre-mortem o
lesion post-mortem de acuerdo a si presentaban o no los marcadores morfologicos de infiltrado
hemorragico intersticial y/o infiltrado inflamatorio significativo, de acuerdo a lo establecido por
Gauchotte et al. Si las muestras no cumplian con los criterios morfoldgicos pero mostraban
alteraciones histologicas eran calificadas cono, Indeterminado (sin validez para la discriminacion
entre lesion pre-mortem y lesion post-mortem). EI medico anatomopat6logo registré en las hojas

de recoleccion de datos correspondientes las caracteristicas de las muestras.

Examen por prueba de viraje de color de las muestras.

Las muestras de piel recibidas en el laboratorio de Quimica fueron procesadas por el médico
residente de la especialidad en medicina legal (Joseé Manuel Gomez Castro), quien realizo la

extraccion de histamina segun una modificacion del método de Jhonson.

Pasos de la extraccion de histamina:
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1.- Utilizando pinzas diseccion limpia y hoja de bisturi nueva, se elimina de la muestra todo

el tejido que no corresponda a piel.

2.- Se corta la muestra en trozos tan pequefios como sea posible y pesa un maximo de 100
miligramos piel, cuidando que la cantidad de piel sea la misma en las dos muestras

relacionadas.

3.- Se colocan los fragmentos en el mortero, se agregan 2 gramos de arena fina (figura 3) y
se machaca el tejido durante 5 minutos hasta obtener un material lo mas homogéneo posible

(fragmento 4).

Figura 3.- Fragmentos de piel en mortero con arena fina para extraccion de histamina.

Figura 4.- Fragmentos de piel machacados en el mortero, con arena fina.

4.- Agregar 10 mililitros de la solucion de &cido tricloroacetico 5%, al mortero con el tejido y
la arena, se mezcla y se deja durante 5 minutos (figura 5), posteriormente colocar todo el

material en un tubo de plastico etiquetado.
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Figura 5.- Hidrolisis con &cido tricloroécetico al 5%

5.- Se centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos (figura 6), obteniéndose asi un sobrenadante,

correspondiente al material de extraccion.

Figura 6.- Material de extraccion, después del centrifugado.

El médico residente separaba entonces 2 ml del material de extraccién en tubos de vidrio
etiquetados, para realizar el examen bioguimico de las muestras; y entonces procedia a realizar la
prueba de viraje de color en ambas muestras para asi calificar a una de ellas de pre-mortemy ala

otra de post-mortem.

Pasos de la prueba de viraje de color:
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1.- Agregar 100 microlitros de solucion de hidroxido de amonio al 28-30% al material de
extraccion de histamina de las dos muestras relacionadas, y mezclar gentilmente con la

pipeta.

2.- En un trozo de papel filtro blanco, se colocan dos gotas de la mezcla.

3.- A'la misma zona en el papel filtro se le agregan dos gotas de solucion OPA.

4.- Se espera un maximo de 30 segundos y se lee el cambio de color. Se compara la
existencia 0 ausencia de viraje de color de ambas muestras o la diferencia en intensidad del

cambio de color.

Si existe diferencia se interpreta de la siguiente manera:

e Lesion pre-mortem: aquella con viraje de color, o un viraje de color méas intenso.

e Lesion post-mortem: aquella sin viraje de color, 0 un viraje de color mas tenue.

Si no existe diferencia en la reaccion de viraje de color de ambas muestras, se procede de
la siguiente manera con cada una de ellas, se reserva en tres tubos de plastico por separado
un mililitro del material de la extraccion, etiquetandolos como tubo “1”,"2" y “3” para realizar
tres diluciones; al tubo “1” se le agrega un mililitro de agua destilada y se repite el ensayo
desde el paso 2; si ain no existe diferencia en el viraje de color de las muestras se procede
a agregar dos mililitros de agua destilada al tubo nimero “2” y se repite el ensayo desde el
paso 2; si aun no existe diferencia en el viraje de color de las muestras se procede a agregar

tres mililitros de agua destilada al tubo nimero “3” y se repite el ensayo desde el paso 2.

En caso de que no exista diferencia en el viraje de color de las muestras en la tercera dilucion

se concluye la prueba de la siguiente manera:
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¢ Indeterminado: sin validez para la discriminacion entre lesion pre-mortem y lesion

post-mortem.

El investigador principal recolectd los resultados y caracteristicas de cada muestra en la hoja de

recoleccion de datos correspondiente.

Examen bioquimico de las muestras.

Los materiales de extraccion de histamina (2 ml de solucion) de las muestras fueron recibidas por
Quimico Farmacobiologo (Q.F.B. José Luis Dominguez Rodriguez) quien les realizo extraccion con
alcohol-cloroformo, las llevé a sequedad con nitrdgeno y las sometié a ensayo quimico para
cuantificacion de histamina, mediante cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de

masas, segun el siguiente método de ensayo quimico:

Cromatografo de gases.

Temperatura del inyector 270°C

Presion: 17.6 psi

Flujo constante.

Columna: EVDX-5MS, 30 metros X 200 micrometros X 0.33 micrémetros.

Curva térmica: se inicia a 150°C durante 2 minutos, asciende 15°C por minuto hasta llegar
a 250°C, permanece dos minutos.

Espectroscopio de masas.

e Solvent delay: 1 min.
e lonizacion electroquimica.

El quimico farmacobiélogo tom6 registro e imprimid los resultados de los cromatogramas con las

concentraciones de histamina de cada una de las muestras.
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lIl. RESULTADOS.

Tablas de caracteristicas generales de las muestras.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MUESTRAS (PARTE 1).

NUMERO | ETIQUETA SEXO EDAD CAUSA DE LA MUERTE

1 001-A M 45-50 HxPAF CRANEO

2 001-B M 45-50 HxPAF CRANEO

3 002-A F 60-65 TCE

4 002-B F 60-65 TCE

5 003-A F 53 AMPUTACION TRAUMATICA

6 003-B F 53 AMPUTACION TRAUMATICA

7 004-A F 53 AMPUTACION TRAUMATICA

8 004-B F 53 AMPUTACION TRAUMATICA

9 005-A M 55-60 TCE

10 005-B M 55-60 TCE

11 006-A M 20-25 TCE

12 006-B M 20-25 TCE

13 007-A M 25-30 HxPAF CRANEO

14 007-B M 25-30 HxPAF CRANEO

15 008-A M 30-35 HxPAF CRANEO

16 008-B M 30-35 HxPAF CRANEO

17 009-A M 45-50 TCE

18 009-B M 45-50 TCE

19 010-A F 30-35 TCE + TRAUMA MULTIPLE

20 010-B F 30-35 TCE + TRAUMA MULTIPLE

21 011-A M 45-50 TCE

22 011-B M 45-50 TCE

23 012-A M 45-50 TCE

24 012-B M 45-50 TCE

25 013-A M 40-45 TCE

26 013-B M 40-45 TCE

27 014-A M 40-45 TCE

28 014-B M 40-45 TCE

29 015-A M 25-30 TCE

30 015-B M 25-30 TCE

HxPAF= HERIDA POR PROYECTIL DE ARMA DE FUEGO. TCE.= TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO.
Tabla 2.- Caracteristicas generales de las muestras.
Continda en la siguiente tabla.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MUESTRAS, continuacion.
NUMERO | ETIQUETA SEXO EDAD CAUSA DE LA MUERTE

31 016-A M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
32 016-B M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
33 017-A M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
34 017-B M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
35 018-A M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
36 018-B M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
37 019-A M 35-40 HxPAF TORAX
38 019-B M 35-40 HxPAF TORAX
39 020-A M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
40 020-B M 20-25 ASFIXIA POR AHORCAMIENTO
41 021-A M 35-40 TCE + TRAUMA MULTIPLE
42 021-B M 35-40 TCE + TRAUMA MULTIPLE
43 022-A M 35-40 TCE + TRAUMA MULTIPLE
44 022-B M 35-40 TCE + TRAUMA MULTIPLE
45 023-A M 40-45 HxPAF TORAX/ABDOMEN
46 023-B M 40-45 HxPAF TORAX/ABDOMEN
47 024-A M 40-45 HxPAF TORAX/ABDOMEN
48 024-B M 40-45 HxPAF TORAX/ABDOMEN
49 025-A F 20-25 HxPAF TORAX
50 025-B F 20-25 HxPAF TORAX
51 026-A F 20-25 HxPAF TORAX
52 026-B F 20-25 HxPAF TORAX
53 027-A M 45-50 TCE
54 027-B M 45-50 TCE
55 028-A M 45-50 TCE
56 028-B M 45-50 TCE
57 029-A M 45-50 TCE
58 029-B M 45-50 TCE
59 030-A M 45-50 TCE
60 030-B M 45-50 TCE

HxPAF= HERIDA POR PROYECTIL DE ARMA DE FUEGO. TCE.= TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO.
Tabla 3.- Caracteristicas generales de las muestras.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MUESTRAS (PARTES 2).

NUMERO | ETIQUETA TIPO DE LESION REGION CORPORAL
1 001-A Hx CONTUSA PIEL CABELLUDA (FRONTAL)
2 001-B P.1. PIEL CABELLUDA (FRONTAL)
3 002-A EQUIMOSIS ESPALDA (SUPRAESCAPULAR)
4 002-B P.l. ESPALDA (SUPRAESCAPULAR)
5 003-A CONTUSION COMPLEJA (AMPUTACION) DORSO DEL PIE
6 003-B P.l. DORSO DEL PIE
7 004-A CONTUSION COMPLEJA (AMPUTACION) DORSO DEL PIE
8 004-B P.l. DORSO DEL PIE
9 005-A EXCORIACION ABDOMEN (EPIGASTRIO)
10 005-B P.1. ABDOMEN (EPIGASTRIO)
11 006-A EXCORIACION PIERNA
12 006-B P.1. PIERNA
13 007-A HxPAF PIERNA
14 007-B P.1. PIERNA
15 008-A HxPAF PIEL CABELLUDA (OCCIPITAL)
16 008-B P.l. PIEL CABELLUDA (OCCIPITAL)
17 009-A Hx PUNZANTE TORAX (SUBCLAVICULAR)
18 009-B P.l. TORAX (SUBCLAVICULAR)
19 010-A CONTUSION SIMPLE PIEL CABELLUDA (TEMPORAL)
20 010-B P.l. PIEL CABELLUDA (TEMPORAL)
21 011-A Hx PUNZANTE TORAX (SUBCLAVICULAR)
22 011-B P.l. TORAX (SUBCLAVICULAR)
23 012-A Hx PUNZANTE BRAZO
24 012-B P.l. BRAZO
25 013-A EQUIMOSIS MUCOSA ORAL
26 013-B MUCOSA ORAL INDEMNE MUCOSA ORAL
27 014-A ZONA DE EQUIMOSIS EXORIADA PIERNA
28 014-B P.l. PIERNA
29 015-A Hx CONTUSA CODO

Hx=HERIDA. P.l.=PIEL INDEMNE. HxPAF=HERIDA POR PROYECTIL DE ARMA DE FUEGO

Tabla 4.- Caracteristicas generales de las muestras.

Continda en tabla siguiente:
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MUESTRAS (PARTE 2), continuacion.

NUMERO | ETIQUETA TIPO DE LESION REGION CORPORAL

30 015-B P.l. CoDO

31 016-A EXCORIACION TORAX

32 016-B P.l. TORAX

33 017-A EXCORIACION PELVIS (REGION ILIACA)

34 017-B P.l. PELVIS (REGION ILIACA)

35 018-A EXCORIACION MUSLO

36 018-B P.l. MUSLO

37 019-A EXCORIACION RODILLA

38 019-B P.l. RODILLA

39 020-A APERGAMINAMIENTO (SURCO) CUELLO

40 020-B P.l. CUELLO

41 021-A Hx CONTUSA PIERNA

42 021-B P.l. PIERNA

43 022-A Hx CONTUSA PIERNA

44 022-B P.l. PIERNA

45 023-A Hx CONTUSA MUSLO

46 023-B P.l. MUSLO

47 024-A Hx CONTUSA TORAX (PECTORAL)

48 024-B P.l. TORAX (PECTORAL)

49 025-A HxPAF HOMBRO

50 025-B P.l. HOMBRO

51 026-A HxPAF TORAX (PECTORAL)

52 026-B P.l. TORAX (PECTORAL)

53 027-A EQUIMOSIS BRAZO

54 027-B P.l. BRAZO

55 028-A EQUIMOSIS BRAZO

56 028-B P.l. BRAZO

57 029-A ZONA DE EQUIMOSIS EXORIADA PIEL CABELLUDA (TEMPORAL)

58 029-B P.l. PIEL CABELLUDA (TEMPORAL)

59 030-A ZONA DE EQUIMOSIS EXORIADA PIEL CABELLUDA (PARIETAL)

60 030-B P.l. PIEL CABELLUDA (PARIETAL)

Hx= HERIDA. P.l.=PIEL INDEMNE. HxPAF=HERIDA POR PROYECTIL DE ARMA DE FUEGO

Tabla 5.- Caracteristicas generales de las muestras.
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CANTIDAD DE MUESTRA RECUPERADA

MUESTRA | CANTIDAD | MUESTRAS | CANTIDAD MUESTRAS | CANTIDAD MUESTRAS CANTIDAD
1 80 mg 16 50 mg 31 30 mg 46 50 mg
2 80 mg 17 90 mg 32 30 mg 47 48 mg
3 90 mg 18 90 mg 33 25mg 48 48 mg
4 90 mg 19 80 mg 34 25mg 49 53 mg
5 96 mg 20 80 mg 35 30 mg 50 53 mg
6 96 mg 21 60 mg 36 30 mg 51 50 mg
7 94 mg 22 60 mg 37 40 mg 52 50 mg
8 94 mg 23 60 mg 38 40 mg 53 20 mg
9 50 mg 24 60 mg 39 55 mg 54 20 mg
10 50 mg 25 60 mg 40 55 mg 55 20 mg
11 100 mg 26 60 mg 41 50 mg 56 20 mg
12 100 mg 27 20 mg 42 50 mg 57 12 mg
13 80 mg 28 20 mg 43 40 mg 58 12 mg
14 80 mg 29 20 mg 44 40 mg 59 12 mg
15 50 mg 30 20 mg 45 50 mg 60 12 mg

Tabla 6.- Cantidad de tejido de cada muestra.

Graficas de caracteristicas generales de las muestras.

SEXO DE LOS CADAVERES DEL ESTUDIO

= MASC.

= FEM.

Figura 7.- de un total de 60 muestras, 48 fueron obtenidas de cadaveres del sexo masculino (80%)
y 12 de cadaveres del sexo femenino (20%)
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EDAD APROXIMADA DE LOS CADAVERES

N
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Edad aproximada, en afos.
m20-25 ®25-30 ®30-35 W35-40 W40-45 W45-50 W50-55 M55-60 W60-65
Figura 9.- Numero de muestras de acuerdo a la edad aproximada de los cadaveres de los que
fueron obtenidas; de 20 a 25 afios 14 (23.3%), de 25 a 30 afios 4 (6.6%), de 30 a 35 afos 4 (6.6%),

de 35 a 40 afios 6 (10%), de 40 a 45 afios 8 (13.3%), de 45 a 50 afios 16 (26.6), de 50 a 55 afios
4 (6.6%), de 55 a 60 afios 2 (3.3%) y de 60 a 65 afios 2 (3.3%).

CAUSA DE MUERTE DE LOS CADAVERES DEL ESTUDIO

= T.C.E. = HXPAF CRANEO = ASFIXIA X AHORCAMIENTO = HxPAF TORAX = AMPUTACION TRAUMATICA

T.C.E.= traumatismo craneo encefalico. HXPAF= herida por proyectil de arma de fuego.
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Figura 9.- La causa de muerte del cadaver fue T.C.E. en 32 (53.3%) de las muestras, HXPAF de
torax en 10 (16.6%), asfixia por ahorcamiento en 8 (13.3%), HXPAF de craneo en 6 (10%) y 4
(6.6%) muestras fueron obtenidas de una amputacion traumatica de miembro pélvico.

REGION CORPORAL DE LAS MUESTRAS

M PIEL CABELLUDA ® MUCOSA ORAL m CUELLO
TORAX B ABDOMEN W PELVIS
W ESPALDA B MIEMBRO SUPERIOR m MIEMBRO INFERIOR

Figura 10.- Numero de muestras segun la region corporal de la que fueron obtenidas; miembro
inferior 20 (33.3%), piel cabelluda 10 (16.6%), miembro superior 10 (16.6%), térax 10 (16.6%),
mucosa oral 2 (3.3%), cuello 2 (3.3%), abdomen 2 (3.3%), pelvis 2 (3.3%) y espalda 2 (3.3%).

ORIGEN DE LAS MUESTRAS

35 29

& 30
*qmj 25
2 20
g 15
g 1(5) 1 ’ 3 4 2 1 4 ’ 1 1 3
£ o — e . mmll
z LESION
mP.I mM.O.I B Hx CONTUSA = Hx PUNZANTE B HxPAF mC.C.
mCS. EEQUIMOSIS  m EXCORIACION W E.M.O. B SURCO mZELE.

Figura 11.- P.I= piel indemne. M.O.l.= mucosa oral indemne. Hx= herida. HXxPAF= herida por
proyectil de arma de fuego. C.C.=contusion compleja. C.S.=contusién simple. E.M.O.= equimosis
en mucosa oral. Z.E.E.=zona de equimosis con excoriacion.
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Numero de muestras segun el origen del que fueron obtenidas; P.1 29 (48.3%), Hx contusa 6 (10%),
excoriacion 6 (10%), HxPAF 4 (6.6%), equimosis 3 (5%), Hx punzante 3 (5%), Z.E.E. 3 (5%),
contusion compleja 2 (3.3%), contusion simple 1 (1.6%), surco por ahorcadura 1 (1.6%), M.O.I. 1
(1.6%) y EIM.O. 1 (1.6%).

NUMERO DE MUESTRAS POR CANTIDAD DE TEJIDO

12

10

OI‘IIII II||IIII

12 mg 20 mg 25 mg 30 mg 40 mg 48 mg 50 mg 53 mg 55 mg 60 mg 80 mg 90 mg 94 mg 96 mg 100
mg

()]

IS

N

M cantidad de muestra

Figura 12.- La cantidad de tejido recuperado para las muestras se encuentra distribuido entre 12
y 100 mg. 10 muestras (16.6%) fueron de 50 mg, 8 muestras (13.3%) fueron de 20 mg, 6 muestras
(10 %) fueron de 80 mg, 6 muestras (10%) fueron de 60 mg, 4 muestras (6.6%) fueron de 40 mg,
4 muestras (6.6%) fueron de 30 mg, 4 muestras (6.6%) fueron de 90 mg,4 muestras (6.6%) fueron
de 12 mg, 2 muestras (3.3 %) fueron de 25 mg, 2 muestras (3.3%) fueron de 53 mg, 2 muestras
(3.3%) fueron de 55 mg, 2 muestras (3.3%) fueron de 94 mg, 2 muestras (3.3%) fueron de 96 mg
y 2 muestras (3.3%) fueron de 100 mg.
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Tablas generales de resultados de las muestras.

RESULTADOS DE LAS MUESTRAS
No. | Etiqueta | Macroscopico Histoldgico Viraje de color Niveles de histamina
(meg/g)

1 001-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM POST-MORTEM 43.6
2 001-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM PRE-MORTEM 48.8
3 002-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 29.6
4 002-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM POST-MORTEM 36

5 003-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 19.2
6 003-B | POST-MORTEM | POST-MORTEM POST-MORTEM 33.9
7 004-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 34.3
8 004-B | POST-MORTEM | POST-MORTEM POST-MORTEM 27.9
9 005-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM INDETERMINADO 25.9
10 | 005-B | POST-MORTEM ' POST-MORTEM INDETERMINADO 28.7
11 006-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 23.9
12 | 006-B | POST-MORTEM | ' POST-MORTEM POST-MORTEM 235
13 | 007-A | PREMORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 34.2
14 007-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM POST-MORTEM 21.5
15 | 008-A | PREMORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 354
16 008-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM POST-MORTEM 29.1
17 | 009-A | PREMORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 23.8
18 009-B | POST-MORTEM |'POST-MORTEM POST-MORTEM 18.2
19 010-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 22.6
20 010-B | POST-MORTEM ' PQST-MORTEM POST-MORTEM 15.2
21 011-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM POST-MORTEM 16.3
22 011-B | POST-MORTEM | 'PQST-MORTEM PRE-MORTEM 13.2
23 012-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM POST-MORTEM 25.6
24 012-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM PRE-MORTEM 25.4
25 013-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 31

26 013-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM POST-MORTEM 18.6
27 014-A | PRE-MORTEM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 42.4
28 014-B | POST-MORTEM | PQST-MORTEM POST-MORTEM 37.6
29 015-A | PRE-MORTEM INDETERMINADO PRE-MORTEM 19.7
30 015-B | POST-MORTEM | POST-MORTEM POST-MORTEM 11.4

Tabla 7.- Resultados de las muestras en los diferentes examenes realizados.

Continua en la siguiente tabla.
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RESULTADOS DE LAS MUESTRAS, continuacion.

No. | Etiqueta | Macroscdpico Histol6gico Viraje de color Niveles de histamina
(mcg/g)
31 016-A | PRE-MORTEM | INDETERMINADO POST-MORTEM 8.9
32 016-B ’\PAOO%TT'EM POST-MORTEM PRE-MORTEM 16.2
33 017-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM POST-MORTEM 20.3
34 017-B ’f’/l%iTT'EM POST-MORTEM PRE-MORTEM 24.5
35 018-A | PRE-MORTEM | INDETERMINADO INDETERMINADO 153
36 018-B ’f’/l%iTT'EM POST-MORTEM INDETERMINADO 214
37 019-A | PRE-MORTEM | INDETERMINADO PRE-MORTEM 10.8
38 | 019-B I\PA%?;I:EM POST-MORTEM POST-MORTEM 13.3
39 | 020-A | PREMORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 24.5
40 | 020-B I\PA%?;I:EM POST-MORTEM POST-MORTEM 9.4
41 | 021-A | PREMORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 12.1
42 021-B ’\P/l%%TT‘EM POST-MORTEM POST-MORTEM 22.3
43 022-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 15.1
44 | 022-B K’A%%TT-EM POST-MORTEM POST-MORTEM 6.9
45 023-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 3.8
46 023-B ;%%TT'EM POST-MORTEM POST-MORTEM 8.9
47 024-A | PRE-MORTEM | 'PRE-MORTEM POST-MORTEM 54
48 024-B ;%%TT'EM POST-MORTEM PRE-MORTEM 14.4
49 025-A | PRE-MORTEM | 'PRE-MORTEM PRE-MORTEM 11.5
50 025-B ;%%TT‘EM POST-MORTEM POST-MORTEM 51
51 026-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 94
52 026-B ;%%TT‘EM POST-MORTEM POST-MORTEM 8.5
53 027-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 10
54 027-B ;%%TT'EM POST-MORTEM POST-MORTEM 10.8
55 028-A | PRE-MORTEM | 'PRE-MORTEM INDETERMINADO 7.7
56 028-B ’\P/l%%TT‘EM POST-MORTEM INDETERMINADO 7.4
57 029-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM POST-MORTEM 153
58 029-B ’\P/l%%TT‘EM PRE-MORTEM PRE-MORTEM 134
59 030-A | PRE-MORTEM | PRE-MORTEM PRE-MORTEM 8.3
60 030-B '\P/I%SRTT'EM POST-MORTEM POST-MORTEM 21.5

Tabla 8.- resultados de las muestras en los diferentes examenes realizados.
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Tabla de contingencia.

EXAMEN HSTOLOGICO TOTAL
PRE-MORTEM POST-
MORTEM
PRUEBADE | PRE-MORTEM 19 (a) 7 (b) 26(r)
VIRAJE DE
COLOR.
POST- 6 (c) 19 (d) 25 (s)
MORTEM
TOTAL 25 (t) 26 (u) 51(T)
Tabla 9.- tabla de contingencia.
Sensibilidad:
Sensibilidad= d/u S=19/26  S=0.73 Sensibilidad= 73%
Especificidad:
Especificidad=a/t E=19/25  E=0.76 Especificidad= 76%
Valor Predictivo Positivo:
Valor Predictivo Positivo= alr ~ VPP=19/26 Valor predictivo positivo=0.73
Valor Predictivo Negativo:
Valor Predictivo Negativo=d/s ~ VPN=19/25 Valor Predictivo negativo=0.76
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IV. DISCUSION.

De los indices de validez:

e La prueba de viraje de color para discriminar lesiones vitales de lesiones post-mortem tiene
una sensibilidad del 73%, lo que significa que el 73% de las lesiones que verdaderamente
son vitales tendran como resultado ser calificadas como pre-mortem en la prueba de viraje
de color. Asi mismo la prueba de viraje de color para discriminar lesiones vitales de
lesiones post-mortem tiene una especificidad del 76%, lo que significa que el 76% de las
lesiones que verdaderamente son post-mortem tendran como resultado ser calificadas
como post-mortem en la prueba de viraje de color.

e La prueba de viraje de color para discriminar lesiones vitales de lesiones post-mortem tiene
un valor predictivo positivo de 0.73, lo que significa que cuando la prueba califica como
pre-mortem a una muestra, el 73% de las ocasiones se trata en verdad de una lesion pre-
mortem; Asi mismo la prueba de viraje de color para discriminar lesiones vitales de lesiones
post-mortem tiene un valor predictivo negativo de 0.76, lo que significa que cuando la
prueba califica como post-mortem a una muestra, el 76% de las ocasiones se trata en
verdad de una lesion post-mortem.

e Las cifras de sensibilidad y valor predictivo positivo, son iguales; de la misma manera las
cifras de especificidad y valor predictivo negativo son iguales; esto es debido a las
caracteristicas de la prueba de viraje de color, la cual se basa en realizar una comparacion
entre la muestra proveniente de la lesion y la muestra proveniente de tejido indemne, lo
que implica que cuando una muestra es calificada de pre-mortem la otra lo sea de post-
mortem de manera automatica, y viceversa; ademas el disefio de la investigacion, que

toma en consideracion las muestras de manera individual a pesar de que estén
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relacionadas por pares, da como resultado que las cifras sean las mismas. No obstante

estos detalles no interfieren con la validez de los resultados.

De la extraccion y método quimico para determinar histamina:

e Todas las muestras fueron exitosas para la extraccion de histamina, situacion que se verifica
con los resultados de cromatografia, ya que en todos los materiales de extraccion se pudo
cuantificar la concentracion de histamina (que tuvo un rango de 3.8 a 48.8 microgramos
por gramo), destacando que el 100% de los resultados se apega por margenes muy
estrechos a la concentracion de histamina referida por la bibliografia.

e De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se puede decir que la técnica de extraccion y el
método de ensayo quimico, de los que se valié la presente investigacion, son utiles en las

matrices de tejido en las que fueron empleadas.
De las muestras con resultados destacados:

e Existieron un total de 23 muestras cuyos resultados fueron destacados ya que existio
coincidencia entre el resultado del examen histoldgico y la prueba de viraje de color,
ademas de que la concentracion de histamina en la lesion vital fue significativamente
mayor a la concentracion de histamina de la lesion post-mortem relacionada; ellas son las
muestras 7, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 26, 27, 28, 30, 39, 40, 43, 44, 49, 50, 51
y 52.

e Esto demuestra que la diferencia en la concentracion de histamina entre una lesion pre-
mortem y una post-mortem, se puede reflejar en los resultados de la prueba de viraje de
color, los cuales ademas pueden ser concordantes con el examen histoldgico.

¢ De estos 23 de muestras que obtuvieron resultados destacados, 8, correspondieron a casos

de herida por proyectil de arma de fuego, 4 a una herida punzante (de las utilizadas para
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accesos venosos),2 a una equimosis en la mucosa oral, 2 a una zona de equimosis con
excoriacion, 2 a una contusion simple (equimosis con aumento de volumen), 2 a un surco
por ahorcamiento y 2 a una contusion simple (amputacion traumatica) y una lesion post-
mortem aislada (muestra 30); sin existir predominio por alguna region corporal en
particular.

¢ De lo anterior se destaca que todas las muestras relacionadas con casos de heridas por
proyectil de arma de fuego mostraron resultados sobresalientes en la investigacion
(concordancia entre el resultado del examen histoldgico, la prueba de viraje de color y el
examen bioquimico para histamina).

e Se puede recomendar el uso de la prueba de viraje de color para los casos de heridas por
proyectil de arma de fuego.

e Enlos resultados de las muestras relacionadas 51y 52 existe coincidencia entre lo arrojado
por el examen histologico y la prueba de viraje de color, asi como mayor concentracion de
histamina en la lesion vital que en la lesion post-mortem, sin embargo la diferencia en las
concentraciones es poca (9.4 contra 8.5 mcg/g),

e En los resultados de las muestras relacionadas 11 y 12 existe coincidencia entre los
resultados del examen histologico y la prueba de viraje de color, asi como mayor
concentracion de histamina en la lesion vital que en la lesién post-mortem, no obstante la
diferencia en las concentraciones es minima (23.9 contra 23.5 mcg/g),

e Existieron en total 27 muestras, de las 51 que fueron incluidas en el analisis estadistico, en
las que coincidid el examen histoldgico, la prueba de viraje de color y el analisis bioquimico.

e En las muestras relacionadas 29 y 30 se encontrd que el examen histoldgico no pudo ser
determinante para clasificar la lesion vital, aunque la prueba de viraje de color coincidid

con el examen macroscopico de la lesion, y el examen bioquimico demostrd mayor
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concentracion de histamina en la lesion vital que en la lesion post-mortem; situacion que
puede ser explicada por una mecanismo de muerte rapido o subito que no permita la
instauracion de los marcadores histolégicos de vitalidad pero si un aumento en la

concentracion de histamina.

De las muestras con resultados satisfactorios:

¢ Un total de 13 muestras constituyen el resto de los resultados que fueron concordantes entre
el examen histoldgico y la prueba de viraje de color, aunque en ellos no se pudo corroborar
por medio del anlisis bioguimico, ya que no la concentracion de histamina fue menor en
la lesion vital comparada con la lesion post-mortem.

¢ Los datos anteriores dejan en claro que el resultado de la prueba de viraje de color no
depende Unicamente de la concentracion de histamina; debiendo existir alguna otra
sustancia en el material de extraccion que reaccione de manera similar o idéntica con el
orto-ftalaldehido, y cuya concentracion sea mayor en una lesion pre-mortem que en una
post-mortem; muy probablemente se trata de la serotonina, la cual también es una amina
hidgena cuya concentracion se eleva en los tejidos durante la reaccion inflamatoria, pero
lo hace a un ritmo diferente que la histamina.

e Estas 13 muestras cuyos resultados del examen histolégico y la prueba de viraje de color
concordaron, mas no asi el examen bioquimico, son las muestras 3y 4,5y 6, 38, 41y 42,
45y 46, 53 y 54, y, 59 y 60; y se corresponden con 2 casos de herida contusa, 2 de
equimosis, 1 de zona de equimosis con excoriacion, 1 de contusion compleja (amputacion
traumatica) y uno de piel indemne de manera aislada. Con predominio regional por el
miembro peélvico (6 muestras), ubicandose el resto en espalda (2 muestras), miembro

toracico (2 muestras), piel cabelluda (2 muestras) y torax (1 muestra).
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De las muestras eliminadas del andlisis estadistico:

¢ Un total de 9 muestras fueron descartadas del proceso estadistico; debido a que obtuvieron
un resultado indeterminado en la prueba de viraje de color 0 en el examen histoldgico y no
pudieron ser clasificadas categoricamente como vitales o post-mortem (muestras 9, 10,
29, 31, 35, 36, 37, 55 y 56); quedando entonces un total de 51 muestras, con las que fueron

realizados los célculos estadisticos.

De las 9 muestras eliminadas por tener algun resultado indeterminado, 6 correspondieron a

excoriaciones, 2 a equimosis y 1 a herida contusa.

De lo anterior se puede decir que es mas probable que la prueba de viraje de color tenga

resultados indeterminados si se aplica en una excoriacion.

En el par de muestras relacionadas 35 y 36, la prueba de viraje de color arrojo resultados
indeterminados, sin embargo el examen histoldgico no pudo localizar los marcadores de

vitalidad en la lesion pre-mortem.

En el par de muestras relacionadas 55 y 56, la prueba de viraje de color arrojé resultados
indeterminados, no obstante fue coincidente con los resultados del examen bioguimico ya

que la diferencia en la concentracion de histamina fue minima (7.7 y 7.4 mcg/g)

De los falsos positivos y falsos negativos:

e 7 muestras de las 51 analizadas tuvieron un falso positivo en la prueba de viraje de color al
ser comparadas con el examen histoldgico.

e 6 muestras de las 51 analizadas tuvieron un falso negativo en la prueba de viraje de color al
ser comparadas con el examen histoldgico.

o Las muestras relacionadas con los falsos positivos y falsos negativos fueron 1, 2, 21, 22, 23,

24,32, 33, 34,57 y 58, que se corresponden a dos casos de heridas punzantes (de acceso
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venosos), dos excoriaciones, una herida contusa y una zona de equimosis con excoriacion;
localizados dos en piel cabelluda, dos en el térax, uno en el miembro superior y otro en
pelvis (cresta iliaca).

e De lo anterior se puede decir que no existe un tipo de lesion que tenga mayor probabilidad
de producir un falso positivo 0 un falso negativo en la prueba de viraje de color, asi como
tampoco hay para una region corporal en especial.

¢ Enlos resultados falsos positivos y falsos negativos; las pruebas 1, 2, 32, 33 y 34, mostraron
una concentracion mayor de histamina en la lesion post-mortem, lo que concuerda con el
viraje de color de mayor intensidad y el resultado falso, lo que puede ser explicado por la
existencia de necrosis 0 hemorragia significativa en el tejido, lo que de acuerdo a la
bibliografia interfiere con la eficacia de la migracion de células inflamatorias a la lesion.

e En los resultados falsos positivos y falsos negativos; las pruebas 21, 22, 57 y 58, la lesion
pre-mortem tuvo una concentracion mas elevada de histamina, lo que no concuerda con
el viraje de color de mayor intensidad y el resultado falso.

e En los resultados falsos positivos y falsos negativos; las pruebas 23 y 24 mostraron una
diferencia minima en las concentraciones de histamina de la lesion vital y post-mortem
(25.6 y 25.4 mcglg respectivamente), lo que no concuerda con el viraje de color de mayor
intensidad y el resultado falso.

e Dichos resultados dejan en claro qué en algin momento de la prueba de viraje de color,
existe algo que interfiere en la formacion del complejo de histamina-OPA, siendo
sospechosa la arena fina utilizada para la extraccion, ya que fue el inico material de los
empleados que no contd con un control de calidad para ser utilizado en un laboratorio.

e Se recomienda buscar un material abrasivo sustituto de la arena fina, que cuente con un

grado de pureza suficiente y sea inerte, para utilizar en la extraccion.
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De la cantidad de tejido de las muestras.

e Las muestras con resultados en la prueba de viraje de color que se relacionan correctamente
con el examen histoldgico con el examen bioguimico correspondieron a las siguientes
cantidades de tejido (todas en mg):100, 100, 94, 94, 90, 90, 80, 80, 80, 80, 60, 60, 55, 55,
53, 53, 50, 50, 50, 50, 40, 40, 20, 20 y 20.

¢ EI 80 % de las muestras en esta categoria tuvieron una cantidad de tejido de 50 0 mas mg,
mientras que solo el 25% tuvieron una cantidad igual o menor a 50 mg.

e Las muestras con resultados en la prueba de viraje de color que se relacionan correctamente
con el examen histoldgico mas no asi con el examen bioquimico correspondieron a las
siguientes cantidades de tejido (todas en mg): 96, 96, 90, 90, 50, 50, 50, 50, 40, 20, 20, 12
y12.

e EI 61.5% de las muestras en esta categoria tuvieron una cantidad de tejido de 50 0 mas mg,
mientras que solo el 38.4% tuvieron una cantidad igual o0 menor a 50 mg.

¢ De lo anteriormente expuesto se puede decir que es recomendable que la muestra tenga 50
mg o mas de tejido para que los resultados de la prueba de viraje de color sean se
correlacionen correctamente con el examen histoldgico.

¢ Las muestras correspondientes a falsos positivos y falsos negativos correspondieron a las
siguientes cantidades de tejido (todas en mg): 80, 80, 60, 60, 60, 60, 48, 48, 30, 25, 25, 12
y12.

e EI 54.5% de las muestras en esta categoria tuvieron una cantidad de tejido igual o0 mayor a

50 mg, mientras que el 45.4% restante tuvo una cantidad menor a 50 mg.
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¢ De lo anterior se puede decir que la cantidad de tejido de la muestra sea mayor 0 menor de
50 mg, no tiene relacion con la existencia de falsos positivos y falsos negativos, en la
prueba de viraje de color.

e Las muestras eliminadas por resultados indeterminados correspondieron a las siguientes
cantidades de tejido (todas en mg): 50, 50, 40, 30, 30, 30, 20, 20y 20.

e EI 77.7% de las muestras en esta categoria tuvieron una cantidad menor de 50 mg, mientras
que solo el 22.2% restante tuvo 50 mg 0 més de tejido.

¢ De lo anteriormente expuesto se puede decir que es recomendable que las muestras tengan
més de 50 mg para evitar que arrojen resultados indeterminado en la prueba de viraje de

color.
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V. CONCLUSIONES.

Primera.- la prueba de viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem tiene

una sensibilidad de 73%.

Segunda.- la prueba de viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem tiene

una especificidad de 76%.

Tercera.- la prueba de viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem NO

tiene un desempefio igual o superior al examen histologico.

Cuarta.- en este estudio preliminar, la prueba de viraje de color ha demostrado tener resultados

diferentes para una lesion vital y una lesién post-mortem.

Quinta.- la técnica de extraccion de histamina y el método de ensayo quimico para cuantificar dicha

sustancia, ambos desarrollados para esta investigacion, son Utiles para sus objetivos.

Sexta.- la prueba de viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem es

especialmente (til en caso de heridas por proyectil de arma de fuego.

Séptima.- la prueba de viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem es

menos recomendable para utilizarse en excoriaciones

Octava.- no existe una region corporal en la que la prueba de viraje de color para discriminar entre

lesiones vitales y post-mortem sea especialmente (til.

Novena.- es menos recomendable utilizar la prueba de viraje de color para discriminar entre

lesiones vitales y post-mortem en las extremidades inferiores.

Decima.- es recomendable utilizar como minimo 50 mg de piel para las muestras de la prueba de
viraje de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem.
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Onceaba.- la prueba de viraje de color puede proporcionar un sustento objetivo a la opinion del
médico legista, cuando no se cuente con los recursos o la oportunidad de realizar el examen
histologico; subsanando asi la falta de una prueba rapida, sencilla, barata y confiable para

discriminar entre lesiones vitales y post-mortem.
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VI- RECOMENDACIONES.

Esta investigacion, constituy6 un estudio preliminar para evaluar la validez de la prueba de viraje
de color para discriminar entre lesiones vitales y post-mortem; en la que se cumplieron los dos
objetivos principales, primero se document6 que la prueba ofrece resultados diferentes cuando se
trata de una lesion pre-mortem y una post-mortem, y en segundo lugar se obtuvieron cifras de
sensibilidad y especificidad que permiten valorar la factibilidad de llevar a cabo un estudio méas
amplio y mas elaborado para asi continuar con el proceso de validacion de esta nueva prueba
diagnostica de utilidad forense; sin olvidar que la prueba de viraje de color es subjetiva, al depender
del observador la evaluacion de los resultado, situacion susceptible de sesgos, el investigador
principal considera que de acuerdo a los resultados obtenidos, si esta justificado llevar a cabo un
nuevo estudio, como continuacion a la presente investigacion, ademas de la estandarizacion de la
prueba de viraje de color; Sin embargo antes de proceder es menester ampliar el examen
bioquimico para incluir cuantificaciones de serotonina; asi como modificar la técnica de extraccion
sustituyendo la arena fina con algln otro elemento abrasivo, y asi mejorar los indices de validez

de la prueba.
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ANEXO 1.

RESULTADOS INDIVIDUALES DE CADA MUESTRA.

Muestra 1.- Etiqueta: 001-A. Origen de la muestra: herida contusa con zona equimotica rojo
violacea. Region corporal: frontal (piel cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-55
afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego penetrante de craneo. Histoldgico:
infiltrado hemorréagico en dermis reticular, pre-mortem. Cantidad de muestra: 80 mg. Viraje de
color: mas tenue en diluciones 1,2 y 3, post-mortem. Concentracion de histamina: 43.6

microgramos/gramo de piel.

Muestra 2.- Etiqueta: 001-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: frontal (piel
cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-55 afios. Causa de muerte: herida por
proyectii de arma de fuego penetrante de craneo. Histoldgico: sin cambios histolégicos
significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 80 mg. Viraje de color mas intenso en diluciones

1,2 'y 3, pre-mortem. Concentracion de histamina: 48.8 microgramos/gramo de piel.

Figura 1.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 1y 2.
Muestra 3.- Etiqueta: 002-A. Origen de la muestra: equimosis violacea con apergaminamiento en
region central. Region corporal: supraescapular. Género: masculino. Edad aproximada: 60-65
afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: infiltrado hemorragico en

dermis reticular, infiltrado inflamatorio en dermis reticular, pre-mortem. Cantidad de muestra: 90
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mg. Viraje de color mas intenso en diluciones 1y 2, pre-mortem. Concentracion de histamina: 29.6

microgramos/gramo de piel.

Muestra 4.- Etiqueta: 002-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regién corporal: supraescapular.
Género: masculino. Edad aproximada: 60-65 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histologico: sin cambios histologicos significativos, post-mortem. Cantidad de
muestra: 90 mg. Viraje de color mas tenue en diluciones 1y 2, post-mortem. Concentracion de

histamina: 36.0 microgramos/gramo de piel.

Figura 2.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 3y 4.

Muestra 5.- Etiqueta: 003-A. Origen de la muestra: herida de bordes lineales con equimosis
violacea tenue circundante. Region corporal: dorso del pie, lateral al eje del miembro. Género:
femenino. Edad aproximada: 53 afios. Causa de muerte: amputacion traumatica. Histoldgico:
infiltrado hemorrégico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio en dermis reticular, pre-mortem.
Cantidad de muestra: 96 mg. Viraje de color: viraje de color mas intenso sin dilucién, sin viraje de

color en dilucién “1”, pre-mortem. Concentracion de histamina: 19.2 microgramos/gramo de piel.

Muestra 6.- Etiqueta: 003-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regién corporal: dorso del pie
lateral al eje del miembro. Género: femenino. Edad aproximada: 53 afios. Causa de muerte:

amputacion traumatica. Histologico: sin cambios histologicos significativos, post-mortem. Cantidad

50



de muestra: 96 mg. Viraje de color: viraje de color mas tenue sin dilucion, sin viraje de color en

dilucién “1”, post-mortem. Concentracion de histamina: 33.9 microgramos/gramo de piel.

Figura 3.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 5 y6.

Muestra 7.- Etiqueta: 004-A. Origen de la muestra: herida de bordes lineales con equimosis
violacea tenue circundante. Region corporal: dorso de pie, medial al eje del miembro. Género:
femenino. Edad aproximada: 53 afios. Causa de muerte: amputacion traumatica. Histologico:
perdida de arquitectura en dermis reticular, marginacion de PMN, infiltrado hemorragico, pre-
mortem. Cantidad de muestra: 94 mg. Viraje de color: viraje de color mas intenso sin dilucion,

dilucion 1y 2, pre-mortem. Concentracion de histamina: 34.3 microgramos/gramo de piel.

Muestra 8.- Etiqueta: 004-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: dorso de pie,
medial al eje del miembro. Género: femenino. Edad aproximada: 53 afios. Causa de muerte:
amputacion traumatica. Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad
de muestra: 94 mg. Viraje de color: viraje de color mas tenue sin dilucion, dilucion 1y 2, pre-

mortem. Concentracion de histamina: 27.9 microgramos/gramo de piel.

Figura 4.-Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 7'y 8.
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Muestra 9.- Etiqueta: 005-A. Origen de la muestra: excoriacion seca con equimosis roja tenue
circundante. Region corporal: epigastrio. Género: masculino. Edad aproximada: 55-60 afios. Causa
de muerte: Traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: perdida de epidermis, fibras de colageno
densas en dermis reticular, lesion en proceso de reparacion, pre-mortem. Cantidad de muestra: 50

mg. Viraje de color: indeterminado. Concentracion de histamina: 25.9 microgramos/gramo de piel.

Muestra 10.- Etiqueta: 005-B. Origen de la muestra: piel indemne (alrededor de la lesion). Region
corporal: epigastrio. Género: masculino. Edad aproximada: 55-60 afios. Causa de muerte:
Traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem.
Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: indeterminado. Concentracion de histamina: 28.7

microgramos/gramo de piel.

Figura 5.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 9 y10.

Muestra 11.- Etiqueta: 006-A. Origen de la muestra: excoriacion con costra hiimeda con equimosis
roja tenue circundante. Region corporal: pierna. Género: masculino. Edad aproximada: 20-25 afios.
Causa de muerte: Traumatismo craneoencefdlico. Histoldgico: tejido de granulacion, infiltrado
inflamatorio, lesidn en proceso de reparacion, pre-mortem. Cantidad de muestra: 100 mg. Viraje
de color: mas intenso en dilucion 1 y 2, pre-mortem. Concentracion de histamina: 23.9

microgramos/gramo de piel.

Muestra 12.- Etiqueta: 006-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regidn corporal: pierna. Género:

masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: Traumatismo craneoencefélico.
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Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 100 mg.
Viraje de color: mas tenue en dilucién 1 y 2, post-mortem. Concentracion de histamina: 23.5

microgramos/gramo de piel.

Figura 6.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 11y 12.

Muestra 13.- Etiqueta: 007-A. Origen de la muestra: herida de entrada por proyectil de arma de
fuego. Region corporal: pierna. Género: masculino. Edad aproximada: 25-30 afios. Causa de
muerte: herida por proyectil de arma de fuego penetrante de craneo. Histologico: infiltrado
hemorragico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio perivascular focalizado, pre-mortem.
Cantidad de muestra: 80 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 2, pre-mortem. Concentracion

de histamina: 34.2 microgramos/gramo de piel.

Muestra 14.- Etiqueta: 007-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: pierna. Género:
masculino. Edad aproximada: 25-30 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego
penetrante de craneo. Histologico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad
de muestra: 80 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 2, post-mortem. Concentracion de

histamina: 21.5 microgramos/gramo de piel.
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Figura 7.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 13y 14.

Muestra 15.- Etiqueta: 008-A. Origen de la muestra: herida de entrada por proyectil de arma de
fuego. Region corporal: occipital (piel cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 25-30
afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego penetrante de craneo. Histoldgico:
infiltrado hemorragico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio alrededor de los anexos focalizado,
pre-mortem. Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 2, pre-mortem.

Concentracion de histamina: 35.4 microgramos/gramo de piel.

Muestra 16.- Etiqueta: 008-B. Origen de la muestra: piel cabelluda indemne. Region corporal:
occipital (piel cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 25-30 afios. Causa de muerte:
herida por proyectil de arma de fuego penetrante de craneo. Histologico: sin cambios histologicos
significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 2,

pre-mortem. Concentracion de histamina: 29.1 microgramos/gramo de piel.

Figura 8.-Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 15y 16.
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Muestra 17.- Etiqueta: 009-A. Origen de la muestra: herida punzante con equimosis violacea
circundante (acceso venoso central). Region corporal: térax (subclavicular). Género: masculino.
Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: Traumatismo craneoencefélico. Histoldgico:
infiltrado hemorragico focalizado, infiltrado inflamatorio en dermis papilar, pre-mortem. Cantidad de
muestra: 90 mg. Viraje de color: con viraje de color sin dilucion, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 23.8 microgramos/gramo de piel.

Muestra 18.- Etiqueta: 009-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: torax
(subclavicular). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: Traumatismo
craneoencefalico. Histoldgico: sin cambios histologicos significativos, post-mortem. Cantidad de
muestra: 90 mg. Viraje de color: sin viraje de color sin dilucion, post-mortem. Concentracion de

histamina: 18.2.8 microgramos/gramo de piel.

Figura 9.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 17y 18.

Muestra 19.- Etiqueta: 010-A. Origen de la muestra: contusion simple, con aumento de volumen y
equimosis rojiza. Region corporal: temporal. Género: femenino. Edad aproximada: 30-35 afios.
Causa de muerte: Traumatismo craneoencefélico, fractura de piso de craneo. Histologico: infiltrado
hemorragico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio focalizado, pre-mortem. Cantidad de
muestra: 80 mg. Viraje de color: més intenso en dilucion 2, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 22.6 microgramos/gramo de piel.
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Muestra 20.- Etiqueta: 010-B. Origen de la muestra: piel cabelluda indemne. Regién corporal:
temporal. Género: femenino. Edad aproximada: 30-35 afios. Causa de muerte: Traumatismo
craneoencefalico, fractura de piso de craneo. Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos,
post-mortem. Cantidad de muestra: 80 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 2, post-mortem.

Concentracion de histamina: 15.2 microgramos/gramo de piel.

Figura 10.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 19y 20.

Muestra 21.- Etiqueta: 011-A. Origen de la muestra: herida punzante con equimosis violacea
circundante (acceso venoso central). Region corporal: térax (subclavicular). Género: masculino.
Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefélico. Histologico:
infiltrado hemorragico, infiltrado inflamatorio en dermis reticular, pre-mortem. Cantidad de muestra:
60 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucién 1y 2, post-mortem. Concentracion de histamina:

16.3 microgramos/gramo de piel.

Muestra 22.- Etiqueta: 011-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: torax
(subclavicular). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de
muestra: 60 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 1y 2, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 13.2 microgramos/gramo de piel.
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Figura 11.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 21y 22.

Muestra 23.- Etiqueta: 012-A. Origen de la muestra: herida punzante con equimosis violacea
circundante (acceso venoso periférico). Region corporal: brazo. Género: masculino. Edad
aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: infiltrado
hemorrégico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio en dermis papilar y reticular, pre-mortem.
Cantidad de muestra: 60 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 3, post-mortem. Concentracion

de histamina: 25.6 microgramos/gramo de piel.

Muestra 24.- Etiqueta: 012-B. Origen de la muestra: piel indemne (circundante de la lesion).
Region corporal: brazo. Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte:
traumatismo craneoencefalico. Histologico: escasos polimorfonucleares en dermis papilar, post-
mortem. Cantidad de muestra: 60 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucién 3, pre-mortem.

Concentracion de histamina: 25.4 microgramos/gramo de piel.

Figura 12.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 23y 24.

Muestra 25.- Etiqueta: 013-A. Origen de la muestra: equimosis violacea en mucosa oral. Region

corporal: mucosa de labio inferior. Género: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de
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muerte: traumatismo craneoencefalico. Histologico: infiltrado hemorragico en estroma infiltrado
inflamatorio pericapilar, pre-mortem. Cantidad de muestra: 60 mg. Viraje de color: mas intenso sin
dilucién, con viraje en dilucion 1, pre-mortem. Concentracion de histamina: 31.0

microgramos/gramo de piel.

Muestra 26.- Etiqueta: 013-B. Origen de la muestra: mucosa oral indemne. Region corporal:
mucosa de labio inferior. Género: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte:
traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: sin cambios histolégicos significativos, post-mortem.
Cantidad de muestra: 60 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion, sin viraje en dilucién 1, post-

mortem. Concentracion de histamina: 18.6 microgramos/gramo de piel.

Figura 13.-Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 25y 26.

Muestra 27.- Etiqueta: 014-A. Origen de la muestra: zona equimotico excoriada de color rojizo.
Region corporal: pierna. Género: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte:
traumatismo craneoencefalico. Histoldgico: infiltrado hemorragico en dermis reticular, pre-mortem.
Cantidad de muestra: 20 mg. Viraje de color: con viraje sin dilucion, pre-mortem. Concentracion

de histamina: 42.4 microgramos/gramo de piel.

Muestra 28.- Etiqueta: 014-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: pierna. Género:
masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico.

Histolégico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg.
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Viraje de color: sin viraje sin dilucion, post-mortem. Concentracion de histamina: 37.6

microgramos/gramo de piel.

Figura 14.- Principales im&genes de la prueba de viraje de color de muestras 27y 28.

Muestra 29.- Etiqueta: 015-A. Origen de la muestra: herida contusa sin equimosis circundante.
Region corporal: codo. Género: masculino. Edad aproximada: 25-30 afios. Causa de muerte:
traumatismo craneoencefalico. Histologico: congestion capilar, infiltrado inflamatorio pericapilar
focal, indeterminado. Cantidad de muestra: 20 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucién 1y 2,

pre-mortem. Concentracion de histamina: 19.7 microgramos/gramo de piel.

Muestra 30.- Etiqueta: 015-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: codo. Género:
masculino. Edad aproximada: 25-30 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico.
Histolégico. Sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg.
Viraje de color: mas tenue en diluciéon 1 y 2, post-mortem. Concentracion de histamina: 11.4

microgramos/gramo de piel.

Figura 15.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 29 y 30.
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Muestra 31.- Etiqueta: 016-A. Origen de la muestra: excoriacion. Region corporal: torax. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:
perdida de epidermis, congestion capilar leve, indeterminado. Cantidad de muestra: 30 mg. Viraje
de color: mas tenue sin dilucidon, post-mortem. Concentracion de histamina: 8.9

microgramos/gramo de piel.

Muestra 32.- Etiqueta: 016-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: trax. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:
sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 30 mg. Viraje de color:
mas intenso sin dilucién, pre-mortem. Concentracion de histamina: 16.2 microgramos/gramo de

piel.

Figura 16.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 31y 32.

Muestra 33.- Etiqueta: 017-A. Origen de la muestra: excoriacion. Region corporal: iliaca. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:
perdida de epidermis, infiltrado inflamatorio pericapilar de polimorfonucleares vy linfocitos, pre-
mortem. Cantidad de muestra: 25 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion, post-mortem.

Concentracion de histamina: 20.3 microgramos/gramo de piel.

Muestra 34.- Etiqueta: 017-b. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: iliaca. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:

sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 25 mg. Viraje de color:
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mas intenso sin dilucion, post-mortem. Concentracion de histamina: 24.5 microgramos/gramo de

piel.

Figura 17.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 33y 34.

Muestra 35.- Etiqueta: 018-A. Origen de la muestra: excoriacion. Region corporal: muslo. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:
perdida de epidermis, congestion capilar, indeterminado. Cantidad de muestra: 30 mg. Viraje de

color: indeterminado. Concentracion de histamina: 15.3 microgramos/gramo de piel.

Muestra 36.- Etiqueta: 018-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regidn corporal: muslo. Género:
masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por ahorcamiento. Histoldgico:
sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 30 mg. Viraje de color:

indeterminado. Concentracion de histamina: 21.4 microgramos/gramo de piel.

Figura 18.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 35y 36.

Muestra 37.- Etiqueta: 019-A. Origen de la muestra: excoriacion. Region corporal: rodilla. Género:
masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego

penetrante de torax. Histoldgico: congestion vascular de dermis papilar, indeterminado. Cantidad
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de muestra: 40 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 2, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 10.8 microgramos/gramo de piel.

Muestra 38.- Etiqueta: 019-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: rodilla. Género:
masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego
penetrante de tdrax. Histologico: sin cambios histologicos significativos, post-mortem. Cantidad de
muestra: 40 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 2, post-mortem. Concentracion de

histamina: 13.3 microgramos/gramo de piel.

Figura 19.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 37y 38.

Muestra 39.- Etiqueta: 020-A. Origen de la muestra: surco duro (zona de apergaminamiento).
Region corporal: cuello. Género: masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte:
asfixia por ahorcamiento. Histoldgico: infiltrado hemorrégico, congestion vascular de dermis papilar,
pre-mortem. Cantidad de muestra: 55 mg. Viraje de color: mas intenso sin dilucion, con viraje de

color en dilucién 1, pre-mortem. Concentracion de histamina: 24.5 microgramos/gramo de piel.

Muestra 40.- Etiqueta: 020-B. Origen de la muestra: piel indemne (cercana a la lesion). Region
corporal: cuello. Género: masculino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: asfixia por
ahorcamiento. Histologico: sin cambios histoldgicos significativos, post-mortem. Cantidad de
muestra: 55 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucién, sin viraje de color en dilucién 1, post-

mortem. Concentracion de histamina: 9.4 microgramos/gramo de piel.
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Figura 20.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 39 y 40.

Muestra 41.- Etiqueta: 021-A. Origen de la muestra: herida contusa con equimosis roja. Region
corporal: pierna. Género: masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico (conjunto de traumatismos). Histoldgico: infiltrado hemorrégico en dermis papilar
y reticular, infiltrado inflamatorio pericapilar, pre-mortem. Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de
color: mas intenso sin dilucion, pre-mortem. Concentracion de histamina: 12.1 microgramos/gramo

de piel.

Muestra 42.- Etiqueta: 021-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: pierna. Género:
masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoenceflico
(conjunto de traumatismos) Histoldgico: sin cambios histolégicos significativos, post-mortem.
Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion, pre-mortem. Concentracion

de histamina: 22.3 microgramos/gramo de piel.

Figura 21.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 41y 42.

Muestra 43.- Etiqueta: 022-A. Origen de la muestra: herida contusa con equimosis roja. Region

corporal: pierna. Género: masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: traumatismo
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craneoencefalico (conjunto de traumatismos). Histologico: infiltrado hemorragico en dermis
reticular, infiltrado inflamatorio pericapilar, destruccion de fibras de colageno, pre-mortem. Cantidad
de muestra: 40 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 1y 2, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 15.1 microgramos/gramo de piel.

Muestra 44.- Etiqueta: 022-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regidn corporal: pierna. Género:
masculino. Edad aproximada: 35-40 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico
(conjunto de traumatismos). Histologico: infiltrado inflamatorio pericapilar muy focalizado, post-
mortem. Cantidad de muestra: 40 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 1y 2, post-mortem.

Concentracion de histamina: 6.9 microgramos/gramo de piel.

Figura 22.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 43y 43.

Muestra 45.- Etiqueta: 023-A. Origen de la muestra: herida contusa con equimosis violacea. Region
corporal: muslo. Género: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte: herida por
proyectil de arma de fuego penetrante de torax y abdomen. Histolégico: infiltrado hemorragico en
dermis papilar y reticular, infiltrado inflamatorio pericapilar y en fibras de colageno, pre-mortem.
Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas intenso sin dilucién y en dilucién 1, pre-mortem.

Concentracion de histamina: 3.8 microgramos/gramo de piel.

Muestra 46.- Etiqueta: 023-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: muslo. Género:
masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma de fuego

penetrante de térax y abdomen. Histoldgico: sin cambios histolégicos significativos, post-mortem.
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Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion y en dilucion 1, pre-mortem.

Concentracion de histamina: 8.9 microgramos/gramo de piel.

Figura 23.- Principales im&genes de la prueba de viraje de color de muestras 45y 46.

Muestra 47.- Etiqueta: 024-A. Origen de la muestra: herida contusa con equimosis violacea. Region
corporal: torax (pectoral). Género: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte:
herida por proyectil de arma de fuego penetrante de térax y abdomen. Histologico: infiltrado
hemorragico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio pericapilar focal, edema en dermis reticular,
pre-mortem. Cantidad de muestra: 48 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucién y en dilucion 1,

post-mortem. Concentracion de histamina: 5.4 microgramos/gramo de piel.

Muestra 48.- Etiqueta: 024-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: torax (pectoral).
Geénero: masculino. Edad aproximada: 40-45 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma
de fuego penetrante de térax y abdomen. Histoldgico: sin cambios histoldgicos significativos, post-
mortem. Cantidad de muestra: 48 mg. Viraje de color: mas intenso sin dilucién y en dilucion 1,

post-mortem. Concentracion de histamina: 14.4 microgramos/gramo de piel.

Figura 24.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 47 y 48.
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Muestra 49.- Etiqueta: 025-A. Origen de la muestra: herida de entrada por proyectil de arma de
fuego. Region corporal: hombro. Género: femenino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de
muerte: herida por proyectil de arma de fuego penetrante de tdrax. Histoldgico: infiltrado
hemorragico focal, necrosis coagulativa de dermis, fragmentos de polvora, pre-mortem. Cantidad
de muestra: 53 mg. Viraje de color: més intenso sin dilucion, pre-mortem. Concentracion de

histamina: 11.5 microgramos/gramo de piel.

Muestra 50.- Etiqueta: 025-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: hombro.
Geénero: femenino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma
de fuego penetrante de térax. Histoldgico: sin cambios histologicos significativos, post-mortem.
Cantidad de muestra: 53 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion, post-mortem. Concentracion

de histamina: 5.1 microgramos/gramo de piel.

Figura 25.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 49y 50.

Muestra 51.- Etiqueta: 026-A. Origen de la muestra: herida de entrada por proyectil de arma de
fuego. Region corporal: torax (pectoral). Género: femenino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa
de muerte: herida por proyectil de arma de fuego penetrante de torax. Histologico: infiltrado
hemorragico focal, infiltrado inflamatorio focal, necrosis coagulativa de dermis, destruccion de fibras
de colageno, pre-mortem. Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas intenso en dilucion 2

y 3, pre-mortem. Concentracion de histamina: 9.4 microgramos/gramo de piel.
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Muestra 52.- Etiqueta: 026-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: torax (pectoral).
Geénero: femenino. Edad aproximada: 20-25 afios. Causa de muerte: herida por proyectil de arma
de fuego penetrante de torax. Histoldgico: sin cambios histopatoldgicos significativos, post-mortem.
Cantidad de muestra: 50 mg. Viraje de color: mas tenue en dilucion 2 y 3, post-mortem.

Concentracion de histamina: 8.5 microgramos/gramo de piel.

Figura 26.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 51y 52.

Muestra 53.- Etiqueta: 027-A. Origen de la muestra: equimosis violacea. Region corporal: brazo.
Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histologico: infiltrado hemorragico en dermis reticular, infiltrado inflamatorio
pericapilar, congestion capilar, pre-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg. Viraje de color: mas
intenso sin dilucion y en dilucién 1, pre-mortem. Concentracion de histamina: 10.0

microgramos/gramo de piel.

Muestra 54.- Etiqueta: 027-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regidn corporal: brazo. Género:
masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico.
Histoldgico: sin cambios histolégicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg.
Viraje de color: mas tenue sin dilucién y en dilucion 1, post-mortem. Concentracion de histamina:

10.8 microgramos/gramo de piel.
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Figura 27.- Principales im&genes de la prueba de viraje de color de muestras 53 y 54.

Muestra 55.- Etiqueta: 028-A. Origen de la muestra: equimosis violacea. Region corporal: brazo.
Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histologico: infiltrado hemorragico en dermis papilar, infiltrado inflamatorio,
edema de dermis reticular, pre-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg. Viraje de color:

indeterminado. Concentracion de histamina: 7.7 microgramos/gramo de piel.

Muestra 56.- Etiqueta: 028-B. Origen de la muestra: piel indemne. Regidn corporal: brazo. Género:
masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico.
Histoldgico: sin cambios histolégicos significativos, post-mortem. Cantidad de muestra: 20 mg.

Viraje de color: indeterminado. Concentracién de histamina: 7.4 microgramos/gramo de piel.

Figura 28.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 55 y 56.

Muestra 57.- Etiqueta: 029-A. Origen de la muestra: zona equimotico excoriada de color rojo
violacea. Region corporal: temporal (piel cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50
afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefélico. Histologico: infiltrado hemorragico,

infiltrado inflamatorio pericapilar y alrededor de los anexos, perdida de epidermis, edema de dermis
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reticular, pre-mortem. Cantidad de muestra: 12 mg. Viraje de color: mas tenue sin dilucion y en

dilucién 1, post-mortem. Concentracion de histamina: 15.3 microgramos/gramo de piel.

Muestra 58.- Etiqueta: 029-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: temporal (piel
cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histologico: infiltrado inflamatorio, pre-mortem. Cantidad de muestra: 12 mg.
Viraje de color; mas intenso sin dilucion y en dilucion 1, pre-mortem. Concentracion de histamina:

13.4 microgramos/gramo de piel.

Figura 29.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 57 y 58.

Muestra 59.- Etiqueta: 030-A. Origen de la muestra: zona equimotico excoriada de color rojo
violacea. Region corporal: parietal (piel cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50
afios. Causa de muerte: traumatismo craneoencefalico. Histologico: infiltrado hemorrégico focal,
infiltrado inflamatorio focal, congestion capilar de la dermis, pre-mortem. Cantidad de muestra: 12
mg. Viraje de color: m&s intenso en dilucién 1y 2, pre-mortem. Concentracion de histamina: 8.3

microgramos/gramo de piel.

Muestra 60.- Etiqueta: 030-B. Origen de la muestra: piel indemne. Region corporal: parietal (piel
cabelluda). Género: masculino. Edad aproximada: 45-50 afios. Causa de muerte: traumatismo
craneoencefalico. Histoldgico: congestion vascular, post-mortem. Cantidad de muestra: 12 mg.
Viraje de color: mas tenue en dilucion 1 y 2, post-mortem. Concentracion de histamina: 21.5

microgramos/gramo de piel.
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Figura 30.- Principales imagenes de la prueba de viraje de color de muestras 59 y 60.
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