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RESUMEN
Obijetivo: determinar la prevalencia de MCH en autopsias forenses en Portugal.

Introduccién: La miocardiopatia hipertréfica (MCH) es el trastorno cardiaco monogénico mds comun, con una
prevalencia estimada de 1:500. Aproximadamente la mitad de los casos diagnosticados en adolescentes y adultos
son familiares, causados por variantes deletéreas en genes que codifican proteinas sarcoméricas cardiacas, que
suelen heredarse de forma autosémica dominante. La expresidn fenotipica de la MCH es muy variable, desde
individuos asintomaticos hasta pacientes con insuficiencia cardiaca manifiesta o muerte subita cardiaca. Si bien se
espera que la enfermedad tenga una prevalencia igual segin su herencia genética, hasta el 70% de los casos
detectados son hombres.

Metodologia: Realizamos un estudio observacional retrospectivo de 31.325 autopsias forenses—incluyendo 22.854
hombres (72,9%) y 8.471 mujeres (27,0%)—realizadas en el Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses
(INMLCF) de Portugal entre 2017 y 2022. Los criterios de inclusidn siguieron las gufas de la Sociedad Europea de
Cardiologfa (ESC) de 2023 y la nomenclatura morfoldgica del INMLCF para la MCH, basada en la identificacién
macroscdpica y la confirmacién histoldgica. Se recopilaron datos demograficos, cardiacos postmortem vy
extracardiacos para cada caso. Los analisis estadisticos incluyeron estimaciones de prevalencia, pruebas x?, pruebas
exactas de Fisher, ANOVA y odds ratios, con una significancia establecida en p < 0,05.

Resultados: Se identificaron un total de 52 casos de MCH, lo que corresponde a una prevalencia general del 0,16% (IC
del 95%: 0,12-0,22%), lo cual es consistente con las expectativas epidemioldgicas. Las prevalencias regionales
difirieron significativamente, siendo las mds altas en el Sur (0,31%, p < 0,001). La prevalencia de MCH fue
significativamente mayor en hombres (0,20%; n = 46) que en mujeres (0,07%; n = 6), con una diferencia significativa
entre sexos (¥* = 5,88; p = 0,015; OR = 2,91 (IC del 95%: 1,24-6,80)). La edad media de los casos de MCH fue de 59,21 +
15,74 afos (rango: 24-92).
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La mayorfa de las muertes ocurrieron en casa (71,7%) y se
atribuyeron a causas naturales (89,1%), principalmente

enfermedades cardiovasculares (78,2%). Ademas de la
cardiomegalia, el examen postmortem reveld fibrosis
miocardica (en el 69,2% de los casos), hipertrofia septal
asimétrica y desorganizacion de miocitos. Solo el 4,3%
tenfa un diagnéstico premortem de MCH.

El hallazgo extracardiaco mas frecuente fue el edema
pulmonar (53,8%).

Conclusién: Este estudio proporciona nuevos datos
epidemiolégicos sobre la MCH en Ila poblacién
portuguesa, revelando una proporcién hombre-mujer
mas alta de lo que se informa tipicamente y marcadas
diferencias regionales. La mayoria de los casos
permanecieron sin diagnosticar durante la vida, lo que
subraya la necesidad de un reconocimiento mas
temprano para reducir la morbilidad y prevenir la muerte
subita cardiaca. Las autopsias forenses y la investigacion
genética postmortem pueden proporcionar informacién
clinicamente relevante, guiando la deteccién genéticay el
asesoramiento oportunos de los familiares.

Palabras clave
Miocardiopatia ~ Hipertrdfica;
Prevalencia; Portugal

Autopsia Forense;

ABSTRACT:

Obijective: This study aimed to determine the prevalence
of HCM in forensic autopsies across Portugal.

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the
most common monogenic cardiac disorder, with an
estimated prevalence of 1:500. Approximately half of the
cases diagnosed in adolescents and adults are familial,
caused by deleterious variants in genes encoding cardiac
sarcomeric proteins, which are typically inherited in an
autosomal dominant manner. The phenotypic expression
of HCM is highly variable, ranging from asymptomatic
individuals to patients with overt heart failure or sudden
cardiac death. While the disease is expected to be equally
prevalent based on its genetic inheritance, up to 70% of
detected cases are males.

Methodology: We  conducted a  retrospective
observational study of 31,325 forensic autopsies including
22,854 males (72.9%) and 8,471 females (27.0%) performed
at the Portuguese National Institute of Legal Medicine and
Forensic Sciences (INMLCF) between 2017 and 2022.
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Inclusion criteria followed the European Society of
Cardiology (ESC) 2023 guidelines and the INMLCF
morphological for nomenclature for HCM, based on
macroscopic  identification and  histological
confirmation. Demographic, postmortem cardiac,
and extracardiac data were collected for each case.
Statistical analyses included prevalence estimates, x?
tests, Fisher’s exact tests, ANOVA, and odds ratios,
with significance set at p<0.05.

Results: A total of 52 HCM cases were identified,
corresponding to an overall prevalence of 0.16% (95%
Cl:  0.12-0.22%), which is consistent with
epidemiological expectations. Regional prevalence
differed significantly, being highest in the South
(0.31%, p<0.001). The prevalence of HCM was
significantly higher in males (0.20%; n = 46) than in
females (0.07%; n = 6), with a significant difference
between sexes (x*=5.88; p = 0.015; OR =2.91(95% Cl:
1.24-6.80)). The mean age of HCM cases was
59.21 * 15.74 years (range: 24-92).

Most deaths occurred at home (71.7%) and were
attributed to natural causes (89.1%), primarily
cardiovascular  disease (78.2%). Besides the
cardiomegaly, postmortem examination revealed
myocardial fibrosis (in 69.2% of the cases),
asymmetric septal hypertrophy, and myocyte
disarray. Only 4.3% had a premortem diagnosis of
HCM. The most frequent extracardiac finding was
pulmonary edema (53.8%).

Conclusion:  This study provides novel
epidemiological data on HCM in the Portuguese
population revealing a higher male-to-female ratio
than typically reported and marked regional
differences. Most cases remained undiagnosed
during life, underscoring the need for earlier
recognition to reduce morbidity and prevent sudden
cardiac death. Forensic autopsies and postmortem
genetic investigation can provide clinically relevant
information, guiding timely genetic screening and
counselling of the relatives.

Keywords
Hypertrophic Cardiomyopathy; Forensic autopsy;
Prevalence; Portugal.

Rev. cienc. forenses Honduras, Suplemento1, Vol.11, N°:1, Afo 2025, ©Autor(es), OA, CC-BY-NC 4.0, URL:https://rfch.bvs.hn/



https://rfch.bvs.hn/

REVISTA DE

Trabajos libres
Segundo lugar

Muerte subita e inesperada en la epilepsia: una ruta
hacia la investigacion forense

o Ana Rita Flores!": https://orcid.org/0000-0002-3842-914X. Filipe Fernandes2

!Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (Servigo de Clinica e Patologia Forenses, Delegacdo do
Norte), Porto, Portugal.

2 Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (Servigco de Clinica e Patologia Forenses, Gabinete Médico-
Legal e Forense Entre Douro e Vouga), Santa Maria da Feira, Portugal.

*Correspondencia a: ana.r ferreira@inmlcf.mj.pt

RESUMEN

Introduccién: La Muerte Stbita Inesperada en la Epilepsia (SUDEP) es una causa reconocida y a menudo sub
notificada de mortalidad en personas con epilepsia. Se define como una muerte sibita e inesperada, presenciada o
no, no traumatica, en circunstancias benignas, con o sin actividad convulsiva, excluyendo el estado epiléptico, y sin
que se identifique la causa toxicoldgica o anatémica de la muerte mediante una autopsia exhaustiva. Desde un
punto de vista forense, la SUDEP es un diagndstico de exclusién, establecido tras una autopsia completa, con
estudio toxicoldgico, anatémico y revisién de la historia clinica. Los mecanismos fisiopatoldgicos ain no se
comprenden completamente, pero se cree que implican una combinacién de arritmias cardiacas, disfuncién
respiratoria e inestabilidad autondmica. Los factores de riesgo incluyen el sexo masculino, la edad adulta joven, el
inicio temprano de la epilepsia, la duracién prolongada de la epilepsia, los niveles sub terapéuticos de farmacos
antiepilépticos y la alta frecuencia de convulsiones.

Presentacion del caso: Presentamos el caso de un hombre de 35 afios con antecedentes de epilepsia, tratado con
acido valproico. Habia intentado suicidarse cuatro afios antes de su fallecimiento y no tenia antecedentes de
consumo de alcohol ni drogas. La victima vivia con su hermano, quien refirié un aumento de ansiedad relacionado
con problemas familiares, pero no otros cambios de comportamiento. El fallecido fue encontrado inconsciente en
el suelo del dormitorio por su hermano, sin signos sospechosos en el examen de la escena del crimen. La ultima vez
que fue visto con vida fue la noche anterior. Se realizé una autopsia médico-legal. El examen externo reveld una
marcada congestion cervicofacial y hematomas y abrasiones leves en las extremidades superiores. El examen
interno mostré derrames hemorragicos en el epicardio, hipertrofia del septo ventricular izquierdo e
interventricular, y edema pulmonar difuso. No se observaron anomalias cerebrales macroscdpicas ni lesiones
traumdticas letales. Los andlisis toxicoldgicos resultaron negativos para etanol, medicamentos (incluidos
antiepilépticos), drogas de abuso y mondxido de carbono. La histopatologia reveld fibrosis subendocardica
moderada sin signos de isquemia aguda ni aterosclerosis coronaria, lo que causé aproximadamente un 10% de
estenosis luminal.

La ausencia de traumatismo letal o hallazgos toxicoldgicos, asi como la falta de una causa anatémica alternativa de
muerte, junto con la historia clinica y el perfil de riesgo de la victima, respaldan el diagndstico de SUDEP como causa
de muerte. Este caso ilustra el papel crucial de la investigacidon forense multidisciplinaria en las muertes subitas en
pacientes epilépticos.

Palabras clave
Miocardiopatia Hipertréfica; Autopsia Forense; Prevalencia; Portugal.
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ABSTRACT:

Introduction: Sudden Unexpected Death in Epilepsy
(SUDEP)is arecognized and often underreported cause of
mortality in individuals with epilepsy. It can be defined as
a sudden and unexpected death, whether witnessed or
not, non-traumatic, in benign circumstances, with or
without seizure activity but excluding status epilepticus,
and with no toxicological or anatomical cause of death
identified a thorough post-mortem examination. From a
forensic standpoint, SUDEP is a diagnosis of exclusion,
established following comprehensive autopsy, with
toxicology, pathological anatomy study and clinical
history review. The pathophysiological mechanisms
remain incompletely understood but are believed to
involve a combination of cardiac arrhythmias, respiratory
dysfunction, and autonomic instability. Risk factors
include male sex, young adult age, early epilepsy onset,
long epilepsy duration, subtherapeutic antiepileptic drug
levels, and high seizure frequency.

Case presentation: We present the case of a 35 years-old
male with a known history of epilepsy, treated with
valproic acid. He had a prior suicide attempt four years
before death and no history of alcohol orillicit drug intake.
The victim lived with his brother, who reported increased
anxiety related to family issues but no other behavioral
changes. The deceased was found unresponsive on the
bedroom floor by his brother, with no suspicious signs in
the body scene examination. The last time he was seen
alive was the previous night.

A medico-legal autopsy was performed. External
examination revealed marked cervicofacial congestion,
and minor bruises and abrasions on the upper limbs.
Internal examination showed hemorrhagic suffusions on
the epicardium, left ventricular and interventricular
septum hypertrophy, and diffuse pulmonary edema.
Neither macroscopic brain abnormalities nor lethal
traumatic injuries were observed. Toxicological analyses
were negative for ethanol, medications (including
antiepileptic drugs), drugs of abuse, and carbon
monoxide. Histopathology revealed moderate
subendocardial fibrosis without signs of acute ischemia
and coronary atherosclerosis causing approximately 10%
luminal stenosis.
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The absence of lethal trauma or toxicological
findings and the lack of an alternative anatomical
cause of death, combined with the victim’s clinical
history and risk profile, support the diagnosis of
SUDEP as the cause of death. This case illustrates the
critical role of multidisciplinary forensic investigation
in sudden deaths among epileptic patients.

Discussion and conclusions: Recognition of SUDEP in
forensic  practice is essential to avoid
misclassification of cause of death and to provide
clarity for legal, medical, and family contexts.
Awareness of risk factors and thorough post-mortem
investigation remain crucial in diagnosing SUDEP.
This case underscores the importance of considering
SUDEP in sudden, unexplained deaths in individuals
with epilepsy, particularly when other causes are
excluded.
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RESUMEN

Introduccidn: El fenotipado forense permite inferir rasgos fisicos a partir de ADN en ausencia de coincidencias en
bases de datos. Aunque se ha validado en poblaciones europeas, su aplicacién en grupos mestizos es limitada.
Este estudio evalla la capacidad predictiva de seis variantes genéticas (rs12913832, rs1800407, rs12896399,
rs16891982, rs1393350 Yy rs12203592) asociadas al color del iris en una muestra mestiza de México.

Metodologia: Se analizd la asociacién entre variantes genéticas y el color del iris mediante qPCR con sondas
Tagman, analisis de imagenes en PCA (modelo RGB-HSV), y evaluacién predictiva con curva AUC. Se construyd
una regresion multinomial con cuatro categorias de color (café, miel, verde y azul), estimando el ajuste con R de
Nagelkerke.

Resultados: La asociacién entre variantes genéticas explica el 75.9% de la variabilidad. La variante rs12913832
mostrd asociacion con mdas de un color de ojos, especialmente el genotipo GG, discriminando entre las
tonalidades café y azules. rs12896399, rs16891982, rs1393350 y rs12203592 presentaron un valor de p<0.05 para
café, azul y verde (Tabla 1). El andlisis de pigmentacidén del iris reveld que el primer componente del PCA explicé
el 51.38% de la varianza, diferenciando tonos claros y oscuros, sugiriendo influencia genética. Para cada color se
obtuvo un AUC: de 91.5% para el café, 88.5% para verde, 92.7% para azul y 80.3% para miel.

Discusion y conclusiones: El color de |los ojos se puede predecir con variantes genéticas pero los modelos actuales
se basan en grupos europeos. En poblaciones como la de Yucatdn, donde hay un patrén de mestizaje asimétrico
', algunas variantes se comportan diferente, destacando la importancia de adaptarla en cada regién >.

Aunque el sistema IrisPlex tiene buen rendimiento en colores como azul y café, presenta dificultades mds en
tonos intermedios como verde o miel3. Estos estudios ayudan a mejorar la precisién en genética forense y a
hacerla mds inclusiva. Las variantes rs12913832, rs12896399, rs16891982, rs1393350 Yy rs12203592 se asociaron con
el color de iris en la poblacién yucateca, siendo posibles predictores de ojos café, verdes o azules.

PALABRAS CLAVE
Fenotipado forense de DNA, color de ojos, prediccidn, variantes genéticas.
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Tabla 1.
Asociaciones estadisticamente significativas entre SNV’s

y el color del iris en los voluntarios residentes del estado

de Yucatan.

Color del iris Gen / SNV | Genotipo o alelo OR (IC 95%) p

Caf
HERC2 (rs12913832) AG 0.076 (0.02 - 0.25); menor 0.0001
SLC45A2 (rs16891982) GG 0.46 (0.12 — 0.70) 0.006
SLC45A2 (rs16891982) G 0.29 (0.27 — 0.73) 0.001

TYR (rs1393350) A 2.12 (1.16 — 3.86) 0.01

N

IRF4 (rs12203592) T 0.09 (0.02 - 0.44) 0.0003

Verde

HERC2 (rs12913832) AG 11.9 (3.17 — 44.61) 0.004

HERC2 (rs12913832) GG 16 (5.16 — 49.58); menor 0.0001
HERC2 (rs12913832) G 9.3 (4.85 — 18.12) menor; 0.0001
SLC24A4 (rs12896399) T 2.2 (1.19 — 4.14) 0.01

IRF4 (rs12203592) T 3.25 (1.15 — 9.16) 0.02

Azul

HERC2 (rs12913832) GG 28.6 (5.9 — 136.9) menor;0.0001
HERC2 (rs12913832) G 16.2 (6.38 - 41.12) menor;0.0001
SLC45A2 (rs16891982) G 5.2 (2.09 — 13.07) MeNor;0.0001
TYR (rs1393350) AA 3.9 (1.23 — 12.43) 0.02

ABSTRACT:

Introduction: Forensic DNA phenotyping allows the
inference of physical traits from DNA in the absence of
database matches. Although validated in European
populations, its application in admixed groups is limited.
This study evaluates the predictive capacity of six genetic
variants (rs12913832, rs1800407, rs12896399, rs16891982,
rs1393350, and rs12203592) associated with iris color in a
mestizo sample from Mexico.

Methodology: The association between genetic variants
and iris color was analyzed using qPCR with TagMan
probes, image analysis through PCA (RGB-HSV model),
and predictive evaluation with AUC curves. A multinomial
regression model was built with four color categories
(brown, hazel, green, and blue), estimating model fit with
Nagelkerke’s R2.

Results: The association between genetic variants
explained 75.9% of the variability. Variant rs12913832

showed association with more than one eye color,
especially genotype GG, discriminating between
brown and blue tones. rs12896399, rs16891982,
rs1393350, and rs12203592 showed a p value minus
;0.05 for brown, blue, and green (Table 1). Iris
pigmentation analysis revealed that the first PCA
component explained 51.38% of the variance,
differentiating light and dark tones, suggesting
genetic influence. For each color, the AUC was: 91.5%
for brown, 88.5% for green, 92.7% for blue, and 80.3%
for honey.

Discussion and conclusions: Eye color can be
predicted using genetic variants, but current models
are based on European groups. In populations such
as Yucatan, where there is an asymmetric admixture
pattern, some variants behave differently,
highlighting the importance of adapting it in each
region. Although the IrisPlex system performs well
for colors like blue and brown, it faces challenges
with intermediate tones such as green or honey.
These studies help improve accuracy in forensic
genetics and make it more inclusive. Variants
rs12913832, rs12896399, rs16891982, rs1393350, and
rs12203592 were associated with iris color in the
Yucatan population, making them potential
predictors of brown, green, or blue eyes.

KEY WORDS
Forensic DNA phenotyping, eyes color, prediction,

genetic variant, pigmentation
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RESUMEN

Introduccidén: El Introduccién: El intervalo post mortem (IPM) es uno de los objetivos principales en la
investigacion de la muerte de personas y animales, en un contexto médico-legal, y consiste en el periodo
transcurrido desde la muerte hasta el momento del descubrimiento del caddver. Su determinacidn precisa sigue
siendo uno de los mayores desafios en medicina forense, ya que esta influenciada por factores tanto extrinsecos
como intrinsecos. El andlisis histoldgico tiene un gran potencial para determinar el IPM, siendo oportuno realizar
estudios adicionales dirigidos a evaluar el IPM en érganos como la piel, considerada el tejido de referencia en la
investigacion forense, y el higado, uno de los érganos cominmente recolectados en la autopsia. El propdsito de
esta investigacion es mejorar la calidad histotécnica de las muestras de piel e higado, asi como analizar el valor
afiadido en la estimacién del IPM y la generacién de materiales didacticos.

Metodologia: El estudio incluyé 20 canales de cerdos domésticos de raza Large White, procedentes de
necropsias realizadas en el ICBAS-U. Porto y 20 humanos caucdsicos, procedentes de autopsias realizadas en el
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses, Seccién Norte, Porto, con IPM conocido o esperado,
de los cuales se tomaron muestras de piel e higado. También se recopilaron datos sobre cadaveres de cerdos y
humanos, incluyendo sexo, edad, peso, causa de muerte e IPM conocido o esperado. Las muestras se fijaron en
formalina tamponada neutra al 10% y se incluyeron en parafina y metacrilato. Posteriormente, se tifieron con HE,
PAS vy tricrédmico de Goldner-Masson. Todas las preparaciones se evaluaron mediante microscopia dptica y se
registraron los cambios histoldgicos en diferentes momentos tras la muerte para definir un sistema de
puntuacién para cada érgano y especie.

Resultados: Tras optimizar el protocolo y analizar las preparaciones, se construyeron sistemas de puntuacion.
Para la piel, el sistema de puntuacién consistid en tres grados en ambas especies, considerando los cambios en
la epidermis, la dermis, las gldndulas sudoriparas y sebdceas, y las estructuras vasculares. En el caso del higado,
se establecieron cinco grados para las muestras de cerdo y tres para las de humanos, segun los cambios en la
arquitectura, los hepatocitos y las dreas portales. La degradacion fue menos notoria en la piel, con una mejor
delimitacidn de las caracteristicas histoldgicas en humanos. En el higado de cerdo, se observd una mayor
disparidad en el deterioro, especialmente en los hepatocitos y sinusoides, asi como en la arquitectura de los
I6bulos hepaticos, excepto en los I6bulos hepaticos de las muestras humanas. La tincidn tricrémica de Goldner-
Masson facilité la observacidn. Los cortes de parafina permitieron una observacién y un reconocimiento mas
sencillo de ciertas caracteristicas histoldgicas, mientras que los cortes de metacrilato proporcionaron una mejor
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preservacién de estas caracteristicas.

Discusion y conclusiones: A la luz de la literatura,
concluimos que nuestras observaciones en muestras de
piel e higado procedentes de necropsias o autopsias
refuerzan su gran potencial como indicadores de PMI y
materiales didacticos practicos. El metacrilato aporta
refinamiento estructural. Sin embargo, se necesitan
casos adicionales para extraer conclusiones mas sdlidas
sobre las variables estudiadas.

PALABRAS CLAVE
Intervalo Post Mortem,; Histologfa; Piel; Higado

ABSTRACT:

Introduction: The post-mortem interval (PMI) is one of
the primary goals in the investigation of human and
animal death, in a medico-legal context, and consists of
the period of time elapsed from death to the moment of
discovery of the corpse or carcass. Its precise
determination remains one of the greatest challenges in
forensic medicine, as it is influenced by both extrinsic and
intrinsic factors. Histological analysis has a high potential
for determining PMI, being opportune to carry out
further studies aimed at evaluating PMI in organs, like
the skin, considered a gold standard tissue in forensic
investigation, and the liver, one of the organs commonly
collected in the autopsy. The purpose of this research is
to improve the histotechnical quality of skin and liver
samples, as well as to analyse the added value in
estimating the PMI and generating teaching materials.

Methodology: The study included 20 carcasses of Large
White domestic pigs, originating from necropsies
performed at ICBAS-U. Porto, and 20 Caucasian humans,
from autopsies performed at the National Institute of
Legal Medicine and Forensic Sciences, North Branch,
Porto, with known or expected PMI, from which skin and
liver samples were taken. Data on pig carcasses and
human cadavers, including sex, age, weight, cause of
death, and known or expected PMI, were also gathered.
The samples were fixed in 10% neutral buffered formalin,
and embedded in paraffin and methacrylate. They were
then stained using HE, PAS, and Goldner’s Masson
trichrome. All slides were evaluated using optical
microscopy, and histological changes at different times
after death were noted to define a scoring system for
each organ and species.

Results: After optimising the protocol and analysing the
slides, scoring systems were constructed. For skin, the
scoring system consisted of three grades in both species,
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considering changes in the epidermis, dermis, sweat
and sebaceous glands, and vascular structures. For
liver, five grades were established for pig samples
and three for humans, based on changes in
architecture, hepatocytes, and portal areas. The
degradation was less noticeable in the skin, with
better delineation of histological features in humans.
In pig liver, a greater disparity in deterioration was
observed, particularly in hepatocytes and sinusoids,
as well as in hepatic lobule architecture, except for
the hepatic lobules in human samples. Goldner’s
Masson trichrome stain facilitated the observation.
The paraffin sections allowed for a more
straightforward observation and recognition of
certain histological features, while the methacrylate
sections provided better preservation of these
features.

Discussion and conclusions: In light of the literature,
we conclude that our observations in skin and liver
samples from necropsies or autopsies reinforce their
strong potential as PMI indicators and practical
teaching materials. Methacrylate adds structural
refinement. However, additional cases are needed to
draw more robust conclusions regarding the
variables studied.
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Post-mortem interval; Histology; Skin; Liver
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RESUMEN

Introduccidn: El suicidio es un problema global de salud publica y un desafio en la investigacién medicolegal, cuya
comprension requiere integrar las bases psicobioldgicas de su etiopatogenia. La identificacidn de biomarcadores
genéticos post mortem ofrece una herramienta prometedora para aportar objetividad en la investigacion forense
y contribuir a la prevencién multidisciplinar del suicidio.

Metodologia: Se realizé un estudio descriptivo-analitico transversal sobre 66 casos de dos Institutos de Medicina
Legal en Espafia. El grupo de estudio incluyé 25 fallecidos por suicidio consumado y el control 41 muertes
naturales, accidentales y por Delirium Agitado. Se analizaron muestras de sangre periférica post mortem
mediante RT-qPCR para evaluar la expresién de biomarcadores relacionados con inflamacién y sistema
endocannabinoide. Los datos se sometieron a ANOVA, ANCOVA Yy regresidn logistica binaria. Se aplicaron pruebas
estadisticas ANOVA y ANCOVA (edad como covariable) para comparar la expresién génica entre los distintos
grupos de estudio (N total = 66 casos), habiendo 14 casos de muerte natural, 12 casos de muerte accidental, 15
casos de muerte por Sindrome de Delirium Agitado, y 25 casos fallecidos por suicido consumado. Un valor p <
0,05 se considerd estadisticamente significativo.

Resultados: Se observaron diferencias significativas en la expresién de genes vinculados a la respuesta inmune y
al sistema endocannabinoide. El andlisis post hoc mostrd un incremento de BDNF en suicidio y delirium frente a
muertes naturales, y una menor expresién de TGFB1. La expresion del receptor CX3CR1 sugirié relaciéon con
consumo agudo de sustancias o agitacidon psicomotora, con un papel opuesto en suicidio. Los modelos de
regresion identificaron a CNR2, CX3CL1 e IL4 como predictores claves con alta capacidad discriminativa.

Discusion y conclusiones: Los hallazgos apoyan la implicacion del sistema inmunitario en el suicidio consumado,
especialmente en personas con trastornos del estado de dnimo, aunque no se ha identificado un perfil genético
exclusivo. La integracion de multiples genes en modelos predictivos permitié una elevada discriminacién entre
grupos, con sensibilidad, especificidad y precisiéon cercanas al 100%. Estos resultados sugieren que los
biomarcadores podrian ser utiles en el dmbito forense, sobre todo cuando no existen pruebas claras de la
etiologia de la muerte.
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ABSTRACT:

Introduction: Suicide is a global public health issue and a
challenge in medicolegal investigation, whose understanding
requires integration of the psychobiological bases of its
etiopathogenesis. The identification of postmortem genetic
biomarkers is a promising tool to provide objectivity in
forensic investigation and contribute to multidisciplinary
suicide prevention.

Methodology: A cross-sectional descriptive-analytical study
was conducted on 66 cases from two Institutes of Legal
Medicine in Spain. The study group included 25 deceased by
completed suicide, and the control group comprised 41
natural, accidental, and Agitated Delirium deaths. Peripheral
blood samples were analyzed postmortem using RT-gPCR to
assess gene expression of biomarkers related to inflammation
and the endocannabinoid system. Data were analyzed with
ANOVA, ANCOVA, and binary logistic regression.

Results: Significant differences were found in the expression
of genes related to immune response and the
endocannabinoid system. Post hoc tests showed increased
BDNF in suicide and delirium cases compared to natural
deaths, and decreased TGFB1. Expression of the fractalkine
receptor CX3CR1 suggested an association with acute
substance use or psychomotor agitation, with an opposite role
in suicide. Logistic regression identified CNR2, CX3CL1, and IL4
as key predictors with high discriminatory capacity.

Discussion and conclusions: Findings support the involvement
of the immune system in completed suicide, especially in
individuals with mood disorders, although no exclusive
genetic profile was identified. Incorporating multiple genes
into predictive models enabled strong discrimination between
groups, with sensitivity, specificity, and accuracy close to 100%.
These results suggest that biomarkers could serve as a
complementary forensic tool, particularly in cases lacking clear
evidence of the cause of death.
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Post-mortem interval; Histology; Skin; Liver
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Cuadro 1: Andlisis estadistico mediante ANOVA y ANCOVA
de las diferencias en la expresion génica de biomarcadores
entre grupos (muerte natural, muerte accidental, suicidio
y muerte por Delirium Agitado).

Gen ANOVA ANCOVA (edad)
CNR1 F=3,768 F=1,863
p=0,015 p=0,009
CNR2 F=2,495 F=0,045
p=0,068 p=0,714
CCL2 F=1,068 F=1,933
p=0,369 p=0,137
BDNF F=1,107 F=1,393
pP=0,359 p=0,265
CCl4gLl2 F=2,783 F=5,279
p=0,049 p=0,003
CX3CL1 F=1,406 F=1,812
p=0,250 p=0,158
CX3CR1 F=2,168 F=4,226
p=0,101 p=0,010
CXCL12 F=0,808 F=1,695
p=0,497 p=0,191
CXCR4 F=2,689 F=5,352
p=0,054 p=0,003
HTR3A F=1,015 F=1,890
p=0,392 p=0,145
L4 F=1,911 F=3,233
p=0,137 p=0,031
IL6 F=1,316 F=0,491
p=0,278 p=0,690
IL10 F=2,181 F=2,658
p=0,100 p=0,059
TGBF1 F=1,308 F=2,914
p=0,281 p=0,045
TLR4 F=1,595 F=0,765
p=0,206 p=0,524
TNFa F=2,194 F=3,016
P=0.008 P=0.039
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RESUMEN

Introduccidn: La deteccidn de barbituricos en necropsias es inusual, especialmente sin evidencia de elementos en
la escena que indiquen su administracién intencional, o sin contexto de su uso terapéutico. El hallazgo de estos
medicamentos en victimas de tortura estd descrito como "tortura farmacoldgica". En dicho tipo de tortura se
utilizan sustancias quimicas, principalmente por via intravenosa, para inducir un estado entre el suefio y la vigilia
con laintencidn de provocar “confesiones”. El sufrimiento causado a la victima radica en la creencia de sus efectos
letales o posibles revelaciones durante su uso, mas alld de lo orgdnico. Las sustancias utilizadas incluyen
barbituricos como tiopental y pentobarbital'3. Estos métodos, conocidos coloquialmente como "suero de la
verdad", han sido empleados por servicios de inteligencia gubernamentales en interrogatorios y aunque carece
de pilares que sustenten su efectividad, en algunos paises siguen siendo utilizados >=.

Historia del caso: En Bogotd recientemente se han observado nuevas dindmicas de violencia, incluyendo cuerpos
abandonados en lugares remotos y sin identificar, con un patrén de lesién consistente con tortura farmacoldgica,
debido a inyeccidn de pentobarbital y fenitoina. Al examen del cuerpo algunas victimas mostraron punciones en
territorio vascular rodeadas de dreas de color violdceo-ocre asociadas a desprendimiento extenso de la epidermis
(Figura A). La diseccién mostré necrosis tisular (Figura B) y oclusién trombética de las venas puncionadas (Figura
Q). En las pruebas toxicoldgicas de las muestras tomadas en la zona de puncién y en sangre, se encontrd la
presencia de las sustancias mencionadas.

Discusién y conclusién: El hallazgo de lesiones cutdneas y vasculares, con presencia de fenitoina y fenobarbital,
permiten en casos sin contexto sospechar tortura farmacoldgica, e impulsar la investigacion en bisqueda de otros
elementos para confirmar esta hipdtesis, asi como ayudar a comprender las dindmicas de violencia y tortura en la
region.

PALABRAS CLAVE
Tortura farmacoldgica, Medicina legal, Toxicologia forense, Barbituricos, Tortura, Métodos de tortura.

ABSTRACT:

Introduction: The detection of barbiturates in autopsies is unusual, especially without evidence at the scene
indicating their intentional administration or without a context of their therapeutic use. The presence of these
drugs in torture victims is described as "pharmacological torture." This type of torture involves the use of chemical
substances, primarily intravenously, to induce a state between sleep and wakefulness with the intention of
eliciting "confessions." The suffering inflicted on the victim stems from the belief in the lethal effects of these
substances or the potential for revelations during their use, beyond the purely physical. The substances used
include barbiturates such as thiopental and pentobarbital 3. These methods, colloquially known as "truth serum,”
have been employed by government intelligence services in interrogations, and although their effectiveness is
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Case History: New dynamics of violence have recently been observed in Bogotd, including bodies abandoned in
remote and unidentified locations, with a pattern of injury consistent with pharmacological torture due to the
injection of pentobarbital and phenytoin. Examination of the bodies of some victims showed punctures in vascular
territory surrounded by purplish-ochre areas associated with extensive detachment of the epidermis (Figure A).
Dissection showed tissue necrosis (Figure B) and thrombotic occlusion of the punctured veins (Figure C).
Toxicological tests of samples taken from the puncture site and from blood revealed the presence of the
aforementioned substances.

Conclusion: The finding of cutaneous and vascular lesions, with the presence of phenytoin and phenobarbital,
allows for the suspicion of pharmacological torture in cases lacking context, and encourages further investigation
to find other elements to confirm this hypothesis, as well as helping to understand the dynamics of violence and
torture in the region.

KEY WORDS
Pharmacological torture, Legal medicine, Forensic toxicology, Barbiturates, Torture, Methods of torture.
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Figuras A, B, C: muestran hallazgos de autopsia ilustrando: Punciones en territorio vascular rodeadas de dreas de color violdceo-ocre
asociadas a desprendimiento extenso de la epidermis (Figura A). La disecciéon mostré necrosis tisular (Figura B) y oclusién trombdtica
de las venas puncionadas (Figura C).
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RESUMEN

Historia médico legal: Masculino, 64 afios de edad, sin antecedentes patolégicos personales, familiares refieren
que el ahora fallecido una semana antes presentd dolor de espalda por lo que acudié a centro asistencial donde fue
manejado sintomdticamente (desconocen que medicamentos), y que el dia anterior a la muerte presentd
nuevamente dicha sintomatologia recibiendo manejo sintomatico. Al llegar a su casa presentd exacerbacidn del
dolor falleciendo a las 22:30 hrs. La causa de muerte fue taponamiento cardiaco y la manera de muerte natural.

Los hallazgos relevantes en la autopsia fueron:

1. Hemopericardio de aproximadamente 500 ml (Figura 1).

2. Ateroesclerosis coronaria con afectacién de arterias coronarias izquierda y descendente anterior en esta ultima
comprometiendo aproximadamente el 50 % de la luz del vaso, sin trombosis.

3. Rotura miocdrdica de la pared anterior del ventriculo izquierdo (Figura1).

4. Placas ateroesclerdticas en arteria aorta toracica y abdominal.

Discusion y conclusiones: La enfermedad coronaria se caracteriza por afectacion del flujo sanguineo en las arterias
coronarias, por lo general se debe a formacidén de placa ateromatosa (ateroesclerosis), esta puede sufrir trombosis
y conducir a infarto de miocardio (IM). En aproximadamente el 10% de los pacientes el IM puede presentarse sin
trombosis y deberse a otras causas, ej. Vasoespasmo coronario '. En el presente caso se observd ateroesclerosis en
las arterias coronarias izquierda y descendente anterior (DAI) en la primera comprometiendo aproximadamente el
50 % de su luz. Se han hecho progresos extraordinarios que han reducido considerablemente la mortalidad del
infarto agudo de miocardio, sin embargo, la mortalidad extrahospitalaria es considerablemente mayor, lo que se
ve reflejado en el presente caso que pudo tener un mejor desenlace con un diagndstico oportuno. Las principales
causas de fallecimiento en pacientes con IM son las arritmias cardiacas y las complicaciones mecanicas que
desarrollan shock cardiogénico, una de ellas la rotura miocardica (RM), que resulta en hemopericardio y
taponamiento cardiaco rdpidamente mortal. 3> La RM en una complicacién infrecuente (1-5 % de los casos), puede
afectar el tabique interventricular, los musculos papilares y la pared anterior o libre del ventriculo siendo la pared
libre del ventriculo izquierdo la localizacién mas frecuente, produciéndose habitualmente en los 3-7 dias pos infarto
y representando una letalidad del 89 % "*3.
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ABSTRACT:
Forensic History: Male, 64 years old, with no past medical history. Family members report that the deceased had
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experienced back pain a week earlier, for which he went to a
health center where he was treated symptomatically (the
medication is unknown).one day before the death, he
experienced the same symptoms again, where he was treated
symptomatically. Upon arriving home, the pain worsened, and
he died at 10:30 p.m. The cause of death was cardiac
tamponade, and the manner of death was natural.

Relevant autopsy findings were:

1. Hemopericardium of approximately 500 ml.

2. Coronary atherosclerosis with involvement of the left
coronary artery and the left anterior descending coronary
artery, the latter involving approximately 50% of the vessel
lumen, with no thrombosis.

3. Myocardial rupture of the left ventricular free wall (Figure 2).
4. Atherosclerotic plaques in the thoracic and abdominal aorta

(Figure 3).

Discussion and conclusion: Coronary artery disease is
characterized by impaired blood flow in the coronary arteries,
usually due to the formation of atherosclerotic plaque
(atherosclerosis). This plaque can thrombose and lead to
myocardial infarction (MI). In approximately 10% of patients, MI
may occur without thrombosis and be due to other causes, e.g.,
coronary vasospasm. In this case, atherosclerosis was
observed in the left coronary artery and the left anterior
descending artery (LAD), affecting approximately 50% of the
lumen of the former. Extraordinary progress has been made
that has considerably reduced mortality from acute myocardial
infarction; however, out-of-hospital mortality is considerably
higher, as reflected in this case, which could have had a better
outcome with timely diagnosis. The main causes of death in
patients with Ml are cardiac arrhythmias and mechanical
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complications that develop cardiogenic shock,
one of which is myocardial rupture (MR), which
results in hemopericardium and rapidly fatal
cardiac tamponade *3. MR is an infrequent
complication (1-5% of cases), and can affect the
interventricular septum, papillary muscles, and
the anterior or free wall of the ventricle, with the
left ventricular free wall being the most frequent
location. It usually occurs within 3-7 days post-

infarction and represents a mortality rate of 89%
1,2,3
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RESUMEN

Objetivo: Analizar la integridad de perfiles genéticos provenientes de saliva depositada en prendas de vestir,
obtenidos a diferentes tiempos, en un contexto de delito sexual.

Introduccién: El andlisis genético forense es una herramienta clave en la identificacion de individuos en
investigaciones criminales, particularmente en delitos sexuales, donde la evidencia biolégica juega un papel
fundamental (1). La saliva constituye una de las principales evidencias bioldgicas en casos de agresion sexual (2). Su
analisis permite obtener perfiles genéticos Utiles para identificar a los agresores, debido a que contiene células
epiteliales desprendidas de la mucosa oral (3). No obstante, este fluido presenta limitaciones asociadas a su
composicién enzimatica y a la accién de nucleasas, que pueden acelerar la degradacién del ADN en condiciones
ambientales (4). Por ello, resulta fundamental conocer la durabilidad y calidad del ADN obtenido de saliva depositada
en prendas de vestir a lo largo del tiempo.

Metodologia: Se recolectaron muestras de saliva de un voluntario femenino y un voluntario masculino, bajo
consentimiento informado. Las muestras de saliva (50 L, equivalentes a una gota) se depositaron por separado en
camisetas de algoddn 100 %.

Aunque se observaron variaciones en la concentracion y degradacion del ADN, la integridad de los perfiles genéticos
se mantuvo. Estos resultados confirman que los perfiles genéticos obtenidos del ADN proveniente de prendas de
vestir manchadas con saliva podrian ser (tiles en la investigacidon de algunos tipos especificos de delitos sexuales.
Cada camiseta fue dividida en espacios, los cuales fueron asignados para cada mes de analisis (To-T6). Los
fragmentos de tela fueron procesados al inicio del estudio (To) y posteriormente fueron procesados mensualmente,
durante 6 meses (T1-T6). La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit comercial PrepFiler Express BTA™. Luego,
las muestras fueron cuantificadas mediante PCR en tiempo real con el kit Quantifiler HP, evaluando la concentracién
y el indice de degradacién (ID) del ADN. La amplificacién se llevé a cabo con el kit GlobalFiler™y la separacién de los
amplicones se realizé con el analizador ABI PRISM® 3500, para la obtencién de los perfiles genéticos.

Resultados: La concentracidon de ADN mostré una variabilidad considerable a través del tiempo, con valores que
oscilaron entre 0.1y 49.73 ng/uL. Los valores del ID oscilaron entre 0.64 y 2.38 ng/uL (Tabla 1).

Los electroferogramas revelaron una disminucién en la intensidad de sefial en el tiempo T6 en comparacién con el
To, sin pérdida de alelos ni aparicién de artefactos relevantes. Por lo tanto, a lo largo de los seis meses se obtuvieron
perfiles genéticos completos Utiles para llevar a cabo la identificacion forense.
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Discusion y conclusiones: La saliva depositada en
prendas puede contener ADN en cantidad y calidad
suficientes para obtener perfiles genéticos completos,
minimo hasta seis meses después de su deposicidn, bajo
condiciones controladas de almacenamiento. Aunque se
observaron variaciones en la concentracién y
degradacion del ADN, se mantuvo la integridad de los
perfiles genéticos. Estos resultados confirman que los
perfiles genéticos obtenidos a partir del ADN de la ropa

manchada con saliva podrian ser dtiles en la
investigacion de ciertos tipos especificos de delitos
sexuales.

PALABRAS CLAVE

Genética forense, Saliva, Perfiles genéticos, Estabilidad
del ADN

ABSTRACT

Objective: To analyze the usefulness of genetic profiles
obtained from DNA on saliva-stained clothing in a sexual
crime scenario.

Introduction: Forensic genetic analysis is a key tool for
identifying individuals in criminal investigations,
particularly in sexual offenses, where biological
evidence plays a fundamental role (1). Saliva constitutes
one of the main biological evidences in cases of sexual
assault (2). Its analysis allows obtaining genetic profiles
useful for identifying aggressors, because it contains
epithelial cells detached from the oral mucosa (3).
However, this fluid has limitations associated with its
enzymatic composition and the action of nucleases,
which can accelerate DNA degradation under
environmental conditions (4). Therefore, it is essential
to know the durability and quality of DNA obtained from
saliva deposited on clothing over time.

Methodology: Saliva samples were collected from one
female and one male volunteer, with informed consent.
Saliva samples (50 pL, equivalent to one drop) were
deposited separately on 100% cotton T-shirts. Each T-
shirt was divided into spaces, which were assigned for
each month of analysis (To-T6). The fabric fragments
processed at the beginning of the study (To) and
subsequently processed monthly for 6 months (T2-T6).
DNA extraction was performed using the commercial
PrepFiler Express BTA™ kit. The samples were then
quantified by real-time PCR with the Quantifiler HP kit,
evaluating the concentration and degradation index (DI)
of DNA. Amplification was carried out with the
GlobalFiler™ kit, and amplicon separation was
performed with the ABI PRISM® 3500 analyzer to obtain
genetic profiles.

Electropherograms revealed a decrease in signal intensity at
time T6 compared to To, with no loss of alleles or the
Results: DNA concentrations showed considerable
variability over time, with values ranging from 0.11and 49.73
ng/uL. Furthermore, the analyzed samples exhibited DNA
degradation, with ID values ranging from 0.64 and 2.38
(Table 1). However, this degradation did not compromise
the acquisition of complete genetic profiles. appearance of
relevant artifacts. Therefore, complete genetic profiles
useful for forensic identification were obtained over the
course of six months.

Discussion and conclusions: Saliva deposited on clothing
can contain DNA in sufficient quantity and quality to obtain
complete genetic profiles for at least six months after
deposit, under controlled storage conditions. Although
variations in DNA concentration and degradation were
observed, the integrity of the genetic profiles was
maintained. These results confirm that genetic profiles
obtained from DNA from saliva-stained clothing could be
useful in the investigation of certain specific types of sexual
offenses.
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Tabla 1. Concentraciones e indices de degradacion de ADN obtenido de
manchas de saliva provenientes de prendas de vestir a través del tiempo.

XX XY
Tiempo Concentraciéon ID Concentracion ID
(ng/uL) (ng/uL)
TO 3.19 0.66 1.09 0.64
T1 8.16 0.68 0.19 2.38
T2 16.16 1.11 0.11 1.38
T3 49.73 1.54 1.64 1.31
T4 0.19 1.00 7.66 1.18
T5 15.90 1.37 3.16 1.42
T6 26.48 1.19 1.70 1.19

ID: indice de degradacién, T: tiempo en meses.
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RESUMEN

Introduccién: La entomotoxicologia forense, campo de la entomologia que estudia los insectos asociados a cadaveres
como medio para la determinacidn de trazabilidad de sustancias tdxicas con fines legales'. En la actualidad existen
estudios globales que comienzan a brindar informacién sobre algunas sustancias tdxicas que pueden ser trazadas en
algunos casos donde las muestras tradicionales para Toxicologia no son adecuadas, requiriendo aplicar andlisis en
muestras entomoldgicas.

Metodologia: Se realizé un estudio de revisidn de literatura, utilizando buscadores especializados, y estableciendo una
categorizacién por tipologia de sustancias tdxicas que pueden ser trazadas por estudios toxicoldgicos en
artropodofauna cadavérica.

Resultados: Los estudios reportan como tdxicos susceptibles a la identificacion entomotoxicoldgica fueron cannabis,
cocaina, heroina, barbituricos, benzodiazepinas y plaguicidas, solo en algunos estadios de crecimiento de los dipteros>.
Discusion y conclusiones: En este trabajo detectamos que las sustancias de interés forense que son susceptibles a ser
detectadas utilizando técnicas entomotoxicoldgicas fueron mayoritariamente drogas ilicitas.
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ABSTRACT:

Introduction: Forensic entomotoxicology is a field of entomology that studies insects associated with cadavers as a
means of determining the traceability of toxic substances for legal purposes'. Currently, global studies are beginning
to provide information on some toxic substances that can be traced in some cases where traditional toxicology
samples are inadequate, requiring analysis of entomological samples.

Methodology: A literature review was conducted using specialized search engines and categorizing toxic substances
by typology that can be traced by toxicological studies in cadaveric arthropods.

Results: The studies report that cannabis, cocaine, heroin, barbiturates, benzodiazepines, and pesticides were
susceptible to entomotoxicological identification, only at certain growth stages of the Diptera®.

Discussion and conclusions: In this work, we found that the substances of forensic interest that are

susceptible to detection using entomotoxicological techniques were mostly illicit drugs.
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