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1-Introduccion.

La entomologia es una rama de la zoologia cuyo objeto de estudio son los
artrépodos. Los artrépodos son animales invertebrados dotados de un esqueleto
externo con apéndices articulados, algunos ejemplos de artropodos son: insectos,
aracnidos y crustaceos. La entomologia se ocupa del estudio de estos animales y

de sus interacciones con el ambiente que ocupan(1)(2).

Una de las &reas de gran interés en el campo de la ciencia forense es la
entomologia ya que aporta informacion de utilidad a la investigacién criminalistica

porque algunos insectos se ven vinculados a la escena del crimen.

La entomologia forense es la disciplina que estudia a los insectos y otros
artréopodos que acuden a los cadaveres y que aportan informacion atil en
investigaciones policiales y judiciales, siendo su contribucibn mas importante la
estimacion del intervalo postmortem (IPM), el cual se basa en la tasa de desarrollo
de determinada especie de insecto (sobre todo dipteros) y en los patrones de

sucesion ecoldgica de insectos sarcosapréfagos en un cuerpo en descomposicion.
3)

La entomologia forense interpreta la informacion que suministran los insectos

como testigos indirectos de un deceso como:

e I|dentificar las especies de entomofauna cadavérica.

e Describir la sucesion cadavérica.

e Estimar la edad de las especies al momento del descubrimiento del cuerpo.
e Aportar informacién para calcular el intervalo post mortem.

e Proporcionar informacion sobre el posible movimiento de un cuerpo del

lugar de los hechos al lugar del hallazgo.

El estudio de los insectos en el ambito forense se inicia cuando los insectos se ven
vinculados a la escena de un crimen(1l), principalmente cuando el cuerpo es
encontrado en un espacio abierto, o cuando este se encuentra en un lugar cerrado
de dificil acceso, o bien cuando el cuerpo es encontrado en un avanzado estado

de descomposicion (2).



La descomposicion de un cuerpo se caracteriza por la destruccion de tejidos
mediante procesos de autolisis y descomposicion microbiana. Después de estos
procesos, suceden periodos con duracion variable de degradacién de materia
organica. En el periodo de descomposicion inicial, el cadaver luce fresco. Durante
el periodo enfisematoso o de putrefaccion, el cadaver se hincha por gases
producidos durante la fermentacidbn de sustancias organicas de los tejidos
corporales. Durante el periodo de descomposicion activa, la carne toma una
consistencia cremosa. Con el periodo de putrefaccién avanzada el cadaver se seca
extremamente y finalmente en el periodo de reduccidn esquelética, lo que resta del

cadaver queda seco (3).

Los primeros insectos en llegar al cadaver son atraidos por el olor de los gases
desprendidos en el proceso de degradacién de azlcares y lipidos. Los gases
principales desprendidos son el amoniaco (NHj3), el acido sulfhidrico (H.S),

nitrogeno (N,) y anhidrido carbdnico (CO,) (4).

Los insectos que normalmente se encuentran en la carrofia en descomposicion se

clasifican en:
v' Especies necrofagas que se alimentan de los tejidos.

v' Depredadores y parasitos que se alimentan de las especies necrofagas,
este grupo también contiene especies esquizofagicas que se alimentan

primero del cuerpo y se vuelven predadoras en las etapas posteriores.

v' Especies omnivoras que se alimentan de la carrofia como hormigas, avispas,

algunos escarabajos y otros artrépodos.

v' Otras especies como colémbolos y arafias que usan el cadaver como una

extension de su entorno.

Las especies con mayor relevancia son las especies necrofagas, (ya que se utilizan
para estimar el IPM); pero estas especies obran de un modo sucesivo, regulado y
predecible ya que las especies depredadoras y las parasitas de especies
necrofagas, se alimentan de las especies necréfagas asimismo encontramos a las

especies omnivoras que son aquellas que se nutren tanto del cadaver como de los



colonizadores (hormigas, avispas y algunos escarabajos); y por ultimo existen las
especies oportunistas que aprovechan el espacio para alojarse, asi esta sucesion

de insectos ayuda a deducir la temporalidad de la muerte. (13,3)

El orden mas importante es sin duda el de los dipteros, que significa “dos alas”. De

este orden, las familias de importancia son:

1.1-Familia Calliphoridae

Son moscas oviparas, con caracteristico abdomen de color metalico brillante (figura
1); alas con celda discal siempre cerrada y angosta hacia el apice. Las larvas de
esta familia poseen en el extremo posterior concavo, rodeado de papilas conicas y

placas espiraculares visibles con hendiduras oblicuas (5,6).

Figura 1.- Mosca de la familia Calliphoridae tomada de (Jones, 2019) (5)

1.2-Familia Sarcophagidae
Son adultos con cinco bandas negras en el térax algo plateado o con reflejos
metélicos azulados débiles. Generalmente se trata de moscas grandes (mas de 10
mm de longitud) (Figura 2). Presentan un abdomen con manchas tornasoladas,
plateada a negras es lo que le dan un aspecto cuadriculado. Las larvas muestran
un extremo posterior en forma de embudo profundo, papilas cénicas importantes y

placas espiraculares sin boton y hendiduras casi verticales (6-8).



Figura 2.- Mosca Sarcophagidae foto tomada de (ADW, 2020) (9).

Los primeros dos grupos son los mas importantes para la entomologia forense,
asi como las especies que pertenecen al orden Diptera (moscas) y Coleoptera
(escarabajos) ya que son de las primeras especies en llegar al cadaver porque
detectan el olor emanado por un cadaver (10).

Las aportaciones de la entomologia a las ciencias forenses pueden ser mayores
considerando la incipiente ciencia de “Entomotoxicologia” (11)(1). Esta nueva
rama emplea los insectos como una matriz alternativa para identificar sustancias
como drogas de abuso u otros venenos que pudiesen estar relacionados con la
causa de muerte, que dificilmente se identificarian en un cadaver en avanzada

descomposicion.

El campo de la entomologia forense es muy amplio, pero poco explorado; a nivel
nacional hay pocos especialistas en esta rama debido a las deficiencias en el
entrenamiento y a la poca difusion de informacién; pero es sin duda un area que
tiene un gran futuro por lo que se requiere de mas estudios y de mas
profesionistas interesados y bien capacitados para llevar a cabo las

investigaciones criminalisticas (12).

2-Planteamiento del Problema.
Existen muchas preguntas cuando se llega a una escena del crimen, pero la mas

importante para el entomélogo forense es: ¢ Cuanto tiempo lleva el cadaver en la

escena? En otras palabras, ¢ Cuél es el intervalo post mortem?

Aungue los métodos clasicos para estimar el intervalo post mortem se basan en la
temperatura corporal, las etapas de descomposicion del cuerpo o los signos
cadavéricos; estos no son aplicables cuando es reciente el descubrimiento del
cuerpo; es decir, que el cuerpo lleva menos de 24 horas en ese estado, dado que
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la temperatura del cadaver se equilibra con la del ambiente (2).

En algunas ocasiones, cuando se localiza el cadaver que lleva meses en estado
avanzado de descomposicion estos métodos clasicos no daran un resultado
confiable debido a que muchos factores estan involucrados, por ejemplo el clima, el
lugar donde se encuentra como un bosque, la fauna presente, ya que esta puede
alimentarse directamente del cadavr. Por lo tanto, para establecer el tiempo de
muerte en esos casos, la entomologia da las herramientas posibles; pues seran los

insectos los que brinden la informacidén necesaria para hacer dicha estimacion.

Mediante la entomologia se obtienen las herramientas necesarias para hacer
posible una datacion de la muerte, estudiando a las especies halladas en el lugar y
con los analisis taxondmicos correspondientes se puede hacer la estimaciéon del
intervalo post mortem con mayor precision. Esta estimacién se puede realizar
mediante los patrones de sucesion cadavérica o con la datacion de las especies

(dipteros).

2.1-Entomologia forense y sus retos para establecer el IPM.
Los insectos son con frecuencia los primeros en llegar a la escena del crimen y

arriban con una predecible frecuencia (14). La muerte conlleva una crisis completa
de todos los sistemas de mantenimiento vital, desencadenando una serie de
procesos; el principal es la descomposicion, que pasa por diversas etapas, y atraen
a los dipteros que son los primeros en colonizar el cadaver. El denominado
intervalo post mortem (IPM), es equivalente al lapso de tiempo que transcurre

entre la muerte del individuo y el momento en que es hallado su cadaver.

La tarea mas relevante y mas usada de la entomologia forense esla estimacion
del intervalo post mortem (10,15,16), tradicionalmente se realiza por medio
de: La sucesién cadavérica y la estimacion de la edad de las pupas y/o larvas a
partir
de la observacion junto con la descripciéon morfoldgica:
e Sucesion cadavérica de insectos: en este método se tienen tablas del
estado de descomposicion del cuerpo y las especies de moscas

habitualmente encontradas en este estado (3,17).



e Conocer la especie y su ciclo de vida: se hace un muestreo de los
insectos presentes en el cuerpo, se dejan crecer hasta llegar a su forma
adulta y se identifican por su morfologia. Después de la identificacion se
tiene que recordar la forma en que fue colectada la mosca ya sea huevo,
larva o pupa y con el tiempo que dura cada estadio se tiene una
estimacion del tiempo que lleva ahi el cadaver (método clasico) (5).

A partir de la sucesion cadavérica se puede estimar cuanto tiempo lleva un cadaver
en el lugar del hallazgo. Para hacer la estimacion del Intervalo Post Mortem (IPM) se
tienen dos métodos; el primero utiliza la sucesion de insectos en el cuerpo y se
compara con otros patrones conocidos para ese mismo habitat o condiciones
similares, para el segundo método se ocupan los andlisis de datacion de las

especies que fueron recolectadas (10,15).

Para conocer la especie y el ciclo de vida en que fue recolectada, se emplea el
método clasico que se describi6 anteriormente o0 bien con métodos
quimiotaxondémicos cuyo fundamento es describir la composicion quimica exclusiva
para cada especie (para la identificacion) medir la abundancia de ciertos
compuestos(para la datacion) y relacionarlo con la etapa del ciclo de vida de la

especie.

Para hacer una estimacién del IPM se necesitan incluir numerosos factores que
intervienen en el ciclo de vida de la especie como la temperatura del cuerpo y del
ambiente, asi como, los nutrientes disponibles para los insectos o bien, la
presencia de algunos xenobio6ticos. Estos factores afectan principalmente el ciclo
de vida de las moscas; a temperatura altas (30 °C) las pupas pueden eclosionar
antes de lo esperado segun su ciclo de vida. Lo contrario pasa a temperaturas
bajas (menores de 10 °C) puesto que la ovoposicién disminuye (4)(13). Los
nutrientes impactan el tamafio que tendran las larvas y pupas, si los tejidos del
cadaver presentaban xenobidticos como alguna sustancia de abuso, estos pueden
afectar el crecimiento y tamafo de las moscas, un ejemplo es la aceleracion en su
ciclo de vida (estadio larvario) por presencia de cocaina (11).

En la figura 3 se ilustra el tipo de insectos que llegan al cadaver y el orden
cronologico en que las diferentes especies de la entomofauna van colonizando el

cuerpo.
10



ANO
Edad
de . \ \ v |

* lsEnaas 2 3[4

restos b ‘
DIAS [1]2,3]4/58(7(8 9 0ltts2ltom
HYMENOPTERA

Vespdae Tl / '
Fomodee [ L0 L TERTTETT I Vistlantes

QCNTEAR il : B Residontes
DERVAPTERA e i \ !

M COLLEMBOLA A

o{ DIPTERA

Musoidae (a)
U

Calliphondae (b)

Sarcophagidae (¢)

Fanniidae

Pyophiidae

*§ COLEOPTERA

o] | Staphylinidae

Siphidae (f)
Dermestdae (d)

Histeridae

Clendae ()

Scarabaeidae

Tenebrionidae
finidae (i)

JACARDA g

wl LEPIDOPTERA

Pyrelidae

lineldae (h)

| CUADRILLAS | T

VIEL vl

Habitusdel | o &/ | ‘
aropodo % A
caracterisioo | f i ¢ i h

ESTADO |  Fmgo | Okfoete | Fomenaconbuirca | Fementcincaseics |Femensoinamonacal] Sequedsdmoniecs |  Sequedad il
Figura 3.- Sucesiébn de fauna entomologica tomada de Capo, 2004 (1)

11




Los datos obtenidos de los andlisis de datacion se pueden usar para estimar el
IPM; ya que se conocen los ciclos de vida de las diferentes clases de insectos
involucradas en la descomposicion de un cadaver y también se pueden determinar
las diferentes etapas de deterioro de este. Ademas, al identificarse una especie no
endémica en la escena del crimen, se pueden hacer inferencias sobre el traslado

de cuerpos, descubriéndose asi la existencia de otras “escenas del crimen”

Las limitaciones para el calculo del IPM se deben a factores externos en los
analisis que implican a los insectos. En primera instancia la recoleccion de los
especimenes para su posterior uso; dificilmente los entomdlogos son los primeros
en llegar a una escena de crimen y recoger evidencia; por lo que algunos peritos
criminalistas hacen este trabajo por ellos y pueden no hacer una buena
recopilacion de la informacién sobre los lugares anatomicos de donde son
recolectados los insectos, ni la temperatura a la que se encuentra, tanto el cadaver
como el ambiente. Las condiciones climaticas son muy importantes para el
crecimiento de ciertas especies, pues influyen en la presencia o ausencia de
ciertas moscas sobre el cadaver (14). No se encontraran las mismas especies en
una zona montafiosa donde las temperaturas son bajas y es un lugar abierto, que
en una ciudad donde la temperatura es mas alta y hay lugares cerrados con poca
accesibilidad para los insectos, dando a entender que los climas afectan el
crecimiento de las moscas pues a menores temperaturas se desarrollan en
menor proporcion y todas las especies tiene un clima predilecto para desarrollarse

(4,18). Debido a esto encontraremos distintas especies en ambos lados.

Otro problema en la obtencion de muestras para los analisis es el tiempo que
llevan los insectos sobre o dentro del cuerpo. Los expertos en el tema buscan
obtener los insectos mas viejos pues son los que pueden dar una fecha precisa
del deceso (1); si las muestras no las toman los entomélogos o personas
tengan este conocimiento, se dificultan las identificaciones de los animales

presentes y, en consecuencia, la estimacion del intervalo post mortem (19)

12



3-ldentificacion y datacion de insectos

La funcion primordial del entomélogo forense es lograr la identificacion precisa de
los insectos u otros artropodos asociados a la escena de un crimen. Llevar a cabo
la identificacion no es una tarea sencilla ya que las muestras recolectadas son
larvas y pupas de diferentes especies de moscas u otros insectos cuyo
crecimiento depende de la temperatura y el lugar geografico donde se estan

desarrollando(2).

Una primera identificacion se realiza generalmente por medio de un analisis
morfolégico mediante claves taxondmicas que son distinciones en el cuerpo de las
moscas, lo que ayuda a diferenciar entre las familias y subfamilias. Las claves para
identificar 23 familias de Diptera, especies que se alimentan u ovipositan con
carrofia o con larvas criadas con carrofia, son las propuestas por De Carvalho y De
Mello-Patiu (20). Al realizar la identificacion mediante estas claves solo se tiene
gue relacionar el tiempo en que tardaron en llegar a su forma adulta y el estadio en
gue fue recolectada esa especie, con el ciclo de vida respectivo de cada mosca

identificada para obtener su edad.

Las claves taxonOmicas se van adquiriendo mediante la observacién de los
especimenes al microscopio y la confirmacién de un experto entomélogo. Diversos
articulos dan las claves taxondmicas para hacer una distincién entre familias de

moscas (5)(21). Estas claves se enfocan principalmente en la cabeza, térax y alas.

Algunas desventajas de identificar por medio de las claves taxonémicas son:
v' Las especies que se identifican deben estar en su forma adulta.
v' La observacion en el microscopio puede ser compleja.
v Se debe conocer la anatomia de la mosca.
v" Muchas moscas son similares y se tendria que buscar claves especificas.
v' Se pueden identificar familias con relativa facilidad, pero es complicado

distinguir entre subfamilias.

13



Junto con el analisis morfolégico para clasificar las especies, es posible realizar
una secuenciacion de ADN para determinar los marcadores genéticos que tiene la
especie en cuestion y se compara con una biblioteca, a fin de identificar la
especie correctamente. La identificacion por las claves taxondmicas y el analisis
de ADN se complementan, y con ello se tiene una mayor probabilidad de acertar
en la identificacion de la especie correctamente. Sin embargo, al realizar la

identificacion genéticamente, también se tienen un par de inconvenientes:

1) Es costoso realizarlo.

2) Se necesita tener una base de datos robusta.

Existen proyectos para generar estas bases de datos y mantenerlas actualizadas
como la International Barcode of Life (iBOL) o Barcode of Life Database (BOLD)
(22) pero aun quedan especies por secuenciar y generar los codigos genéticos

para su identificacidén por esta técnica (23).

La identificacién de la especie entomoldgica es crucial para poder estimar cuanto
tiempo lleva el cuerpo en ese estado y en esa ubicacion (24). Por esta razén se
necesitan hacer la datacion de los especimenes recolectados en el estadio que
fueron encontrados. Es importante recordar que las muestras en su mayoria son
larvas y/o pupas, las cuales no se pueden identificar y diferenciar por medio de
analisis morfolégico en ese estado (25) por lo que el método clasico empleado no
se puede usar mas que en especies adultas; lo que conlleva la necesidad de

utilizar andlisis méas especificos como los andlisis quimiotaxonémicos.

Es por esto que se proponen en la literatura y en este trabajo los analisis
guimiotaxondmicos de moscas para ahorrar tiempo y esfuerzo en la caracterizacion
morfolégica y la datacion de las especies presentes en el cadaver. Al realizar estos
analisis quimiotaxonomicos, se tiene mayor certeza de hacer la estimacion del
IPM, brindando con una mayor certeza sobre la fecha en que pudo ocurrir el

deceso.
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El presente trabajo se enfocard en algunos andlisis quimio-taxonémicos para las
identificaciones de diversas especies de moscas que pueden ayudar al entomoélogo
forense sin necesidad de emplear largos periodos de tiempo; como los necesarios
para realizar un andlisis morfologico y que permite distinguir especies de una

manera relativamente més econdémica que los analisis de ADN.

4-Objetivos
v Realizar una revision bibliografica sobre los usos de la quimiotaxonomia en la
entomologia forense para la identificaciébn y datacion de insectos de interés

forense.

v Describir las técnicas empleadas en la identificacion y datacién de especies

entomoldgicas de interés forense.

v' Discutir los alcances y limitaciones de las técnicas revisadas.

v Dar a conocer estas técnicas para que sean empleadas en las investigaciones

forenses correspondientes.

5- Metodologia

5.1-Procedimiento de busqueda
Se efectud una revisién de informacién actualizada acerca del tema a investigar,
en bases de datos como Pubmed (NCBI/Medline), Google Academic, Science
Direct (Elsevier), Scopus, etc. Cada articulo o fuente se descargd mediante el
programa Mendeley. Posteriormente, con el mismo programa se revisaron,
seleccionaron y clasificaron los articulos y documentos mediante los criterios de
busqueda propuestos: intervalos post mortem, analisis de insectos para establecer
el IPM, hidrocarburos cuticulares, entomologia forense, fauna cadavérica, y tiempo
de muerte dado por insectos. Por ultimo, se seleccion6 y ordend la informacion
relevante que cumpliera con los criterios de seleccion planteados. En total se

revisaron 104 articulos.
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6-Informacion general del tema

6.1-Quimiotaxonomia
La quimiotaxonomia es el estudio de la clasificacion e identificacion de organismos
de acuerdo con sus diferencias y similitudes demostrables en su composicion
guimica (26). Esta clasificacion se basa en los compuestos quimicos presentes en
las especies; en este caso se trata de las larvas y pupas de moscas que se hallan
en cadaveres. A diferencia de una clasificacion morfologica, que puede llegar a
tener errores debido a la similitud entre las especies, al caracterizar una especie
por medio de los compuestos en ellas, se hace mas selectivo el andlisis,

disminuyendo asi la probabilidad de cometer errores al realizar la identificacion.

Para obtener una buena clasificacion se debe trabajar con especies puras,
manteniendo su linaje, para poder hacer una comparacion entre las especies
encontradas en el lugar de los hechos y poder distinguir correctamente especies

diferente.

6.2- Fundamentos morfoanatémicos comunes de los insectos
La cuticula de los insectos forma parte de un tegumento externo, es una capa no
celular que cubre el cuerpo de los insectos e interviene en diversos procesos
fisiologicos y mecanicos (27). La cuticula es un exoesqueleto que proporciona
soporte al cuerpo del insecto y un esquema de ella se ilustra mejor en la figura 6
(28).
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Figura 4.- Capas de la epicuticula tomado de Peralta, 2018 (29)

La epicuticula que se muestra en la figura anterior tiene un grosor entre 0.1 y 4 um,
constituida generalmente por tres capas: la interior, la exterior y la capa superficial.
La epicuticula exterior y la capa interior son barreras permeables selectivas y poco
elasticas que limita el crecimiento. La capa superficial, sirve para proteccion y esta
construida por dos secciones; la primera esta formada de capas lipidicas o ceras que
evita la pérdida de humedad y funciona como barrera contra microorganismos y

rayos ultravioleta; la segunda capa sirve como soporte (30).

Las capas superficial externas de la cuticula proveen al insecto regulacién de la
entrada de agua al cuerpo. En la capa superficial en la cuticula estan depositados
lipidos hidrofobicos, asi como ésteres de cera, cetonas, alcoholes, aldehidos, acidos
carboxilicos e hidrocarburos de cadena lineal, que en conjunto son llamados

hidrocarburos cuticulares.

La estructura de los hidrocarburos en insectos es compleja, debido a que estos
compuestos tienen diferentes ramificaciones y dobles enlaces en diferentes

posiciones.(31).
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Los hidrocarburos cuticulares pueden dividirse en tres grupos:
v" N- alcanos.
v' Alcanos metil ramificados.
v' Hidrocarburos insaturados.

Los n-alcanos corresponden al mas del 60% de los compuestos de hidrocarburos
cuticulares presentes en los insectos e intervienen en la regulacion del agua. El
resto, hidrocarburos insaturados y los alcanos metil-ramificados estan relacionados

en la comunicacién entre insectos (31).

La cuticula forma el exoesqueleto que se ilustra en la figura 5 y la componen tres

capas: La epicuticula, la exocuticula y la endocuticula.

/f/r
Epicuticula /,/ <4 s T O _’_’“"
Exocuticula g Bl L [T e T
R 5 , L
ImE RN .
Endocuticula _ ‘1; o I Famt Prociticila
= e . -y Sy 2 1 .‘
Epidérmis — ("8|a[& S SO E=AC

membrana basal

Figura 5.- Capas del exosqueleto tomada de Peralta, 2018 (29).

El cuerpo de los insectos esta formado por veinte segmentos primitivos. La cabeza
presenta la capsula cefalica y los apéndices. El exterior de la cabeza esta formado
por varios escleritos soldados, constituyendo asi una capsula dura, en el dorso se
encuentra la sutura epicraneal. El térax, se divide en tres segmentos: protorax,
mesotérax y metatérax. Las patas estan unidas al torax y se dividen, normalmente,
en cinco segmentos: coxa, trocanter, fémur, tibia y tarso (32). Algunas de estas

partes se ilustran en la figura 6.
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Figura 6.- Estructura general de una mosca tomado de Calle, 2009 (6).

Las especies principales de interés forense y cuyos estudios son relevantes para
este escrito son: Lucilla sericata, Lucila cuprina, Chryosomya megacephala,
Chrysomya putoria, C. rufifacies, Calliphora vicina, Sarcophagahaemorrhoidales y

Megaselia scalairs.

Estas especies son importantes ya que son necréfagas y por su morfologia
fisiologia son capaces de llegar a lugares con poca accesibilidad como un baul o

una habitacién cerrada.

7-Técnicas empleadas para hacer los analisis Quimiotaxondémicos

7.1-Cromatografia de gases
De acuerdo con la unién internacional de quimica pura y aplicada (IUPAC, por sus

siglas en inglés), la cromatografia se define como un método de separacion fisico
en el que los componentes a separar son distribuidos entre dos fases: una parte
gue se encuentra fija (fase estacionaria) y otra que va en una direccion definida
(fase movil) (33), los componentes de una mezcla son transportados por la fase
movil hacia la fase estacionaria y debido a que cada compuesto tiene una afinidad

diferente en ambas fases, esto produce su separacion (34).
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Especificamente, la cromatografia de gases (GC por sus siglas en inglés) utiliza
un gas inerte (normalmente que H2, He o N2), como fase movil y un sélido o
liquido como fase estacionaria. La cromatografia gas-liquido es la mas utilizada
(35). En GC no existe una interaccién entre los compuestos a separar y la fase
movil, la retencion de los compuestos depende de su presién de vapor y a su
afinidad a la fase estacionaria (28). En esta cromatografia, los analitos deben
encontrarse en fase gaseosa para separarse por o que es necesario que sean
volatiles o semivolatiles. La volatilidad de una especie depende de su tamafo y

polaridad: a mayor masa molar y polaridad, la volatilidad serd menor.

Un cromatografo de gases (figura 7) consiste basicamente en un sistema de
manometros, un inyector split/splittess, un horno en el que se encuentra una
columna capilar, un detector y un ordenador (36). Los solutos que eluyen de la
columna cromatografica son registrados por el detector y la representacion grafica
de las sefales de este detector a través del tiempo constituye un cromatograma.
En un cromatograma se observan curvas en forma de picos y cada pico representa
un analito cuando la separacion fue completa (figura 8). El tiempo en el que se
registra la sefial mas intensa de cada pico se conoce como tiempo de retencion del

analito y es caracteristico para cada compuesto en esas condiciones de trabajo.

’

Jeringa de inyeccién
de la muestra Procesador - amplificador

= Y

tr

Regulador de
flujo

Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
programable

Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 7.- Partes de un cromatégrafo de gases, esquema tomado de Mendoza,
2018 (37).

20



mV
630 29
- 560
- 490

-420

- 350

32 36 40 s 48 52 min

Figura 8.- Cromatograma de los compuestos de C.Megacephala, tomado de Zhu;
2006 (38).
NOTA: Se us6 un cromatégrafo Hewlett Packard 5890 con una columna de 25 m Ultra-2 (0.32 mm)

y el detector FID con una rampa de temperatura de 55°C a 230°, y luego de 230°C a 320°C.

Las ventajas de la cromatografia de gases son: analisis rapidos (normalmente de
algunos minutos), alta eficiencia de separacion (debido al amplio uso de columnas
capilares), sensibilidad (pug/mL o ng/mL), pequefio volumen de muestra (uL) y mas

econdmica que otras técnicas (35).

7.2-Espectrometria de masas e instrumentacion
La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en ingles), es una técnica

analitica de alta sensibilidad utilizada para identificar especies no conocidas a
concentraciones muy pequefias. La MS se basa en la ionizacion de los atomos o
moléculas de una muestra y su posterior analisis como iones @gaseosos
dependiente de su relacion masa/carga (m/z) (39). La colision de los iones con
moléculas del aire provoca alteraciones en la trayectoria y fragmentaciones no
deseadas, por lo que la fuente de ionizaciéon y el analizador masico deben estar en

alto vacio (40,41).
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La ionizacion electrénica (anteriormente conocida como “impacto electrénico”) es
una de las técnicas de ionizacion mas utilizada en MS y se ilustra con la figura 9
(41). Consiste en la colision de los atomos o moléculas de la muestra con
electrones acelerados, generados por un filamento incandescente. Normalmente
la energia de los electrones es de 70 eV, como la energia de ionizacion de la
mayoria de los compuestos estd por debajo de 15-20 eV, la energia de los
electrones se encuentra en exceso, lo que ocasiona la fragmentacion de las
moléculas. Se ha observado que la ionizacion electronica a 70eV produce
espectros de masas reproducibles e independientes del instrumento utilizado por
lo que se han creado grandes bases de datos de espectros de masas para facilitar

la identificacion de compuestos en una muestra (31,42).

El procesador proporciona un cromatograma y para cada analito un espectro de
masas que es caracteristico para cada compuesto. La cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (figura 10) combina la separacién rapida y
eficiente de GC con la determinacion estructural de la espectrometria de masas,
brindando una gran sensibilidad a los analisis alcanzando limites de deteccién de
(ng/L) (35). Sele Placa

e repulsora (+)

|_+70V

Filamento 4

Placa
aceleradora (<) =

Lente de
—enfoque (+)

Figura 9.- Esquema de lonizacién por impacto electrénico
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Figura 10.- Ejemplificacion de las partes de un espectrometro de masas de
cuadrupolo.

7.3-Espectrometria de Fluorescencia
La espectrometria de fluorescencia (también llamada fluorometria o

espectrofluorimetria) es un tipo de espectroscopia electromagnética que analiza la
fluorescencia de una muestra. Las sustancias absorben energia y después emiten
parte de esa energia en una onda de longitud diferente. En esta técnica se utiliza
un haz de luz, por lo general luz ultravioleta, que excita los electrones de las
moléculas de ciertos compuestos y provoca que emitan luz de una menor energia,
generalmente luz visible. Para hacer las mediciones se necesita un

espectrofluorimetro (43).

Las partes que componen este instrumento se ilustran en las figuras 11y 12:
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Figura 11.- Partes de un fluorimetro tomado de Skoog; 1994 (44).
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Figura 12 .- Esquema de un espectrofluorimetro con tubo fotomultiplicador (64)

En la medicion de fluorescencia, una lampara fluorescente emite luz ultravioleta
(365 nm) que incide sobre la muestra y la excita. La sefial resultante es
captada por los detectores. Esta técnica también se ha usado para determinar el

IPM.
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8-Métodos quimiotaxonOmicos para datar las especies.

Los entomologos forenses se basan en el tamafio y desarrollo para estimar la
edad de la mosca y, a partir de ésta calcular el intervalo post mortem (45); pero
esto no es lo mas preciso ya que los estadios de las moscas pueden variar por
diversos factores como la temperatura a la que se encuentra el cuerpo, la

disponibilidad de nutrientes, el sitio donde son recolectados, etc.

El método mas comun y que se practica recurrentemente consiste en dejar crecer
a las larvas y pupas recolectadas en una camara climatica, para después hacer
una identificacion morfolégica de las especies recolectadas (25), pero un gran
inconveniente de este método es el tiempo necesario para realizarlo y el equipo

disponible en el laboratorio.

Para tener mas informacion sobre los especimenes es necesario realizar analisis
mas especificos que puedan estimar una edad y permitan una identificacion mas
exacta sobre las moscas, pupas y larvas recolectadas. Debido a que la mayoria de
los especimenes obtenidos son larvas y pupas que resulta dificil identificar la

especie, por la falta de caracteres morfologicos.

Algunos de los andlisis mas especificos que se realizan en estos casos:
v Analisis de hidrocarburos cuticulares.
v' Andlisis de compuestos organicos volatiles.
v" Andlisis de fluorescencia de pteridina.

El anadlisis de los compuestos organicos, en especial de los hidrocarburos
cuticulares de los insectos, es el método mas utilizado (25), dado a que ya se han
identificado diversos compuestos en el ciclo de vida de estos. Todos los insectos
tienen hidrocarburos cuticulares, esos hidrocarburos a menudo son caracteristicos
de una especie en particular y proporcionan informacion del sexo de la especie y/o

parte del ciclo de vida.
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8.1-Analisis de los hidrocarburos cuticulares
Los compuestos cuticulares son componentes de la capa superficial de ceras que

estan en la epicuticula de los insectos (46,47) y sirven para proteger al insecto de
diversas maneras, en particular, al proporcionar una barrera para la infiltracion de
insecticidas y toxinas (48).

Los hidrocarburos cuticulares son especificos de cada especie ya que varian
cualitativa y cuantitativamente dependiendo de la especie y su edad (38,46), por
esto es posible diferenciar y datar la edad de los insectos o artrépodos mediante la
obtencién de los perfiles de hidrocarburos cuticulares.

Los hidrocarburos cuticulares, que estan contenidos en la capa cerosa de la
epicuticula han sido estudiados en diversas familias de dipteros, y se ilustra en la
tabla 1, en dichos estudios se usaron las pupas ya que la degradacion quimica es

lenta en esta etapa de vida de las moscas.

8.1.1 Metodologia general de andlisis de hidrocarburos cuticulares.

De acuerdo con la literatura revisada (24, 25,26,32, 46) el analisis de hidrocarburos

cuticulares se puede simplificar en los siguientes pasos:

1- Obtener las muestras para el andlisis (moscas adultas, larvas o pupas).
2- Sacrificar las especies (por congelacion).

3- Realizar la extraccion de los compuestos, principalmente con hexano
mediante una extraccién solido-liquido

4 - Concentrar los compuestos extraidos (opcional).
5- Adicionar un estandar interno (opcional).
6- Hacer la inyeccion de 1-2 uL en modo splitless.

7- Obtener el cromatograma y la identificacion de los picos por medio de
bibliotecas (NIST).

8- Efectuar el analisis de los datos obtenidos.
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Tabla 1.- Compuestos presentes en las especies de importancia forense (pupas)
tomado de Ye G; 2007 (49)

ESPECIE
Compuesto A.grahami C.megacephala L.sericata A.rufifacies B.peregrina | P.crassipalpis
Tricosano v 4 v 4 v v
2- 4
metilquadracosano
Pentacoteno a v
Pentacoteno b v
Pentacosano v v v v v v
9,11,13- (4 4 v v v v
trimetilpentacosano
7-metilpentacosano | v/
3-metilpentacosano | v/ v v v v
Hexacosano v v v v v v
3,7- 4
dimetilpentacosano
2-metilhexacosano | v v v v
Heptacoteno a v v
Heptacoteno b v v
Heptacosano v v v v v v
2,4- 4
dimetilhexacosano
9,11,13- v v v v v v
trimetilheptacosano
7-metilheptacosano | v/ v v v
5-metilheptacosano | v/ v v v
3,4- v
dimetilheptacosano
11,13- 4
dimetilheptacosano
3-metilheptacosano |V 4 4 v v v
Octocosano 4 4 4 v v v
6-metiloctocosano | ¥ v
4-metiloctocosano v
2-metiloctocosano | v/ v v v
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Los compuestos marcados en rojo tienen gran importancia, ya que estos son los
gue sOlo estan presentes en ciertas especies y son caracteristicos para diferenciar
las especies, asi que, si en algun analisis de detectan estos compuestos se podra

identificar una especie en particular.

A primera vista se observa en la tabla que las seis especies empleadas tienen un
perfil de hidrocarburos cuticulares similares entre si; en su mayoria son n-alcanos
seguidos de monometil-alcanos, pero los compuestos marcados en rojo son
especificos para una sola especie en particular. Es importante mencionar que este

tipo de analisis quimiotaxonémicos presentan las siguientes ventajas:
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1) Las pupas dafiadas se pueden utilizar para el analisis.
2) Los hidrocarburos cuticulares son moléculas relativamente estables que se

pueden utilizar para muestras mas antiguas.
3) Se pueden analizar especimenes de museo con alfileres

4) Las muestras individuales proporcionan un patron GC-MS util.

Este método es simple, factible y rentable en comparacion con la
identificacion tradicional utilizando caracteres morfologicos, especialmente

para especialistas forenses con pocos conocimientos entomolégicos.

Diferentes estudios como los hechos por Zhu (49,38) pueden indicar la
composiciéon de los hidrocarburos de una especie, es importante mencionar que al
realizar la identificacion se puede hacer una distinciéon entre subfamilias de la
especie, para esto se buscan compuestos especificos en los perfiles de
hidrocarburos cuticulares, ya que los perfiles pueden ser muy similares (50).
Siguiendo esta linea de estudios también se ha comprobado que la composicion
cambia debido a la edad del espécimen (51), es por ello que este analisis quimico

de hidrocarburos cuticulares tiene alta relevancia en la entomologia forense.

La determinacion de estos compuestos mediante la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas permite monitorear los diferentes
compuestos en sus otras etapas de vida (45,38,52,53).

La mayoria de los compuestos son alcanos y alquenos de cadenas largas (20- 30
carbonos), la abundancia de alcanos de alta masa molar, de longitud de cadena
mayor que C25 aumenta gradualmente con la edad (54). En la figura 13 se
muestra la proporcién de algunos compuestos en funcion de la edad para la

especie Aldrichina grahami.

En el estudio realizado por Hong (54) se seleccionaron varios hidrocarburos y se
usaron para establecer una ecuacion de regresiéon multiple para la determinacién
exitosa de la edad de las larvas. En esta investigacion se descubrié que algunos
cambios fisioldgicos y bioquimicos son indicadores potenciales de la edad de las
moscas, en la figural3 X se muestra que la abundancia relativa de ciertos picos

tiende a incrementar conforme pasan los dias y esto es un indicador y un
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diferenciador de la edad que tendrian las moscas de acuerdo con el dia en que
son recolectadas y analizadas.

Comparacion de la proporcion compuestos n-C25 n-C27
n-C31 respecto de la edad de las moscas

20
18
16
14
12

10 I |
e Bm= m = ] |
4 5 6 7 8

Dias después de la ovopocion

Relacién con el pico n-C29

o N B O 0

Hn-C25 Mn-C27 n-C31

Figura 13.- Graficos elaborados a partir de lo reportado por Hong, 2014 (54).

En lo reportado hay un incremento en el contenido de los hidrocarburos de alta
masa molar (cadenas de mas de 25 carbono), este aumento de hidrocarburos
puede mejorar la impermeabilizacion y protegerlos de los ambientes adversos,
especialmente a temperaturas mas altas y de menor humedad. Se ha observado
gue a mayor temperatura se produce una mayor cantidad de hidrocarburos
cuticulares, ademas a temperaturas altas se incrementa la tasa de desarrollo ddas
larvas y puede hacer que cambie el perfil de los hidrocarburos cuticulares, al igual
gue la humedad, ya que al deshidratarse los especimenes habran bastantes

compuestos que protejan al cuerpo y con ello evitar la pérdida de agua en ellos.

A continuacién, se muestra una tabla que compara los perfiles de los compuestos
presentes en la especie Crhysomya putoria, del dia 1 al 5 después de eclosionar.
En la tabla 2 (marcado con negritas), se mencionan los compuestos presentes en

un solo dia de crecimiento de Crhysomya putoria.

30



Tabla 2.- Comparacion de las abundancias relativas de los compuestos de una hembra de

Crhysomyaputoria a través de 5 dias después de eclosionar. (Vianna, 2016) (55).

PICO COMPUESTO DiA 1 DIA 2 DIA 3 DIiA 4 DIA 5
1 nC21 0.20 0.16 0.13 1.14 0.13
2 nC23 0.26 0.21 Nd Nd 0.29
3 11MeC23 0.18 Nd Nd Nd 0.1
4 3MeC23 0.11 Nd Nd Nd Nd
5 C25:2 Nd Nd Nd 0.13 0.15
6 C25:1 0.70 0.11 Nd Nd 0.11
7 nC25 0.63 0.32 0.22 0.25 0.66
8 13,11MeC25 2.03 0.54 0.47 0.35 1.49
9 3MeC25 0.42 0.16 0.11 Nd 0.12
10 nC26 0.11 0.16 0.14 0.14 0.16
11 13MeC26 0.19 0.12 0.11 0.54 0.15
12 2MeC26 0.32 0.79 0.5 Nd 0.39
13 Cc27:1 1.19 0.87 1.25 1.26 0.92
14 nC27 2.61 2.86 3.10 3.57 411
15 13,11MeC27 3.43 1.49 1.70 1.25 1.99
16 7MeC27 0.60 0.27 0.39 0.40 0.22
17 2MeC27 0.42 0.21 0.13 Nd 0.14
18 3MeC27 2.04 1.05 0.82 0.63 0.85
19 Nc28 0.54 0.79 0.73 0.74 0.88
20 14-,13MeC28 0.28 Nd 0.15 0.12 0.11
21 2MeC28 14.63 15.19 9.29 8.19 7.31
22 C29:1 Nd 2.97 5.17 6.63 3.54
23 nC29 10.73 13.31 13.40 17.48 19.32
24 15- ,13MeC29 7.69 5.53 6.42 5.36 4.07

25 13,17DiMeC29 1.30 Nd Nd Nd Nd
26 2MeC29 0.89 0.49 0.43 0.22 0.26
27 3MeC29 1.91 1.48 1.30 1.08 0.98
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28 nC30 0.96 0.86 1.02 0.92 1.27
29 15-,14MeC30 1.05 0.29 0.29 0.26 0.25
30 C31:2 Nd Nd 0.14 Nd Nd

31 2MeC30 14.11 18.18 11.46 8.28 9.03
32 C31:1 6.22 14.34 21.63 26.72 21.80
33 6,16DiMeC30 3.25 Nd Nd Nd Nd

34 nC31 4.01 5.76 5.85 5.81 8.16
35 15-,13MeC31 10.89 7.01 8.21 5.69 6.49
36 13,17DiMeC31 1.87 1.02 0.91 0.29 0.48
37 15,21DiMeC31 0.67 Nd Nd Nd Nd

38 3MeC31 0.41 0.27 0.27 0.14 0.16
39 nC32 Nd 0.11 0.18 0.14 0.19
40 15MeC32 0.18 0.20 Nd Nd Nd

41 C33:2 0.16 0.43 0.69 0.18 0.34
42 2MeC32 0.42 0.47 0.37 0.19 0.26
43 C33:1 0.99 1.26 1.99 1.90 2.21
44 17-15MeC33 0.60 0.27 0.39 0.25 0.38
45 13,19DiMeC33 0.33 Nd Nd Nd Nd

45 11,19DiMeC33 Nd Nd Nd Nd 0.17

El pico 45 representa un alcano diferente del dia 1 y el 5. Tienen el mismo tiempo de retencion,

pero
tienen un metilo en una posicién diferente.

NOTA: Estos compuestos son hidrocarburos y el niumero a lado de la C (carbono) es el nimero de atomos de
carbono que conforma dicho compuesto, si tiene un nimero antes indica que tiene una ramificacion en ese
namero de carbono del compuesto mencionado

Nd :significa No detectable

En la tabla 2, se han marcado en negritas los compuestos presentes en un solo
dia de crecimiento de Crhysomya putoria. Esta informacion sirve para hacer la
datacion de la especies ya que al tener el comparativo de las abundancias relativas
de ciertos compuestos junto con los compuestos presentes en solo un dia de
crecimiento se puede estimar exactamente la edad del espécimen cuando fue

encontrado.
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En seguida, se muestran los cromatogramas de las muestras que contienen los
hidrocarburos cuticulares correspondientes a los diferentes tiempos del ciclo de

vida de Chrysomia putoria. (Figuras 14 a 18).
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Figura 14.- Cromatograma de los hidrocarburos cuticulares de Chrysomia putoria
de un dia de edad (Braga, 2016) (55).
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Figura 15.- Cromatograma de los hidrocarburos cuticulares de Chrysomia putoria
de dos dias de edad (Braga, 2016) (55).
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Figura 16.- Cromatograma de los hidrocarburos cuticulares de Chrysomia putoria
de tres dias de edad (Braga, 2016) (55).
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Figura 17.- Cromatograma de los hidrocarburos cuticulares de Chrysomia_putoria
de cuatro dias de edad (Braga, 2016) (55).
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Figura 18.- Cromatograma de los hidrocarburos cuticulares de Chrysomia_putoria
de cinco dias de edad (Braga, 2016) (55)

Nota: Se utilizé6 un cromatégrafo Thermo-Finnigan Trace acoplado a un espectrémetro de

masas Polaris Q Mass para obtener estos cromatogramas

Estos cromatogramas ilustran como hay variacion en la proporcién presente de los
compuestos, dias después de la eclosiébn de la mosca, por ejemplo, los
compuestos 21(2-metil octacosano), 22(1-nonacoseno), 30 (hentriaconteno) y 31
(2-metil triacontano) los cuales presentan variacion de abundancia que tienen
entre los dias. Esta variacion en la abundancia de los compuestos indica que en
ciertos dias se encontrara en mayor proporcion un compuesto que el otro, sin
embargo, el perfil de los hidrocarburos seguira constante, por lo que se puede
inferir que no importa el dia en que sean encontrados los especimenes, la
identificacion del espécimen, en este caso una hembra, sera correcta. Asimismo
se encuentran compuestos especificos en el primer, tercer y quinto dia después de
eclosionar. Los cuales son los compuestos 25 (3,17- dimetil nonacosano), 30
(hentriaconteno), 33 (6.16-dimetil triaconteno), 37 (15,21- dimetil hentriacontano) y
el 45(11,19-dimetil tritriacontano) que se pueden observar en negritas en la tabla

2, que nos sirven para hacer la datacion del insecto.

El ejemplo mas evidente en la variacion de la abundancia es el compuesto numero
22 (1-nonacoseno) ya que no esta presente en el cromatograma del primer dia de
eclosionada la mosca, pero se puede observar en los dias posteriores hasta igualar

la altura de pico del compuesto 21(2-metil octacosano).
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8.2-Compuestos Organicos volatiles
La estrategia de cuantificacion es muy parecida a la empleada para la
determinacion de los hidrocarburos cuticulares presentes en las moscas de
importancia forense, puesto que también utiliza la técnica analitica de
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas. Si bien, ya se
tienen estudiados diversos perfiles de los hidrocarburos cuticulares de las moscas
y los cambios que se tienen de acuerdo con las edades, los compuestos
organicos volatiles no han sido muy estudiados, pero al igual que con los
hidrocarburos se pueden emplear para hacer una estimacién de la edad del
espécimen mediante la cuantificacion de los compuestos presentes que pueden

ser: alcoholes, ésteres y acidos grasos (56).

También se han aislado acidos grasos y esteroles de las moscas. De los primeros
compuestos en mayor proporcion son: el acido palmitico que es predominante, el
acido palmitoleico, el &cido oleico, el acido linoleico y pequefias cantidades de
acido estearico. Se sabe que estos lipidos proporcionan resistencia a la
desecacion y a las infecciones por hongos y bacterianas (57). En cuanto a los
segundos se han hallado esteroles, incluidos el colesterol, el campesterol y el
sitosterol, aunque el colesterol parece ser el mas sisteméaticamente abundante
(58).

El perfil de estos compuestos organicos volatiles también puede presentar
fluctuaciones como el perfil de hidrocarburos cuticulares, estos cambios pueden

ser por la edad, la dieta, factores ambientales.

En la técnica empleada para hacer la estimacion del intervalo post mortem (IPM)

hace uso de la micro extraccién en fase sélida, SPME por sus siglas en inglés.

8.2.1-Micro extraccion en Fase Solida (SPME).
Esta técnica analitica consiste en dos procesos: una extraccion y una pre

concentracion de los analitos contenidos en la muestra. En primera instancia, una
fibra de silice unida generalmente a una fase estacionaria polimérica es expuesta
a la muestra, donde existen equilibrios entre la muestra y la fase estacionaria. En la
segunda etapa, la fibra con el analito adsorbido se transfiere al instrumento para

su desorcion, separacion y cuantificacion (59,60).
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Esta técnica se ha empleado principalmente en la extraccion de compuestos
organicos volatiles, semivolatiles, muestras acuosas, generalmente ambientales,

biolégicas, pero también se puede utilizar en muestras sélidas y gaseosas (61).

El principio de la SPME se basa en un equilibrio de reparto de los analitos entre la
muestra y la fibra (fase estacionaria). El dispositivo para SPME (figura 19), consiste
en un contenedor de fibra parecido a una jeringa, éste contiene una barra de acero
inoxidable semejante a una aguja dentro de la que se halla una fibra de silice
fundida, y que puede ser expuesta 0 retraida y se tiene una capa relativamente
delgada de alguna de las fases estacionarias poliméricas, en la cual los analitos

organicos son adsorbidos desde la matriz de la muestra.

Embolo

_Tambor de la jeringa
~Tornillo de retencién
Ranura en forma de Z
Ventana de eje
/ 1|

o ==

7T—Cuerpo central .
] f,Agwa
{“Muelle tensor /
Séptum Tubo que
—— sujeta lafibra

Fibra de silice

Figura 19.- Esquema del dispositivo de Microextraccion en Fase Sélida (SPME)
tomado de Mejia: 2017 (62)
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Existen tres tipos de la extraccion por SPME:
* Extraccion Directa (SPM/DE)
En la extraccion directa se sumerge la fibra directamente en la muestra liquida.
* Headspace (SPME/HS)

En Headspace la fibra se expone sobre la muestra, donde se esta generando un
vapor mediante un calentamiento de la muestra, esta técnica tiene una ventaja con
los compuestos volatiles, puesto que los de alto peso molecular o no volétiles se

guedaran en la muestra y no llegaran a la fibra.
* Extraccion Protegida con Membrana (SPME/MP)

En la técnica de proteccién con membrana (figura 20), la membrana sirve como
barrera para las muestras que son complejas y tienen muchas interferencias, al tener

una membrana a extraccion es mas selectiva para el analito de interés.

Fibra
Headspace \
{muestra} /Membrana

Fase estacionaria
{polimero)

Muestra

A) SPME/DE B) SPME/HS C) SPME/MP

Figura 20.- Representacién de los tipos de extraccién para SPME tomado de (Vas G: 2004) (60)
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8.2.2-Metodologia para los compuestos organicos volatiles.

En términos generales, el analisis de compuestos organicos se puede resumir en los

siguientes pasos:

1- Tener las moscas para realizar el estudio y sacrificarlas.

2- Limpiar con agua destilada.

3- Hacer una micro extraccion en fase solida.

4- Levar a cabo la desorcion en el inyector del cromatégrafo de gases.

5- Realizar el analisis por cromatografia de gases acoplada al espectrémetro
de masas.

En un estudio realizado por Frederickx (61) se determiné la edad de las moscas
necrofagas presentes en un cuerpo, mediante el analisis del perfil de compuestos
organicos volatiles, empleando a la mosca Callijphora vicina que son de las primeras
en llegar y colonizar al cadaver. Este estudio buscana demostrar la viabilidad del uso
de los compuestos organicos volatiles para determinar la edad de esta especie y
complemnetar esta técnica en conjunto con el analisis por medio de hidrocarburos
cuticulares. En seguida, se muestra un cromatograma obtenido en esta investigacion
realizado por Frederickx, en el que es posible observar la abundancia de algunos
compuestos identificados por su tiempo de retencion y posteriormente en la tabla X
donde se aprecian los resultados de los perfiles obtenidos de compuestos organicos
volatiles, de acuerdo al estadio en el que se encontraban las especies analizadas y
que con base en la abundancia de los compuestos presentes es posible estimar cada

estadio de la especie propuesta.
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Se utilizé una extraccion SPME (DVB-CAR-PDMS) en un cromatdgrafo Agilent 6890N acoplado con
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un detector masico Agilent 5973 a una energia de ionizacién de 70 eV con un intervalo m/z de 35 a

350 uma, una columna HP-5 (30m x 0.25mm, 0.25um) con una temperatura de 40°C por 8 minutos,

después una primera rampa de temperatura que incrementa 8°C por minuto hasta llegar a 115°C, la

segunda rampa incrementa la temperatura 50°C por minuto hasta llegar a 290°C y se mantiene esa

temperatura por 8 minutos.

1900 2000

Figura 21.- Cromatograma de los compuestos organicos volatiles de C.vicina tomado

de (Frederickx, C:2012) (63).

En las investigaciones de Frederickz y col. Se realizo el perfil de los compuestos

organicos volatiles en las tres etapas larvales y en su forma de pupa hasta antes de

eclosionar recopilando los datos en la tabla 3.
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Tabla 3.- Compuestos organicos de C.vicina en su etapa de larva y pupa tomado de

Frederickx, C:2012 (63).

Larva Pupa
. Estadio .
Tiempo de Compuesto Iarvall Dia
retencion 11213 41516 (71819 |10
1.25 N,N-dimetilmetanamina !
1.55 Metanotiol L]
1.60 Etanol
1.64 2 - propanamina
1.69 2 -propanona
1.79 2 - metil-2 - propanol
2.29 Etanoato de etilo
2.31 Acido acético
2.68 3-metilbutanal
2.79 2-metilbutanal
283 isobutanol
3.16 2-butanona !
3.21 1-metoxi-3-metilbutano
3 64 3-hidroxi-2-butanona -
3.78 Metilciclohexano
410 3-metil-1butanol -
4.18 2metil-1butanol
419 Metil-isobutil-cetona
4.31 Metildisulfonilmetano
5.93 Octano
6.24 Hexanal
7.30 2,4-dimetilheptano
7.54 n-etil- 1,3ditiosoindolina
815 2-metilpropil-3-metilbutanoato
8.56 N-(2-aminoetil)-etano-1,2- diamina
9.01 2-metilbutanoato de etilo .:.
9.12 3-metilbutanoato de etilo
9.39 Etilbenceno
9.65 1,4-dimetilbenceno
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9.76

1,3-dimetilbenceno

10.16 3-metilbutilacetato

10.39 2-metilbutilacetato

10.50 1,2-dimetilbenceno

11.20 Heptanal

11.21 Metoxibenceno

11.83 4-metil-1- propan-2-o-il-biciclo[3.1.0] hex-3-eno
12.27 4,7,7-trimetilbiciclo-3-hepteno

12.52 6,6-dimetil-5- metildienobicicloheptano
13.09 2-metil-5- propan-2-il ciclohexa-1,3-dieno
13.17 Benzaldehido L[]
13.38 (E)-4- metildieno-1- propan—2-il bicilcohexano
13.39 Trisulfuro de dimetilo

13.39 (z)-4-metildieno-1- propan-2-il bicilcohexano
13.46 7,7-dimetil-4- metildienbicicloheptano
13.70 1-metil-2- propan-2-ilbenceno

13.85 Fenol

13.95 7-metil-3-metilideno octa-1,6-dieno

14.09 2,2,4,6,6-pentametilheptano

14.43 3,7,7-trimetilbiciclohept-3-eno

14.59 1-metil-4-propan-2-il ciclohexa-1,3-dieno
14.83 1-metil-4- propano-2-ilbenceno

14.92 3-metildieno-6-propan -2-il ciclohexeno
15.14 1-metil-4- propan-1-en-2-i | ciclohexeno
15.33 1-metil-4- propan-1-en-2-il dienciclohexeno
15.47 3(E)-3,7-dimetilocta-1,3,6trieneo

15.71 1-metil-4- propan-2-il ciclohexa-1,4-dieno
15.78 2,2 5-trimetilhexano

16.17 2,4-dimetilundecano

16.96 Nonanal

17.17 (1R,4S)-1-metil-4-propan-2-il ciclohexa-2-en-1-ol
17.65 4,7,7-trimetilbiciclohepta-3-en-2-ol
17.92 7,7,-dimetil-4- metildienbiciclohepta-3-ol
18.09 4-metil-1- propan-2-il ciclohexa-3-en-1-ol
18.25 2-(4-mtilciclohexa-3-en-1-il)propan- 2-ol
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18.30 2-(2-butoxietoxi)-etanol

18.85 1H-indol

19.06 5-prop-2-enil-1,3- benzodioxol

19.34 Butilbutanoato

19.51 . (1S_,3R,4S,_8S)-decahydro—

4 ,8,8-trimetil-9-metilen-1,4- metanoazuleno

19.53 3-hidroxi-2,4,4-trimetilpentil-2-metilpropanoato

19.57 8-isopropil-1,3-dimetil triciclo dec-3eno

19.65 1,2-dimetoxi-4-prop-2- enilbenceno

19.78 (1R,42,9S)-4,11,11-trimetil-8-metildien biciclo
undec-4-eno

19.78 2.4-ditert-butilfenol

20.12 4-metoxi-6- prop-2-enil-1,3-benzodioxol

20.37 2,6-dimetoxi-4- prop-2-enilfenol

20.74 Acido tetradecanoico

20.96 Acido pentadecanoico

21.11 3-decanoiloxi-2-hidroxipropildecanoato

21.16 Acido (E) hexadec-9-enoico

2122 Acido hexadecanoico

21.25 Etil hexadecanoato

2142 Acido heptadecanoico

2156 Acido (Z) octadecenoico

21.65 Acido heptadecen-8-cabonoico

21.99 Acido octadecanoico

22.56 Octadecano

22.66 Nonadec-1-eno

22.75 Eicosano

22.93 9Z -tricoseno

(6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexametil
24.37 tetracosa-2,6,10,14-hexeno
(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13dimetil-17[(2S)-
2752 metilheptan-2-il)]- 2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-

dodecahydro-1H-ciclopentafenantren-3-ol
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Compuestos presentes en 3-4 muestras

Compuestos presentes en 2 muestras

Este experimento permite definir la edad del espécimen en cuestion, si bien hay
compuestos que estan presentes en la larvas y pupas, hay otros compuestos
como los azufrados, cetonas, aldehidos y alcoholes que solo son emitidos por las
pupas, en el caso de las larvas, los compuestos acidos son los que se presentan

en esta etapa de su crecimiento.

Con este experimento se puede comprobar que el uso de los compuestos
organicos volatiles para realizar el perfil de alguna especie, asi como determinar
la edad de esta, son validos y se pueden emplear ya que existen diferencias en los
estadios de la mosca y asimismo se pueden agrupar por dias de pupa al detectar
ciertos compuestos presentes solamente en esos dias.

Entre los compuestos detectados en este experimento realizado con las larvas y
pupas se encontraron compuestos marcadores de descomposicién cadavérica,
principalmente compuestos de azufre, que por el momento se asocian a la larva,
pero que también pueden ser provenientes del propio cadaver.

Con esto se muestra que no solo los hidrocarburos cuticulares se pueden emplear
para determinar la edad, o hacer la identificacion de un ejemplar, si bien es el
método que mas se utiliza, los compuestos organicos volatiles también pueden

cumplir la funcién de identificacion y datacién para calcular el IPM.

8.3-Analisis de fluorescencia de pteridina.
Este método se basa en la cantidad de pigmentos fluorescentes presentes en las
moscas, es decir, las pteridinas, que son productos de degradacién del
metabolismo de las purinas y se acumulan con el tiempo en los compuestos de los
0jos, tienen la ventaja de ser aplicables tanto a los insectos machos como a los
hembras (45).
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La pteridina es un compuesto quimico cuya composicion se basa principalmente
en anillos de pirimidina y pirazina. (Figura 20) El nombre “pteridina” es un término
de raiz griega, derivado de la palabra “pteron”, que significa ala. Este término se
propuso para denominar al sistema de anillos condensados pirazino-(2-3)
pirimidino. N

= =~ N

SN

N N

Figura 22.- Estructura de la pteridina (64).

En el experimento descrito por Zhu (65), se hicieron crecer en higado de cerdo
moscas adultas de C. megacephala que se reprodujeron para tener una nueva
camada de moscas a diferentes condiciones que fueron; 16°C, 20°C, 24°C, 28°Cy

32°C, con un periodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Las muestras empleadas en el experimento fueron tomadas en intervalos de 3 dias

durante 30 dias, después de colectadas las muestras se congelaron a -70°C.
A continuacioén, se describe con detalle la metodologia empleada en este articulo.

8.3.1- Metodologia del estudio por fluorescencia de pteridina.

1- Tener las moscas para realizar el estudio.

2- Retirar la cabeza a las moscas

3- Adicionar 4mL de amortiguador Tris -HCI pH=8.0 (por cada cabeza
analizada)

4- Centrifugar a 10000rpm durante 4 minutos

5- Medir el sobrenadante en el espectrofluorimetro para obtener el nivel de nivel

de fluorescencia de pteridina en la cabeza (HPF por sus siglas en inglés) de

una mosca adulta
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Se estim6 su edad con las siguientes ecuaciones:

Las hembras: FP = ef + (t - a;) dgry,
para los machos: MP = e, + (t - am) dmrm donde:

Donde:
F= moscas hembras.
M= moscas macho.

P = nivel de HPF medido como fluorescencia.
e = media de los niveles de HPF de 0 dias de edad moscas (es decir, la media de

las intersecciones de diferentes ecuaciones de regresion lineal entre el nivel de
HPF y edad a diferentes temperaturas constantes).

t = media de la temperatura ambiente del tiempo muestreado al posible tiempo de
eclosion.

as = limite de temperatura umbral para la produccion de pteridina en moscas.
d = edad post eclosion en dias para moscas.

r = tasa de acumulacion de pteridina por 1 ° C por dia para las moscas.

Otro modelo matemético para hacer la estimacion de las edades es el siguiente:

FPi=ef+ ) FV;
MPi=en +> MV,

Donde:

P = nivel de HPF medido como fluorescencia al tiempo i (horas o dias).

V= tasa de acumulacion de pteridina por 1 ° C por dia u horas para las moscas.

e = media de los niveles de HPF de 0 dias de edad moscas (es decir, la media de
las intersecciones de diferentes ecuaciones de regresion lineal entre el nivel de

HPF y la edad a diferentes temperaturas constantes).
El ultimo método para hacer este calculo es el siguiente:

FP = ef+ Vids

MP =eqy + Vi, dn
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Donde:

P = nivel de HPF medido como fluorescencia al tiempo i (horas o dias).

V= tasa de acumulacion de pteridina por 1 ° C por dia u horas para las moscas.

e = media de los niveles de HPF de 0 dias de edad moscas (es decir, la media de
las intersecciones de diferentes ecuaciones de regresion lineal entre el nivel de

HPF y edad a diferentes temperaturas constantes).

d = edad post eclosion en dias para moscas.

Con estas ecuaciones se sacan las relaciones lineales entre la edad estimada (y) y
la edad cronoldgica de las moscas (x). Para evaluar este método se hace una
comparacion estadistica con el nivel de fluorescencia obtenido experimentalmente,
con el nivel tedrico que deberian presentar las moscas, para confirmar que no hay

una diferencia significativa, se realiza un analisis ANOVA.

Al incorporar todos los datos para los métodos antes mencionados se obtienen las
ecuaciones para la regresion lineal entre los niveles de pteridina (Y) y la edad de
las moscas (X) a diferentes grados de temperatura, éstas se muestran en las

tablas 4 y 5.

Tabla 4.- Ecuaciones de las regresiones lineales a diferentes grados de

temperatura para hembras tomada de Zhu;2003 (65)

Temperatura (°C) Ecuacion de regresion lineal .
16 Nivel de HPF= 8.82792 + 0.3939edad 0.8819
20 Nivel de HPF = 9.4313+ 0.4166edad 0.9076
24 Nivel de HPF = 9.4218+ 0.4639edad 0.8901
28 Nivel de HPF =9.9455 + 0.6802edad 0.9357
32 Nivel de HPF =9.3044 + 1.0961edad 0.9296

Tabla 5.- Ecuaciones de las regresiones lineales a diferentes grados de

47



-rm< -z

temperatura para machos tomada de Zhu;2003 (65).

Temperatura (°C) Ecuacion de regresion lineal (2
16 Nivel de HPF = 8.0316 + 0.6333edad 0.9070
20 Nivel de HPF = 97851 + 0.7133edad 0.9095
24 Nivel de HPF = 9.2160 + 0.9249edad 0.9324
28 Nivel de HPF =10.2488 + 1.3158edad 0.9518
32 Nivel de HPF = 10.0705 + 1.4796edad 0.9672

A continuacion se muestran los gréficos obtenidos del experimento y las
ecuaciones a 24°C, con los que se pueden estimar los dias de vida de las moscas,

hembras y machos, en funcion del contenido de pteridina contenido en las cabezas

de las moscas.
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Figura 23.- Gréfico para la estimacion de la edad a partir de los niveles de HPF en
las cabezas de (a) hembras y (b) machos mediante la ecuacién de regresiéon

lineal a 24°C tomada de Zhu;2003 (65).
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Con este experimento se demuestra que la estimacion de la edad de las
moscas es un poco mas facil, ya que, como ilustran los graficos anteriores, solo
se hace la relacion del nivel de pteridina presente en los especimenes y se
obtiene un estimado de los dias que tendria el espécimen recolectado en la
escena. En comparacion con los otros métodos, en este no se obtiene un perfil o
se busca un compuesto especifico para obtener la edad de las moscas, solo con
la medicion de pteridina se obtiene el dato que se busca, ademas; tampoco
requiere una preparacion compleja de la muestra para hacer la medicién de
pteridina de las moscas teniendo asi un método mas sencillo en la preparacion y

obtencion del resultado requerido.
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9-Discusion

Los métodos quimiotaxondémicos permiten identificar y datar la edad de los
insectos, con lo que se puede determinar el intervalo post mortem sin seguir el
método clasico (dejar crecer a los insectos y hacer una identificaciéon bajo el
microscopio). Como ya se revisO anteriormente, los analisis expuestos en este
escrito cumplen con el objetivo de poder determinar la especie de insecto y el
tiempo que un cuerpo lleva expuesto en la intemperie gracias a la datacion que
también se puede llevar a cabo sin tomar tanto tiempo para realizar el analisis para
obtener un resultado, pues principalmente se trabaja con larvas y pupas de las

maoscas.

Para hacer la estimacion del IPM por los métodos que emplean la cromatografia de
gases es necesario conocer el ciclo de vida de las especies encontradas, por lo
gue su correcta identificacion es sumamente importante. Como ejemplo se tomara
a la mosca Lucila Sericata que tiene un ciclo de vida de 35 dias, donde su estado
de huevo dura un dia, su estadio larval 12 dias, su estadio de pupa 10 dias;
entonces si se recolecta una pupa que mediante el andlisis de hidrocarburos
cuticulares se identifica como la especie de Lucila Sericata, al obtener esta
informacion junto con el ciclo de vida se estima que el cuerpo encontrado puede
tener 14 a 23 dias.

Los métodos mas empleados para reducir el tiempo de analisis sin dejar crecer al
insecto hasta su forma adulta, son los que emplean la cromatografia de gases
acoplada a masas, y presentan una gran ventaja sobre el andlisis que se realiza
con pteridina, pues estos experimentos se pueden realizar al llegar al laboratorio
con los especimenes recolectados, en contra parte, el andlisis que se hace
mediante el nivel de pteridina en los ojos de las moscas necesita dejar crecer el
insecto hasta su forma adulta para llegar al resultado final esto puede tardar dias o
semanas, dependiendo en qué fase se encuentre el insecto recolectado en la
escena. Aunque cabe mencionar que en el caso del analisis de los compuestos
organicos volatiles, también hay que dejar un tiempo especifico para hacer la

micro extraccion en fase solida (SPME).
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Los andlisis entomoldgicos se ven afectados por diversos factores como: el clima
de la region donde fue encontrado el cadaver, qué tan expuesto estaba a la
intemperie o si fue en un espacio cerrado de dificil acceso a los insectos. La
temperatura en donde estan creciendo los insectos es el factor mas importante,
pues afecta el crecimiento y la eclosion de los mismos. Una vez que se conoce la
especie, temperatura y el estadio del insecto, se puede determinar el tiempo que el
insecto lleva en el cadaver, mediante los analisis mencionados y, por ende,
hacer la estimacién del intervalo postmortem; con lo que se hace notar que

cumplen el propésito de poder obtener una fecha relativa del tiempo del cadaver.

El andlisis mas realizado y estudiado es el de los hidrocarburos cuticulares ya que
estos hidrocarburos funcionan como una “huella digital” de cada especie (como se
puede observar en la Tabla 2, del presente trabajo), hay compuestos que solo
estan presentes en ciertas especies y por lo tanto son caracteristicos de ellas.
Conociendo los compuestos de cada especie se puede contrastar con la
informacion de las tablas y realizar la identificacion correcta de los especimenes

encontrados en el cuerpo.

Para el andlisis de hidrocarburos cuticulares solo se necesitan las muestras en
cuestion, por lo que se requiere hacer una extraccion con un solvente organico e
inyectar al cromatégrafo, cabe sefialar que esta es la técnica mas facil de realizar
en un laboratorio. Posteriormente, se identifican y cuantifican los compuestos a
partir de cada cromatograma obtenido, se hace la comparacion del perfil de

hidrocarburos cuticulares obtenidos y finalmente la identificacion.

Otra ventaja del analisis de hidrocarburos cuticulares es que se pueden utilizar
pupas dafiadas que ya han sido abandonadas por el imago y aun asi se puede
obtener un perfil de hidrocarburos cuticulares para esa especie, realizando la

identificacion y datacion por igual.

La identificacidbn por compuestos organicos volatiles también se puede hacer en
cuanto llegan los dipteros al laboratorio, pero se les tiene que hacer un paso de
preparacion de la muestra que no se hace para obtener el perfil de hidrocarburos

cuticulares, sin embargo, este paso sirve para realizar una mejor extraccion de
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estos analitos y poder obtener mejores resultados a fin de una correcta

identificacion de las especies.

Algunas desventajas que tienen tanto el andlisis de hidrocarburos cuticulares como

el de los compuestos organicos volatiles son:
v" Necesidad de tener una biblioteca para la identificacién de los compuestos

v" Necesidad de crear una base de datos para tener el perfil de cada especie y
poder hacer la comparacion y busqueda de los compuestos especificos para

realizar la identificacion y datacion.

Otra limitante a considerar en los compuestos organicos volatiles es que no esta
tan estudiada esta técnica, por lo tanto, se tendria que dar conocer mas para que

se estudie con la misma recurrencia que los hidrocarburos cuticulares.

El andlisis por fluorometria tiene un inconveniente, al igual que la identificacion
morfolégica al microscopio, pues se debe dejar llegar a la etapa de imago de la
mosca; sin embargo, su técnica es sencilla, pues se obtienen las cabezas de los
adultos, la muestra se homogeniza y centrifuga, para después hacer la lectura al
espectrofluorimetro y con el resultado y las ecuaciones pertinentes obtener la
edad de los insectos. El tratamiento de los datos se vuelve laborioso ya que se
tiene que realizar estadistica a fin de conseguir la ecuacion de la especie; la
temperatura a la que fue encontrada la muestra es necesaria para la medicion
realizada y se pueda interpolar en la grafica, brindando el resultado de cuantos

dias pudo haber estado expuesto el cuerpo a la intemperie.

Para poder seguir este modelo matematico del analisis por fluorescencia y ponerlo
en practica, primero se tendria que realizar el mismo analisis con las condiciones
de la region donde se desea poner en practica ya que los factores van a variar

dependiendo la zona geografica y esto impacta en el ciclo de vida de las especies.

Como se menciond en la introduccion, también se pueden realizar analisis mas
especificos y puntuales para conocer la edad de las especies, una vez obtenida la
correcta identificacion, el siguiente paso es identificar la abundancia de los

compuestos o0 continuar buscando algun compuesto especifico del perfil de
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hidrocarburos cuticulares en la edad correspondiente, segun el resultado del
analisis. Estos andlisis al no ser subjetivos o requerir de una experiencia notable
en el area, aportan informacién mas exacta sobre la especie y en qué dia de su
fase de crecimiento exactamente se encontré en el cuerpo, para asi obtener una
datacion mas precisa. Entonces no es necesario ser un entomologo experto en

morfologia para poder decir que especie estoy analizando.

Algunas ventajas de estos analisis quimiotaxonémicos son:
v' Las metodologias sencillas de realizar.
v Los tiempos de analisis cortos.
v' Es posible estimar la edad de las larvas ademas de la identificacion de la especie.

En los analisis que se ocupa la cromatografia se puede realizar la identificacion de
las especias junto con la datacion en las mismas, en cambio en el analisis por
medio del espectrofluorimetro solo se hace una datacién, pero es importante tener
primero la identificacién de la especie junto con la temperatura en la que se
encontrd la especie para realizar la estadistica pertinente y tener la estimacion del

IPM con precision.

Otro factor relevante para cada laboratorio que se dedica a las investigaciones
forenses, es el costo para realizar dichos analisis; que son mas econdémicos en
comparacién con los andlisis genéticos propuestos para para poder obtener las
secuencias de genes para cada especie y con ello, la identificacion. Sin embargo,
el costo de emplear esta técnica es muy alto para poder hacer la verificacion de la
identificacion del espécimen. De esta forma la alternativa existente es hacerlo
mediante analisis quimiotaxonémicos que tienen un costo mas accesible que el de
un analisis genético, optando por los hidrocarburos cuticulares, debido a que es la
técnica mas estudiada y la que conlleva un menor nimero de pasos para poder

obtener un resultado, y con ello el intervalo post mortem.
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10- Conclusiones.

v Se realiz6 una revision bibliografica sobre métodos quimiotaxonémicos para
la identificacion y datacion de moscas de interés forense, encontrdndose
técnicas que pueden resultar mas sencillas, precisas y econdémicas que las

empleadas actualmente.

v' Los métodos descritos son faciles de realizar en un laboratorio y los mas

rapidos son los que emplean la cromatografia como técnica de analisis.

v Una limitante de los métodos de hidrocarburos cuticulares y de los
compuestos organicos volatiles es el uso de las bibliotecas para realizar las
comparaciones ya sea sobre el perfil de compuestos presentes en una
especie o identificar un compuesto que solo esté presente en una sola

especie.

v' Al realizar este trabajo se dan a conocer estas técnicas en el ambito
forense para que sean mayormente empleadas en los laboratorios que se
dediquen a esta rama y sean de utilidad para estimar el intervalo post

mortem de manera eficiente y precisa.
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