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DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO EN HUMOR
VITREO Y SANGRE

RESUMEN

El estudio toxicolégico y de las técnicas para la determinacion del alcohol etilico en
fluidos bioldgicos posee una extraordinaria importancia social, criminalistica y médico

legal.

La trascendencia social del alcoholismo, en sus diversas manifestaciones, esta
demostrada por multiples estadisticas que sefalan entre otras, sus repercusiones
econOmicas, profesionales, familiares y de toda indole. Sin embargo, intervienen
intereses de sectores nacionales que impiden adoptar medidas prohibitivas de su

consumao.

Ante todo, el alcohol es un factor crimindégeno general de primer orden. Esté
comprobado que los llamados dias criminales, es decir, aquellos en los que
estadisticamente es mas elevado el nimero de delitos, corresponden precisamente a los

dias de intemperancia en el consumo de bebidas alcoholicas.

Los métodos que se utilizan en la actualidad para la determinacion de alcohol etilico son
colorimétricos, enzimaticos, cromatograficos, fotométricos, electroanalitico y método

de conway.

Los principales hallazgos que espero obtener al realizar este trabajo de tesina es
determinar cual de las dos muestras bioldgicas (humor vitreo y sangre) son mas

confiables para la determinacion de alcohol etilico ya sea antes o después de la muerte.



INTRODUCCION

En el presente trabajo se trataran los temas de toxicidad por el alcohol etilico y su
determinacion en muestras bioldgicas como son la sangre y el humor vitreo ademas de
que se analizaran cada una de las muestras bioldgicas mostrando sus ventajas y
desventajas. También se analizaran diferentes técnicas de laboratorio para determinar el

grado de alcohol.

La sangre es el espécimen que puede ser analizado para determinar la concentracion de
etanol. Sin embargo, a veces es necesario acudir a otros fluidos del cuerpo si la muestra

de sangre no es adecuada.

En este aspecto, existen varias muestras que ayudan a determinar la concentracion de

dicha sustancia, entre las que se destaca, el humor vitreo.

El humor vitreo es una parte anatomica del ojo en estado liquido. Por su importancia ha
sido objeto de multiples estudios de interés forense, como: a) determinar el tiempo de
evolucion postmortem, el cual es denominado intervalo postmortem y b) se ha
empleado para determinar las concentraciones de alcohol a través de las técnicas;
oxidante del dicromato de potasio (microdifusion), con la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH), cromatografia de gases, cromatografia de gases con el sistema

de espacio de cabeza, micro extraccion en fase sélida.

En 1966, se hace por primera vez la cuantificacion de alcohol etilico en humor vitreo y
sangre, posteriormente se llevaron a cabo diversas publicaciones sobre este tema y en el
afio 2002 aparece uno de los ultimos estudios desde el punto de vista forense, en donde

determinan concentraciones de etanol postmortem en humor vitreo y sangre.

El objeto de este trabajo es proporcionar una informacion confiable sobre el empleo del

humor vitreo para el estudio de las concentraciones de etanol



MARCO TEORICO

El alcohol etilico o etanol es un liquido aromatico y combustible que procede de la
fermentacion de sustancias azucaradas, del almidon y de la celulosa. Constituye el
elemento activo (unido, a veces, a otros principios también toxicos) de las bebidas

espirituosas o alcoholicas.

El alcohol etilico puede dar lugar a una intoxicacién comun, accidental o voluntaria, y a

una intoxicacion profesional.

La intoxicacion comun es el resultado de la ingestion de bebidas alcohoélicas en cantidad

variable, bien de forma esporadica o bien de forma habitual.

La intoxicacion profesional es debida a la inhalacién de vapores de alcohol en
ambientes de trabajo (refinerias, bodegas y fabricas de sombreros de fieltro, de seda

artificial y de polvora).

Las fuentes de la intoxicacion alcohdlica estan constituidas por las bebidas espirituosas
o alcohodlicas que, segun su grado de concentracion de alcohol, se dividen en tres

grupos:

» Bebidas débilmente alcoholicas. El porcentaje de alcohol oscila entre el 1 y el
8%.

» Bebidas medianamente alcoholicas. El grado de alcohol oscila entre el 10 y el
20%.

» Bebidas fuertemente alcoholicas. En la obtencion de estas bebidas se suceden
dos fases, la primera es una fermentacion, seguida de una destilacion del
producto fermentado, con lo que se enriquece considerablemente la bebida

alcohdlica.



METABOLISMO DEL ETANOL

Absorcion

1.- Via digestiva. La mayoria de las intoxicaciones por alcohol se producen por via
digestiva. El alcohol se absorbe en un 20 — 30 % en el estdbmago y el resto, en el

intestino delgado (principalmente en duodeno).

El metabolismo de absorcion se realiza por difusion pasiva, siguiendo la ley de Fick.

El alcohol pasa a la sangre a través de la porta y desde aqui se incorpora a la circulacion
general. Todo el alcohol ingerido pasa a la sangre entre 30 y 60 minutos después de la
ingestion; aunque en algunas circunstancias puede retrasarse hasta un maximo de 3

horas.

Los factores que condicionan la velocidad de absorcion son de dos ordenes: los que
modifican la evacuacion gastrica y los que modifican la velocidad de difusion, en

funcion de la ley de Fick:

Vd = S(C1-C2) K

donde S es la superficie de absorcion disponible; C1, la concentracion de alcohol en el
aparato digestivo; C2, la concentracion en la sangre, y d, el grosor o la densidad de la

membrana. La constante K influye poco en este caso.

2.- Via pulmonar. El alcohol puede penetrar facilmente por via pulmonar y atravesar la

membrana alveolo-capilar por difusion.



Distribucion

Una vez que el alcohol es distribuido por todo el organismo, se establece un proceso de
difusion que vendra regulado por dos factores. 1) La concentracion de agua y la de
alcohol con respecto a la sangre. 2) El proceso de reparto se realiza a velocidades muy
distinta y no siempre la concentracion de alcohol responde a la que tedricamente le
deberia corresponder en funcidon de su riqueza en agua Este hecho es de sumo interés
médico-legal cuando se analiza el alcohol en distintos fluidos e incluso en el mismo

fluido (caso de la sangre, segun que ésta sea arterial o venosa).

La concentracion de alcohol en esta fase de distribucion dependera de la fase en que se

encuentre el proceso:

Absorcion dependerd, de muchos factores, entre ellos, y de modo principal, el
numero de libaciones. En el supuesto de una tnica libacion al estobmago vacio, a los 60
min. todo el alcohol habra pasado a la sangre. La pendiente de la recta serd mas o menos
empinada en funcidn de la velocidad de difusion.

Equilibrio de difusion. Una vez que el alcohol llega a la sangre, difunde a los
tejidos en funcion de la riqueza en el agua de los liquidos extra e intracelulares. Llega
un momento en que se produce un punto de equilibrio, que puede ser un vértice o una
meseta.

Eliminacion. El 95% del alcohol se metaboliza por oxidacion y un 5% se elimina

sin modificar por distintos érganos y aparatos.



La curva de alcoholemia que aparece en la figura 1 sintetiza los procesos indicados.
Tiene un gran interés médico-legal, porque representa la evolucion de la
concentracion del alcohol en la sangre en el periodo de tiempo que sigue a la

ingestion, hasta su catabolizacion total.

Alcohol
(g %)

2

Horas

Fig. 1. Curva de alcoholemia

Eliminacion
Eliminacion pulmonar

Esta via de excrecion, posible gracias a la volatilidad del alcohol, sigue un proceso
inverso al de la absorcidon. Como mecanismo de eliminacion tiene escaso interés,
pues solo un 2-3% del alcohol ingerido se elimina por esta via. Pero desde el punto
de vista analitico y judicial es de gran importancia, pues los métodos de analisis
incruentos se basan en este principio: la cantidad de alcohol presente en 2.0 ml de

aire espirado equivale al que hay en 1 ml. de sangre arterial.



Eliminacion urinaria

El alcohol difunde a través del glomérulo y no sufre proceso de reabsorcion tubular.
La concentracion de alcohol en la orina dependera de la alcoholemia, pero ésta

cambia continuamente y la de la orina no lo hace.

Eliminacion por la saliva

El alcohol se elimina por la saliva, aunque la cantidad excretada por esta via es
infima; con todo, dado el volumen de secrecion salival, tiene el mismo interés

analitico que la orina.

Eliminacion por la leche

El alcohol se elimina por esta secrecion, lo que debe ser tenido en cuenta por las

madres lactantes.

Catabolismo del alcohol

Del 90% al 95% del alcohol presente en el organismo se metaboliza por un proceso
de oxidacion. Esta oxidacion es uniforme para cada individuo y no se ve modificada
por el trabajo muscular, la temperatura ambiente ni la concentracién del alcohol

presente en ese momento en los tejidos.

El catabolismo oxidativo del alcohol se puede realizar por varias rutas metabolicas,
conduciendo todas a la produccion de acetaldehido; éste es metabolizado a acetato,
que es integrado en diversas vias metabolicas, segun el figura 2, que resume las

etapas metabolicas.



Primera etapa

Esta constituida por la formacion de acetaldehido y se lleva a cabo por tres vias

diferentes:

1.- via del alcohol-deshidrogenasa (ADH). Hasta hace algunos afios era la tnica via

conocida de oxidacion del alcohol.

La ADH es una enzima que estd presente en numerosos tejidos (pulmoén, estobmago,
rifion), pero fundamentalmente estd en el higado. Se localiza en el citoplasma del

hepatocito y cataliza la siguiente reaccion

ADH O
S

CH; -CH,OH > CH;-C N

NAD" NADH +H'

Segunda etapa:

El acetaldehido es metabolizado a acido acético, segun la siguiente reaccion:

O ALDH

4

CH;—C <
VRN
H+

NAD* NADH + H*

» CH3-COOH

Catalizada por una enzima, la acetaldehido- deshidrogenasa.



12 etapa

22 etapa

32 etapa

42 etapa

Etanol

Alcohol
Deshidrogenasa MEOS
NAD* H20- NADPH+H*
02
NADH+H+ 2H,0 NADP?*
H-0

Acetaldehido

) NAD*
Acetaldehido-DH C
NADH+H*

Acido acético

/CoA
/ ACETIL CoA \
Oxidacién en el Sintesis Sintesis de Sintesis de
Ciclo de krebs de AG colesterol porfirinas

Fig. 2. Via metabdlica del alcohol y las distintas etapas que la constituyen



EFECTOS METABOLICOS DEL ETANOL

El mejor conocimiento de los procesos bioquimicos en la degradacion metabolica
del etanol ha permitido esclarecer algunas de las situaciones patologicas generadas
en la intoxicacion. De todas ellas merecen destacarse por su interés fisiopatologico

las siguientes:
Metabolismo de los glucidos.

1.- Alteracion de la gluconeogénesis. Estas alteraciones estan motivadas por la

alteracion del cociente NADH + H */ NAD "y, subsiguientemente, los de:

Lactato-Piruvato y  Malato oxalacetato

La regeneracion del NAD", como se menciond antes, se hace a expensas de un
descenso del piruvato y del oxalacetato, que son los puntos de partida mas
importantes para la gluconeogénesis. De otra parte, el exceso de NADH inhibe otras
reacciones necesarias en los procesos gluconeogénicos. El resultado es una
hipoglucemia, fenomeno bien conocido desde la antiguedad, pero no bien explicado.
La hipoglucemia puede ir precedida de una hiperglucemia transitoria, en respuesta a

una glucogendlisis de estrés que durara lo que las reservas de glucogeno.

2.- Accion sobre el ciclo de Krebs. El ciclo de Krebs puede suftrir una inhibicion en
su funcionamiento hasta de un 75%. EI punto mas importante es el descenso de la
concentracion de oxalacetato, esto se debe a que se estd aumentando el paso de
acido piravico al acido lactico, por una parte, y del oxalacetato a malato, por otra. A
ello se anade la inhibicién de ciertas enzimas del ciclo, como son: la isocitrato-

deshidrogenasa, el citrato sintetasa y la cetoglutarato deshidrogenasa.
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3.- Hiperlactacidemia. Para regenerar el NAD", la enzima lactato-deshidrogenasa
transforma gran parte del acido pirGivico en lactico. La consecuencia es un aumento
de la acidosis y del acido urico en sangre. Esta acidez cede mejor al tratamiento
con glucosa, que contribuye a regenerar al NAD" y el ATP en funcién de la
ecuacion:
NADH "H " =Lactato x (ADP—P)

ATP

Metabolismo en los lipidos

La accion del etanol sobre el metabolismo de los lipidos se efectia en diferentes vias
y depende de que se trate de una intoxicacion aguda o cronica. En resumen puede

suceder:

» Aumento de la sintesis de acidos grasos libres, ya que la acetil-Coenzima A
se canaliza en esa direccion debido al exceso de NADH + H' y a la
inhibicion del ciclo de Krebs.

» Aumento de la sintesis de triglicéridos debido a que se favorece la sintesis de
glicerol, precursor de los triglicéridos.

» Disminucion de la oxidacion de los acidos grasos libres, que no solo se
oxidan, sino que forman acidos grasos de cadena larga. El mal catabolismo
de los acidos grasos es el responsable de la cetonemia y de la cetonuria de

los alcoholicos.

El resultado final es un deposito de grasas en los tejidos, principalmente en higado y
corazdn, lo que a la larga se traducird en una degeneracion grasa. La disminucion
de las oxidaciones y el aumento de la sintesis de triglicéridos, ambos procesos
ligados al descenso del NAD', serian las causas mas importantes de esa

degeneracion grasa.
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El alcohol etilico también puede oxidarse a acetaldehido por las oxidasas
microsémicas de funcién mixta que estdn en el reticulo endopldsmico liso del
higado (hasta un 10 % del total en las grandes ingestiones) y por via alterna del

sistema catalasa hepatico.

Generalmente el 2% del alcohol etilico ingerido escapa de la oxidacién y es
eliminado por aliento (0.7%), orina (0.3%), sudor (0.1%), entre otros. Estas
pequefias cantidades presentan un gran interés toxicoldgico, ya que permiten

determinar indirectamente el grado de alcoholemia.

En un estudio realizado por Charles L. Winek & Kathy L. Murphy indican que la
velocidad de eliminacion, en sujetos de peso corporal medio (70 kg), se describe
como un proceso de orden cero y que ésta se incrementa con la experiencia

bebedora (dosis dependiente) de la siguiente manera. (Ver tabla 1).

Tabla 1. Velocidad de eliminacion y experiencia de consumo alcohélico.

Velocidad de eliminacion Experiencia / consumo
12 mg/h No alcoholicos / menor 187.5 ml.
etanol/mes.

Bebedor social / 187.5 y 937.5 ml etanol

15 mg/h Jmes

Alcoholico / mayor 937.5 ml. etanol/mes

30 +/- 9 mg/h

Algunos autores consideran el metabolismo del alcohol etilico siguiendo la cinética
de Michaelis-Menten con una Km: 0.09-0.11 mg/ml, con niveles de alcohol etilico

de 300 mg/dl y una V max: 0.22 mg/ ml /h.

El proceso de eliminacion total se describe de acuerdo al modelo de Michaelis-
Menten para cinética enzimatica. La velocidad maxima de eliminacion es de 8.5
g/h/70 kg lo cual equivale a una velocidad de desaparicion de 230 mg/l/h. El

aclamariento en: aliento es de 0.16 1/h, sudor es 0.02 1/h y en rifion 0.06 I/h.
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Se estima que la velocidad de eliminacion es de 100-200 mg/kg/h a una dosis de 2g
/kg de peso corporal. Algunas sustancias aumentan el ritmo de metabolismo tales
como la insulina, tiroxina, corticosteroides, vitamina B, B6 y C, asi como la

fructuosa.

Desde el punto de vista energético, un gramo de alcohol etilico libera 30 kJ

completamente oxidado.

Efectos farmacologicos.

El alcohol etilico es fundamentalmente un depresor de la transmision nerviosa a
nivel neuronal en el sistema nervioso central (SNC). Sus efectos son una
consecuencia directa de su accidon sobre las membranas celulares y sobre los
neurotransmisores. Puede modificar la estructura fisica de las membranas, asi como
su composicion quimica de una forma reversible. En estudios recientes se ha

comprobado que el etanol actua en células del SNC de las siguientes formas:

» Acentiia el efecto de algunos neurotransmisores en sus receptores
postsinapticos,

» Las respuestas sinapticas a menudo de mayor amplitud o duracion.

» Se aumenta la actividad de canales idnicos por activacion de proteinas de

membrana. (como se muestra en la figura 3).
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Fig 3. Activacion de proteinas de membranas por etanol.
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El sistema nervioso central es el drgano mas afectado por el alcohol que cualquier
otro sistema del organismo. La acetilcolina cerebral, asi como las aminas bidgenas
(dopamina, noradrenalina, serotonina) aumentan inicialmente su liberacion lo cual
explicaria el efecto estimulante inicial sobre la actividad psicomotriz para pasar
después a una fase de depresion. El 4cido gamma-aminobutirico (GABA) es un
potente inhibidor del SNC y estd aumentado en casos de etilismo agudo. También
el alcohol es capaz de aumentar la afinidad del GABA por su receptor responsable
del efecto depresor. Puede ser que el alcohol también influya en el enlace entre los
opidides endogenos (encefalinas y endorfinas) con sus receptores y sobre los
aminodcidos estimulantes (aspartato y glutamato), Los resultados finales en lineas
generales serian estimulacion inicial a pequefias dosis e inhibicion a grandes dosis.
Por ello el efecto inicial se manifiesta como una aparente estimulacion, seguido de
una conducta espontdnea y menos autocontrolada; el pensamiento y su expresion
verbal puede aparecer mas fluidos pero disminuye la habilidad motora mas fina. En
general disminuye la capacidad de entender y procesar la informacion sensorial por

lo que resulta mas lenta la respuesta inmediata.

Aunque los efectos centrales del alcohol etilico son proporcionales a su
concentracion sanguinea, también es cierta la aparicion de un fendomeno de

tolerancia.

A medida que se incrementa la ingesta de alcohol etilico aumenta la alcoholemia,
generalizando la depresion central disminuyendo aun mas la capacidad ideatica y
asociativa., torpeza, perdida de reflejos, estupor y sueiio. Concentraciones mas
elevadas producen coma, depresion bulbar y muerte. La correlacion de ambos

pardmetros se indica en la siguiente tabla.
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Correlacion entre la concentracion sanguinea de alcohol y sus efectos en el SNC

Whisky

Conc. en

(mg/100 ml) / (%

sangre

etanol)

Efecto

Parte del SNC

deprimida

30-60

10-50/0.01 -0.05

Ninguna o ligera euforia.

Lébulo frontal

90-120

50-100/0.05 -0.1

Influencia leve sobre la
vision estereoscopica y la

adaptacion a la oscuridad.

Loébulo frontal

120-180

100/0.1

Ligeramente intoxicado.

Loébulo frontal

120-180

100-150/0.1-0.5

Euforia: desaparicion de
la  inhibicién; mayor

tiempo de reaccion

Lobulo parietal

180-210

150-200/0.15-0.2

Intoxicacion moderada;
tiempo de reaccion muy
prolongado; pérdida de
inhibicién, perturbacion
del equilibrio y

coordinacion.

240-270

200-250/0.2-0.25

Grado intenso de
intoxicacion;

perturbacion del
equilibrio y
coordinacion;retardo  de
procesos  quimicos y
obnubilacion de la

conciencia.

Lobulo occipital,

cerebelo y diencefalo

300-450

250-400/0.25-0.4

Coma profundo y

posiblemente fatal

Medula.
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Por otro lado, los textos especializados mencionan la correspondencia entre la
concentracion del alcohol etilico en sangre y en orina con los efectos farmacologicos
antes citados, especificamente pérdida de las habilidades motoras e intelectuales.
Otros investigadores reportan estudios en saliva, en donde determinan la
concentracion de alcohol etilico en este fluido y tratan de correlacionarla con la

concentracion en sangre.

El momento en que un individuo se califica como ebrio, se basa precisamente en
estos dos parametros: determinacion de la concentracion en sangre y la valoracion
clinica del efecto farmacoldgico manifestado y un valor de alcohol etilico en sangre

mayor a 80 mg/dl se considera estado de ebriedad.

EFECTOS SOBRE OTROS ORGANOS.

Sistema cardiovascular.-A dosis moderadas provoca vaso dilatacion de la piel y vias
digestivas, ya que deprime el centro vasomotor. Con la vasodilatacion periférica
aumenta la perdida de calor y disminuye la temperatura corporal a pesar del

bochorno cutaneo.

Aparato Digestivo.- Estimulacion de las secreciones salivales y gastricas a causa de
la liberacion de histamina y gastrina por el alcohol etilico a dosis bajas. Cuando
estas exceden una concentracion de 20% se inhibe la secrecidon gastrica y a
concentraciones de mas de 49% se presenta una accion irritante a causa de la

hipertermia e inflamacion del piloro.

Otras acciones generalmente téxicas, son a nivel del aparato digestivo ya que
produce irritacion de las mucosas e interferencia con la absorcion de lipidos,

minerales, acido folico y algunas vitaminas (B12).

Rifidon.- Al disminuir la secreciéon de hormona antidiurética (vasopresina) por el
lobulo  posterior de la hipofisis (sistema hipotalamo-hipofisis) disminuye la

resorcion de agua produciendo diuresis.

En médula 6sea provoca anemia macrocitica y sobre el nervio optico puede llegar a

causar artrofia.
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Nivel hepatico: Provoca inhibicion de glicogénesis, aumento de sintesis de
triglicéridos, disminucion de la actividad del ciclo de Krebs y reduccion de la

oxidacion de dcidos grasos.

En el musculo, produce alteraciones estructurales de la fibra muscular, que pueden

llevar a miopatia.
ANATOMIA DEL 0JO

Humor vitreo (vitreous humor) Sustancia transparente y semigelatinosa contenida en
una fina membrana hialoidea que rellena la cavidad situada por detras del cristalino
ocular. A veces en el humor vitreo quedan pequefios restos del canal hialoideo pero
no prosee vasos sanguineos y su nutricion la recibe desde la periferia a través de los
vasos de la retina y las prolongaciones filiares. El humor vitreo es concavo en su
porcidn anterior para que se adapte al cristalino y se encuentra estrechamente unido

a la retina en torno al globo ocular. Denominado también cuerpo vitreo.

Cornea

Humor acuoso

Iris

Seno venoso escleral

Pupila

Cristalino

Musculo recto
superior

RSB Proceso ciliar

Fibras zonulares .
del ligamento suspensorio
del cristalino

Musculo recto medial
Ora serrata

Vena
vorticosa

Cuerpo vitreo que ocupa
la camara postrema
(segmento posterior)

Retina optica
Coroides
Esclerotica

Méacula litea
Papila

Vaina dural del nervio 6ptico

_____ Nervio dptico
—— Arteria y vena Esfinter (mus_culo)
k central de la retina de la pupila

: \
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El humor vitreo en las camaras del globo ocular es producido por los procesos
filiares. Esta solucion acuosa proporciona nutrientes para la cornea y el cristalino
avasculares. Después de atravesar la pupila desde la cadmara posterior en la camara

anterior, el humor vitreo drena en el seno venoso de la esclera.

Obtencion de la muestra de Humor vitreo

Los especimenes de humor vitreo se obtienen por aspiracion directa de cada uno de
los ojos, utilizando una jeringa de 5 a 10 ml con aguja del calibre del nimero 20. La
aguja se debe introducir al ojo hasta su extremo, por la comisura externa de los

parpados y hasta el centro del globo ocular.

Posteriormente, se aspira el humor vitreo del globo ocular con una succién suave y
delicada. Para prevenir la contaminacion del espécimen con fragmentos de retina y
otros tejidos, se deben evitar los tubos al vacio y la succion fuerte. Con la técnica
correcta se pueden extraer de cada uno de los ojos del adulto de 2 a 3 ml de liquido
y de cada ojo de un recién nacido alrededor de 1 ml de humor vitreo. Finalmente,
tan pronto como se haya extraido la muestra de cada uno de los o0jos, es conveniente
para reponer el humor vitreo extraido, inyectar un volumen similar de solucion

salina 0 glicerina a cada uno de los ojos para devolverles el aspecto natural.

Manejo de la muestra

El humor vitreo, tan pronto como se haya obtenido, se debe depositar en un tubo de
ensayo estéril sin aditivos y mientras se lleva a cabo el estudio se conservara en
refrigeracion a una temperatura de 4° C; si se estudia después de 24 horas o mas,
debera congelarse hasta que se pueda hacer su analisis. Se recomienda centrifugarse
y emplear el sobrenadante para el andlisis, principalmente en aquellos estudios
donde el espécimen se ponga directamente al aparato analizador y deba fluir a través

de una tuberia de calibre muy pequeio.
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Precauciones:

Cuando se trabajen muestra de humor vitreo, se debe tener la precaucion de saber si
la muestra es de un individuo con o sin infeccion. El sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), hepatitis viral y la tuberculosis son algunas de
las enfermedades infecciosas que pueden adquirirse por una exposicion inadecuada

a una muestra con dichas infecciones.

Numerosas publicaciones han demostrado que tanto el antigeno como el anticuerpo
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), se pueden detectar en muestras de

humor vitreo.

Klatt, encontré en especimenes postmortem de humor vitreo de 34 horas de
tomados, positividad para anticuerpos en contra el VIH; sin embargo algunos
especimenes de humor vitreo dieron resultados “falsos —negativos” en muestras con

mas de 34 horas después de la muerte.

Karhunen, inform6 que los anticuerpos de VIH pueden ser detectados en muestras
de suero, sangre entera, humor vitreo y bilis conservadas por meses a temperatura

ambiente.

La sangre siempre debe envasarse en condiciones médicamente aceptadas por un
individuo calificado. Es importante que al extraer la muestra la aguja sea estéril. La
sangre debe guardarse en un refrigerador hasta la entrega del laboratorio de
toxicologia, con un anticoagulante (EDTA) y un preservativo como el Fluoruro de

sodio que es capaz de inhibir el miroorganismo que puede destruir al alcohol.

BEBIDAS ALCOHOLICAS.

Las bebidas alcohdlicas son el producto de la fermentacion por microorganismos
capaces de producir alcohol etilico, a partir de carbohidratos. Existen diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas que se diferencian en cuanto a la fuente de

carbohidratos o el contenido alcoholico.
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Existe evidencia documentada de que no se presenta ninguna relacion entre el tipo
de bebida y/o preparacion con la concentraciéon alcohdlica maxima. La
concentracion de alcohol en sangre depende de la cantidad, la velocidad de
ingestion, la concentracion de alcohol en la bebida y la velocidad de metabolizacion
del organismo que se ve modificada con la experiencia bebedora del individuo. Una
ingestion rapida resulta en un efecto acumulativo en la velocidad de eliminacion y
en consecuencia un incremento en las concentraciones plasmaticas de alcohol
etilico. Este se absorbe mas rapidamente cuando las concentraciones en la bebida
oscilan entre el 10 y 30%. Cuando la concentracion es menor al 10% hay un menor
gradiente de concentracion en el tracto gastrointestinal y una lenta absorcion lo que
retarda el vaciamiento gastrico. Por otra parte en concentraciones altas (mayores al
30 %) la irritacion de las membranas de la mucosa, el tracto gastrointestinal y el
esfinter pilorico causan incremento de secrecion y un retardo en el vaciamiento

gastrico.

El porcentaje alcoholico de algunas bebidas se resume en la tabla 2.

Bebida Contenido de alcohol (%)
Cerveza ligera 32-40
Cerveza clara 4.5
Cerveza 6.0
Cerveza de Barril 6.0 -8.0
Licor 32-70
Sake 14.0-16.0
Vino de madera 7.1-14.0
Vino espumoso 8.0-14.0
Vino tinto 14.0 -24.0
Vino dulce 15.5-20.0
Brandy 40.0 —43.0
Whisky 40.0
Vodka 40.0 - 50.0
Ginebra 40.0 —48.5
Ron 40.0
Tequila 45.0-50.5
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ALCOHOL Y ACCIDENTES DE TRAFICO

Los efectos que ejerce el alcohol sobre el comportamiento al volante, depende de la
cantidad que exista en sangre, es decir, de la alcoholemia. EI alcohol se comporta
de manera semejante a los anestésicos inhalatorios clasicos. Como tal, el efecto se
inicia de un modo paradodjico, induciendo excitacion, euforia, optimismo y
desinhibicién generalizada. Este ultimo efecto es especialmente delicado para
conducir. Aunque la conduccién en saturaciones circulatorias normales puede
continuar siendo aceptablemente segura, ante una circunstancia imprevista, una
situacion compleja o un estado psicofisico no 6ptimo (cansancio, fatiga, deterioro de
la destreza), el juicio que realice el conductor ante la realidad circulatoria del
momento no sera suficientemente objetiva y, por lo tanto, la respuesta
probablemente serd inadecuada. A medida que la cantidad de alcohol en sangre
aumenta, afecta a distinto estratos cerebrales y las manifestaciones se hacen mas

patentes progresivamente.

La informacién disponible pone de manifiesto que el alcohol es el responsable del
30-50% de los accidentes con victimas mortales, del 15-35% de los que causan
lesiones graves y del 10% de los que causan lesiones. EI andlisis de la mortalidad
prematura muestra que algo mas del 60% de todos los anos potenciales de vida
perdidos estuvieron relacionados con los accidentes no intencionados, lo que

representa una medida de 23 afios por cada muerte.

Articulo 100. Del reglamento de transito del D:F.- Ninguna persona puede conducir
vehiculos por la via publica; si tiene una cantidad de alcohol en la sangre superior a
0.8 gramos por litro o de alcohol en aire espirado superior a 0.4 miligramos por

litro.
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EL DESTINO DEL EL DEL ALCOHOL EN EL CUERPO

El analisis del alcohol nos confronta inmediatamente a la toxicologia forense al detectar

y aislar el alcohol en el cuerpo para el proposito de determinar la conducta humana.

Como cualquier otro depresor, el alcohol tiene su efecto principal en el sistema nervioso
central. La magnitud de la depresion es proporcional a la concentracion del alcohol en
las células nerviosas. El nervio es mas susceptible bajo la accion del alcohol este esta

formado en la superficie den cerebro anterior o proencefalo.

Muchos factores determinan la proporcion de alcohol que es absorbido en el torrente
sanguineo. Esto incluye el tiempo total de toma al consumir la bebida, el contenido de
alcohol del brebaje, el consumo asciende, y la cuantificacion, el tipo de comida presente

en el estomago y el tiempo en que se bebid.

La cromatografia de gas ofrece al toxicologo un amplio acercamiento para determinar

los niveles de alcohol en sangre
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METODOS PARA CUANTIFICAR ALCOHOL ETILICO.

Las reacciones de cuantificacion para alcohol etilico, se basan generalmente, en la
oxidacion del grupo funcional a su correspondiente aldehido. Esta oxidacion puede ser
quimica y/o enzimatica, la formacion del producto de oxidacién puede ser utilizada

como medida directa de la cantidad de alcohol etilico presente en la muestra.

La determinacion de alcohol etilico resulta siempre de gran utilidad clinica y forense.
A continuacion se describen algunas técnicas para la cuantificacion del alcohol etilico.
A) METODOS COLORIMETRICOS

Estos métodos se basan en la oxidacion del alcohol presente en la muestra y la
determinacion se realiza indirectamente al cuantificar la cantidad del i6n reducido que
se esta formando mediante la utilizaciéon de un espectrofotdmetro uv-vis o bien un
colorimetro a la longitud de onda correspondiente al color formado. De manera general

existen tres reacciones que se pueden aplicar a la cuantificacion de alcohol etilico:
1) dicromato de potasio (K,Cr,07) amarillo+ H,SO4.— sulfato de cromio verde

2) permanganato de potasio KMnO, (morado) + H"— ion magnesio (Mg+2)

3) pentoéxido de yodo (incoloro) .- yodo (i) produce color azul con almidén.
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B) METODOS ENZIMATICOS

Estos métodos se basan en la reaccion especifica de la enzima ADH, con alcoholes de
cadena corta (metanol, etanol y propanol). Esta reaccion es dependiente de la coenzima

NAD+ y la cuantificacion se realiza espectrofotométricamente.

ADH' + CH;CH,OH + NAD" » CH;CHO + NADH 340 nm

C) METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia es un procedimiento utilizado principalmente para separar e identificar
sustancias quimicas en esta denominacion se agrupan el conjunto de métodos que tienen

caracteristicas comunes.

El termino cromatografia se puede definir como un método de separacion fisica en el
cual los componentes que se van ha separar se distribuyen en dos fases: una estara
constituida por un soporte estacionario de gran superficie y la otra por un liquido que es
filtrado a través de la fase estacionaria, esta fase movil es el medio de transporte
mientras que la fase estacionaria es el agente de separacion. Estos métodos permiten la

cuantificacion especifica de la molécula.
Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. La elucidon se produce por el flujo de una fase movil de gas
inerte. A diferencia de los otros tipos de cromatografia, la fase moévil no interacciona
con las moléculas del analito; su tinica funcién es la de transportar el analito a través de
la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-
solido (GSC) y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta ultima la que se utiliza
mas ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). En
la GSC la fase estacionaria es sélida y la retencion de los analitos en ella se produce
mediante el proceso de adsorcidon. Precisamente este proceso de adsorcion, que no es
lineal, es el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga aplicacion limitada,

ya que la retencion del analito sobre la superficie es semipermanente y se obtienen picos

25



de elusion con colas. Su Unica aplicacion es la separacion de especies gaseosas de bajo
peso molecular. La GLC utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido

inmovilizadas sobre la superficie de un sélido inerte.

Instrumentacion

El cromatégrafo de gases consta de diversos componentes como el gas portador, el

sistema de inyeccion de muestra, la columna (generalmente dentro de un horno), y el

detector.
Microjeringa
Divisor de flujo T :
’mrli—’i Electrdmetro
Septum o puente
Regulador .
de flup =
Regulador DAC
de presicn {
P
(A Ordenador
o Rotametrg
Columna
Gas portador

Horno termostatizado

Diagrama de un cromatografo de gases

Gas portador

El gas portador debe ser un gas inerte, para prevenir su reacciéon con el analito o la
columna. Generalmente se emplean gases como el helio, argdn, nitrogeno, hidrogeno o
dioxido de carbono y la eleccion de este gas en ocasiones depende del tipo de detector

empleado. El almacenaje del gas puede ser en balas normales o empleando un
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generador, especialmente en el caso del nitrogeno y del hidrogeno. Luego tenemos un
sistema de mandmetros y reguladores de flujo para garantizar un flujo estable y un

sistema de deshidratacion del gas, como puede ser un tamiz molecular.

Generalmente la regulacion de la presion se hace a dos niveles: un primer mandémetro se
sitia a la salida de la bala o generador del gas y el otro a la entrada del cromatografo,
donde se regula el flujo. Las presiones de entrada varian entre 10 y 25 psi lo que da
lugar a caudales de 25 a 150 mL/min en columnas de relleno y de 1 a 25 mL/min en
columnas capilares. Para comprobar el caudal se puede utilizar un rotdmetro o un simple
medidor de pompas de jabdn, el cual da una medida muy exacta del caudal volumétrico

que entra a la columna.

Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe inyectar una cantidad
adecuada, y debe introducirse de tal forma (como un "tapdn de vapor") que sea rapida
para evitar el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da con cantidades
elevadas de analito. El método mas utilizado emplea una microjeringa (de capacidades
de varios microlitros) para introducir el analito en una cédmara de vaporizacioén
instantanea. Esta cdmara estd a 50°C por encima del punto de ebulliciéon del componente

menos volatil, y esta sellada por una junta de goma de silicona septa o septum.
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Inyector de muestra para un GC

Si es necesaria una reproducibilidad del tamafio de muestra inyectado se puede usar una
valvula de seis vias o valvula de inyeccion, donde la cantidad a inyectar es constante y

determinada por el tamafio del bucle de dicha valvula.

Si la columna empleada es ordinaria, el volumen a inyectar sera de unos 20 pl, y en el
caso de las columnas capilares dicha cantidad es menor, de 10™ pl. Para obtener estas
cantidades, se utiliza un divisor de flujo a la entrada de la columna que desecha parte

del analito introducido.

En caso de muestras solidas, simplemente se introducen en forma de disolucion, ya que
en la camara de vaporizacion instantanea el disolvente se pierde en la corriente de purga

y no interfiere en la elusion.
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Columnas y sistemas de control de temperatura

En GC se emplean dos tipos de columnas: las empaquetadas o de relleno y las tubulares
abiertas o capilares. Estas ultimas son méas comunes en la actualidad (2005) debido a su
mayor rapidez y eficiencia. La longitud de estas columnas es variable, de 2 a 50 metros,
y estan construidas en acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflon. Debido a su
longitud y a la necesidad de ser introducidas en un horno, las columnas suelen
enrollarse en una forma helicolidal con didmetros de 10 a 30 cm, dependiendo del

tamafio del horno.

La temperatura es una variable importante, ya que de ella va a depender el grado de
separacion de los diferentes analitos. Para ello, debe ajustarse con una precision de
décimas de grado. Dicha temperatura depende del punto de ebullicion del analito o
analitos, y por lo general se ajusta a un valor igual o ligeramente superior a ¢l. Para
estos valores, el tiempo de elusion va a oscilar entre 2 y 30-40 minutos. Si tenemos
varios componentes con diferentes puntos de ebullicion, se ajusta la llamada rampa de
temperatura con lo cual ésta va aumentando ya sea de forma continua o por etapas. En
muchas ocasiones, el ajustar correctamente la rampa puede significar separar bien o no
los diferentes analitos. Es recomendable utilizar temperaturas bajas para la elusion, pero
conforme la temperatura es mayor la elusion es mas rapida, pero corriendo el riesgo de

descomponer el analito.
Detectores

El detector es la parte del cromatografo que se encarga de determinar cuando ha salido

el analito por el final de la columna. Las caracteristicas de un detector ideal son:

e Sensibilidad: Es necesario que pueda determinar con precision cuando sale
analito y cuando sale solo el gas portador. Tienen sensibilidades entre 10® y 10
1% g/s de analito.

e Respuesta lineal al analito con un rango de varios 6érdenes de magnitud.

e Tiempo de respuesta corto, independiente del caudal de salida.
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e Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde temperatura
ambiente hasta unos 350-400°C, temperaturas tipicas trabajo.

e No debe destruir la muestra.

o Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito
debe dar salidas de senal iguales

e Alta fiabilidad y manejo sencillo, o a prueba de operadores inexpertos.

e Respuesta semejante para todos los analitos, o

e Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido ntimero de

analitos.

Algunos tipos de detectores:

e Detector de inonizacion de llama (FID, Flame Ionization Detector).

e Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity Detector).
e Detector termoionico (TID, Thermolonic Detector).

e Detector de captura de electrones (ECD, Electron-Capture Detector).

e Detector de emision atdmica (AED, Atomic Emission Detector).

Otros detectores comunmente usados son el detector fotométrico de llama (PFD),
empleado en compuestos como pesticidas e hidrocarburos que contengan fosforo y
azufre. En este detector se hace pasar el gas eluido por una llama hidrégeno/oxigeno
donde parte del fosforo se convierte en una especie HPO, la cual emite a A = 510 y
526nm, y simultaneamente el azufre se convierte en S,, con emision a A = 394nm. Dicha
radiacion emitida se detecta con un fotometro adecuado. Se han podido detectar otros

elementos, como algunos halégenos, nitrégeno, estafio, germanio y otros.

En el detector de fotoionizacién (PID), el gas eluido al final de la columna se somete a
una radiacion ultravioleta con energias entre 8,3 y 11,7 eV, correspondiente a una A =
106-149 nm. Mediante la aplicacién de un potencial a la celda de ionizacidon se genera

una corriente de iones, la cual es amplificada y registrada.
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e Columnas de relleno

Las columnas de relleno consisten en unos tubos de vidrio, metal (inerte de ser posible,
tal como el acero inoxidable, cobre o aluminio) o teflon, de longitud de 2 a 3 metros y
un didmetro interno de unos pocos milimetros, tipicamente de 2 a 4. El interior se
rellena con un material s6lido, finamente dividido para tener una maxima superficie de
interaccion y recubierto con una capa de espesores entre 50 nm y 1 pum. Para que

puedan introducirse en el horno, se enrollan convenientemente.

El material de relleno ideal consiste en pequefias particulas, esféricas y uniformes, con
una buena resistencia mecanica, para tener una maxima superficie donde interaccionan
la fase estacionaria y el analito. La superficie especifica minima ha de ser de 1 m?/g.
Como todos los componentes de columnas para GC, debe ser inerte a altas temperaturas
(~400°C) y humectarse uniformemente con la fase liquida estacionaria durante el
proceso de fabricacion. El material preferido actualmente (2005) es la tierra de
diatomeas natural, debido a su tamafio de poro natural. Estas especies, ya extinguidas,
utilizaban un sistema de difusion molecular para tomar nutrientes del medio y expulsar
sus residuos. Por tanto, debido a que el sistema de adsorcion superficial del analito y la

fase estacionaria es parecido, son materiales especialmente utiles.

El tamafio es critico a la hora de darse el proceso de interaccion con el analito, y a
menores tamanos la eficacia de la columna es mejor. Pero existe el problema de la
presion necesaria para hacer circular un caudal estable de gas portador por la columna,
ya que dicha presion es inversamente proporcional al cuadrado del diametro de dichas
particulas. Asi, el tamafio minimo para usar presiones maximas de 50 psi es de 250 a

149 pm.

Columnas capilares

Las columnas capilares son de dos tipos basicos: las de pared recubierta (WCOT) y las
de soporte recubierto (SCOT). Las WCOT son simplemente tubos capilares donde la
pared interna se ha recubierto con una finisima capa de fase estacionaria. Las columnas
SCOT tienen en su parte interna una fina capa de material adsorbente como el empleado
en las columnas de relleno (tierra de diatomeas) donde se ha adherido la fase

estacionaria. Las ventajas de las SCOT frente a las WCOT es la mayor capacidad de
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carga de esta ultima, ya que en su fabricacion se emplean mayores cantidades de fase
estacionaria, al ser la superficie de intercambio mayor. Por orden de eficacia, en primer

lugar estan las WCOT, luego las SCOT y por ultimo las columnas de relleno.

Las columnas WCOT se fabrican a partir de silice fundida, conocidas como columnas
tubulares abiertas de silice fundida o FSOT. Estas columnas se fabrican a partir de silice
especialmente pura, sin apenas contenido de 6xidos metalicos. Debido a la fragilidad
inherente a este material, en el mismo proceso de obtencion el tubo se recubre con una
capa de polimida de esta forma la columna puede enrollarse con un diametro de unos
pocos centimetros. Estas columnas, con propiedades como baja reactividad, resistencia

fisica y flexibilidad, han sustituido a las WCOT clasicas.

Las columnas FSOT tienen didmetros internos variables, entre 250 y 320 um (para
columnas normales) y 150-200 pm para columnas de alta resolucion. Estas ultimas
requieren menor cantidad de analito y un detector més sensible, al eluir menor cantidad
de gas. Existen asimismo columnas macrocapilares con diametros de hasta 530 um, que
admiten cantidades de analito comparables a las de relleno pero con mejores

prestaciones.

En estas columnas existe un problema debido a la adsorcién del analito sobre la
superficie de la silice fundida, adsorcién debida a la presencia de grupos silanol (Si-
OH), los cuales interaccionan fuertemente con moléculas molares organicas. Este
inconveniente se suele solventar inactivando la superficie por sililacion con
dimetilclorosilano (DMCS). La adsorcion debida a los 6xidos metalicos se ve paliada en

gran parte por la elevada pureza de la silice empleada.

La fase estacionaria

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida inmovilizada son:

1. Caracteristicas de reparto (factor de capacidad «' y factor de selectividad o)
adecuados al analito.

2. Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe ser al menos
100°C mayor que la maxima temperatura alcanzada en el horno.

3. Baja reactividad.
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4. Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante la elusion.

Existen por mucho una docena de disolventes con estas caracteristicas. Para elegir uno,
debe tenerse en cuenta la polaridad del analito, ya que a mayor polaridad del analito,
mayor polaridad deberd tener la fase estacionaria. Algunas fases estacionarias utilizadas

actualmente (2005) son:

e Polidimetilsiloxano, fase no polar de wuso general para hidrocarburos
aromaticos, polinucleares, drogas, esteroides y PCBs

o Poli(fenilmetidifenil)siloxano (10% fenilo), para ésteres metilicos de acidos
grasos, alcoles, drogas y compuestos halogenados.

e Poli(fenilmetil)siloxano (50% fenilo), para drogas, esteroides, pesticidas y
glicoles.

o Poli(trifluoropropildimetil)siloxano, para aromaticos clorados,
nitroaromaticos, bencenos alquilsustituidos.

o Polietilenglicol, para compuestos como glicoles, alcoholes, éteres, aceites
esenciales.

o Poli(dicianoalildimetil)siloxano, para &cidos grasos polinsaturados, acidos

libres y alcoholes.

Generalmente, en columnas comerciales, la fase estacionaria se presenta enlazada y
entrecruzada para impedir su pérdida durante las operaciones de elucion o lavado. De
esta forma se obtiene una monocapa adherida quimicamente a la superficie de la
columna. La reaccion implicada suele ser la adicion de un péroxido al liquido a fijar,
iniciandose una reaccion por radicales libres, que tiene como resultado la formacion de
un enlace carbono-carbono que ademads incrementa su estabilidad térmica. Otra forma es

la irradiacién con rayos gamma.

Otro tipo de fase estacionaria son las quirales, lo cual permite resolver mezclas
enantioméricas. Este tipo de fases suelen ser aminoacidos quirales o algin derivado

adaptado al trabajo en columna.

El grosor de la pelicula varia entre 0,1 y 5 um; el grosor depende de la volatilidad del
analito. Asi, un analito muy volatil requerird una capa gruesa para aumentar el tiempo

de interaccion y separar mas efectivamente los diferentes componentes de la mezcla.
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Para columnas tipicas (didmetros internos de 0,25 o 0,32 mm) se emplean grosores de
0,25 pum, y en las columnas macrocapilares el grosor sube hasta 1 um. El grosor

maximo suele ser de 8 pm

ANALISIS DE SANGRE EN CROMATOGRAFIA DE GAS.
Usando un detector de conductividad térmica.

La cromatografia de gas es una medida de cuantificacion de venenos, drogas, y alcohol

en sangre y muestras de orina.

Una muestra (liquido o gas) se inyecta hacia una columna caliente con un material

capaz de separar los componentes de una mezcla dentro de las partes individuales.

Muestras conocidas o desconocidas solo son inyectadas dentro de la misma columna,
los componentes desconocidos son identificados, usando las concentraciones de los
ejemplos de los estandares conocidos permitiran la cuantificacion de un compuesto
desconocido por una comparacion de las muestras sera asignada la cuantificacion de las
muestras desconocidas para un ejemplo de area méxima de muestra el o alturas como se

muestra en el papel registrador la gréfica.
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Figura 4. .Muestra un tipico cromatograma. Para las crestas maximas, la altura es

proporcional para concentracion a un tiempo amplio.
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Se us6 un cromatografo de gas con un detector de conductibilidad térmica (TC). El
instrumento no es capaz de detectar concentraciones muy bajas de compuestos que
deben estar en la forma de un gas por lo que las cantidades pequefias de alcohol en
sangre no serian Utiles para el analisis. En cambio, su muestra serd una mezcla de dos
alcoholes, un etanol, y n-propanol. El n-propanol se usaran como un comparacion del
compuesto (estandar interno), y el etanol es la sustancia a ser medida. La mezcla se
inyecta en el cromatografo de gas, vaporizado por el bloque inyeccidén caliente, y
entonces atraviesa la columna. Los componentes estdn separados por la columna que
condensa el material y pasan encima del elemento del detector. La interaccion de las
moléculas con filamentos del detector se convierte en una sefial eléctrica, pasado a un
dispositivo magnetofonico, e impreso fuera como una cresta en una grafica. La altura de
la cresta se usara como una representacion de la cantidad de sustancia detectada, y por

consiguiente, presente en la muestra.
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EL ANALISIS DEL ALCOHOL EN SANGRE POR CROMATOGRAFiA DE
GAS-LIQUIDO USANDO UN DETECTOR EN IONIZACION DE LLAMA
(AVANZADOS)

El analisis dado es un método para determinar el contenido de alcohol por el porcentaje
normal en una muestra de orina o de sangre. Este andlisis es 1til cuando un operador

del vehiculo es sospechoso de la ser bajo la influencia del alcohol.

La cromatografia de gas empleado en el analisis estd provisto equipo de detector de
ionizacion de flama. Este detector es muy sensible para cantidades de alcohol muy
pequefias. Este detector es aproximadamente 100 veces mas sensible que los detectores
de TC. Esto hace que el detector sea muy util para el analisis del alcohol o drogas en

muestras de sangre u orina.

Otro procedimiento desarrollado para el anélisis del alcohol involucra la oxidacion del
etanol. Esta reaccion se lleva a cabo en presencia de la enzima alcohol deshidrogenasa

y de un dinucleotido la coenzima NAD.

Como se da el proceso de oxidacion el NAD se convierte en otra especie quimica en

NADH.

Ethanol

P

L Cromatografia de gas.
Determinacion de etanol

en sangre.

1

i t t
0 1 2 3
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El grado de esta conversion es medida por espectrofotometria y es relativo a la

concentracion de alcohol.

Este ensayo se aproxima al alcohol en sangre es normalmente asociados con

instrumento usados en clinicas y hospitales.

Por otro lado los laboratorios forenses normalmente utilizan cromatografia de gas para

determinar el contenido de alcohol en sangre.
Los tiempos de almacenamiento prolongado, reduce los niveles de alcohol en sangre.

La coleccion de muestras de sangre después de la muerte para determinacion de alcohol
requiere precauciones en comparacion de la coleccion para individuos vivos. El etanol
en individuos muertos generalmente hay accion bacteriana. En consecuencia el numero

es superior en las muestras de sangre de diferentes partes del cuerpo

Esto puede ser demostrado usando humor vitreo y sangre no experimenta después de la

muerte.

D) FOTOMETRICO: atenuacién de la energia de radiacion en la reacciéon de
acoplamiento donde ADH" cataliza la oxidacién del etanol y el NAD +H se reoxida en
presencia de una diaforasa con la reduccion del iodonitrotetrazolio violeta a formazan.

Este producto absorbe a 492 nm en un espectro de emision fluorescente.

E) ELECTROANALITICO. (+0.8v vs. ag/agcl) determinacién electroquimica de la

formacion de NAD+H en la oxidacién por ADH".

F) DETERMINACION DE ALCOHOL ETIiLICO POR MICRODIFUSION
(METODO DE CONWAY)

Este método se basa en que si una sustancia volatil y un disolvente puro se mantienen

en compartimentos separados pero en contacto con la misma atmosfera el soluto volatil.

Tenderia a disolverse en el disolvente puro. Finalmente, esto implicard una difusion del

soluto desde la solucion original al disolvente. Este proceso ocurrird hasta alcanzar el
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equilibrio, pero si en lugar del disolvente puro utilizamos una sustancia que convierta al
soluto volatil en no volatil, la difusion ocurrird hasta que la presion de vapor en la

atmosfera compartida tienda a cero.

Experimentalmente se realiza la difusion del alcohol sobre una mezcla oxidante del

dicromato de sodio o dicromato de potasio en acido sulftrico.

La primera publicacion sobre un analisis de humor vitreo, con objetivo toxicoldgico, fue
el analisis de etanol en 1966, cuando dos autores Stuner y Coumbis, (8) se propusieron
comparar los niveles de alcohol etilico en sangre y humor vitreo y sus respectivas
desviaciones estdndar. Contemplaron que el promedio de la desviacion estandar es de
0,011 y consideraron que hay una variacion mayor en los casos con niveles elevados de
alcohol etilico. En dos casos, hallaron niveles bajos de alcohol etilico en humor vitreo,
uno de 0,037 y otro de 0,029 mg por 100 ml y no encontraron alcohol etilico en sangre.
Reflexionaron que hay una intima correlacion entre los niveles de alcohol etilico en

sangre y el humor vitreo.

Leahy (9) en 1968, con la reduccion del dicromato de potasio, observo en 20 casos,
buena concordancia entre las concentraciones de alcohol etilico en sangre y humor
vitreo, principalmente cuando la concentracion en sangre es menor a los 0.20 g /100 ml;
en el aumento de las concentraciones de alcohol etilico en sangre, aumentan las
concentraciones de etanol en humor vitreo. Con la enzima alcohol deshidrogenasa
observo en 10 casos, concentraciones positivas de etanol en sangre y humor vitreo y
determiné que existe una buena correlacion entre los valores de sangre y humor vitreo;
buena correlacion de los resultados con los procedimiento del dicromato y enzimatico;

esto quiere decir que los alcohdlicos tienen mas etanol en humor vitreo que en sangre.

Olsen (10) en 1971, en un estudio y con una nueva técnica in vivo, sobre la relacion de
la penetracion de alcohol al humor vitreo, de un conejo albino, y referente a las
concentraciones de alcohol en sangre y humor vitreo en relacion con el tiempo; observo
desde el punto de vista grafico, que la concentracion de alcohol en sangre mostré una
caida casi lineal, mientras que la concentracion de alcohol en humor vitreo registro un
ascenso lineal hasta lograr un equilibrio después de 210 minutos (relaciéon alcohol=
0,79); después de este tiempo, ambas concentraciones tuvieron una caida paralela,

Relacion alcohol=alcohol sangre/ alcohol humor vitreo.
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Norheim (11), observé en 1972, que la determinacion de alcohol postmortem es

una parte importante en la practica de la quimica forense que, ademas de la sangre se
deben estudiar otros mdas convenientes en algunos casos puede ser de gran interés
conocer algo acerca del intervalo de tiempo a partir del consumo de alcohol al momento
del fallecimiento, varios autores también ya habian hecho determinaciones simultdneas
de alcohol en sangre y en humor vitreo, por lo que Northeim elabord su estudio, para
determinar simultdneamente la concentracion de alcohol en sangre y en humor vitreo de
73 cuerpos, con el método de alcohol deshidrogenasa. En sus resultados observo que el

contenido de alcohol en las diferentes muestras de sangre /humor vitreo.

La relacion entre el contenido de alcohol en sangre y en humor vitreo puede ser en

algunos casos de valor para calcular el tiempo entre el consumo de alcohol y la muerte.

Coe (12) En 1976, observd 10 casos positivos para etanol, como resultado del
embalsamamiento. En ocho de estos diez casos la diferencia de la concentracion entre el
ojo derecho pre-embalsamado y el ojo izquierdo post-embalsamado fue insignificante.
Las concentraciones de alcohol en el ojo derecho variaron de 0,05 a 0,26% (50 a 260
mg/100 mL), de éstas en cuatro fueron de 0,21 a 0,26% (210 a 260 mg/100 mL); las
concentraciones de alcohol en el ojo izquierdo variaron de 0,02 a 0,21% (20 a 210

mg/100 mL), de éstos en dos casos fue de 0,21% (210 mg/100 mL).

Caughlin (13) en 1983, concluy6 en su estudio en el que determind la concentracion de
etanol en sangre obtenida de corazon intacto o de vena femoral y de especimenes de
humor vitreo, obtenidos de 61 cadaveres que, no existe una relacion de distribucion
exacta, que pueda ser empleada para convertir una concentraciéon de alcohol en humor
vitreo a una concentraciéon de alcohol en sangre, en cualquier momento. Estudios
previos habian demostrado relaciones de distribucion que variaban con un promedio que
generalmente era mayor al que se esperaba tedricamente, estos estudios debian ser
considerados a la luz de varios factores, como: error del método analitico, una
predisposicion inadvertida a partir del nimero de especimenes estudiados, la naturaleza

postmortem de los especimenes de sangre y de humor vitreo y la fase de la curva de

alcohol en sangre al tiempo del fallecimiento; factores que pueden llevar a cabo la
relacion de distribucion sangre / humor vitreo. Cuando estos factores son eliminados o

controlados en razon de datos a partir de la fase de eliminacion de la curva de alcohol en
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sangre, entonces la relacion de distribucion se aproximard a 0,81, como se predijo a
partir de consideraciones tedricas. Caughlin hizo énfasis que, si el analizador tenia
muestras de sangre y de humor vitreo, era esencial establecer la integridad de la
concentracion de alcohol de cada uno de los especimenes, principalmente de la sangre,
antes de hacer cualquier conclusion, en cuanto a la fase de la curva de alcohol en sangre
al tiempo del fallecimiento. Para este autor, en su trabajo, fue conveniente emplear una
relacion de distribucion tedrica de 0,81 para acercarse a una concentracion de alcohol en
sangre, de una persona quien hubiese fallecido en la fase de eliminacion de su curva de
alcohol en sangre. Este procedimiento se calcularia la concentracién de alcohol en
sangre de una persona que haya fallecido en su fase de absorcion. Generalmente esto es
considerado, salvo desde un punto de vista forense. En una u otra situacion, se debe
buscar otra evidencia para corroborar, apoyar o negar cualquier suposicion que se haya
llevado a cabo. Para un investigador o para un tribunal de justicia, debe ser claro que
este tipo de interpretaciones son de ayuda, pero que tienen varias limitaciones sobre su

confiabilidad que dependen de la situacion del caso.

Jollymore y col, (14) en 1984 elaboraron un estudio, en el cual, se propusieron un doble
objetivo. En primer lugar, determinar la relacién de alcohol en sangre / humor vitreo
con base a un caso disponible. En segundo lugar, se esper6 que este estudio reprodujera
los datos del trabajo de Caughlin(13) de 1983, aun prestando apoyo a su evidencia a
través de una distribucion bimodal de relaciones ya sea en fase de absorcion o de
eliminacion. Estos autores a través de su estudio demostraron una relacion media de
alcohol sangre / humor vitreo de 0,80, con una desviacion estandar de 0,4 y una
variacion de 0,57-1,75. Estos datos para Jollymore y colaboradores representaron un
acuerdo muy cercano con las relaciones medias esperadas de 0,79 6 de 0,81. Caughlin
un afio antes, en 1983, habia publicado una hipotesis para explicar los resultados de su
trabajo en base a una distribucion bimodal. Empero, Jollymore y colaboradores con su
estudio no pudieron apoyar la hipotesis de Caughlin; para ellos fue evidente que el
factor de conversion de 0,81 lleva a un nivel de alcohol en sangre calculado, el cual, es
mayor al nivel de alcohol en sangre observado en el 66% de los casos, es decir en 27 de
41 casos. Esto, para dichos autores, tiene situaciones importantes, debido a que el nivel
de alcohol en sangre que se basa en el nivel de alcohol en humor vitreo, puede ser
aceptado como evidencia en un tribunal de justicia. Por lo tanto, para que haya mas

confiabilidad en un nivel determinado de alcohol en sangre a partir de un nivel de
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alcohol en vitreo, se debe usar la relacion mas baja de sangre / humor vitreo. El valor en
este estudio de Jollymore y colaboradores fue de 0,57. Empleando tal valor y una
concentracion de alcohol en sangre de 80 mg/dl, el nivel de alcohol en humor vitreo
seria de 140 mg/dl. Asi, cuando el nivel de alcohol en humor vitreo es de 140 mg/dl 6
mayor, el nivel de alcohol en sangre corresponderia a 80 mg/dl 6 mayor. Esto no
significa una media, sin embargo, la relacion tedrica de alcohol sangre / humor vitreo de
0,79 6 de 0,81 es erronea. En principio, después de una ingesta de alcohol, aumenta més
rapidamente la concentracion de alcohol en sangre, que la concentracion de alcohol en
humor vitreo. Por lo tanto, la relacion de alcohol sangre / vitreo, seria elevada.
Conforme el equilibrio se va alcanzando, la relacion de alcohol sangre / humor vitreo
tiende a disminuir y se va acercando al valor tedrico de 0,81. En equilibrio la
distribucion es de 0,81. Hentsch y Muller, (15) sugirieron que el equilibrio se alcanza a
las dos 0 tres horas después de la ingesta de alcohol. Felby y Olsen (16) en 1969,
sugirieron que una relacion de alcohol sangre / humor vitreo mayor de uno indica que el
fallecimiento se presentd antes de que la fase de equilibrio se haya alcanzado. En dos
casos del estudio de Jollymore y col., la relacion de alcohol sangre / humor vitreo fue
mayor de 1,0 (1,30 y de 1,75); los autores investigaron la historia de cada uno de los
casos; en uno fue por suicidio violento y la relacion fue de 1,75, es posible que el
alcohol haya sido ingerido por la fuerza y poco antes del suicidio; la manera del
fallecimiento del segundo caso fue accidental, por ahogamiento, donde otra vez, es
factible que el alcohol lo haya ingerido poco antes del accidente, y es concebible que
sea un factor mayor de contribucion. En el estudio de Jollymore y col., no se presentd
ninguna reproduccion de los datos del trabajo de Caughlin (13) fue evidente que la
relacion promedio y tedrica de sangre / humor vitreo no era conveniente para ser
empleada en un contexto médico-legal. Dado que se puede presentar en un tribunal de
justicia, un nivel de alcohol en sangre, fundamentado en una concentracion de alcohol
en humor vitreo, es importante que no se presente un sobre calculo del nivel de alcohol
en sangre. Por eso es razonable emplear la relacion mas baja de alcohol sangre / humor
vitreo en dichas relaciones. En el estudio de estos autores, la relacion de distribucion
mas baja fue de 0,57. Esto media que, un nivel de alcohol en humor vitreo de 140 mg/dl
correspondera a una concentracion de alcohol en sangre de 80 mg/dl. Cualquier nivel de
alcohol en humor vitreo por debajo de 140 mg/dl puede ser importante, sin embargo,
como esto indica en si mismo una ingesta de alcohol, puede representar cierto grado de

deterioro.
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Yip(17) observo en 1995 que, a Pounder y Kuroda(21) les fue inadvertido el articulo de
Chao(18) de 1993 sobre la relacion entre los niveles de etanol en humor vitreo y sangre.
Chao y col., reprodujeron la distribucion bimodal y obtuvieron resultados similares,
empleando el método de Yip y Shum(19) sobre la correlacion de los niveles de alcohol
en humor vitreo y sangre en la fase de absorcion tardia y en la de eliminacion. Yip y
Shum emplean con seguridad las ecuaciones de regresion derivadas de los datos
indicados por los niveles de alcohol en orina / sangre, para tener que calcular, a partir de
casos post-equilibrio el nivel minimo de alcohol en sangre con el nivel de alcohol en
humor vitreo, en casos donde la sangre esta contaminada 6 no esta disponible. Ademas,
Chao menciona en su articulo que la interpretaciéon de alcohol en especimenes

postmortem es complicada por la presencia de alcohol producido por fermentacion

microbiana, y aclara que, este problema es minimizado por el analisis de humor vitreo,
ya que este liquido esta razonablemente protegido de la actividad microbiana y
permanece relativamente constante después de la muerte, por consiguiente la
concentracion de alcohol en humor vitreo es usada comunmente para confirmar la

determinacion de una concentracion de alcohol en sangre postmortem. En un caso

donde la orina no esta disponible la relacion de alcohol en sangre / humor vitreo
también puede ser empleada con seguridad para deducir si el individuo murié durante la
fase de absorcion o no. Para Yip y Shum los niveles de alcohol en humor vitreo son de

valor limitado en la mayoria de las circunstancias.

Kraut (20) también observd en 1995 que, Pounder y Kuroda (21) concluyeron en su
trabajo que, el calculo de una concentraciéon de alcohol en sangre a partir de una
concentracion de alcohol en humor vitreo fue de poco valor practico debido a la
inseguridad asociada con el célculo. Kraut reflexiond que, estaria buscando la manera
de hacer un calculo para una concentracion de alcohol en sangre a partir de una
concentracion de alcohol en humor vitreo de mas valor para el investigador que la
publicada por Pounder y Kuroda (21) en 1994; estos autores determinaron la
inseguridad del calculo de la concentracion de etanol en la sangre por el empleo de un
intervalo de prediccion que se basa en una distribucion tomada como normal para cada
concentracion de humor vitreo; que los resultados analiticos fueron mucho mas
cercanos a la linea de regresion que, a la linea de prediccion del 95%, particularmente
con los datos en la variacion de 0-200 mg/% (0-200 mg/100 ml). Kraut con su

experiencia de mas de 350 casos en la primera propuesta que hace en un caso tipico, es
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una relacion de CAHV / CAS de 1,1-1,5, y es lo que emplea para calcular una
concentracion de alcohol en sangre a partir de una muestra de humor vitreo aceptable,
haciendo dos suposiciones basicas: (1) que no haya bebidas alcohdlicas importantes
dentro de los 30 minutos del suceso; (2) que el fallecimiento haya ocurrido dentro de los

30 minutos de la ingesta de bebidas alcoholicas.

Kraut,(20) Pounder y Kuroda no propusieron una variacion para una relacion que
pudiera ser empleada al valorar si una concentracion de alcohol en humor vitreo
corrobora una concentracion de alcohol en sangre. Si la variacidon es equivalente a su
intervalo de prediccion, luego una concentracion de alcohol en humor vitreo dada
corroborara una variacion amplia de la concentracion de alcohol en sangre. Ademas se
deben considerar otros factores, principalmente si la relacion CAHV / CAS no cae
dentro de la variacion 1,1-1,5 y tales factores serian: condicion de la muestra, fuente de
la muestra, condicién del cuerpo, estado de putrefaccion, intervalo de tiempo entre el
incidente y el fallecimiento, tiempo entre el ltimo trago y el incidente, enfermedad,

tratamiento hospitalario y volimenes de liquidos administrados.

Pounder y Kuroda (21) en 1995, contestaron a Yip y Shum(19) y a Kraut(20), que ellos
se dirigieron al problema de predecir la concentracion del alcohol de la sangre (CAS) a
partir de la concentracioén de alcohol de humor vitreo (CAHV) en un caso individual en
el cual eran desconocidas las circunstancias asociadas al consumo del alcohol y muerte
y ninguna de éstas era asumida. Los datos de referencia que los autores usaron eran los
apropiados para este problema. Sin embargo, Kraut (20) estaba en lo correcto al sefialar
que si la informacion de las circunstancias eran disponibles 6 si las tomas se hicieron
entonces puede ser posible estrechar el rango del CAS predicho. Desgraciadamente,
para muchos casos esta informacion, fue incompleta, y esto sucedio6 asi en 47 de los 117
casos estudiados por Kraut (20). Aunque Pounder y Kuroda no se encerraron en su
publicacion, ellos observaron la posibilidad de mejorar la prediccion de la CAS
desarrollando las ecuaciones de regresion para los diferentes rangos de CAHV, pero
ninguna mejora importante se llevé a cabo. Ellos pensaron que cualquier célculo de la
concentracion de alcohol en sangre basado sobre CAHV en un caso individual de
fatalidad debe por necesidad, proporcionar en ambas concentraciones un rango de
prediccion y un grado de certeza con los cuales el verdadero valor caera dentro de este

rango. Kraut (20) usé un rango de CAHV / CAS de proporciones de 1,1-1,5 y no estuvo
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claro en sus publicaciones, por qué estos puntos de reduccion 6 eliminacion especifica
fueron tomados. Sin embargo, usando este acercamiento, una CAHV de 90 mg% (90
mg/100 mL) predice una CAS de 60-82 mg/100 ml (grado de certeza desconocido). La
formula de Pounder y Kuroda (21) predeciria una CAS de 29-131 mg/100 ml (con 95%
de certeza). En un caso forense en particular, trabajar el intervalo de prediccidon para un
caso en especial seria necesario un intervalo de prediccion mas amplio para la media de
la poblacion en conjunto. En otras palabras, si la relacion media de la CAHV / CAS

para la poblacion en general es de 1,3 + 0,1, entonces ese no es el rango verdadero de la

relacion CAHV / CAS de 1,1 — 1,5 que pueda ser aplicado a un caso individual de
fatalidad para predecir la CAS con 95% certeza. Pounder y Kuroda (21) observaron que
sus colegas de Hong Kong y Singapur también usaban las relaciones en lugar de las
ecuaciones de regresion con los intervalos de confianza, para calcular la CAS a partir de
una CAHV; también estos investigadores dividian los casos, en una categoria de
absorcion temprana 6 en una categoria en fase absorcion tardia / eliminacion sobre las
bases a la relacion de la CAO / CAS (concentracidon de alcohol de orina / concentracion
del alcohol de sangre); no obstante, estos ultimos autores reconocen que no existe una
certeza total entre los dos grupos. Para la categoria en fase de absorcion tardia /
eliminacion la CAS fue calculada por la formula CAS = (0,89) CAHV. Sin embargo,
0,89 solo es la relacion media y el rango para esta relacion en esa categoria fue de 0,32-
1,28, desviacion estandar 0,19. Por consiguiente Pounder y Kuroda no pudieron estar de
acuerdo en el uso seguro de esta aproximacion, Sin embargo, reconocen o estan de
acuerdo con Kraut y Yip que, en casos individuales un informe adicional puede permitir
el rango de prediccion para ser ain mas estrecho. Pounder y Kuroda (21) concluyeron
finalmente que, los tribunales requieren de un perito experto y de un testimonio con
cierto grado de certeza, calculando la CAS a partir de una CAHV los tribunales de
justicia seran mejor advertidos ante una opinidon que se basa en el andlisis de la
regresion proporcionando asi un intervalo de prediccion del 95%; sin embargo,
reconocen, como Kraut y Yip sefialaron, que una informacion adicional puede permitir

estrechar el rango predicho en casos individuales.

O’Neal y Poklis (22) en 1996, observaron en los resultados de su estudio que la calidad
y lugar de la muestra colectada, traumas en cuerpo, duracion entre el tiempo de muerte

y la autopsia, presencia de microorganismos en el cuerpo, difusion de bebidas
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alcohdlicas presentes en el estomago dentro del fluido pericardico, y difusion de etanol
en vomito aspirado dentro de la sangre cardiaca, son factores que influyen en la

interpretacion de la concentracion de etanol en especimenes postmortem, entre ellos

el humor vitreo.

Hardin (23) en el afio 2002, reportd un caso en el cual, la concentracion de etanol en
sangre tomada de cavidad toracica fue de 0,32 g/dl; el juez, sin més explicacion
determind que esta concentracion era excesiva: la concentracion de etanol en humor
vitreo fue de 0,09 g/dl y la relacion de CAHV / CAS fue de 0,28. El reportd que la
concentracion de etanol en sangre puede estar elevada en relacion con la concentracion
de etanol en humor vitreo por: a) la difusion de etanol del estdbmago intacto, hacia la
sangre de la cavidad toracica durante el intervalo que hay entre el fallecimiento y la
autopsia, b) la ingestion de una gran cantidad de etanol poco antes del fallecimiento, y
¢) contaminacion de la cavidad tordcica por sangre durante la extraccion del corazén y

partes Oseas.

La concentracion de etanol en sangre por si misma habria sugerido que el fallecimiento
fue por intoxicacion aguda al tiempo del fallecimiento. Este reporte demuestra la
importancia de obtener y analizar simultdneamente, muestras de sangre y de humor
vitreo al fallecimiento, principalmente en fallecimientos traumaticos. La importancia de
la concentracidon de etanol en humor vitreo es que, 1) puede ser mas confiable en casos

de toxicologia postmortemy, 2) que puede poner en duda la concentracion de etanol

en sangre al tiempo del fallecimiento.

Briglia y col.,(24) en 1992, observaron que, las concentraciones de etanol en humor
vitreo son mayores en relacion a las concentraciones de sangre de vena femoral, de
auricula derecha y de aorta ascendente; también observaron que las concentraciones de
etanol en liquido pericardico son mayores a las concentraciones de etanol en humor
vitreo y a todas las anteriores en el 30,2%; estos autores ademads, vieron que en veinte 6
33,3% de sesenta casos, las concentraciones de etanol variaron ampliamente entre las
diversas muestras de sangre tomadas de un mismo caso y concluyeron que, sus
resultados estan de acuerdo con el hecho bien establecido que el alcohol se diluye con el
agua del cuerpo. Briglia y col., también concluyeron que no hay diferencia significativa

en las concentraciones de etanol entre los especimenes tomados de los diferentes sitos
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postmortem, sin embargo, es evidente que los toxicologos forenses deben de
proceder con extrema precaucién en la interpretacion de los resultados de alcohol

postmortem.

Singer y Jones (25) en 1997, estudiaron las concentraciones de etanol, acetona,
isopropanol y acetato en un caso forense y observaron, en cuanto a la distribucion de
etanol, que ésta estuvo muy fuera de lo comun observando concentraciones en mg/100
ml en: sangre femoral, 257 y 273 (dos muestras); sangre de corazdén, 643; humor vitreo,
763; orina, 84; bilis, 616; higado, 250; y contenido gastrico, 4660 (2470 mg/53 g).
Consideraron que las elevadas concentraciones de etanol en humor vitreo se pueden
explicar debido a que el etanol se pudo difundir a través del ojo durante la fase de

agonia o postmortem por aspiracion de contenido géstrico con concentraciones muy

elevadas de etanol. Estos autores concluyeron en su estudio que, la causa de la muerte
fue atribuida a la combinacion toxica de etanol, acetona, e isopropanol; éste caso
demostro la dificultad de usar un solo espécimen postmortem para calcular la probable

concentracion de alcohol en sangre inmediatamente antes de la muerte.

Féormulas para obtener la concentracion de alcohol en sangre (CAS), a partir

de la concentracion de alcohol en humor vitreo (CAHYV).

Felby y Olsen (16) en 1969 determinaron en 27 casos, las concentraciones de alcohol,
por el método de oxidacion con dicromato de potasio y por el método de la alcohol
deshidrogenasa, en sangre tomada de vena femoral, corazén, humor vitreo de ambos
ojos y de musculos, las concentraciones del alcohol en sangre se compararon con las del
humor vitreo de ambos ojos, y con las de los musculos. Los valores de humor vitreo se
dieron como valores medios de ambos 0jos. Se observd que, con ambos métodos, los
valores encontrados representan las concentraciones de alcohol al tiempo del
fallecimiento y buena correlacion entre los valores encontrados. En 25 de los 27 casos,
los valores de humor vitreo fueron mas elevados que los valores de la sangre, debido
probablemente al contenido mas bajo de sustancia seca en éste organo, el cual es de
1,3%; la relacion de las concentraciones de alcohol en sangre a humor vitreo
promediaron de 0,7 a 0,8 y estd de acuerdo con la relacion de los contenidos de agua de
la sangre y de humor vitreo la cual es de aproximadamente de 0,8 y con la suposicion

que el alcohol se distribuye por difusion de una manera equitativa por todos los liquidos
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del cuerpo. Observaron que, cuando se ha alcanzado el equilibrio de difusion del

alcohol en los liquidos del cuerpo, se debe aplicar la siguiente ecuacion:

Concentracion de alcohol en sangre Contenido de agua en sangre 78
= = =0.79
Concentracion de alcohol en vitreo Contenido de agua en vitreo 99

Estos mismos autores también observaron que, cuando el fallecimiento se presenta, y
cuando el equilibrio de difusion ha tenido el tiempo para haber sido alcanzado,

entonces:

CAS = 0,73 X Concentracion de alcohol en humor vitreo.

El valor medio de 0,73 es mas bajo que el calculado de 0,79, probablemente a que el
promedio de sustancia seca en sangre postmortem es superior al 22% debido a la
hemoconcentracion. Ademads observaron que, las concentraciones de alcohol en humor
vitreo son mucho mas elevadas que, en sangre de vena femoral, sangre de corazon, y

que en musculos de extremidades superiores e inferiores.

Felby y Olsen, concluyeron en su trabajo que la concentracion de alcohol en sangre,
dentro de los limites de seguridad, puede ser calculada a partir de las concentraciones de
alcohol en humor vitreo, empleando la ecuacion de concentracion alcohol en sangre:

CAS =0,73 X CAHV.

Coe y Sherman (40) en 1970, en un estudio de 460 casos, se llevaron a cabo las
determinaciones simultineas de alcohol en sangre y humor vitreo; de éstos, 174
tuvieron alcohol demostrable en sangre, humor vitreo o en ambos especimenes. Por el
analisis estadistico de los datos de los 174 casos y por el calculo del factor de
conversion mas adecuado, para convertir la concentracion del alcohol de humor vitreo a
concentracion de alcohol en sangre con el 95% de confiabilidad, se obtuvo un valor de
0,89 £+ 0,023, que es para determinar la concentracion de alcohol en sangre a partir de
un valor medido en humor vitreo. El mejor calculo para obtener la concentracion de

alcohol en sangre es = 0,89 (£ 0,023 ) X concentracion de alcohol en humor vitreo.

47



Los autores revisaron los resultados de tres series previamente publicadas y los trataron
con el método del célculo del factor de conversion (Tabla 5) y observaron que la
relacion en estas tres series vari6 de 0,75 a 1,01, probablemente, por: (1) diferencias en
la especificidad del método analitico empleado, (2) errores de laboratorio, y (3)
prejuicios inadvertidos a partir del nimero de casos en cualquiera de las dos fases, de
absorcion o de eliminacidn del alcohol en el cuerpo, en particular en una serie pequeia

de casos.

Tabla 5. Factor de conversion encontrado por diversos autores

Autor Aro No. casos Factor de
conversion*

Sturner y Coumbis | 1966 40 0,01 (£0,04)

Leahy et al 1968 20 0,92 (£0,03)

Felby y Olsen 1969 27 0,75 (£ 0,05)

Coe y Sherman 1970 174 0,89 (+£0,02)

* El paréntesis contiene el 95%, el limite de confiabilidad del célculo.

Las variaciones anteriores estan de acuerdo con los trabajos de investigacion basica, que
han reportado que el etanol puede pasar rapidamente al ojo. Se ha observado que, en la
penetracion simultanea al humor vitreo, de 21 animales, de alcohol etilico y de otras
substancias no electroliticas como etilurea, metilurea, tiourea y creatinina, el alcohol
etilico es el que pasa con mayor celeridad al humor vitreo, y su maxima concentracion

en equilibrio se encuentra en menos de treinta minutos.

Backer y Pisano (26) en 1980, encontraron que, cualquier célculo sobre la
concentracion de alcohol en sangre, fluido fisioldgico 6 tejido, solo se puede expresar

dentro de un rango amplio de concentracion (Tabla 6).
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Tabla 6. Rangos de concentracion para alcohol en diversos fluidos

Fluidos biologicos/casos Rango de alcohol en | Proporcion Rango
sangre g/100 mL media

Vitreo / sangre 110 0,046-0,697 1,05 0.48- 1,72

Cerebro / sangre 33 0,072-0,388 0,86 0,64- 1,20

Bilis / sangre 89 0,046-0,697 0,99 0,48-2,04

Fluido espinal / sangre 54 0,046-0,697 1,14 0,79-1,64

Orina / sangre 92 0,046-0,697 1,16 0,53- 2,17

Tabla 7. Predicciones de la CAS en diversos fluidos para etanol

casos correlacion | m b Estimacion de
error estindar

Vitreo / sangre 0,92 0,96 0,029 + 0,051

Cerebro / sangre | 0,91 0,86 0,000 + 0,035

Bilis / sangre 0,92 0,99 0,005 + 0,048

Fluido espinal /| 0,96 1,03 0,028 + 0,041

sangre

Orina / sangre 0,88 0,91 0,029 + 0,063

Backer y Pisano (26) también expusieron que la formula para calcular la concentracion
de alcohol en sangre, es a partir de la concentracion de alcohol en otro fluido 6 tejido es:
a - b/ m, donde: a = concentracion medida, m = pendiente de la linea de regresion
lineal, y b = a la intercepcion de la linea de regresion lineal. Estos autores observaron
que, durante el calculo se puede presentar dos veces el error estandar, el cual se puede
agregar 0 substraer de la concentracion de alcohol en sangre (CAS) calculada, para asi
lograr un nivel de confianza del 95%. Asi, un célculo de la muestra usando los datos de

la Tabla 7 y una concentracion de alcohol dada en humor vitreo de 0,20 g/100 ml seria:

0,20 - 0,029 = 0,17
0,96

2X0,05=0,10 CAS=0,17+0,10

Los autores observaron que, pocos estdmagos exceden niveles de alcohol de 5000
mg/100 ml en contenido géstrico. Este hecho les indic6 que la absorcion de alcohol en

estdbmago es muy rapida y eso dio apoyo a la teoria de que esa fase puede predecirse en
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base a los niveles de alcohol en estobmago. En su estudio, los niveles de alcohol de 0,5
g/100 ml fueron escogidos arbitrariamente como la media entre la fase de absorcion y
post-absorcion. Los casos con concentraciones de alcohol menores a 0,5 g/100 ml de
contenido géstrico fueron considerados en la fase de post-absorcion y los otros fueron
considerados en fase de absorcion. Los datos también revelaron que la distribucion
tedrica de los valores de alcohol en muchos casos, eran muy cercanos al valor real
cuando la concentracion de alcohol en el estdémago fue menor a 0,5 g/100 ml.
Recalculando la concentracion de alcohol en sangre y de la concentracion de alcohol en
cerebro, humor vitreo, fluido espinal, y orina se mejord significativamente el error
estandar del calculado para casos en los cuales la concentracion de alcoholen estdémago
fue menor a 0,5 g/100 ml. Ya Felby y Olsen en 1969 habian excluido esos casos, en los
cuales el valor de alcohol en humor vitreo era menor al valor de alcohol en sangre, por

consiguiente limitando sus casos a €sos que eran mas probablemente post absorbidos.

Backer y Pisano (26) concluyeron, que en la ausencia de sangre para analisis cuando la
concentracion de alcohol en el estbmago es menor a 0,5 g/100 ml, entonces el cerebro,
fluido espinal 6 humor vitreo se pueden emplear para calcular la concentracion de

alcohol en sangre.

Por lo tanto, el humor vitreo puede ser un espécimen muy confiable para calcular la
concentracion de alcohol en sangre, en los casos en los cuales, la concentracion de
alcohol en el estdbmago sea menor de 0,5 g/100 ml y cuando la concentracion de alcohol
en el estbmago no se obtenga 6 sea mayor a 0,5 g/100 ml, el uso de bilis podria ser el
mas recomendado para calcular la concentracion de alcohol en sangre, esto fue porque
la bilis tuvo el error mas pequeiio, cuando la concentracion de alcohol en estdbmago fue

mayor de 0,5 g/100 ml.

Yip y Shum (19) en 1990, con los resultados de su trabajo concluyeron que, si es
permitido un margen de error adecuado, entonces se podra usar con toda seguridad la
ecuacion S = 0,76 V + 4,7 para calcular el nivel minimo de alcohol en sangre en casos
doénde la sangre no sea la adecuada o no este disponible para hacer el calculo de alcohol.
Esto podria subestimar el nivel de alcohol en casos de muerte ocurrida en la fase de
absorcion, pero en una situacion médico-legal seria mas conveniente para un patélogo
forense basar sus opiniones sobre niveles minimos en los cuales el pueda estar seguro

en casos donde la orina no se pueda obtener, la relacion sangre / humor vitreo puede ser
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usada para inferir la fase en la cual la muerte ocurrio: una relacion de sangre / humor
vitreo mas grande que 0.95 indica muerte en la fase de absorcion. Debe notarse que la

proporcion inversa no es valida.

Pounder y Kuroda (21) en 1994, midieron las concentraciones de etanol en humor vitreo
y sangre de 345 casos, a través de una ecuacion de regresion lineal simple, la cual
describe una relacion entre la concentracion de etanol en humor vitreo y la

concentracion de etanol en sangre en la fase absorbente postmortem. La ecuacion de

regresion (n = 345) con intervalo de prediccion de 95% fue para la concentracion de
alcohol en sangre = 3,03 + 0,852 CAHV + 0,019 y con el intervalo de prediccion del
99% que fue para la CAS = 3,03 + 0,852 CAHV =+ 0,025. La desviaciéon estandar
residual de la CAHV fue de 26 mg /%, el error estandar del declive 0,0098 y el intervalo
de confianza del 95% para el declive 0,833-0,871. El error estandar de la ordenada fue
de 2,34 y el intervalo de confianza de 95% para la ordenada —1,57 a 7,63 no siendo
significativamente diferente de cero. Aunque el analisis de regresion, permite el
desarrollo de un modelo para predecir la concentracion de alcohol en sangre dando un
valor especifico a la concentracién de alcohol en humor vitreo, este analisis da origen a
un intervalo de prediccion muy amplio, como para ser de uso practico real, a partir de
una perspectiva cuantitativa. Sin embargo, las mediciones de alcohol en humor vitreo
son un medio muy preciado para corroborar el valor de alcohol en sangre ya conocido.
El reandlisis de los datos proporcionados en estudios previos confirma este punto de
vista. El intervalo de prediccion no puede ser perfeccionado 6 mejorado
apreciablemente por el desarrollo de series de casos mas grandes. Sin embargo, las
determinaciones de alcohol en humor vitreo permanecen o estdn como un medio valioso

para corroborar un valor de alcohol en sangre ya conocido.

Caplan y Levine (27) en 1990, elaboraron un estudio de 347 casos con etanol positivo
en sangre y observaron que la relacion media de las concentraciones de etanol en sangre
a etanol en humor vitreo es de 1,7, la cual es consistente con las consideraciones
teoricas y con los datos previamente reportados. El estudio lo dividieron en tres grupos:
el primer grupo, consistiéo de 41 casos que tuvieron etanol positivo en sangre mayor de
0,01 g/dl y etanol en humor vitreo menor de 0,01 g/dl; esto sugiri6 a los autores, que el
etanol detectado en la sangre a una concentracion mayor de 0,01 g/dL asociado a una

concentracion de etanol negativa en humor vitreo, que resulta de la formacion endégena
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de etanol por fermentacion postmortem mas que del consumo antemortem de

etanol. El segundo grupo de 101 casos, 67 tuvieron etanol en sangre una concentracion
de menos de 0,10 g/dl y etanol en humor vitreo dentro de 0,02 g/dl. El tercer grupo de
205 casos con etanol positivo en sangre en una concentracion igual a / 6 mayor a 0,10
g/dL; para estos casos, el etanol en humor vitreo en relacion con el etanol en sangre se
tuvo que calcular. Caplan y Levine (27) concluyeron en base a sus grupos, que una
concentracion de etanol en sangre de 0,05 g/dl tiene la oportunidad del 87% de estar
asociado a una concentracion positiva de etanol en humor vitreo; asi mismo que una
concentracion de etanol en sangre mayor a 0,05 g/dl, tiene la posibilidad del 99% de
estar asociada a una concentracién positiva de etanol en humor vitreo. Las
concentraciones de etanol en sangre de menos de 0,03 g/dl frecuentemente estan

asociadas con concentraciones negativas de etanol en humor vitreo, lo que implica que

pudo haber ocurrido fermentacion postmortem.

Levine y Caplan (27) en 1993, observaron que la concentraciéon de etanol en sangre

postmortem especialmente de aquella de menos de 0,05 g/dl, puede ser dudosa debido a
que puede ser el resultado de una formacion de etanol postmortem. Los autores

observaron que para eliminar esta incertidumbre existe un método usado por los
toxicologos que es el analisis de maultiples especimenes para etanol. Dos de los
especimenes mas usados por dicho método es el andlisis de humor vitreo y orina,
porque son los menos susceptibles al proceso de putrefaccion. En los casos con una
concentracion de alcohol en sangre de 0,01 g/dl el 54% se asocia a una concentracion
positiva de etanol en humor vitreo y orina, este porcentaje se incrementa al 63% cuando
la concentracion de alcohol en sangre es igual a 0,02 g/dL. 73 y 92% de los casos
tuvieron un espécimen alterno positivo si la concentracion de alcohol en sangre fue de
0,03 g/dl y 0,04 g/dl, respectivamente. Esto sugiri6 a los autores que en la ausencia de
informacion adicional, una concentracion de alcohol en sangre de 0,04 g/dl o mas alto
probablemente resulta de un consumo de etanol. Levine y Caplan (26) concluyeron que,
una suposicion en la interpretacion de los datos, es que un CAHV y / o CAO positivo

indica consumo antemortem y no formacion de etanol postmortem. Aunque la

glucosa est¢ presente en el humor vitreo, la contaminacion del fluido por

microorganismos es limitada durante etapas tempranas del proceso de descomposicion.
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Clark y Jones (29) en 1982, estudiaron el humor vitreo y la sangre de 26 cadaveres
intactos de 4 horas de fallecimiento y en refrigeracion, para ver si era posible la sintesis
de etanol, por accion de las bacterias sobre la glucosa de la sangre de estos cadaveres.
Observaron que el alcohol no se detectd en el humor vitreo ni en la sangre; en ningin
caso hubo un valor de etanol en humor vitreo o en sangre mayor de 10 mg/dl; los
valores de etanol fueron de menos de 10 mg/dl en 13 casos con resultados de cultivo
negativo; estos datos sugirieron que la produccion de etanol de nuevo por el
metabolismo microbiano no se presenta en cuerpos intactos; la deteccion de etanol bajo

tales condiciones indica que el etanol se consumid en vida poco antes al fallecimiento.

Zumwalt y Bost (30) en 1982, estudiaron 130 cuerpos humanos en descomposicion para
valorar el grado de putrefaccion y para cuantificar las concentraciones de etanol en
sangre, orina y humor vitreo de estos cuerpos. Los autores observaron en sus
resultados, sintesis enddgena de etanol; en sangre en 23 de los 130 cuerpos en
descomposicion. En 19 de los 23 casos los niveles fueron de 70 mg/dl o menos; en los
otros cuatro casos fueron de 110, 120, 130, y 220 mg/dl. La sintesis de etanol endogeno
en humor vitreo fue negativa. En el estudio bacteriano del humor vitreo, observaron
que, tres no desarrollaron bacterias, tres desarrollaron escasas colonias bacterianas y en
uno se desarrollaron media docena de bacterias Gram positivas, es decir, observaron
desarrollo de muy pocas bacterias; aun en cultivos de cuerpos en descomposicion
moderada, la produccion endoégena de etanol por bacterias en humor vitreo es
insignificante. Aunque el humor vitreo contiene glucosa, la infiltracion bacteriana no se
presentd, ésta se desarrolla en el periodo tardio del proceso de putrefaccion. Asi, si se
encuentra etanol en humor vitreo éste sera de origen exogeno. Estos autores
concluyeron que, el humor vitreo tiene preferencia sobre la orina como una muestra
fiable en la determinacion de alcohol endogeno 6 exdgeno; ademas, el humor vitreo por

su gran calidad y disponibilidad debe ser empleado con més frecuencia.

Gilliland y Bost (31) en 1993, hicieron un estudio retrospectivo de los resultados de 286
cuerpos en descomposicion de los cuales: 64 se encontraron levemente descompuestos
(22,4%), 42 presentaron de leve a moderada descomposicion (14,7%), 90 mostraron
descomposicion moderada (31,5%), y 90 estuvieron marcadamente descompuestos

(31,5%); y observaron que, la formacion postmortem 6 endogena de alcohol ocurrid

en 55 (19,2%) del total de 286 casos descompuestos, similar al 18,7% encontrado en el
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estudio original de Zumwalt y Bost (30). En este estudio se observo produccion
endogena de alcohol, cuyas concentraciones de alcohol se encontraron elevadas en
sangre, y en la bilis mientras que las concentraciones de alcohol en humor vitreo y orina
fueron negativas o mas bajas como para dar una relacion atipica de humor vitreo /
sangre u orina / sangre. La contaminacion bacteriana se presenta en sangre antes que en
el liquido del humor vitreo. La concentracion de alcohol en sangre mas elevada por
produccion endogena fue de 0,07% (70 g/100 ml), en los casos con otros liquidos
negativos. La concentracion media de alcohol en sangre fue de 0,06% (60 g/100 ml) y
vario de tan elevado como 0,16% (160 g/100 ml) en casos que tienen relaciones
atipicas. Los autores concluyeron que la mayoria de los casos con produccién endégena
de alcohol en sangre alcanzan una concentracion de alcohol en sangre tan elevada como

0,15% (150 g/100 ml).

Lima y Midio (32) en 1999, estudiaron las muestras de sangre de cavidad toricica,
orina, y humor vitreo de 27 cuerpos con ligera, moderada y severa descomposicion,
para determinar las concentraciones de alcohol en sangre desde un punto de vista
médico legal y para demostrar la utilidad del humor vitreo como liquido bioldégico para
una determinacion indiscutible del origen del etanol en cuerpos descompuestos para
propositos forenses. Los autores concluyeron de acuerdo con sus resultados que, la
determinacion del alcohol en humor vitreo es fundamental para determinar el origen del

etanol detectado en la sangre de la cavidad toracica de los cuerpos descompuestos.

Devgun y Dunbar(33) en 1985, estudiaron por primera vez los niveles de gamma-
glutamil transferasa (GGT) en humor vitreo, de 14 individuos que habian fallecido
subitamente o debido a una enfermedad crdnica; consideraron que los niveles de
gamma-glutamil transferasa en humor vitreo pudieran ser un buen indicador del abuso
cronico de alcohol en individuos que hubiesen fallecido en un accidente automovilistico
en carretera. De los 14 casos, solamente en tres muestras de humor vitreo estuvo
presente la gamma-glutamil tranferasa, uno de estos fue por intoxicaciéon aguda de

alcohol.

Sadler y Pounder (34) en 1996, emplearon, el valor diagndstico postmortem de

gamma-glutamil transferasa (GGT) y transferrina deficiente en carbohidrato (TDC),

como marcadores de alcoholismo crénico. La enzima gamma-glutamil transferasa en
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suero (GGT) es una de los marcadores clinicos més frecuentes y tiene una sensibilidad
reportada de 39-87% pero una especificidad de 11-50%. Esta pobre especificidad se
debe principalmente a las interferencias que producen las enfermedades hepaticas y la
terapia con farmacos aunque puede ser espontaneamente elevada por difusion. La
transferrina deficiente en carbohidrato (TDC) ha tomado gran interés como marcador
clinico del alcoholismo, ofreciendo 83-90% de sensibilidad y 99% de especificidad,

pero la fuerza de este valor en el uso postmortem es atin desconocido.

Osuna y col., (35)en el afio 2000, observaron que los niveles mas elevados en humor
vitreo de transferrina deficiente en carbohidrato y de alanina- aminotransferasa (ALT),
se obtuvieron en el grupo de casos con diagndstico previo de alcoholismo; 24 de 38
casos (63,15%) mostraron valores, de transferrina deficiente en carbohidrato, mucho
mas elevados a las 7 UI/L, las cuales, son el valor medio de la transferrina deficiente en
carbohidrato en el grupo de no alcoholicos; los niveles de la transferrina deficiente en
carbohidrato en el humor vitreo, entre los alcohdlicos, varid de 4,7 a 24,5 Ul/l. Estos
autores sugirieron que los niveles de transferrina deficiente en carbohidrato en humor

vitreo son utiles en los casos donde el diagnostico postmortem de alcoholismo se

hace dificil por lo inespecifico de los datos disponibles.
Pruebas y técnicas recientes para deteccion de alcohol en humor vitreo.

Pentilla y col.,(36) en 1990, realizaron un estudio con la prueba de tira de alcosan, para
hacer la depuracion de alcohol en 52 muestras de humor vitreo y en 41 especimenes de
orina de casos de autopsia de tipo forense y de 112 muestras de saliva, de conductores
de automoviles con sospecha de ebriedad. La prueba sugiere validez para la depuracion
cualitativa de alcohol en muestras biologicas, ademas da informacion semicuantitativa
al instante y confiable; observo que el etanol fue el tnico hallazgo positivo en todas las
muestras analizadas quimicamente; esta prueba se compard con las determinaciones de
alcohol en sangre, humor vitreo y orina llevadas a cabo con cromatdgrafo de gases con
head-space estindar y se observé que hace una buena correlacién, con las
concentraciones de alcohol en sangre. Este estudio observo finalmente, que la
concentracion de etanol en humor vitreo con el cromatdgrafo de gases con head-space,
tiene un coeficiente de correlacion de 0,63; y un valor de medida promedio con 1 g/L y

con 2 g/LL de alcohol acuoso estandar de 172 = 19 (DS.,n =13) y de 274 + 30 (DS.,n
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=12) respectivamente. El método no da falsos positivos ni falsos negativos. Ademas, el
método da informaciéon al instante y es confiable desde el punto de vista
semicuantitativo sobre la presencia de alcohol y los resultados sugieren el valor de la

prueba en la deteccion preeliminar de alcohol en muestras de autopsia de tipo forense.

Ferslew y col., (37) en 1995, estudiaron humor vitreo entre otros especimenes con la
cromatografia capilar electrocinética micelar (CCEM), con esta ofrecen una nueva
técnica analitica para barbittricos, que es aplicable al anélisis forense para liquidos

biologicos entre ellos el etanol.

Engelhart y Jenkins(38) en el afio 2001, hicieron un estudio para precisar si el
dispositivo QED es un aparato til para determinar los niveles de etanol postmortem

en saliva y humor vitreo, en casos donde se necesita un resultado rapido. El estudio con
el dispositivo QED se llevé a cabo en 165 de 171 casos y demostr6 que el humor vitreo
es la muestra de eleccidn, asi mismo el estudio se elaboro hasta con un minimo de 0,25
ml de humor vitreo, proporcioné resultados exactos empleando una relacién promedio
de etanol humor vitreo / sangre de 1,2 para concentraciones mayores de 0,04 g/dl. Los
resultados del estudio con el dispositivo QED se compararon con los resultados del
estudio de las mismas muestras (saliva y humor vitreo) hechas con cromatografia de

gases con head-space, observandose un coeficiente de correlacion de 0,9931.

Spinosa y Cinira (39) en el 2002 demostraron que, en la micro extraccion en fase solida
usando una fibra polar de 85 um de poliacrilato y cromatografia de gas capilar, es una
metodologia selectiva y conveniente para la determinacion de etanol y otros
componentes volatiles en sangre, orina, y humor vitreo. El procedimiento presentado

fue simple, sensible, reproducible y permite una excelente cuantificacion.

Silvester y col. (41) realizaron pruebas comparativas para determinar la concentracion

de etanol en humor vitreo y en diferentes partes del cuerpo.

Ellos encontraron que la concentracion de alcohol etilico en humor vitreo en relacion a

la concentracion a la vena femoral es (0.94 y 0.98).

La importancia de esta medida es que se usa como evidencia en la corte para determinar

en juicios delictivos y civiles.
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Se ha encontrado variabilidad en la concentracion del alcohol en sangre entre sitios
diferentes de la toma de muestra. El objetivo principal de este estudio es determinar el
grado de variabilidad, midiendo las concentraciones del alcohol en sangre de cinco

diferentes sitos vasculares en nueve casos de personas ya fallecidas.

Las muestras se transfirieron inmediatamente en fluoruro al 2% en un tubo a -18°C. Las
muestras se analizaron por cromatografia de gases. Todos los ensayos se realizaron por

duplicado.

Los resultados confirman que hay un potencial de error en el andlisis de la
concentracion del alcohol de sangre después de la muerte. Ha sido demostrado en
modelos cadavéricos que el alcohol puede difundir del lumen gastrico al ventriculo.
Mientras este estudio no buscd demostrar este mecanismo, la magnitud del error que
facilmente se probd en sangre después de la muerte indistinta puede alterar la
importancia dada al alcohol como un factor que contribuye a las circunstancias y causa

de muerte.
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Concentraciones de alcohol postmortem (mg/100 ml.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 propo | rt

rcion

Vena 13 1256 | 360 | 265 |26 |236 |213 | 102 |244 |0.94 0.98

femoral | 4

Vena 12 | 253 [ 350 | 241 |16 |227 | 208 |80 |263 |0.85 0.96

axilar 5

Vena 87 | 246 | 344 | 230 |19 |218 |205 |57 |225 |0.77 0.97

yugular
Humor |13 |294 | -—--- 294 |25 239 |249 | 121 | 230 | ----- | -----
vitreo 8

La concentracion de alcohol en humor vitreo se reflej6 mas estrechamente con la

concentracion de alcohol en sangre de la vena femoral.

La relacion de sangre y humor vitreo para la concentracion de alcohol tiende ha mostrar
variacion entre la absorcion y la eliminacion de fases en el metabolismo de alcohol en

vivo.

Jones AW, Norberg A(42), investigaron la concentracion de etanol en sangre arterial,

venosa y en aliento después de una infusion intravenosa.

El etanol (0.40g /kg) fue administrado a 13 hombres por via intravenosa, infusion
constante por 30 minutos. La concentracion de etanol en sangre arterial, venosa y por
aliento fue medida exactamente en 17 intervalos. El etanol en sangre fue determinado
por cromatografia de gas y en aliento fue medida con un analizador infrarrojo. La
concentracion de etanol en aliento fue multiplicado por 2300 a estimar la concentracion
de alcohol en sangre. La concentracion de alcohol en sangre venosa por 10 mg/dl sobre
el tiempo y ABAC fue también mas alto que BrAC X 2300 alrededor de 4 mg/ dl en
promedio. Cuando la infusion de alcohol en ABAC,VBAC, BrAC fue de 94.8 +/- 2.06,
84.7 +/- 1.54 y 89.3 +/- 2.10 mg/dl respectivamente. La concentracion de alcohol en
sangre en ABAC y VBAC vy el aliento decrece bruscamente después de la

administracion de la obstruccion del alcohol y por 5 minutos posinfusion. Las
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diferencias en A-V en concentracion de etanol fueron pequeiias o insignificantes. El
periodo aparente de distribucion surgen de 7 a 8 mm, ya que alrededor de algunos para
ABAC, VBAC, BrAC. El % de etanol desvanecido fue de 15.5 +/- 0.55 mg/dl/h para
sangre arterial, 15.2 +/- 0.49 mg /dl /h para sangre venosa y 16.3 +/- 0.73 mg/l/h para
aliento no fueron significantes las diferencias (promedio mayor de 0.05). Fue concluido
que las diferencias entre A-V en concentracion de etanol existen durante la fase de carga
pero es rapidamente disminuido cuando la administracion de etanol termina, en la fase

de absorcion el etanol, es mezclado en el agua del cuerpo.

VABC excede a ABAC por aproximadamente 1-2 mg/100 ml en promedio.

Helander A, Jones AW. (43). Estos investigadores trabajadon con 5-HTOL un nuevo

marcador bioquimico de alcohol con aplicaciones forenses.

La concentracion de etanol en sangre y orina provee una importante evidencia en
investigacion criminal y litigacién civil cuando los crimenes son investigados en
relacion al alcohol. La determinacion de etanol en fluidos del cuerpo es procedimiento
de rutina en Quimica forense y laboratorios de toxicologia y en métodos de
cromatografia de gas son usados para obtener resultados exactos y precisos. La relacion
de 5-HTOL/5-HIAA en orina provee un camino provechoso para distinguir entre etanol
producido después de la muerte o generando in Vitro. Este articulo describe las
aplicaciones de el 5-HTOL/5 — HIAA la proporciéon como un marcador bioquimico
para toma de varias situaciones forenses. Los ejemplos incluyen conductores
sospechosos, victima de violacién y autopsias medico-legales donde el andlisis de

etanol se requiere por el forense.

Levine B. y col. (44). Explican la concentracion de etanol después de la muerte.

La interpretacion después de la muerte de concentracion de etanol (BAC),
especialmente aquel que es menor de 0.05 g /dl , puede ser complicado por la formacion
del después del concentracion del bajo de muerte de la del etanol. Un método usado por

el toxicologo a responder esta posibilidad de analizar multiples especimenes para etanol.

Dos muestras utiles para analizar son humor vitreo y orina, porque estos son menos

susceptibles a la putrefaccion.
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Una negativa de etanol en humor vitreo y orina desean sugerir que el resultado de la

medida del etanol para formacion después de la muerte.

Los datos fueron colectados por la oficina del jefe de medicina del estado de Maryland
y el instituto de fuerzas armadas de patologia sobre muestras de sangre con
concentracion de etanol menores a 0.05 g/dl a desarrollar un principio razonable para
interpretacion en la falta de otra especie de muestra un total de 38% casos con una BAC
entre 0.01 y 0.04 g/dl fueron estudiados por un periodo de alrededor de 2 afos. Los
especimenes de humor vitreo y orina fueron disponibles donde se probaron. En un
BAC de 0.01 g/dl, el 54% de los casos fueron asociados como positivo la concentracion
de etanol en orina y humor vitreo. Este % fue incrementado a 63 % en BAC
equivalente 0.02 g/dl. El 73 % y 92% de los casos tenian espécimen alterado como
positivo de la BAC fue de 0.3 g/dl y 0.04 g/dl respectivamente. En adicion el 90% de
los casos en donde fueron ambos humor vitreo y orina fueron analizados mostrando los
resultados. Ambos especimenes fueron positivos o negativos. Esto es por la falta de

informacion de BAC de 0.04 g/dl o alta probabilidad para la destruccion del etanol.

O'Neal CL,Poklis A. (45). Estos investigadores estudiaron los factores que influyen en

la interpretacion en la concentracion de etanol después de la muerte.

El andlisis de etanol es un ensayo realizado frecuentemente en los laboratorios de
toxicologia forense. La interpretacion del hallazgo de etanol es frecuentemente
confundido por producciéon de etanol. Muchas especies de bacterias, levaduras son
capaces de producir etanol por una variedad de sustratos. La posibilidad de etanol
después de la muerte incremente la sintesis a una temperatura de almacenamiento y el
intervalo entre la muerte y la autopsia. Esto es frecuentemente una dificultad entre la
produccion de etanol después de la muerte y antes de la ingestion de alcohol. Esta
reexaminacion presenta una discusion para la identificacion de la sintesis de etanol
después de la muerte y considerar factores en la interpretacion de hallazgo de etanol

después de la muerte.

La critica incluye un caso histérico, de condicion de especimenes presente tipos de
microbios fluido atipico y distribucion de etanol en el tejido. La concentracion presente

de Etanol y la concentracion de otros alcoholes volatiles. Una interpretacion valida de
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origen del etanol, esta puede ser antes de la muerte la ingestion o después de la muerte

la produccion de etanol.

Jones A.W, P Holmgren. Estimaron la inseguridad en la concentracion de etanol en

sangre por analisis de humor vitreo.

Para determinar las concentraciones de etanol en sangre venosa y humor vitreo se
obtuvieron durante una necropsia. Se calcularon las proporciones de la concentracion de
etanol en humor vitreo y sangre venosa (femoral), el intervalo de referencia y los limites
de confianza asociados para proporcionar la informacion de la inseguridad estimando
las concentraciones de etanol en sangre venosa indirectamente se midi6 en humor

vitreo.

Las concentraciones de etanol fueron determinadas en las muestras de sangre venosa y
en humor vitreo obtenido de 706 necropsias. Las muestras fueron analizadas por
duplicado en cromatografia de gas (HS-GC), con una precision (coeficiente de variacion
de 1.5% a una concentracion pobre de 500 mg/l. EIl limite de deteccion de etanol en el

cuerpo por HS-GC en un estudio de rutina fue de 100 mg/1.

En 34 casos el etanol fue en humor vitreo a una concentracion inferior de 154 mg/l,
puesto que la concentracidon de etanol en sangre venosa fue reportada como negativo

(menor de 100 mg/1).

En estos casos se excluyeron de la forma de analisis estadistico. La concentracion de
etanol en FVB (sangre venosa femoral) fue mas alta que en humor vitreo, en 93 casos,

con una minima diferencia de 160 mg/ I (rango de 0 a 900).

La concentracion pobre de etanol en FVB (n= 672) fue de 1340 mg /1 (SD, 990)
comparando con 1580 mg/l (SD, 1190) en VH. La proporcion VH (humor vitreo) /
FVB etanol fue de 1.19 (SD, 0.285) y el rango de 95% fue de 0.63 a 1.75. La diferencia
de la SD fue de 0.063 (SD, 0.109), lo cual da el 95 % de limite de concordancia (LOA)
por -0.149 a 0.276. Transformando la parte posterior de la escala original de medida da

una proporcion de VH/ FVB de 1.16 y 95% LOA por 0.71 a 1.89.

Este parametro estimado estdn de acuerdo con la proporcion de 1.18 y 2.5 th y 97.5 th

centiles de 0.63 y 1.92.
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La proporcion de distribucion del etanol (VH / FVB ) muestra un ancho de variacion y
esto requiere cautela cuando los resultados son analizados en HV en la necropsia se usa
para estimar la concentracion en FVB, dividiendo la concentracion de etanol en VH por
2.00 proporcionaran una estimacion de contenido de etanol en FVB, estando menos que

el verdadero valor, con un alto grado de confianza.
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OBJETIVOS

» Aplicar métodos quimicos de presuncion y confirmativos de tipo
toxicologico que permitan establecer la identificacion de etanol, en muestras

biologicas (sangre, humor vitreo).

» Reconocer la importancia que tienen los estudios toxicologicos del etanol en

el ambito legal.

> Demostrar las propiedades del humor vitreo y sangre como muestra

biologica.

> Analizar la utilidad del humor vitreo y sangre como fluidos bioldgicos para

calcular la concentracion de etanol en el cuerpo.

> Presentar las ventajas y desventajas del uso de humor vitreo y sangre en la

determinacion de etanol, con fines forenses en nuestro pais.

PROBLEMA DE INVESTIGACION

No seria exagerado decir que el alcoholismo es uno de los problemas sanitarios mas
importantes a nivel mundial. Un consumo tan elevado de un toxico que afecta
directamente el sistema nervioso central y la mayoria de los 6rganos tiene su reflejo en

alteraciones de la conducta y en una amplia y variada morbilidad y mortandad.
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La mayoria de la gente consume alcohol, esto conlleva a un problema de tipo social.
Los problemas que el consumo de alcohol conlleva son incontables que van desde la
desintegracion de la familia hasta la muerte misma directa o indirectamente del
individuo en cuestion. Por eso el estudio de este tipo de intoxicacion es de suma
importancia desde el punto de vista legal, ya que se puede determinar, en accidentes de
transito si efectivamente estaba en estado de ebriedad o no, asi como en homicidios o
delitos sexuales.

Desde el punto de vista estrictamente médico-legal la importancia de la embriaguez
surge de la especial resonancia juridica que este estado tiene, motivada por la variada y

completa legislacion que abarca los distintos campos del derecho.
Para responder a las diversas exigencias judiciales respecto a la embriaguez, el perito

debe establecer no solo la naturaleza del cuadro clinico y su profundidad, sino también

su origen. Dispone para ello de métodos clinicos y bioquimicos.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Varias dificultades se ponen al diagndstico clinico de la embriaguez. Ante todo, no
existe ningin sintoma particular de la embriaguez por otra parte, la resistencia
individual frente al toxico es muy variable, por lo que el juicio, en cada caso concreto,

debe ser prudente y nunca generalizador.

Son muchos los procesos que pueden remedar una intoxicacion alcohoélica, dado que la
accion aguada del alcohol sobre el sistema nervioso central no es especifica; otros
agentes: microbianos, toxicos, mecanicos y aun psiquicos, pueden producir los mismos
efectos bifasicos sobre el cerebro: aparente excitacion y luego inhibicion. Asi pueden
suceder con procesos febriles, metabolicos, toxicos, traumdticos y algunas

enfermedades psiquicas.

El diagnostico deberd hacerse a través de un analisis minucioso, la exploracion fisica
completa de los principales sistemas organicos, con las pruebas funcionales pertinentes,

y los examenes complementarios de laboratorio.

Los métodos bioquimicos consisten en la dosificacion del alcohol en la sangre o en los
humores orgénicos, desde donde se pueda deducir la impregnacion alcohodlica del
organismo. Ciertamente la correlacion entre el estado clinico y el grado de
impregnacion alcohoélica no es absoluta, como ya se ha sefialado, en virtud de ciertas
diferencias individuales, tanto en el sentido de una mayor susceptibilidad a los efectos

del alcohol en unos sujetos como en una tolerancia superior a la media en otros.

Pese a todo, las multiples determinaciones han permitido comprobar que tales
diferencias son, en general, escasas, por lo que no afectan sensiblemente los resultados.
Por otra parte, la interpretacion de éstos se hace de forma suficientemente amplia para
cubrir las mayores diferencias individuales ya que el trabajo es bibliografico y no

experimental.
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TIPO DE ESTUDIO

Aunque existen investigaciones reportadas en la literatura especializada para determinar
la correlacion entre la concentracion de alcohol etilico en sangre y efecto farmacologico
manifiesto que indique o apoye la valoracion clinica sobre el estado de ebriedad de un
individuo, estos se han realizado en poblaciones anglosajonas cuyas caracteristicas
fisioldgicas no corresponden con la nuestra. Adicionalmente se han realizado algunas
investigaciones para determinar la concentracion de alcohol etilico en saliva de
individuos que han ingerido bebidas alcohdlicas para establecer su relacion con la
concentracion de alcohol etilico en sangre en determinado momento y poder establecer
el grado de intoxicacion, con la finalidad de cuantificar en este fluido por ser de mas

facil recoleccion y manejo.

DISCUSION

La alcoholemia es uno de los analisis mas solicitados en Toxicologia Forense, dada la
importancia que el grado de impregnacion alcoholica tiene en los distintos campos del
Derecho. La determinacion de alcoholemia en el caddver presenta limitaciones
analiticas condicionadas por la ausencia de signos clinicos, disponibilidad de muestras

bioldgicas asi como por la existencia de fendmenos postzioriterz que podrian

modificar dichas tasas: fenomenos de redistribucion, cambios fisico-quimicos, difusién
de etanol desde el estomago, pérdidas de etanol y procesos de neoformacion, siendo
estos ultimos los que poseen un origen mas definido (sintesis de etanol por la actividad

microbiana).

Los diferentes estudios sobre humor vitreo y etanol, han observado, que el humor vitreo
por su situacion anatémica aislada, estd protegido del trauma, de la carbonizacion,
contaminacion y putrefaccion. Leahy y Farber en 1967 mencionaron, que debido a su
posicidon anatdmicamente aislada y al contacto relativamente ligero con células que
sufren autolisis después de la muerte, el humor vitreo parece estar menos sujeto a los
cambios quimicos postmortem y es ademads, facilmente obtenible para el analisis
quimico. También, estos estudios han advertido que las muestras de humor vitreo en su

momento se presentan ante el toxicdlogo y quimico forense, como una nueva fuente de
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muestras para la determinacion de alcohol etilico; son faciles de obtener en la mayoria
de los casos de autopsia; son serosas, claras; analiticamente, son faciles de trabajar,
tienen buena estabilidad quimica, permiten la interpretacion toxicoldgica requerida en
ausencia de una muestra de sangre digna de confianza. El humor vitreo tiene buena
estabilidad en las concentraciones de alcohol, debido a la escasa probabilidad de que se

desarrolle una microflora que dé origen a la formacion de alcohol postmortem.

Aunque el humor vitreo contiene glucosa, la infiltracion bacteriana no se presenta, ésta
se desarrolla en el periodo tardio de putrefaccion; asi, si se encuentra etanol en humor
vitreo éste serd de origen exdgeno. La produccion de etanol de nuevo por el
metabolismo microbiano en humor vitreo no se presenta en cuerpos intactos, lo que
indica que el etanol se consumid en vida poco antes al fallecimiento. En un estudio
comparativo sobre la contaminacion microbioldgica en sangre y humor vitreo

postmortem se observé que, en ninguna de las muestras de humor vitreo se

detectaron numeros grandes de bacterias u hongos, sin embargo si se descubrieron
muchos microorganismos en 32 de las muestras de sangre. En afios recientes, algunos
autores concluyeron de acuerdo con sus resultados, que la determinacion del alcohol en
humor vitreo es fundamental para determinar el origen de etanol detectado en la sangre
de la cavidad toracica de cuerpos descompuestos. EI humor vitreo no requiere de
preparacion especial para su andlisis ya sea por el método de microdifusiéon o por el

enzimatico.

El humor vitreo postmortem es un medio satisfactorio para la cuantificacion de

alcohol etilico por métodos analiticos obtenibles en laboratorios quimicos.

Estudios previos han mostrado cambios muy intensos y rapidos en la concentracion de
alcohol en sangre y en varios tejidos del cuerpo después de la muerte. Para obtener una
concentracion de alcohol en sangre valida y fiable, equivalente a la que circula a través
del cuerpo en el momento de la muerte, se necesita analizar un tejido o fluido que esté
fisicamente aislado del resto del cuerpo y que sea menos sujeto a los cambios

bioquimicos postmortem. Las mejores muestras son humor vitreo y fluido

cefalorraquideo. Si el equilibrio ha sido alcanzado antes de la muerte (esencialmente la
absorcién se habia completado), esto producird estimaciones muy confiables de la
concentracion de alcohol en el momento de la muerte, incluso en los cuerpos quemados

(asumiendo que el humor vitreo y la columna vertebral no fueron violados y fueron
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preservados). Si la absorcion todavia estuviera llevandose a cabo en el momento de la
muerte, el alcohol contenido de esos fluidos tendria que estar retrasdndose en el resto
del cuerpo y se desestimaria la concentracion de alcohol en sangre al momento de la

muerte.

Como se puede observar el humor vitreo, después de la muerte es una excelente muestra
para determinar la concentraciéon de alcohol etilico ya que los investigadores antes
mencionados asi lo corroboraron.

De todos los métodos descritos en esta investigacion, el mas adecuado para determinar
la concentracion de alcohol etilico es por cromatografia de gases por su exactitud y

precision que tiene.
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CONCLUSIONES

El abuso en el consumo de bebidas alcohdlicas (alcoholismo), representa uno de los
problemas de salud publica mas importantes. El alcohol etilico es una sustancia capaz
de afectar en mayor o en menor medida (dependiendo del consumo y la habitualidad),
casi a la totalidad de los sistemas del organismo, asi como también puede alterar una
gran cantidad de funciones metabolicas. Entre los drganos capaces de ser alterados
estan: el higado (con patologias que van desde el higado graso alcohélico, pasando por
la hepatitis alcoholica, hasta la cirrosis en su grado mas severo), el pancreas (en el que
puede desarrollarse pancreatitis, hasta insuficiencia pancreédtica por destruccion del
parénquima), también pueden afectarse corazon, sistema nervioso central, sistema
endocrino y sistema inmunolégico. Entre los procesos metabolicos que pueden
alterarse, se mencionan el metabolismo de vitaminas, minerales, lipidos, proteinas

carbohidratos hidratos de carbono. Su deteccion puede realizarse en sangre o en orina.

Los efectos farmacologicos asi como los desordenes en la funcionalidad de muchos
organos se relacionan directamente con el grado de intoxicacion con alcohol etilico, el
grado de alcoholismo y la tolerancia que se presente en un individuo, asi como las
alteraciones medicamentosas son un claro ejemplo de la necesidad de contar con
métodos practicos y especificos para la determinaciéon directa y/o indirecta de la

concentracion de alcohol etilico en sangre.

El alcohol etilico esta presente fisiologicamente en el organismo humano a niveles de
trazas en sangre y orina, sin que esto represente interferencias en la interpretacion de los

datos analiticos de intoxicacion.

El analisis de alcohol cumple uno de los objetivos principales de la toxicologia forense,
en donde la deteccion y aislamiento de drogas en el organismo se correlacionan con

efectos en el comportamiento humano.

Se llego a la conclusion que para la determinacion de alcohol etilico postmortem las

muestras de humor vitreo son muy confiables en comparacion si se tomardn muestras de
sangre de cualquier parte del cuerpo. Ademas el método més adecuado es la

cromatografia de gases.
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