UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

CUANTIFICACION DE METANOL COMO
PARAMETRO DE ALCOHOLISMO CRONICO EN
MUESTRAS PROVENIENTES DE CADAVERES

HUMANOS

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENT A
LUIS ALBERTO SUAREZ REYES

Asesor externo:
M. en C. ERNESTO BERNAL MORALES
Asesor interno
Q.F.B. JOSE ANTONIO GARDUNO ROSAS

CUAUTITLAN IZCALLIL EDO. DE MEX. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Fuis Glberto Fudrez Reyes



Fuis Glberto Fudrez Reyes
Agradecimientos

Agradezco a Dios, por el infinito amor que le ha brindado a mi familia, porque sin el amor no

fuese posible cristalizar este trabajo.

A mi madre, Asuncion, por su amor eterno, por llevarme a culminar los suefios, por ser mi
amiga, mi padre y mi madre. Por todos los dias de sacrificio, por los dias de dicha. Creo que
ni las palabras mas hermosas, ni las palabras del mas grande escritor, podrian describir el
eterno amor y agradecimiento que le tengo. Gracias por todo, por permitirme conocer el
amor de un hermano, Edgar, al cual simplemente amo. A ustedes a quien le dedico la

investigacion.

A mi asesor el M en C. Ernesto Bernal, por su ensehanza, apoyo, la dedicacién en tiempo a
lo largo de la formacién y culminacion de esta investigacion, por su amistad, muy agradecido

siempre estaré con usted.

A mi asesor el Q.F.B. José Antonio Gardufio, por creer en mi proyecto, por sus sabios

CoNnsejos, por su paciencia.

A la Dra. Raquel Lépez A. por enriquecer vy contribuir a mejorar la calidad de esta

investigacion, por su tiempo brindado, gracias.

Al Q.F.B. Adrian Waldo, por su buen humor, por el apoyo incondicional a la culminacién de
este trabajo, por ser y hacer placentera mi estancia en el laboratorio de quimica, por su

amistad.

A mi buen amigo, Victor Castruita, por ayudarme en todo momento, y hacer el trabajo mas

sencillo.

Al Entomdlogo Arturo Gabriel Cortez, Issis Ivonne Soriano, QFB Miguel Hernandez,
QFB Raul Ramirez, Teresa Vega, QFB magnolia Cabrera, a la QFB Silvia Arceo’,
QBP Ana, Beto, por su amistad, por ser como una familia, por creer en mi, por

ayudarme a realizar este trabajo, muy agradecido siempre estaré.



Fuis Glberto Fudrez Reyes
A ti Nancy D. Salazar, por amarme como lo haces, a ti Denisse, por darme alegria inmensa,

a ustedes quien dios enlazo nuestros destinos, a ustedes quien amo.

En general al Servicio Médico Forense del Distrito Federal, por la oportunidad de permitirme

desarrollar el presente trabajo.

A mis sinodales, Q.F.l. Leticia Zuhiga, Q. Sonia Rincén, Dra. Elizabeth Garcia, por su

colaboracion y atinados comentarios a la correccion vertida a esta investigacion.

Le dedico la tesis a todos mis amigos y familiares, Juan, Alejandro, David, Victor Suarez,
Daniel, Orlando, Maria Inés, Juana Suarez, Juan Antonio, Alejandro, a ti abuelita Felipa,

Israel, Juan, Luis Fernando, Luis Francisco, a Luz Ma. Rayo, a la Familia Lépez Carrillo...

En general, esta investigacion la dedico y tdmenla como suya, a todas las personas que

influyeron en cumplir el suefio de ser profesionista.



Fuis Glberto Fudrez Reyes

La presente tesis fue realizada en el Laboratorio de quimica del
Servicio Medico Forense del Distrito Federal, Ninos Héroes 102, Col
Doctores, CP. 06720, México, D.F. bajo la direccion y asesoria del M

en C. Ernesto Bernal Morales



Fuis Glberto Fudrez Reyes

Parte de este proyecto fue aprobado por el comité del
ICATDS/TIAF 2007 para presentarse en el “International
Council on Alcohol, Drugs and Traffic Saffty” y el “The
International Association of Forensic Toxicologists”, los
dias 26 al 30 de agosto del 2007 en la ciudad de Seattle
Washington U.S.A.



Fuis Glberto Fudrez Reyes



Fuis Glberto Fudrez Reyes

INDICE GENERAL
Pag.
RESUIMECIL. ... e 1
Lo INErodUCCION. .......ooiiiiiii ettt st 2
2. Antecedentes (IMAarco teOriCo)................ooooiiiiiii it 3
2.1. Definicion de alcoholiSmO. ... .....oeiiiiiii e 3
2.2. Farmacologiadel etanol................cooiiiiiiiiiii 4
2.3. Farmacologia del metanol............ccooeiiiiiiiiiiiii e, 9
2.4. Marcadores de alcoholiSmo. ..........ooeiiiiiii i 11
241 DefINICION. . .eeneitee et e e e e 11
2.4.2 Clasificacion de los marcadores bioldgicos............ovvvininnnnn.. 11
2.4.3 Marcadores de estado...........ovuiiiiiiiiiii e, 13
243.1  Cocatilén (Cocatileno)..........coveiiuiiiiiiiiiiiiiiieannn, 13
2.43.2  Etil esteres de acidos grasos (FAEES).................ooouee. 14
2433  Etil glucuronido..........oooviiiiiiiii e 15
24.3.4  Fosfatidil etanol............coooiiiiiiiiiiii 16
2435  S5-HTOL/S-HIAA.....cooi e 17
2.43.6  Marcadores BioquimiCoS..........ovvviiiiiiiiiiiiiieiieanennn. 17
2437 Metanol.......oouiiiii 18
2.4.4 Marcadores de TaSZ0......ouuueenreeteeie e e a e e ereeans 19
24.4.1 Monoamino-oxidasa (MAQO)........ccceviiiiiiiiiiiiiiiene 19
2.4.42 Transferrina deficiente de carbohidratos........................ 19
2.4.5 Aplicacion de los marcadores.......o.vvvevvviiiiiiii i, 20
2.5. Introduccion a la cromatografia.............c.ooeviiiiiiiiiiiiii e, 21
2.5.1 Definicion de la cromatografia..............ccoiiiiiiii i 21
2.5.2 Clasificacion de la cromatografia................coocoiiiiiiiiii 21
2.5.3 Andlisis de volatiles por cromatografia...............cooceviiiiiiiinn..o 25
3. Objetivo general........ ... 27
3.1. Objetivos particulares.................ooiiiiiiii 27
4. MaterialeS Yy MELOAOS. ..........ccoooviiiiiiiiiiieiiieeeeeeeee et 28
4.1. InStrumentacion ¥ T€ACTIVOS. .. .uuueenttetteenteeteeeteeteeneeeireenneeanneenns 28
4.2. Preparacion de soluciones y mMuestras.........o.vevurevireennierieenneenannennnnn. 29

4.3. Condiciones instrumentales del MEtOdo. ........uunnen e, 31



Fuis Glberto Fudrez Reyes

4.4. Toma de muestra y material biolOgIiCO.........ccoviiiiiiiiii e, 32
4.5. Metodologia y Esquema del ensayo de cuantificacion........................... 33
5. Resultados y analisis de resultados.......................oooiiiiiiiii 35
5.1. Desarrollo del método analitiCo............ccoeiiiiiiiiiiiiieae, 35
5.2. Validacion del método analitico............ooeiiuiiiiiiiiii 44
5.3, APHCACION. ..ttt 55

1. Analisis estadistico de la concentracion de metanol por grupos
(ANOV A e 57

1.  Andlisis estadistico de la concentracion de metanol incluyendo
multiples variables...........ooooiiiiiiii e 59
5.2. Relacion Metanol— Etanol (grupos, ARPEyBS)....................... 64

5.3.4 Produccion de metanol y propanol en muestras sanguineas, como
consecuencia de la putrefaccion ... 67
6. Conclusiones. .. ... ... 74
To AMCXO. ...t o 76



Fuis Glberto Fudrez Reyes

Abreviaturas

Acetaldehido

Alcohol deshidrogenasa

Alcohdlicos negativos a etanol
Alcohdlicos positivos a etanol
Aldehido deshidrogenasa

Analisis de Varianza

Aspartato aminotransaminasas
Alanina aminotransaminasas
Bebedores sociales
Beta-hexosaminidasa

Clasificacién Internacional de Enfermedades
Coeficiente de correlacion
Coeficiente de determinacion
Concentracion del Estandar
Concentracién de metanol en mg/dl
Concentracion de propanol en mg/dl
Coeficiente de Variacion

Coeficiente de variacion
Cromatografia de gases con inyeccion Headspace
Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Desviacién Porciento de
Detectores de ionizacion de flama
Desviacion estandar

Diametro interno

Ecuacion de la recta

Estandar interno Isobutanol

Etanol 6 alcohol etilico

Gamma glutamil transferasa
Grados centigrados

Grados de libertad

HeadSpace (espacio de cabeza)
Litros por kilogramo

Nicotinamida adenina dinucleétido
No- alcoholicos (control normal)
Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
Metanol

Microorganismos

Miligramos /decilitro

Milimetros de mercurio

Munchner Alkoholismus Test
Ordenada al origen (intercepto)
Organizacién Mundial de la Salud
Partes por millon

Pendiente

Pico Ampers

Propanol

Sistema Nervioso Central

Sistema microsomal oxidante
Uridil-difosfato (Uridin-difosfato)
Volumen corpuscular medio

ADI

ADH
ARNE
ARPE
ALDH
ANOVA
AST

ALT

BS

HEX

CIE

r

r2

CONC. EST
conc. MeOH
conc. Prop
C.V.
CV.%
CG-HS
HPLC

% DESV
FID

Desv. Est.
d.i.

Y =b+m*X
Isob

EtOH

GGT

°C

g.l

HS

L/Kg

NAD

NA
DSM-IV
MeOH
m.o.

mg/dI
mmHg
MALT

b

OoMS

Ppm

m

pA*s

Prop

SNC
MEOS
UDP

MCV



Fuis Glberto Fudrez Reyes

indice de Figuras.

FIGURA| TITULO Pagina
1 Esquema representativo de la farmacocinética del etanol.............................l 6
2 Metabolismo oxidativo del etanol............ ..o 7
3 Metabolismo oxidativo y no-oxidativo del etanol.................c.cooi 7
4 Enzimas que participan en el metabolismo del etanol y metanol en el organismo...... 9
5 Metabolismo de la cocaina sin/con alcohol etilico en sangre...........ccocceevveeeeiiiiiinnns 13
6 Etilésteres de acidos grasos (FAEES).........cooiiiiiiiiii e 14
7 Estructura del etilglucuronido, metabolito de la degradacion del alcohol etilico......... 15
8 Metabolismo de la fosfatidilcolina con/sin etanol.................ccooiiiii i, 16
9 Diagrama basico de los componentes de un Cromatografo de Gases..................... 23
10 Modelo del funcionamiento del detector de ionizacién de flama............................. 24
11 Modo de extraccion e inyeccion de la muestra con el Headespace, utilizando el

SISteMa PresSSUNSEA l00P. .. uuuu et 26
12 Diagrama del ensayo de cuantificacion de metanol y propanol................c...c.ooeee. 34
13 Rampa de calentamiento del horno del CG, donde la temperatura inicial es de
85°C/2°, y aumenta 30°C/min. hasta llegar a 120°C.........ccooiiiiiiiiiien, 36
14 Cromatograma para el analisis cualitativo y cuantitativo de metanol y propanal,
donde se observa el tiempo de retencién de cada analito de interés...................... 37
15 Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con
diferentes concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts*s........................... 39
16 Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con
diferentes concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts*s........................... 39
17 Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con
diferentes concentraciones de nitrito de SOdio..........ccooviiiiiiiiii i 40
18 Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con
diferentes concentraciones de nitrito de SOdio..........ccovviiiiiiiiiiii 40
19 Grafica del tiempo de incubacién de la muestra a 60°C, comparando altura y area
del pico, para isobutanol y metanol (Area en counts*s)..............ccoeeeeeeeviiiieeeeeenenn. 42
20 Grafica del tiempo de incubacion de la muestra a 60°C, comparando la relacion
Metanol/lsobutanol de la altura y area del pico (Area en counts*s)........................ 43
21 Grafica de regresion lineal para metanol, donde la linea central es la repuesta,
seguidas de los intervalos de confianza al 95% y por ultimo los limites de
01 =Yo [ oo o o 1A 47
22 Grafica de regresion lineal para propanol, donde la linea central es la repuesta,
seguidas de los intervalos de confianza al 95% y por ultimo los limites de
1= 1T o7 o 47
23 Grafica de modelo lineal, estimacion por extrapolacién del valor del limite de
deteccion y cuantificacion de metanol. Donde la linea central es la repuesta,
seguidas de los intervalos de confianza al 95%............cccccviviiiiiiie i 53
24 Grafica de modelo lineal, estimacion por extrapolacion del valor del limite de
deteccion y cuantificacion de propanol. Donde la linea central es la repuesta,
seguidas de los intervalos de confianza al 95%............ccooviiiiiiiiii 53
25 Grafica de residuos del muestreo de los diferentes grupos con respecto a la
cuantificacion de metanol......... ... 55
26 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de Diferencia minima significativa (lineas)
para la determinacién de metanol en los diferentes grupos de estudio por CG-HS.... 58
27 Grafica de barras referente a la probabilidad de influencia (%) de los diferentes
factores evaluados sobre la cuantificacion de metanol en muestras post-mortem...... 61
28 Grafica de regresion lineal para etanol-metanol de las muestras de sujetos
alcohdlicos bajo la influencia del alcohol etilico. La linea de tendencia es la central,
seguidas de los intervalos de confianza al 95%...........cccooiiimiiiiiiiii e 65
29 Grafica de regresion lineal para etanol-metanol de las muestras de bebedores

sociales bajo la influencia del alcohol etilico. La linea de tendencia es la central,
seguidas de los intervalos de confianza al 95%........cccoiiiiiiii 66




Fuis Glberto Fudrez Reyes

30

31

32

33

34

35

Grafica de produccién de metanol al transcurrir diferentes dias de almacenamiento
en refrigeracion, los rombos representan la 1° corrida (dia cero) de la muestra de
un sujeto y los cuadrados indican la 2% corrida del mismo sujeto pero en el dia
correspondiente, 3, 7,10 14, elC......coo it
Grafica de produccién de metanol al transcurrir diferentes dias de almacenamiento
a temperatura ambiente, los rombos representan la 1° corrida (dia cero) de la
muestra de un sujeto y los cuadrados indican la 2% corrida del mismo sujeto pero
en el dia correspondiente 1,2, 3,4, €1C......coiiiiiiii
Grafica de produccion de propanol al transcurrir diferentes dias al almacenarse en
refrigeracion, los rombos representan la 1* corrida (dia cero) de la muestra de un
sujeto y los cuadrados indican la 2% corrida del mismo sujeto pero en el dia
correspondiente, 3, 7,10, 14, €lC......cooiiiii
Grafica de produccion de propanol al transcurrir diferentes dias al almacenarse a
temperatura ambiente, los rombos representan la 1% corrida (dia cero) de la
muestra de un sujeto y los cuadrados indican la 2% corrida del mismo sujeto pero
en el dia correspondiente 1,2, 3,4, €tC......cooiiiii i

Grafica de la relacion metanol-propanol, de muestras almacenadas en
refrigeracion, tras en monitoreo en diferentes dias en una segunda cuantificacién
(2Gla corrida), de acuerdo al dia correspondiente. La linea de tendencia se enmarca
Lol ] o 0] 0 I o0 0] (=T= o Lo
Grafica de la relacion metanol-propanol, de muestras almacenadas a temperatura
ambiente, atras en monitoreo en diferentes dias en una segunda cuantificacion (2%
corrida), de acuerdo al dia correspondiente. La linea de tendencia se enmarca con
0TI 10 o1 (== o Lo

69

69

70

70

71




Fuis Glberto Fudrez Reyes

indice de Tablas

TABLA | TITULO PAGINA
1 Sintomas de supresion de alcohol........ ... .o 8
2 Ventana de deteccién para el metabolito Cocatilén....................cool, 13
3 Caracteristicas de los etilésteres de 4cido grasos.........c.covvviiiiiiiiiiiiiiiiiienn 14
4 Caracteristicas del etilglucuronido. ...........coiiiiii e 15
5 Parametros del laboratorio para el diagnostico de alcohol y alcoholismo de

ACUEIAO CON GlIG(B). ..o et e 18
6 Tipos de cromatografia de gases.........cccoviiiiiiiiii 22
7 Detector de lonizacion de Flama (manuales Agilent Technologies)..................... 24
8 Condiciones de Operacion de los Detectores comunmente utilizados con CG

L7 T 01 =T PPN 25
9 Propiedades fisico-quimicas de los reactivos............ccooiiiiiiiiiii i 28
10 Preparacion de [0S SiStemas. .........oii i 30
11 Preparacién de la curva de calibraciéon y su concentracion en el sistema (vial),

volumen total en el vial 2 ml..... ..o e 30
12 Parametros cromatograficos experimentales de interés del estandar 7 (por

LoTUE=To [ U1 o] o= o o ) AN PP 36
13 Busqueda de la concentracion optima de nitrito de sodio, para aumentar el area

del pico de metanol e isobutanol.............cooiii i 37
14 Busqueda de la concentracion optima de nitrito de sodio, para aumentar la altura

del pico de metanol e isobutanol.............ccooii i 38
15 Evaluacion del efecto del tiempo de calentamiento sobre el area del pico de cada

ANANto e INTEIES. ... 41
16 Evaluacion del efecto del tiempo de calentamiento sobre la altura del pico de cada

ANANTO e NI, ..o 41
17 Linealidad del método analitico (metanol)............cooviiiiiiiii e 44
18 Linealidad del método analitico (Propanol)............ccooiiiiiiiiiii e, 45
19 Resumen de los parametros estadisticos de la regresion lineal para

METANOL. ... e 46
20 Andlisis de varianza del sistema, linealidad (metanol).....................cooiini, 46
21 Andlisis de varianza del sistema, linealidad (propanol)...........c.cooiiiiiiiiiiennntn. 46
22 Repetibilidad del método analitico. Concentracion teérica de metanol 0.8mg/dl,

propanol 2.00 M/AL......... e 48
23 Reproducibilidad del método para metanol (muestra real de un alcohdlico positivo

aetanol 115 M/Al). ... 49
24 Tabla de analisis de varianza (anidado) de la reproducibilidad del método para

1= 7= o o ) 49
25 Reproducibilidad del método para propanol (muestra real de un alcohdlico positivo

aetanol 115 M/Al). ... 50
26 Tabla de analisis de varianza (anidado) de la reproducibilidad del método para

PrOPANON. ..ttt 50
27 Exactitud del método analitico para metanol y propanol..................cooiicnn, 51
28 Curva de calibracion para la determinacion de limite de deteccién vy

CUANIfICACION. ... 52
29 Andlisis de varianza de la curva para detectar limite de deteccion y cuantificacién

(MELANOI). ... 52
30 Analisis de varianza de la curva para detectar limite de deteccion y cuantificacion

(g 0] = o T T 52
31 Limite de deteccion y cuantificacion tedricos para metanol y propanol................... 53
32 Réplicas para determinar limites de deteccién y cuantificacion............................. 54
33 Descripcion de datos de no alcohdlicos y alcoholicos..........ovviiiiiiiiiiiiiine, 55
34 Media y desviacién estandar del marcador metanol, respecto a los 4 grupos.......... 56
35 Andlisis estadistico de la determinacion de metanol (mg/dl) en los distintos grupos

POF C G- HS .o 57

36 Método: Diferencia minima significativa (95%).....cooiiiiiiiiii e 58




Fuis Glberto Fudrez Reyes

37
38

39
40

41
42
43

44

Andlisis de Varianza para MeOH [mg/dl]. Analisis por regresion mdultiple...............
Suma de Cuadrados Tipo lll, donde se observa la probabilidad de influencia de

los 9 factores estudiados. .......oviuieiii i
Prueba de multiples rangos, para metanol (incluyendo multiples variables)............
Resumen de los parametros estadisticos de la regresion lineal para la relacién
etanol-metanol, para el grupo ARPE Yy BS......ccoiiiiiii
Analisis de varianza, para la relacién etanol-metanol en el grupo ARPE................
Analisis de varianza, para la relacion etanol-metanol en el grupo BS...................
Andlisis de varianza (95% de confianza), para la segunda corrida (metanol-
propanol) en muestras refrigeradas............oooiiiiiiii
Andlisis de varianza (95% de confianza), para la segunda corrida (metanol-
propanol) en muestras guardadas a temperatura ambiente......................

59

61
62

65
65
65
72

73




Fuis Glberto Fudrez Reyes

Resumen.

Para evaluar la posibilidad de utilizar el metanol como marcador de alcoholismo en muestras
de sangre de cadaveres humanos, se desarrollo un método por cromatografia de gases con
inyeccion por HeadSpace para detectar y cuantificar trazas de metanol. Con el método
desarrollado se analizaron muestras de sujetos sin antecedentes de alcoholismo y sin estar
bajo la influencia del alcohol etilico, en bebedores sociales (positivos a alcohol etilico), en
alcohdlicos con y sin estado etilico.

Se encontré que existe una relacién entre el aumento del metanol en aquellos sujetos que
consumen alcohol indiscriminadamente (alcohdlicos) con respecto a los que no son
alcoholicos, esta diferencia se corroboro al comparar los resultados del grupo de no-
alcohdlicos con respecto a el grupo de los alcohdlicos, por lo que, se puede utilizar la
deteccion y cuantificacion del metanol como marcador de alcoholismo en cadaveres
humanos en casos legales. De manera simultanea, se encontré que los principales factores
que influyen en la concentracion de metanol en sangre, por el consumo de etanol por
alcohdlicos, es la presencia de higado graso y la pancreatitis hemorragica, mientras que los
factores como la cirrosis hepatica no tiene efecto sobre la concentracion de metanol

encontrada.
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1. INTRODUCCION:

El consumo indiscriminado de bebidas embriagantes es uno de los mayores problemas de
salud publica a nivel mundial, incluido México, por lo tanto, la identificacién temprana de
individuos en riesgo de desarrollar dependencia al alcohol, incrementa la posibilidad de un
tratamiento favorable, reduciendo asi los costos de dicha dependencia. Para determinar si
una persona es alcohdlica o estuvo bajo los efectos de alcohol etilico, asi como, en la
evaluacion de los programas de tratamiento, se realiza el monitoreo de marcadores de
alcoholismo, los cuales nos ayudan a esclarecer distintos aspectos medico legales, tales
como, accidentes automovilisticos, la patria potestad de los menores de edad, medicina
laboral, homicidios, etc.
Los marcadores de alcoholismo deben de reflejar, tanto un consumo crénico de alcohol en
los individuos, como uno agudo. En general un marcador de estado debe de mostrar una
alta sensibilidad y especificidad, y discernir entre el consumo social y el excesivo;
adicionalmente este marcador no debe de encontrase a elevadas concentraciones en
organos dafiados por causas ajenas al consumo de alcohol etilico. Tradicionalmente se han
utilizado distintas sustancias como marcadores de alcoholismo, tales como enzimas
hepaticas [Gamma glutamil transferasa (GGT), aspartato y alanina aminotransaminasas
(AST, ALT), AST mitocondrial, beta-hexosaminidasa (HEX)], el volumen corpuscular medio
(MCV) y cuestionarios psiquiatricos como el DSM-IV y el CIE 10; sin embargo ninguno de
ellos tiene la sensibilidad y especificidad necesaria, ademas de que solo se pueden aplicar
en personas vivas. Por lo que, en los ultimos afios, se han buscado otros marcadores de
alcoholismo mas sensibles y especificos. Dentro de estos marcadores destaca el metanol
debido a que los laboratorios forenses cuentan con el equipo necesario para su analisis y
por la disponibilidad de estandares; diversos trabajos han probado la validez del metanol
como marcador de alcoholismo en muestras provenientes de personas vivas, pero, hasta la
fecha no se han hecho trabajos en muestras post-mortem; donde el analisis de marcadores
de alcoholismo es importante para establecer responsabilidades en hechos criminales, aun
cuando no se encuentre alcohol etilico o en el caso de muestras putrefactas para determinar
el origen del alcohol etilico encontrado en sangre.
Dentro del marco legal puede haber situaciones donde es necesario determinar si una
persona es adicta al alcohol etilico en muestras post-mortem, en estas circunstancias la
cuantificacioén de etanol no brinda la informacidon necesaria para esclarecer el problema, por
lo que es necesario utilizar otras sustancias como marcadores de alcoholismo. Por lo que, en
el presente trabajo se determind, por medio de la técnica de cromatografia de gases con
inyeccién por headspace, la cantidad de metanol, como marcador del consumo de alcohol
2
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etilico, presente en muestras provenientes de alcohdlicos bajo el influjo de alcohol etilico,

alcohdlicos no intoxicados, bebedores sociales y un grupo control negativo, necropsiados en
el SEMEFO de D.F.

2. ANTECEDENTES (marco tedrico)

Existen reportes escritos del consumo de cerveza, vinos y otras bebidas alcohdlicas que
datan desde 3000 afios A. de C. Pero el proceso de destilacién, introducido por los arabes
en Europa [1], aplicado a las bebidas fermentadas se remonta alrededor del afio 800. Este
proceso ha permitido la preparacion de licores altamente potentes (whisky).

Dado que el consumo de alcohol etilico forma parte de las costumbres sociales, pues su
consumo se permite y se promociona, es en la actualidad uno de los grandes problemas de

salud publica en la mayoria de los paises.

2.1. DEFINICION DE ALCOHOLISMO
No existe una definicibn que englobe todo el concepto de alcoholismo, los siguientes

conceptos abarcan en conjunto un concepto mas entendible, los cuales son los siguientes:

@ El alcoholismo es una enfermedad cronica, progresiva y a menudo mortal; es un
trastorno primario y no un sintoma de otras enfermedades o problemas emocionales.

@ La OMS define el alcoholismo como...la ingestion diaria de alcohol superior a 50
gramos en la mujer y 70 gramos en el hombre...

@ El alcoholismo es producido por la combinacién de diversos factores fisiologicos,
psicolégicos y genéticos. Se caracteriza por una dependencia emocional y a veces

organica del alcohol.

¢ Como se determina que una persona es alcohélica in vivo?

Existen diferentes test para el diagnostico de alcoholismo dentro de los cuales se ha
recomendado el cuestionario MALT (Mlnchner Alkoholismus Test) para el diagndstico de
alcoholismo en mujeres, donde los pacientes se identifican como bebedores de riesgo a
través de cuestionarios. El objetivo de este cuestionario es comprobar sus propiedades
psicométricas en la poblaciéon femenina.

Los criterios nosolégicos que se establecen en la cuarta edicion del manual Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V, APA,1995) asi como los que se incluyen en

la 10? edicion de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10, OMS, 1992)
3
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coinciden en que el diagnéstico de alcoholismo (sindrome de dependencia alcohdlica) debe
hacerse siguiendo los mismos criterios que para la dependencia de sustancias psicoactivas,
de forma que incluya aquellos casos en que el consumo reiterado de bebidas alcohdlicas
repercute de forma negativa en la vida individual, familiar, social y laboral del sujeto [2]. (Los

criterios se encuentran en el Anexo 1).

2.2. FARMACOLOGIA DEL ETANOL

En la actualidad se reconoce que el valor terapéutico del etanol es relativamente limitado, y
que su ingestion crénica en cantidades excesivas es un problema social y médico de primer
orden, debido a los accidentes automovilisticos y los decesos provocados por manejar en
estado de ebriedad. Las bebidas alcohdlicas se consideran como estimulantes, pero el
etanol ante todo es un depresor del SNC.

Pruebas recientes sugieren que las concentraciones bajas de etanol pueden incrementar la
funcién de ciertas sinapsis neuronales excitadoras, la estimulacién aparente resulta, en gran
medida, por la depresién de los mecanismos inhibidores de control en el cerebro. Los
primeros procesos mentales que se efectian son los que dependen de la capacitacién y la
experiencia previa; se embotan y, a continuacion, pierde memoria, concentracién e intuicion.
Sobreviene una oleada de confianza, la personalidad se vuelve expansiva y vivaz, y pueden
hacerse evidentes cambios incontrolados del talante y arranques emocionales. Estos
cambios psicolégicos concurren con trastornos sensoriales y motores. Cuando la
intoxicacion es mas grave, sobreviene un trastorno general de la funciéon nerviosa, y
prevalece por ultimo un estado de anestesia general. Sin embargo, hay poco margen entre la
dosis anestésica completa y aquélla a la cual se pone en peligro la respiracion.
Consecuencias de la ingestidon excesiva crénica, esta relacionada directamente con
trastornos neurolégicos y mentales graves (p. eje., lesion cerebral, pérdida de la memoria,
trastornos del suefio y psicosis). Los individuos que ingieren con regularidad etanol
experimentan también un riesgo mayor de sufrir convulsiones no provocadas. Ademas, las
deficiencias nutrimentales y vitaminicas coincidentes con la mala nutriciéon o las funciones
gastrointestinal y hepatica deficientes del individuo alcohdlico, parecen contribuir a los
sintomas neuropsiquiatricos que son comunes en los alcohdlicos, como encefalopatia de
Wernicke, psicosis de Korsakoff, polineuritis, etc [1].

En 1974, Pirola y Lieber mencionaron que el etanol contribuye a la produccion de lesiones
del esoéfago y el duodeno, y es también un factor causal en la pancreatitis aguda y crénica
[1]. La pancreatitis parece deberse a que el etanol no sélo incrementa la secrecion, sino que

también causa obstruccion del conducto pancreatico.
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Higado. La ingestion aguda de etanol, incluso en dosis intoxicantes, tal vez produzca pocos
cambios duraderos en la funcion hepatica. Sin embargo, si se consume de manera regular
da lugar a una constelacién de efectos adversos relacionados con la dosis que parecen
resultar, principalmente, de su metabolismo [Lieber, 1994]. Aunque la desnutricion puede
intensificar la lesion hepatica, un estado nutricional excelente no previene la hepatitis
alcohdlica ni su degeneracién en cirrosis.

La acumulacion de grasa en el higado es un suceso incipiente, y puede producirse en
sujetos normales después de la ingestion de cantidades relativamente bajas de etanol. Esto
se debe a la inhibicidon tanto del ciclo del acido tricarboxilico como de la oxidacion de la
grasa, en parte por la generacion de NADH en exceso por la accion de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH). Una parte del alcohol ingerido se metaboliza por accion de las
oxidasas microsémicas de funcion mixta que estan sujetas a la induccion por el etanol y
otros agentes. El producto de todas estas reacciones, el acetaldehido, qué es una sustancia
reactiva y toxica que puede formar uniones con proteinas y otros compuestos, lo que
redunda en inhibiciéon de gran variedad de enzimas y generacion de derivados inmundgenos.
Otros efectos adversos del acetaldehido, es incrementar la peroxidacién de lipidos y lesion
de las membranas mitocondriales y celulares de otras clases, agotamiento del glutatién y la
secrecion de proteinas a causa de inhibicion de polimerizacion de la tubulina. Lo anterior
puede explicar la ingurgitacion de los hepatocitos con proteinas, grasas y agua, que
progresa hasta la necrosis y la fibrosis que se encuentran en el higado cirrético, lo mismo
que los diversos trastornos metabolicos observados en los individuos alcohdlicos. Mas aun,
es posible explicar la relacién entre la ingestién crénica de etanol y el aumento de la
incidencia de cancer y la toxicidad intensificada de ciertos farmacos (p. ej., acetaminofén)
por la induccién de las oxidasas microsémicas aunada a agotamiento del glutation, lo que da

por resultado acumulacién incrementada de carcindgenos activados o de metabolitos toxicos

[1]

FARMACOCINETICA.

ABSORCION: Este fendmeno se produce a nivel de estomago, intestino delgado, colon, etc.
(Fig. 1). El etanol es una molécula pequefia con una parte polar y una no-polar, por ello
atraviesa las membranas celulares.

Es importante mencionar algunos factores que contribuyen a la absorcién o no del alcohol,
como el efecto del vaciamiento gastrico, mientras mas vacio este el estomago mas rapida y
facil es la absorcion de alcohol, por el contrario si este esta lleno el efecto de absorcion se
retarda. El azicar beneficia la absorcion del alcohol (al ser una bebida dulce, es mas facil su
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ingestion, que una bebida fuerte, pero también el alcohol se pega a el azucar y atraviesa

mas rapido la membrana celular). La grasa por el contrario retarda la absorcion.
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Figura 1. Esquema representativo de la farmacocinética del etanol [3].

DISTRIBUCION: Después de su absorcion, el etanol por ser altamente soluble (o sea polar)
se distribuye con facilidad en el torrente sanguineo y alcanza todos los tejidos, y por su
parte no polar atraviesa barrera hematoencefalica produciendo asi los efectos en el cerebro.

BIOTRANSFORMACION: Se oxida por completo una proporcion de 90 a 98 % del etanol
(dependiendo de la concentracidén en sangre, si es alta, el 10% escapa a la oxidacion) que
entra en el cuerpo y el restante sufre un metabolismo no-oxidativo, pero puede ser eliminado
sin metabolizar (Fig.3). El metabolismo del etanol difiere de la mayor parte de las sustancias
en que la tasa de oxidacién es relativamente constante en relaciéon con el tiempo, y en que
se incrementa muy poco al elevar la concentracion de etanol en la sangre (cinética de orden
cero) [1]. En el adulto la tasa promedio que se puede metabolizar de etanol es de 120 mg/kg
por hora, o cerca de 30 ml en tres horas. Se da principalmente a nivel de higado, por la
enzima alcohol deshidrogenasa [que es una metaloenzima, que contiene zinc y que recurre
al NAD (co-enzima) como aceptor de hidrégeno], donde, transforma el alcohol en
acetaldehido (ADI), qué es el principal metabolito de la biotransformacion del etanol (Fig. 2).

El etanol también es metabolizado por el sistema microsomal oxidante (MEOS), trabaja con
NADPH + H (reducido) con O,, produciendo peréxido y acetaldehido. Y por otro lado la
enzima catalasa (de los peroxisomas) transforma etanol a acetaldehido. Cualquier via de
estas produce acetaldehido y este pasa a acetato por la accidon de la enzima acetaldehido
deshidrogenasa, este se une a una coenzima A, acetil-Co A entra a el ciclo de Krebs (como
acetato activo) o servira en las diversas regiones anabdlicas que participan en la sintesis de

colesterol, acidos grasos y otros constituyentes tisulares.
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Figura 2. Metabolismo oxidativo del etanol [3].

El etanol produce modificacion de la relacién entre NADH Y NAD+ en citosol, se incrementa
el NADH, esto produce inhibicion o inversion de reacciones de la célula como en el ciclo de
Krebs el malato, piruvato (esto inhibe la gluconeogénesis y por eso da hipoglucemia), etc.

En condiciones normales de “salud”, cerca del 2% del etanol ingerido escapa a la oxidacion.

En circunstancias especiales, y cuando se ha consumido una gran dosis, este valor puede

llegar al 10% [1].
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Figura 3. Metabolismo oxidativo y no-oxidativo del etanol [4].

ELIMINACION. Se da principalmente por las vias urinarias aunque también se elimina por el

sudor y por exhalacion (Fig. 2). De hay que se pueda realizar estudios de cuantificacién de

etanol, en orina y aliento, con caracter medico-legal.
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Mecanismo de accidn. El etanol actia sobre el SNC, provocando sus efectos en la funcion
de los canales de iones activados por aminoacidos tanto excitatorios (glutamato) como
inhibidores (GABA). El etanol tiene la capacidad de incrementar la inhibicion sinaptica
mediada por GABA, lo mismo que los flujos de cloruro. Aunque el etanol puede inhibir las
corrientes de iones activadas por glutamato, el etanol afecta predominantemente a los
receptores de NMDA del glutamato a las concentraciones de este alcohol a las que llega
durante la intoxicacion leve. El consumo crénico de etanol causa incremento de la expresion
de los receptores NMDA, lo que puede contribuir a la hiperexcitabilidad durante la supresion

de este alcohol [1].

Tolerancia, dependencia fisica y supresion. El consumo frecuente de bebidas embriagantes
puede producir mayor tolerancia (tolerancia adquirida), de modo que se pueden encontrar
concentraciones sanguineas altas en extremo (300 a 400 mg/dl) en alcohdlicos que no
parecen estar muy sedados [1]. En estos casos, la dosis mortal no se eleva de manera
proporcional con la dosis sedante, y por tanto disminuye el margen de seguridad (indice
terapéutico) [1]. Los consumidores de alcohol no soélo adquieren tolerancia, sino que, de
manera inevitable, generan un estado de dependencia fisica. El sindrome de supresion de
alcohol (Tabla 1) depende, en general, del tamano de la dosis diaria promedio, y suele
“tratarse” reanudando la ingestion.

El alcohol produce tolerancia cruzada a otros sedantes, como las benzodiacepinas. Esta
tolerancia es operativa en los alcohdlicos abstinentes, pero mientras el alcohdlico esta
bebiendo, los efectos sedantes del alcohol se suman a los de los farmacos, lo que hace mas

peligrosa la combinacion alcohol-sedante.

Tabla 1. Sintomas de supresién de alcohol [1].

Deseo vehemente de beber, Tembilor, irritabilidad, Nausea,
Trastorno del suefio, Taquicardia, Hipertension, Sudacion,
Deformacion perceptual.

Convulsiones (18 a 24 h después de la ultima copa)
Dilirium tremens (raro en la abstinencia no complicada)

Agitacion grave

Confusion

Alucinaciones visuales
Fiebre, sudoracion abundante
Taquicardia, Nausea

Pupilas dilatadas, diarrea
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2.3. FARMACOLOGIA DEL METANOL

PROPIEDADES QUIMICAS Y FARMACOCINETICA.

El metanol es un liquido volatil, incoloro, con olor caracteristico, soluble en agua, alcoholes,
cetonas, ésteres e hidrocarburos halogenados; su densidad es de 0.79 g/ml, el punto de
fusion es de —97°C, punto de ebullicién de 65°C, presién de vapor de 125 mmHg( a 25°C) y
una concentracion maxima permisible de 200 ppm.(en el aire).

El metanol presenta un volumen de distribucién de 0.6-0.7 L/Kg, no tiene unién a proteinas,
razones por las cuales es una sustancia que se puede dializar. Presenta una muy buena
absorcion por todas las vias tanto oral, dérmica e inhalatoria, estas 2 ultimas frecuentes en
ninos y trabajadores industriales respectivamente; por tracto gastrointestinal se absorbe
totalmente entre 30-90 minutos, tiempo en el cual alcanza su maxima concentracion
plasmatica; tiene una vida media a bajas dosis y sin presencia de etanol concomitante de 3
horas 0 menos, mientras que en la intoxicacion leve es de 14-20 horas, en la grave aumenta
a 24-30 horas y hay reportes aun de 52 horas; se metaboliza entre un 75-85% en el higado,

10-20% se excreta sin cambios por los pulmones y un 3% por los rifiones.

METABOLISMO

El metanol es metabolizado por la enzima alcohol deshidrogenasa, la misma que metaboliza
al etanol, pero esta enzima es 22 veces mas afin por el etanol que por el metanol, razén por
la cual se utiliza el etanol como antidoto de esta intoxicacion, ya que al preferir la enzima
como sustrato al etanol, se evita la formacidon de los metabolitos toxicos del metanol,

causante de los sintomas, los cuales son el formaldehido y el acido férmico (ver figura 4).

ETANOL METANOL

Alcohol deshidrogenasa

ACETALDEHIDO FORMALDEHIDO
Aldehido

deshidrogenasa

ACIDO ACETICO ACIDO FORMICO

Figura 4. Enzimas que participan en el metabolismo del etanol y metanol en el organismo.
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Es importante conocer que una vez se inicie el metabolismo del metanol a formaldehido,
este es un producto muy reactivo, por lo cual no se puede detectar, mas no asi el acido
férmico el cual se puede medir en sangre y orina aun cuando los niveles de metanol en
sangre sean negativos; la eliminacién de acido formico aumenta en presencia de acido
félico, ya que este ultimo promueve la conversion del acido formico a diéxido de carbono y

agua, evitando de esta manera la toxicidad.

PRODUCCION DE METANOL ENDOGENO

Trazas de metanol (menor que 0.27mg/dl) son producidos en el organismo por el curso del
metabolismo intermediario, estos niveles enddgenos se incrementan durante un periodo de
consumo alto de alcohol etilico [5].

Cuando los alcohdlicos consumen alcohol sobre un periodo de varios dias o semanas, los
niveles de metanol en sangre y orina se incrementan debido a que la eliminacion de metanol
se retrasa por detras del etanol por 12 a 24 hrs., al eliminarse el etanol, el metanol empieza
a ser metabolizado y sus niveles disminuyen hasta alcanzar niveles normales. Para que se
lleve acabo el metabolismo del metanol, tiene que disminuir la concentracion de etanol en
sangre cerca de los 10 mg/dl de etanol, ya que la enzima aldehido deshidrogenasa (ADH) en
higado no esta muy saturada con etanol como sustrato y el metabolismo del metanol puede
por tanto comenzar. A bajas concentraciones, la eliminacién de etanol continua con una
cinética de primer orden con una vida media de 15 minutos. La vida media del metanol es
diez veces mayor, por tanto, los niveles elevados de metanol persistiran en la sangre
alrededor de 10 hrs. después de que el etanol haya desaparecido, y puede servir como un

marcador reciente de un consumo elevado de alcohol etilico [6,7].
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2.4. MARCADORES BIOLOGICOS DE ALCOHOLISMO.

2.4 1 Definicion.

Un marcador bioldgico de alcoholismo, se define como un parametro analitico que puede
indicar la exposicién ha alcohol etilico o un efecto a su exposicion, pudiendo detectarse en
un medio bioldgico particular [8], como: sangre, orina y cabello.

Las caracteristicas ideales para detectar un sujeto alcohdlico, es el de tener una alta
especificidad y sensibilidad, no debe de ser una prueba invasiva (para el caso propio de
cadaveres no se toma en cuenta esta ultima), y debera diferenciar entre consumo moderado
y excesivo. Generalmente, no debe estar elevado cuando hay un dafio en los 6rganos, como
resultado de alguna patologia ajena (cirrosis por infeccion viral al consumo de alcohol
etilico. La sensibilidad de los marcados de alcoholismo, tiene que ser altamente dependiente
de la vida media de la molécula en el organismo, y del tiempo transcurrido entre la ultima

ingesta de alcohol y la toma de muestra (sangre u orina).

2.4.2 Clasificacion de los marcadores bioldgicos

Existen distintas clasificaciones, en funcién del objetivo de cada grupo de trabajo y de las
caracteristicas particulares de los propios marcadores. A continuacion se presenta dos de
estas clasificaciones, la primera clasifica a los marcadores como, marcadores directos e
indirectos [9], mientras que la segunda los clasifica como marcadores de estado y

marcadores de rasgo.

Marcadores directos e indirectos.

Los marcadores directos, es decir aquellos productos del metabolismo del alcohol, que
contienen atomos de carbono procedentes de la molécula de etanol como son el
etilglucurdnido, los etilésteres de acidos grasos y el cocatileno, la informacién que nos
puedan aportar, tanto por el marcador en si mismo, como por la muestra en que se puede
determinar (orina, sangre o cabello), nos ofrece la posibilidad de poder utilizarlos como

marcadores de consumo agudo o de consumo cronico.

W Marcadores directos:

X3

%

Cocaetileno

X3

%

Etilésteres de acidos grasos

X3

%

Etilglucurdnido

.0

Fosfatidiletanol

L)
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Los marcadores indirectos, son productos de un cambio patolégico del metabolismo causado

por el alcohol. Los marcadores indirectos pueden dar producto de otras causas patolégicas.

O Marcadores indirectos:
Acido 5-hidroxiindolacetico/5-hidroxitriptofol (5-HIAA/5-HTOL)

Dolicol

X3

%

X3

%

X3

%

Gamma-glutamil-transpeptidasa (GGT)

X3

%

Metanol

X3

%

Transferrina deficiente de carbohidratos (CDT)

.0

¢ Volumen corpuscular medio (VCM)

Marcadores de estado y marcadores de rasgo.

Marcadores de estado: estos se modifican en relacion al patron de consumo de alcohol, y
se han empleado en la monitorizacién de los resultados de los tratamientos y en el curso de
la enfermedad, ya que estos se normalizan con la abstinencia. Suelen llamarse también
marcadores de consumo agudo o de recaida.

Marcadores de rasgo: se consideran estables en el tiempo, es estable durante la vida
entera de un individuo, e independientes del consumo reciente, o no, de alcohol, debido a
que la alteracién de sus valores indican normalmente una disfuncidén organica,

Los marcadores de rasgo, también son considerados marcadores genéticos y su
identificacion permitiria la prediccidon de la vulnerabilidad genética y de los sujetos supuestos

de alto riesgo [8, 10].

O Marcadores de estado
+ Etilésteres de acidos grasos (FAEESs)
% Metanol

% 5-HIAA/5-HTOL

s Metilesteres de acidos grasos (FAMESs)

O Marcadores de rasgo
% GGT
< VCM
++ Transferrina deficiente de carbohidratos (CDT)

% Marcadores genéticos
+ ADH & ALDH (polimorfismos)
« MAO
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2.4.3 Marcadores de estado.

2.4.3.1 COCAETILEN (o Cocatineno).

Este marcador se forma por la esterificacion del etanol y la cocaina en las células del higado

y riidn [11]. Esta reaccidn es catalizada por una carboxilesterasa no especifica, la cual da

lugar a benzoilecgonina en ausencia de etanol y cocaetilén en presencia de etanol (fig. 5).

Figura 5: Metabolismo de la cocaina sin/con alcohol etilico en sangre [11].

Se detecta en consumo simultaneo de etanol-cocaina, pero su relacion entre los niveles de

etanol y cocaina no estan claramente establecidos. Su efectos farmacolégicos duran 2h y se

puede detectar en orina, sangre y cabello (Tabla 2). El uso del cocaetilén como marcador del

consumo de alcohol esta

limitado a aquellos que consumen conjuntamente alcohol y

cocaina, lo que puede aportar dos dependencias en casos forenses [2]

Tabla 2: Ventana de deteccidn para el metabolito Cocatilén [9].

Tipo de
muestra Ventana de Deteccion| Intervalo de conc. Observaciones
Marcador a corto y mediano plazo
Orina 10-9500 ng/ml  [Complementario alcoholemia Vi
consumo de cocaina
Marcador a corto y mediano plazo
Sangre 10-110 ng/ml Complementario alcoholemia Vi
consumo de cocaina
Cabello Meses/afios 2.5-30 ng/mg Marcador consumo crénico

(long. Mechén)
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2.4.3.2 ETILESTERES DE ACIDOS GRASOS (FAEEs).

Se describieron (Figura 6) en el miocardio de conejo en 1981, por G. Lange, como productos
del metabolismo no oxidativo del etanol, y dentro de sus sintesis implica a dos enzimas la
Acil-CoA:etanol O-aciltransferasa (AEAT) vy FAEE sintetasa. Se dice que en ciertas
enfermedades asociadas con enzimas de hepatocitos (transaminasas) 1 actividad de FAEE

sintetasa en sangre [9].

Figura 6: Etilésteres de acidos grasos (FAEEs) [9].

Se detectan concentraciones elevadas en 6rganos comunmente dafiados por el alcohol y se
ha propuesto que son mediadores toxicos del dafio inducido en las células y puede estar
relacionado en los cambios patologicos del metabolismo lipidico, originando higado graso y
en la pancreatitis inducida por el alcohol. Las concentraciones encontradas de FAEEs son
utiles como marcadores a corto o largo termino (Tabla 3), por ejemplo: Bebedores sociales
<0.4 ng/mg, alcohdlicos cronicos >1ng/mg de cabello. Se puede detectar hasta 24h,
después de dejar de beber, en sangre (estas concentraciones corren de forma paralela a la
concentracién sanguinea de etanol cuando es > 150mg/dI, siendo ademas detectable incluso
a las 24hrs de la ingesta de alcohol, pero la concentracién de FAEEs a las 24 hrs no puede
ser extrapolada a una concentracion de alcohol dada [9], pero se realizan investigaciones
para proponer un algoritmo de Dx de ingesta reciente de etanol), su acumulacion es
principalmente en tejido graso asi como en higado y pelo, por lo que se puede utilizar como

marcador post-mortem, en sangre esta unido a albumina y otras lipoproteinas.

Tabla 3: Caracteristicas de los etilésteres de acido grasos [9].

Tipo Muestra [Ventana de deteccion Interv. Conc. |Observaciones
EtOH+/FAEEs: 0-6 h.
Suero/plasma |[EtOH-/FAEEs+:4-24 h Marcador a corto plazo)
EtOH+/FAEEs-: NO 0.6-0.9 nmol/l |[Complementario alcoholemia
Cabello Meses/afios
(Longitud del mechén) 0.01-15 ng/mg [Marcador consumo cronico

14



Fuis Glberto Fudrez Reyes
2.4.3.3 ETIL GLUCURONIDO.

Es un metabolito directo y minoritario del alcohol etilico [16], descrito por primera vez en
1952 por Kamil y colaboradores, no es volatil, es soluble en agua, se puede determinar en
fluidos biolégicos como en muestras de cabello [9] (Fig. 7).

Este metabolito se forma cuando el etanol se conjuga con el acido glucurénido activo en
presencia de la UDP glucuronil transferasa en el reticulo endoplasmico, predominantemente
de las células del higado, y en menor extension en células de la mucosa intestinal, pulmén y
localizaciones, representando el 0.02-0.06% del metabolismo del alcohol (reaccion de
conjugacion Fase 1) [12].

La formacion depende de la concentracién plasmatica de etanol, y aparece después de 2 y
3.5 horas del maximo de etanol, La vida media de este metabolito es estimada entre 2-3
horas después de que el etanol ha sido eliminado de la sangre. Pero puede determinarse en
suero hasta 8 horas después de eliminacion del etanol del cuerpo y hasta 72 horas en orina.
Las concentraciones en suero de etil glucoronido son mas altas en bebedores regulares

comparadas con los bebedores sociales [9].

Figura. 7: Estructura del etilglucurénido, metabolito de la degradacion del alcohol etilico.

Hasta la fecha, no se han medido concentraciones detectables en sangre y orina, de
personas no bebedoras y nifos, asi como en abstinencia probada.

No hay valores definidos que distingan un consumo moderado, de un consumo de alcohol
cronico. Se puede asumir que niveles de etilglucurénido (Tabla 4) en suero mucho mayor de

0.5 mg/dl cuando la concentracién de alcohol etilico en sangre es menor de 100mg/dl.

Tabla 4: Caracteristicas del etilglucurénido [9].

TIPO DE MUESTRA [ TIEMPO DE DETECCION [INTERV. DE DETECCION | OBSERVACIONES
A partir 1-3 h. Marcador a corto y mediano
. Hasta 90 h. 70-7000ng/ml plazo
Orina Complementario alcoholemia
A partir 1 h. 30-7000ng/ml marcador a corto y mediano
Maéximo a 2-3 h. plazo
Sangre Hasta 8-36 h. Complementario alcoholemia
Cabello Meses/afios 0.002-5ng/mg Marcador consumo croénico
(long. mechon
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2.4.3.4 FOSFATIDILETANOL.

El fosfatidiletanol es un fosfolipido anormal [10] formado en las membranas celulares en
presencia de etanol por accién catalitica de la enzima fosfolipasa D (PLD) sobre la
fosfatidilcolina [11] [13] (figura 8).

La degradacién de fosfatidiletanol es lenta en comparacién a su formacion [11]. Si la
presencia de etanol es prolongada se puede acumular en algunas células en torno al 1-2%
de la reserva celular de fosfolipidos. Por su elevada especificidad y lenta eliminacion es por
lo que se ha propuesto como marcador de abuso de alcohol etilico, ademas se sabe que su
vida media es de aproximadamente 4 dias y su concentracién en sangre es de 2.5% 0.9
pmol/L y su concentracion en eritrocitos 1.9 £ 1.1umol/L y se puede cuantificar en sangre,
eritrocitos, cerebro e higado [9, 13].

El cabello humano al tener un contenido muy bajo de fosfolipidos, no se ha descrito todavia

experimentos para su deteccion en cabello.

Figura 8: Metabolismo de la fosfatidilcolina con/sin etanol [11].
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2.4.3.5 RELACION ENTRE EL 5-HIDROXITRIPTOFOL Y EL ACIDO 5-
HIDROXIINDOLACETICO (5-HTOL/5-HIAA).

El 5-hidroxitriptofol (5-HTOL) y el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) son productos del
metabolismo de la serotonina, normalmente el 5-HIAA es el metabolito principal donde la
ruta catabdlica normal consiste en la desaminacién oxidativa del intermediario 5-
hidroxiindolacetaldehido (5-HIA) por accioén de la ALDH a 5-HIAA, o reducido a 5-HTOL. La
excrecion urinaria de 5-HTOL esta facilitada por la formacion de los derivados conjugados a
glucuronido o sulfato, pero el consumo de alcohol produce un cambio en el metabolismo de
la serotonina hacia el incremento de 5-HTOL (en orina) por la inhibicion de la aldehido
deshidrogenasa (ALDH) y/o por el aumento en el cociente de NADH/NAD. Como su
excrecion no retorna a valores normales hasta horas des pues de que el alcohol en sangre
ha desaparecido, se le ha propuesto como marcador de consumo reciente de bebidas
embriagantes al relacionar el cociente 5-HTOL/5-HIAA ya que de esta manera se aumenta
su sensibilidad. Asi se evita las fluctuaciones de la ingesta de serotonina y/o la excrecion de
creatinina influenciada por la actividad muscular.

El 5-HTOL no se forma en orina después de la muerte [11], por lo que, puede utilizarse para
diferenciar una ingesta de alcohol producida ante-mortem y distinguirla de una produccién

pos-mortem. No hay investigaciones publicadas de su investigacion en cabello. [9,14].

2.4.3.6 MARCADORES BIOQUIMICOS.

Los marcadores bioquimicos para el alcoholismo incluyen la GGT y Transferrina deficiente
de carbohidratos (CDT) [15], esta ultima promete ser un buen marcador postmortem de
alcoholismo, pero en México no se cuentan con los estandares pertinentes para realizar
estudios en muestras post-mortem, tal como sucede con el etilglucurénido, donde los
estandares son de un precio elevado (oscila entre los $15000 pesos), asi como los
marcadores expuestos en el presente trabajo, por lo que se opto por evaluar la utilidad del
metanol (por la disposiciéon de estandares en los laboratorios forenses) en los casos medico-

legales, para determinar sujetos alcohdlicos.
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Tabla 5: Parametros del laboratorio para el diagnostico de alcohol y alcoholismo de acuerdo con Gilg (8).

Rango Reaccion después  Diagnostico Diagnostico Practicabilidad Normalizacién
normal de beber sensibilidad especificidad después de
(%) (%) dejar de beber
Enzimas
GGT <28 U/1 - 50-90 ~70 +H++ 2-58
ASAT <18 U/1 - 30-50 ~90 +H++ 1-38S
ALAT <22U/1 - 2045 ~70 +H++ 148
GLDH <4 U/ - 5-60 ? +++ ?
B-HEX, <6.2U/1 + alto ? 12-4d
Parametros hematolégicos
MCV, <92/100 f1 - 40/70 - 96 ~60-90 +H++ 1-3m
CDT, <20/26 U/1 - 50-90 90-100 (++) ~28
HDL chol. , <50 mg/dl - 50-90 alto +++ 148
Apolipop. A1/2 - >45 alto ++ ~28
Metabolitos
Acetaldehido +) - - +
Acetato 0.75 mM -? - - (++) ?
2-Propanol <2 mg/l +) - ? (++) hs
Acetona, <7 mg/1 - - - (++) hs
Metanol <10 mg/ 1 (++) ~80 alto (++) hs-1d
Orina /(sangre)
5-HTOL/5-HIAA <20 + 60 alto + hs
Dolicol <4.7 ng/ml + bajo ? + ds—S
TIQ y THBC +
(SAL)

Sensibilidad: % de resultados positivos para alcohdlicos; especificidad: % de resultados negativos para no-alcohélicos. +: Laboratorios
especiales; ++: métodos especiales afuera del laboratorio; +++: test especiales en una rutina de laboratorio; ++++: métodos simples de rutina
en el laboratorio clinico. S: semanas; d: dias; m: meses.

2.4.3.7 METANOL

El metanol es el alcohol mas simple y, es conocido por estar presente como una sustancia
endogena normal en concentraciones en suero de ~0.03-0.27mg/dl (o 0.0002%), aunque hay
estudios que marcan que existe un rango de 0.0mg/dl hasta 1.0mg/dl de metanol en sangre
[14] (Tabla 5). ElI metanol es metabolizado por la misma enzima que metaboliza al etanol. El
tiempo de vida media del metanol es de 1.4-3.3 hrs. En su primera fase produce
formaldehido y didxido de carbono como metabolitos sucesivos, pero solo cuando el etanol
no esta presente en el cuerpo. El etanol compite con el metanol por estas enzimas y es
preferentemente metabolizado. ElI alto consumo crénico de alcohol etilico provoca una
acumulacion de metanol por un tiempo en concentraciones que no son detectables por
laboratorios de analisis para el etanol. Este es exacerbado por la presencia de metanol en
bebidas alcohdlicas. EI metanol puede encontrase en diversas bebidas como el brandy,
whisky vino, vodka, cerveza etc.[14].

La presencia de etanol en sangre impide el metabolismo del metanol [17] en
concentraciones mayores a 0.02% (20mg/dI).

En los casos forenses, la presencia de metanol arriba de 10 mg/Kg. es inusual, y sugiere
alcoholismo crénico, un cuerpo embalsamado, o la ingesta de metanol, por lo que se tiene

que tener en cuenta lo anterior para dar una conclusion certera de la presencia del metanol.
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2.4.4 Marcadores de rasgo

2.4.4.1 MONOAMINO-OXIDASA (MAO).

La monoamino-oxidasa (MAO) es un marcador de rasgo o marcador de predisposicion
genética, si se identifican niveles bajos de la actividad de MAO con respecto a un control. Se
ha planteado que la disminucioén de la actividad de la MAO plaquetaria puede estar asociada
con factores responsables tanto para dependencia al alcohol etilico como a otras drogas.
Otros autores senalan la relacién de la disminucion de la actividad de MAO y rasgos de la
personalidad caracterizados por impulsividad, evitacion de la monotonia y busqueda de
nuevas sensaciones. Por lo tanto se podria sugerir que la actividad de la MAO plaquetaria es
un marcador biolégico de rasgos de la personalidad que predispone al alcoholismo y al
abuso de drogas (Nota: otros autores dicen que criminalidad = | actividad de MAO).

La monoamino-oxidasa es una enzima que metaboliza las aminas bidgenas, las de mayor
interés para el propdsito de este trabajo son las isoenzimas, la MAO-A y la MAO-B. Donde la
MAO-A metaboliza la serotonina y norepinefrina, MAO B metaboliza feniletilamina y
benzilamina [10].

Los niveles de actividad de la MAO estan determinados genéticamente. La relacion MAO-
alcoholismo se han realizado en plaquetas y cerebro (autopsias). Los estudios se basan en
la actividad enzimatica mediante el uso de sustratos especificos para dicha enzima.

Dentro de las desventajas es que la mayoria de los estudios son con varones y no se ha
tenido en cuenta el factor edad. La actividad se altera en otras patologias psiquiatricas:
esquizofrenia, trastornos afectivos o trastorno antisocial de la personalidad. Ademas estas

enfermedades pueden haber actuado como factor de confusion en dichos estudios.

2.4.4.2 TRANSFERRINA DEFICIENTE DE CARBOHIDRATOS (CDT).

La transferrina es una B-glicoproteina monomérica, se sintetiza en el higado y tiene la
funcion en la unidn y transporte de hierro, en condiciones normales va unida a cadenas de
acido sialico y su semivida plasmatica de la transferrina es de 6-14 dias. Se ha descrito un
déficit congénito en el que la transferrina no se une, o lo hace en muy poca cantidad, a las
cadenas de acido sialico. Este sindrome se caracteriza por hipotonia y debilidad muscular.
Se ha observado que el consumo crénico de niveles altos de alcohol actua sobre la
transferrina, de forma que se une con menos radicales de acido siadlico de los habituales,
conociéndose dicha molécula como transferrina deficiente en carbohidratos (CDT), el
término se refiere a formas di- y mono- sialotransferrina.

La ingesta cronica de alcohol induce isoformas de CDT, disminuyendo la carga eléctrica
negativa, pero para que se eleve la CDT, se necesita un consumo de unos 60 gr/dia, durante

7 6 10 dias consecutivos [9,14].
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2.4.5 Aplicacion.

Aunque el consumo de alcohol etilico forma parte de las costumbres sociales, ya que se
promociona y se permite su ingesta, es en la actualidad uno de los mayores problemas de
salud publica en el pais, por lo que es importante diferenciar un consumo reciente en
bebedores sociales en situaciones inapropiadas o de riesgo. Como marcadores
postmortem, en el caso de que la integridad de la muestra en analisis de alcohol esté
cuestionada o no se encuentre disponible, para diferenciar la procedencia del etanol, es
decir, si procede de una ingesta o se ha producido por la accion de los microorganismos.
Dentro de las aplicaciones estan las siguientes:

* Medicina legal: se usa como marcadores de ingesta reciente, a corto o mediano
plazo; como marcadores de consumo cronico, aun cuando el etanol haya sido
eliminado puede ser utilizado, por ejemplo, para determinar responsabilidades en
accidentes de transito

» Medicina laboral y alcoholismo durante el embarazo: identificar grupos de riesgo,
ausentismo laboral, disminucién en el rendimiento del trabajo, accidentes laborales

» Confirmar abstinencia en alcohdlicos crénicos: que estan sujetos a un tratamiento de

deshabituacion.
Las ramas de actividad con mayor numero de problemas relacionados con el alcoholismo

son la construccion, mineria, quimica, transporte, etc., sin embargo paradéjicamente todos

sabemos quien bebid y en que cantidad y nadie dice nada.
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2.5. INTRODUCCION A LA CROMATOGRAFiA

En 1906, el botanico ruso Mikhail Tswett (1872-1919) formalizé el uso de la cromatografia en
estudios cientificos [19], aplicandola a la separacion de los pigmentos naturales que se
encuentran en las plantas. Ademas le dio ese nombre a la técnica. Las caracteristicas que
distinguen a la cromatografia de la mayoria de los métodos fisicos y quimicos de separacion,
es que se ponen en contacto dos fases mutuamente inmiscibles. Una fase es estacionaria y
la otra mévil. Una muestra que se introduce en la fase movil es transportada a lo largo de la
columna (colector) que contiene una fase estacionaria distribuida. Las especies de la
muestra experimentan interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase
estacionaria. Cuando ambas fases se han escogido en forma apropiada los componentes de
la muestra se separan gradualmente en bandas en la fase mdévil. Al final del proceso los
componentes separados emergen en orden creciente en interaccion con la fase estacionaria.
El componente menos retenido en la columna emerge primero, el retenido mas fuertemente

eluye al ultimo.

2.5.1. Definicién de cromatografia.
La cromatografia es una técnica que permite separar, identificar y cuantificar los

componentes de una mezcla de compuestos quimicos.

2.5.2. Clasificacion de la cromatografia.

La fase movil puede ser un gas o un liquido, mientras que la fase estacionaria sélo puede

ser un liquido o un sélido, como se muestra a continuacion [1E].

Cromatografia
e Cromatografia de gases (Inicio en 1952 por James y Martin)
o Gas-liquido (GLC)
o Gas- Solido (GSC)
e Cromatografia de liquidos
o Liquido-Liquido (LLS)
= Fase enlazada (BPC)
o Liquido-Sdlido (LSC)
o Intercambio Iénico (IEC)
= Pares de lones
o Exclusion (EC)
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Cuando la separacion involucra predominantemente un reparto simple entre dos fases
liquidas inmiscibles, una estacionaria y la otra moévil, el proceso se llama cromatografia
liquido-liquido (LCC). Cuando en al aptitud retentiva de la fase estacionaria intervienen
principalmente fuerzas fisicas de superficie, el proceso se denomina cromatografia liquido-

solido (LCS, por sus siglas en inglés) [19].

Otros dos métodos de cromatografia liquida difieren un poco en su modo de accion. En
cromatografia de intercambio iénico (IEC, por sus siglas en inglés), los componentes
ionicos de la muestra se separan por el intercambio selectivo con contraiones de la fase
estacionaria. En cromatografia de exclusiéon (EC, de exclusion chromatography), la fase
estacionaria proporciona una clasificacién de moléculas basadas en su mayor parte en la
geometria y el tamafo molecular. Este método también se llama cromatografia de

permeacion de gel, en la quimica de los polimeros y de filtracién en gel, en la bioquimica.

Cuando la fase mévil es un gas, los métodos se llaman cromatografia de gas-liquido

(GLC) y cromatografia de gas-sélido (GSC).

Cromatografia de Gases.

Inicio en 1952 por James y Martin, y para el propésito del estudio se utilizd la técnica de
cromatografia de gas-liquido (tabla 6), donde el mecanismo de separacién en cromatografia
de gases es el coeficiente de distribucion que esta determinado Unicamente por la afinidad
del soluto por la fase estacionaria. De las caracteristicas importantes de la muestra es que
debe de ser volatil y debe resistir la temperatura elevada del puerto de inyeccion y de la columna
capilar, se puede detectar compuestos polares o no polares, el disolvente debe ser volatil y

normalmente con un punto de ebullicion menor que el de los analitos, la fase movil (gas) es so6lo un

portador de la muestra [19,20, 1E].

Tabla 6: Tipos de cromatografia de gases.

Fase Fase Movil

Estacionaria Gas Acarreador
Cromatografia Gas-Sélido (GSC) Solido Gas
Cromatografia Gas-Liquido (GLC) |Liquido Gas
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Los componentes principales de un cromatégrafo de gases (Fig. 9) son: un inyector, el
horno, columna, detector e integrador. Por medio del inyector se introduce la muestra; en los
equipos mas modernos como el utilizado en este proyecto (GC Agilent modelo 6890 N) el
inyector tiene la opcién de introducir una porcién de la muestra o toda la muestra
(split/splitless), dependiendo de la cantidad a cuantificar [21], si cuantificaramos trazas, la
opcion mas viable es introducir toda la muestra, pero si la muestra esta muy concentrada se
opta por introducir solo una parte para no saturar el detector. Cuando la muestra entra en
contacto con la columna empieza la separacion, con ayuda de los programas de
temperatura del horno o rampas de calentamiento, se reduce el tiempo de analisis,
obteniéndose picos mas delgados, mejor reproducibilidad cuantitativa, especialmente en los
ultimos componentes que eluyen [24]. Se utilizé una columna capilar (polar), este tipo de
columnas a diferencia de las columnas empacadas, son 10 veces mas largas y eficientes,
utilizan una menor cantidad de muestra y exhiben la misma selectividad que las columnas
empacadas. Cuando la muestra termina su recorrido por la columna pasa al detector el cual
tiene la funcién de especificar el tipo de compuesto. El detector cominmente empleado es el

detector de ionizacion de flama (FID), en esté detector los compuestos son quemados en

una flama, produciendo iones (cationes) que son colectados y convertidos en corriente [22].

Figura 9: Diagrama basico de los componentes de un Cromatégrafo de Gases [22].
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El detector FID es un detector destructivo de masa (fig. 10). Los cationes generados en la
flama son colectados para producir una sefial en el detector. Los analitos que tienen el nimero
mayor de carbonos producen la sefial mas grande, esta sefial es transformada con un
integrador en el que observamos los picos producidos indicandonos cada pico un compuesto
organico, en la tabla 7 se presentan las condiciones y caracteristicas de este detector. Ademas

del detector FID, existen otros detectores con diferentes propiedades (Tabla 8).

Figura 10: Modelo del funcionamiento del detector de ionizacién de flama.

Tabla 7: Detector de lonizacion de Flama (manuales Agilent Technologies).

Determinacion 10" g, alrededor de 10 ppb
cuantitativa minima
Respuesta Selectiva, sensible a compuestos orgéanicos, No sensibilidad

para permanentes, gases raros, Oxidos de Nitrogeno,
Haluros de Silicon o Agua.

Estabilidad Excelente (relativamente insensible a la temperatura y a los
cambios de caudal)

Gas portador Nitrogeno o Helio

Gases auxiliares Aire e Hidrogeno

Temperatura limite 400 °C

Accidn a la Muestra Destructivo

24



Fuis Glberto Fudrez Reyes

Tabla 8: Condiciones de Operacion de los Detectores comiinmente utilizados con CG Capilar.

Tipo Muestras tipicas Rango de Acarreador | Rango de flujo (ml/
Sensibilidad + Auxiliar | min.)
H2 Aire
FID Hidrocarburos 10-100 pg 10 20-60 30-40 200-500
ppb-99%
TCD General 5-100 ng 10 ppm- | 15-30 n.a. n.a.
100%
ECD Solventes y plaguicidas, | 0.05-1 pg 50 ppt- |30-60 n.a n.a.
organo- halogenados 1 ppm
clorados
NPD Compuestos 6rgano 0.1-10 pg 100 20-40 1-5 70-100
fosforados y 6rgano ppt-0.1%
nitrogenados
FPD(393 | Compuestos azufrados | 10-100 pg 10 . 20-40 50-70 60-80
nm) ppb-100 ppm
Especies fragmentables | 10 pga 10 ng 0.5-30** |n.a. n.a.
MSD (dependiendo en
SIM o scan)
AED Para metales 0.1 - 20 pg/sec 60-70 presente | presente
(depende de los
elementos)

2.5.3. Analisis de volatiles por cromatografia.

El muestreo de Headspace (Fig. 11) es una forma de introducir compuestos volatiles
asociados a una muestra sin el uso de extraccién por solventes [23]. En el headspace
estatico, la muestra es sellada dentro de un recipiente, calentada, y luego, una muestra de la

atmodsfera que rodea la muestra es tomada e inyectada al inyector del GC.

El muestreo de headspace dinamico es una técnica que utiliza el flujo de un gas acarreador
a través del recipiente con la muestra para aumentar el tamafio de la muestra del
headspace, y como consecuencia la sensibilidad del método. En lugar de permitir que la
muestra llegue al equilibrio en un contenedor cerrado, la muestra es calentada y la atmdsfera
del headspace es continuamente purgada fuera del recipiente con la muestra a través de
una trampa.

Asi, los analitos son colectados, como en un analisis de purga y trampa, mientras el gas
acarreador es venteado. Luego la trampa es calentada y los componentes adsorbidos son
enviados al GC para su analisis. “Debido a que no se utilizaron solventes para preparar la
muestra, no habra pico del solvente, ni “dilucién” de los compuestos de interés, ni gasto de

solvente”, aunque si existira el pico del estandar interno para el propdsito de este trabajo.
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inlet
=
o | loop
calurnn
Paso 1 Paso 2 Paso 3
Alcances de la muestra Se extrae la muestra Se inyecta la muestra

equilibrio/presurizacién de espacio libre

Figura 11: Modo de extraccion e inyecciéon de la muestra con el Headspace, utilizando el sistema pressurized
loop [24].

Inyecciéon con Headspace

Una porcion de gas (headspace) que esta en equilibrio de una muestra sellada, es calentada

en un vial e inyectada en el puerto del cromatografo de gases.

Utilizado para analizar volatiles en:

*Muestras Sucias.
*Muestras Sdlidas.
*Muestras que contienen compuestos de alto punto de ebullicidon y que no son de interés.

*Muestras con alto contenido de agua.

La muestra es colocada en un horno a temperatura constante y permitir llegar a una
temperatura de equilibrio.

Una alicuota de gas en el espacio de cabeza, arriba de la muestra es tomada con una
jeringa impermeable a gases (gas-tight) por otros medios.

El gas muestreado del espacio de cabeza es analizado utilizando el GC.
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3. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la concentracion de metanol, en muestras de origen forense de cadaveres
humanos, comparando individuos no-alcohdlicos y alcohdlicos, para utilizarlo como

parametro de alcoholismo en casos medico-legales.

3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar las condiciones instrumentales Optimas para la identificacién vy

cuantificacién de metanol en el cromatédgrafo de gases acoplado al Headspace.

e Cuantificar metanol en muestras sanguineas de individuos alcohdlicos (alcoholismo

cronico) y no alcohdlicos, por CG-HS.

e Comparar los resultados de ambas muestras para determinar si el metanol puede

utilizarse como marcador de alcoholismo dentro del ambito legal.

e Evaluar los efectos de la putrefaccion en la determinacién y cuantificacion de metanol

y propanol, para sustentar el estado 6ptimo de la muestra analizada.
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4. MATERIALES Y METODOS

LUGAR DONDE SE DESARROLLO LA TESIS.

Laboratorio de Quimica del Servicio Médico Forense del Distrito Federal

41.

INSTRUMENTACION Y REACTIVOS:

e Viales ( capacidad 20 ml) para Headspace

e Engargoladora

e Septas

e Tapas

e Cromatografo de gases marca Agilent modelo 6890, Headspace marca Agilent
modelo G1880, (Wilmington, De. USA).
e Matraz aforado de 25 ml, 50 ml y 100ml

JN
e Vaso de precipitado de 50ml 100 ml y 250 ml %L
e Balanza analitica (Sartorius, M 2472, Gottingen, Alemania). Ny =3
e Pipetasde 1ml,2ml, 5mly 10 ml
e Reactivos analiticos (J.T. Baker, Xalostoc, México)
Isobutanol
Metanol
Nitrito de sodio
Propanol
e Agua destilada
Tabla 9: Propiedades fisico-quimicas de los reactivos.
eactivo METANOL PROPANOL ISOBUTANOL NITRITO DE
SODIO
Formula CH3OH CH3CHQCH20H NaN02
Sinénimos Alcohol metilico, 1-propanol, 2-metil-2propanol,
alcohol de alcohol propilico | tert-butyl alcohol
madera.
Densidad d*°, 0.7866 0.8016 0.78086
Peso Molecular 32.04 g/mol 60.1 g/mol 741 g/mol 68.999 g/mol
Pureza 99.9 % 99.9 % 99.2% 98.60 %
Punto de 63.5°a65.7°C Aprox. 96°C 82.41°C
ebullicion
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4.2 Preparacion de soluciones y muestras.

Preparacion de soluciones

Metanol (estandar externo)

Solucion A
Preparacion de una solucion de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.318 ml de
R.A. metanol y aforar a 25 ml.

Solucion B
Preparacion una de solucion de concentracion 10 mg/100 ml. De la sol A tomar 1 ml y aforar
a 100 ml.

Propanol (estandar externo)

Solucion Al
Preparacion de una solucion de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.312 ml de
R.A. propanol y aforar a 25 ml.

Solucion B1
Preparacion de una solucion de concentracion 25 mg/100 ml. De la sol Al tomar 2.5 ml y
aforar a 100 ml.

Isobutanol (Estiandar Interno).

Solucion A2
Preparacion de una solucion de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.322 ml de
R.A. Isobutanol y aforar a 25 ml.

Solucion B2
Preparacién de una solucion de concentracion 25 mg/100 ml. De la sol A2 tomar 2.5 ml y
aforar a 100 ml.

Nitrito de sodio.

Preparacion de una solucion de nitrito de sodio (NaNO;) 188 mM. Esta sal (0.6577g) se
coloca a los estandares finales, que se aforan a 50 ml.

Esta sal ayuda a que en el sistema se libere mejor los alcoholes al evaporarse.
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Muestras.

0.4 ml de sangre problema + 1.6 mlde E.l. (sol. C2, 0.25 mg/100ml) + nitrito de sodio 188
mM.

Soluciones patron (estandares).

0.4ml de H,O destilada (6 °"HPLC) + 1.6 ml de solucion estandar + nitrito de sodio 188 mM
(ver Tabla 11).

Estandar interno.

Concentracion final (0.25 mg/dl) al diluir 1.6ml en 2ml (0.2mg/dl).

a) preparar una solucion de 25mg/ 100ml de isobutanol.

b) tomar Iml de la solucion anterior y aforar a 100 ml con H,O destilada (6 °"HPLC)

Sol. C2

Preparacion de curva de calibracion.

Para la cuantificacion de metanol y propanol se prepararon inicialmente 5 soluciones de
estandares (tabla 10), y de estos se tomo un volumen de 1.6ml del estandar correspondiente
+ 0.4ml de agua destilada de acuerdo a la tabla 11, para construir la curva de calibracion por

E.l., obteniéndose las concentraciones finales en los viales para su corrida por CG-HS.

Tabla 10. Preparacion de los sistemas.

M 1 3 5 7 9
Metanol ml sol.B 0.5 1.5 2.5 4.0 7.0
Propanol ml sol. B1 0.5 1.5 2.5 4.0 7.0
Isobutanol ml sol. B2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Nitrito de sodio, gramos 0.6577 | 0.6577 0.6577 | 0.6577 | 0.6577
Volumen de Aforo, ml 50 50 50 50 50
Concentracion final Metanol, mg/dl 0.1 0.3 0.5 0.8 1.4
Concentracion final propanol, mg/di 0.25 | 0.75 1.25 | 2.0 3.5
Concentracion final Isobutanol, mg/dl 0.25 | 0.25 0.25 0.25 0.25

Tabla 11. Preparacion de la curva de calibracion y su concentracion en el sistema (vial), volumen total
en el vial 2 ml.

- ——— Sistema _ 1 3 5 7 9
Volumen de los sistemas, ml 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
Volumen de agua destilada (6 °"HPLC) ml 04 04 04 04 04
Volumen total en vial. ml 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Concentracion final Metanol mg/dl 0.08 [024 |04 064 | 112
Concentracion final propanol mg/dl 0.2 0.6 1.0 1.6 2.8
Concentracion final Isobutanol mg/dl 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
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4.3. Condiciones instrumentales del método:
Tipo de inyeccion: Headspace sampler.

Condiciones del Headspace

Temperaturas (°C) Equilibrio del vial 10.0 min
Horno 60 Pressurization 1.0 min
Loop 120 Loop fill 0.015 min
Linea de transferencia 130 Equilibrio del Loop 0.05 min
Shaking off Inyeccion 1.0 min
GC ciclo 5.2 min

Presion (psi)
Carrier 15 psi vial 5.5 psi

Condiciones del cromatografo de gases.

Horno: temperatura inicial 85 °C, tiempo final 2.00 min.

Rampa:
# Razéon Temp. Final Tiempo final
1 30.00°C 120 °C 2.00 min
2 0.00°C

Temperatura post.: 50 °C
Tiempo post. : 0.00 min
Tiempo de corrida: 3.17
Equilibrio: 1.00 min

Inyector (Inlets):

Modo: split (dividir); Temperatura inicial: 200 °C; Presion: 14.27 psi;
Proporcion split: 1:1; Flujo split: 3.0 ml/min; Flujo total: 8.3 ml/min
Tipo de gas: Nitrogeno

Columna capilar.

Modelo No. J &W 123-1334 260°C Max. DB-624, 30.0 m X 320 pm X 1.80 pm

Modo: flujo constante; Flujo inicial: 3.0 ml/min; Presion: 14.27 psi; Velocidad promedio: 49
cm/seg.

Detector (FID).
Temperatura: 250 °C; Flujo de hidrogeno: 35.0 ml/min; Flujo de aire: 450.0 mil/min; Flujo

del makeup: 25.0 ml/min nitrogeno.

Sefial: entrada de datos SHz.
Presion auxiliar: nitrogeno 5.5 psi tiempo inicial 0.0min
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4.4. Toma de muestra y material biologico.

La barrera hematoencefalica tiene dentro de una de sus funciones la de no dejar pasar
microorganismos nocivos al encéfalo, esta importante funcién evita que no exista la
posibilidad de presencia bacteriana, por lo tanto, esta barrera nos provee de una muestra
con menor o nula contaminacion por parte de microorganismos productores de alcoholes, lo
que reduce significativamente un error externo por microorganismos en el estudio de
cuantificacion de metanol enddégeno y no de metanol exdégeno producido por algun
microorganismo los cuales toman como sustrato a los azucares (glucosa, etc.) que contiene
la sangre.

La muestra de sangre se obtuvo de cadaveres humanos con antecedentes de alcoholismo y
no-alcoholismo. Se tomaron en cuenta aspectos patoldgicos (cirrosis hepatica, higado graso,
pancreas hemorragico, ascitis y edemas) siempre que estuvieron presentes y el estudio del
expediente del sujeto de estudio para averiguar su actividad cotidiana, sus costumbres vy

habitos.

Se optd por tomar muestra de la cavidad craneal y no de la cavidad toraxico-abdominal, por
que en esta ultima se corre el riesgo de obtener falsos positivos, ya que el alcohol al
encontrarse en concentraciones elevadas en el estdmago puede difundirse en esta cavidad
y contaminar la sangre acumulada en este sitio. Las muestras obtenidas de la cavidad
craneal son mas adecuadas por que es dificil su contaminacién exdgena al tener como

forma de resguardo al craneo como tal.
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Material bioldgico:
Sujetos analizados.
Para el estudio se analizaron un total de 186 muestras de cadaveres humanos, los que se

dividen en las siguientes poblaciones:

No- alcohdlicos. Esta muestra fue subdividida en 2 grupos; 90 muestras (grupo= NA) eran
no alcohdlicos. Un total de 28 sujetos bajo el efecto del alcohol etilico (grupo = BS),
catalogados como bebedores sociales (23 hombres y 5 mujeres), tomando como referencia

lo declarado por sus familiares en la averiguacién previa.

Alcohdlicos. El grupo clasificado como alcohdlicos constaba de 68 individuos, donde se
dividen en alcohdlicos en estado de ebriedad (alcohdlicos reaccion positiva a etanol = ARPE)

y los alcohdlicos negativos a etanol (alcohdlicos reaccion negativa a etanol = ARNE).

Su estado de la salud y la historia de tomar drogas (en algunos sujetos) para los cuatro
grupos fue confirmado envase a lo referido por sus familiares en la averiguacién previa. Las
principales enfermedades y/o patologias de algunos sujetos de estudio eran cirrosis
hepatica, el trastorno del metabolismo de grasa (higado graso), ascitis, pancreatitis
hemorragica y diabetes, hallazgos que fueron detectados en la necropsia. Algunos sujetos
dieron positivo para cocaina. Sin contar con el alcoholismo algunos pacientes tenian
enfermedades del higado.

El proceso de seleccion fue totalmente al azar, pues se agrupaba la muestra de acuerdo a la

poblacion y grupo correspondiente al término de la necropsia del cuerpo ingresado.

4.5. Metodologia y Esquema del ensayo de cuantificacion.

Se desarrollé un método (Fig. 12) capaz de cuantificar trazas de metanol y propanol en
muestras (post-mortem) de origen forense.

Para la determinacion de metanol, se tomaron muestras sanguineas provenientes de la
cavidad craneal de cadaveres, de individuos alcohdlicos y no alcohdlicos, las cuales se les
cuantific6 metanol por cromatografia de gases con inyeccidon Headspace, utilizando el
método de estandar interno. Se cuantific6 a sujetos normales y sobrios, metanol y la
presencia de propanol al inicio de la toma de muestra y posteriormente de acuerdo a un
calendario de actividades, asi mismo se realizd la comparacion de la relacibn metanol-
propanol, metanol-etanol. EI método utilizado fue validado. Los datos arrojados se analizaron

con el programa estadistico StatGraphics plus 5.1.
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Ensayo de cuantificacion de
metanol y propanol

Muestra Problema.

Curva de Calibracion por

estandar interno

(Isobutanol).

e Bebedores sociales (BS).

Preparar 5 niveles de e Alcohélicos  positivos
concentraciones etanol (ARPE).

diferentes (tabla 10 y 11). ® Alcoholicos  negativos
etanol (ARNE).

Vial de caracidad de Vial de capacidad

20 ml de 20 ml.

Sol. Estandar Interno A Muestra de sangre
ﬁi%ﬁgarcosréporﬂiieﬂte; (Isobutanol) 1.6 ml. problema 0.4ml.
de concentracion  de Bl 04 |
solucion de E.E. + E.L anco V.4 m Tapar y sellar el vial. ]
a cada 1 de los 5 viales.

I_ Introducir el vial en el CG-
Tapar y sellar el vial. HS, para la cuantificacion.
Introducir el vial en el CG- Analizar los datos

HS, para la cuantificacion.

Analizar las curvas de calibracion

recopilados por grupos con
un programa estadistico,
StatGraphics plus 5.1

con un programa estadistico
(statGraphics Plus 5.1)

Figura 12. Diagrama del ensayo de cuantificacion de metanol y propanol.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1. Desarrollo del método analitico.

Para desarrollar la técnica se tomo como referencia el método de determinacion de etanol y
otros solventes volatiles en muestras de origen forense, usado por el departamento de
quimica del SEMEFO del D.F., conforme se realizaba el proyecto se fue modificando de
acuerdo a las necesidades para obtener resultados mas viables, se cambié la rampa de
calentamiento, se valoraron diferentes tiempos de calentamiento del HS, asi como la Presion
auxiliar que se inyecta al vial para una mejor extraccion (nitrégeno 5.5 psi), también se
agrego una sal para favorecer la extraccidon de compuestos volatiles. De las anteriores

modificaciones se obtuvieron los siguientes resultados.

Identificacion de isobutanol, metanol y propanol.

Se corrieron estandares de referencia por separado de Isobutanol, Metanol y Propanol, en
donde, se determino su tiempo de retencion de cada estandar, bajo las siguientes
condiciones de instrumentacion:

Horno: temperatura inicial 85 °C, tiempo final 2.00 min.

Rampa:
# Razén Temp. Final Tiempo final
1 30.00°C 120°C 2.00 min
2 0.00°C

Temperatura post.: 50 °C
Tiempo post. : 0.00 min
Tiempo de corrida: 3.17
Equilibrio: 1.00 min

Inyector (Inlets):
Modo: split (dividir); Temperatura inicial: 200 °C; Presién: 14.27 psi;
Proporcion split: 1:1; Flujo split: 3.0 ml/min; Flujo total: 8.3 ml/min

Tipo de gas: Nitrégeno.

Columna capilar. Modelo No. J &W 123-1334 260°C Max. DB-624, 30.0 m X 320 ym X
1.80 uym

Modo: flujo constante; Flujo inicial: 3.0 ml/min; Presién: 14.27 psi; Velocidad promedio: 49

cm/seg.

Detector (FID). Temperatura: 250 °C; Flujo de hidrogeno: 35.0 ml/min; Flujo de aire: 450.0

mil/min; Flujo del makeup: 25.0 ml/min nitrégeno.
35



Fuis Glberto Fudrez Reyes

Figura 13. Rampa de calentamiento del horno del CG, donde la temperatura inicial es de 85°C/2’, y aumenta
30°C/min. hasta llegar a 120°C.

El efecto del aumento en la temperatura de la columna, es una disminucion en el tiempo que
eluye la molécula (alcoholes, para el propésito de este proyecto), por lo que, la rampa de
calentamiento antes mencionada, disminuye el tiempo de corrida de los 3 analitos a
determinar y cuantificar, dando de esta manera una disminucion en el tiempo de analisis de

muestras problema en los laboratorios forenses.

El primer alcohol que eluye (Fig. 14) es el metanol con un tiempo de retenciéon de 1.38 min.,
para propanol de 1.99 min. y por ultimo eluye el Isobutanol con un tiempo de retencién de
2.49 min. Cuando la corrida cromatografica lleva 2 minutos, empieza el aumento en la
temperatura del horno del CG en 30°C por minuto hasta llegar a 120 °C (Fig. 13), lo cual
acorta el tiempo en que eluye el Isobutanol, de lo contrario su tiempo de retencion seria

mayor a 2.49 minutos, y por lo tanto, aumenta el tiempo de analisis.

Los parametros cromatograficos (Tabla 12) reflejan una adecuada separacion de los
componentes a identificar al obtenerse una buena resolucién (R >1.5 para todos los casos),
al trabajar con una columna capilar con una longitud de 30 m y un flujo de 3 ml/min, la
eficacia de la columna aumento obteniéndose resultados aceptables con una N > 30,000.0
[25].

Tabla 12. Parametros cromatograficos experimentales de interés del estandar 7 (por cuadruplicado).

ANCHO DE NUMERO DE | RESOLUCION Factor de
COMPONENTE PICO (W) PLATOS (N) (Rs) retencion (K”)
METANOL 0.0143 52182.5 1.475 0.0035
PROPANOL 0.021325 48655.75 14.2425 0.4500
ISOBUTANOL 0.0261 50627 12.2025 0.8100

Nota: N, su calculo se baso en determinar W1, la anchura del pico a la mitad de su altura maxima: N=5.54(tg/W1)°. [25].
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Figura 14. Cromatograma para el analisis cualitativo y cuantitativo de metanol y propanol, donde se
observa el tiempo de retencion de cada analito de interés.

Técnica del salado (SALTING OUT).

Para poder determinar las trazas de metanol y obtener mejores resultados en la
cuantificacién y aumentar la sensibilidad, se optd por agregar una sal. Para el propésito de
este proyecto se utilizé Nitrito de sodio (NaNO,), se agregé la sal para favorecer la
evaporacion y por lo tanto la cuantificacién, asi como, evitar la oxidacién del alcohol a
temperaturas por arriba de los 60°C [26,27].

Se realizaron corridas cromatograficas con diferentes concentraciones de nitrito de sodio
(50, 100, 150, 200 mM), donde se evalud la altura y area del pico de isobutanol y metanol
(Tabla 13 y 14).

Tabla 13. Busqueda de la concentracion optima de nitrito de sodio, para aumentar el area del pico de
metanol e isobutanol

Concentracién AREA (counts*s)
[1mM Metanol Isobutanol MeOH/Isob
50 231 88.8 2.60135135
100 238.3 73.2 3.25546448
150 280.6 65.6 4.27743902
200 273.8 63.6 4.30503145
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Tabla 14. Busqueda de la concentracion optima de nitrito de sodio, para aumentar la altura del pico de
metanol e isobutanol.

concentracién ALTURA
[1]mM Metanol Isobutanol MeOH/lsob
50 144.6 49.4 2.92712551
100 148.4 36.4 4.07692308
150 157.8 39.3 4.01526718
200 151.3 30.3 4.99339934

Como la oxidacion de alcoholes se favorece a temperaturas que exceden 40°C, pero, por
otro lado las temperaturas altas incrementan el coeficiente de particion de aire-sangre vy, por
consiguiente, la sensibilidad [23], por lo que, se agregd nitrito de sodio para impedir la
oxidacién y asi poder aumentar la temperatura a 60°C [26] (el estandar interno corrige las
fluctuaciones de la temperatura del horno del Headspace), pero a temperaturas por arriba,
los componentes de la muestra empiezan a reaccionar, oxidando los alcoholes presentes en

la sangre.

La sensibilidad aumentd, debido al efecto del salting-out, y fue obtenida usando, nitrito de
sodio. Sin embargo, las presiones de vapor de componentes volatiles en una temperatura
dada, han sido dependientes del contenido de agua de la muestra. Ha sido demostrado que
la saturacion con soluciones en milimoles (mM) de nitrito de sodio, minimiza los errores del
efecto de la matriz (proteinas, lipidos contenido de glébulos rojos, etc.) al hacer dilucion de la
muestra (al menos 1: 5) [23,26]. Pero también en la determinaciéon de metanol y propanol se
ve favorecida por las ventajas de la técnica del Headspace, donde elimina casi

completamente los efectos de la matriz.

Para una mejor visualizacion de encontrar la concentracion de nitrito de sodio, los resultados
obtenidos en las tablas 13 y 14, se graficaron (Fig. 15y 16), observandose una sensibilidad
alta a una concentracion de nitrito de sodio de 150 mM a 200 mM, lo que nos indica que la
concentracién optima esta entre el anterior parametro, por lo que no hay inconveniente en
preparar una solucion de nitrito de sodio 188 mM, como lo indican la literatura [27].

En la figura 17 y 18, correspondientes a la relacién del estandar externo con el estandar
interno, existe una mejor estabilidad cuando se toma en cuenta al area en el rango de
concentracién 150 -200 mM de nitrito de sodio. Sin embargo, existe una mayor sensibilidad
en la relacion MeOH/Isob para la altura del pico (Fig. 18), demostrandose que es mejor
tomar en cuenta para la cuantificacion la altura que el area del pico, pero con el estudio de

la variable del tiempo de incubacion del vial, se concluye lo contrario.

38



Fuis Glberto Fudrez Reyes

mM Nitrito de sodio

300
4»——//
200 —e— Metanol
©
o —m— |sobutanol
©
150
100
-\l—\ .
50 T T 1
50 100 150 200

Figura 15. Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con diferentes

concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts*s.

160 k//’//_Q\‘

—e— Metanol

—m— |sobutanol

—= '\.

O T T

50 100 150
mM nitrito de sodio

200

Figura 16. Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con

diferentes concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts*s.

39



Fuis Glberto Fudrez Reyes

Figura 17. Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con diferentes
concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts™s.

Figura 18. Grafica representativa del cambio en el area del pico de isobutanol y metanol con diferentes
concentraciones de nitrito de sodio. Area en counts™s.
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Tiempo de incubacién de la muestra en el Headspace.

La inyeccion por Headspace tiene numerosos factores que deben optimizarse para su
adecuado funcionamiento, tales como, la temperatura del calentamiento de la muestra en el
vial (se incub6 a 60°C) [26], donde no se puede aumentar la temperatura, por que, al estar
en combinacion los alcoholes con la sangre, estos se oxidan [27]), el tiempo de incubacion y
la presion de un gas inerte que se inyecta al final del calentamiento para facilitar la

extraccion de los componentes volatiles de la sangre.

El aumentar la temperatura del horno del HS, que es una técnica para aumentar la presion
de vapor y aumentar la sensibilidad en la deteccion de los analitos [23], sin embargo, no es
lo adecuado por reacciones quimicas que se llevan a cabo en las muestras biologicas, por lo
que, para aumentar esta presidén de vapor sin aumentar la temperatura, se inyecta nitrégeno
(gas inerte) al vial, hasta llegar a una presion de 5.5 psi, dando resultados confiables y que
ayuda a poder detectar trazas de metanol en las muestras biolégicas, en otras palabras,

aumenta la sensibilidad.

Tabla 15. Evaluacion del efecto del tiempo de calentamiento sobre el area del pico de cada analito de
interés.

AREA (counts*s)
Minutos Metanol Isobutanol MeOH/Isob
0 0 0 0
5 118 151.4 0.77939234
10 201 169 1.18934911
15 273 174.4 1.56536697
20 191 159.4 1.19824341
25 137 0
30 205.8 194.4 1.05864198

Tabla 16. Evaluacion del efecto del tiempo de calentamiento sobre la altura del pico de cada analito

de interés.
ALTURA

Minutos Metanol Isobutanol MeOH/Isob
0 0 0 0

5 63 43.4 1.4516129
10 92.5 71 1.3028169
15 88.7 69.6 1.27442529
20 80 80.6 0.99255583
25 84.5 0

30 98.6 88 1.12045455

41



J_’m Flberto udrez d%es

Al observar los resultados obtenidos en la tabla 15, se observa que el area aumenta a su
maximo a los 15 min de incubacion para metanol pero para isobutanol es a los 30 min y para
la altura del pico en la figura 19, da su maximo a los 30 min de incubacion para ambos
componentes (Tabla 16), pero cuando se grafico la relacion MeOH/Isob (Fig. 20), se observa
que tiene mejores resultados en la sensibilidad a los 15 minutos de calentamiento del vial.
Como la cuantificacion se fundamenta en la comparacién de la altura o el area de un pico de
un analito con los picos o0 areas de uno o varios patrones, es importante mencionar que el
area de un pico no se modifica con las condiciones que ocasionan el ensanchamiento de los
picos, desde este punto de vista, el area de un pico es un parametro mas adecuado que la
altura del mismo, por lo tanto, se tomé como consideracion el uso del area del pico (aunque,
es mas dificil medir el area del pico sin la ayuda de un software, en este proyecto se utiliz la
Chem Station Revision B.02.01-SR1, para integrar los datos). Se tomaron criterios tales
como: determinar el tiempo optimo de incubacion para la sensibilidad, gasto de gases
(nitrégeno, hidrogeno y aire) y el tiempo de analisis, en donde, de acuerdo a la grafica de la
figura 20, a los 5 min de calentamiento se da las mejores condiciones tomando en cuenta el
area, sin embargo, este tiempo no es el optimo para la sensibilidad del Isobutanol como
estandar interno (Fig. 19), no se toma en consideracién una incubacion de 15 min, por que,
no aumenta tanto la sensibilidad respecto a un calentamiento por 10 min y ademas su
analisis llevaria mas tiempo, por lo tanto, el tiempo optimo es a los 10 min de incubacion,
donde se tiene sensibilidad para el estandar externo como para el interno y en la relacion

MeOH/Isob tiene una buena sensibilidad.

—e— altura metanol
300

—=— altura Isobtanol
—a— area metanol

250 / \ —— area Isobutanol
200 A

150 J/—X\%\ /
100

50///4'\\:>/'—/‘
%

0 5 10 15 20 25 30

t (minutos)

area o altura

Figura 19. Grafica del tiempo de incubacion de la muestra a 60°C, comparando altura y area del pico, para
isobutanol y metanol (Area en counts™s).
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Figura 20. Grafica del tiempo de incubacion de la muestra a 60°C, comparando la relacion Metanol/lsobutanol
de la altura y area del pico (Area en counts®s).
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5.2 Validacion del método analitico para la cuantificacion de metanol y

propanol en muestras de cadaveres humanos.

Linealidad del método.

Para la linealidad del método en la tabla 17 se encuentran la relaciéon de areas (area de
Metanol / area de Isobutanol) de los picos de la curva de calibracion por estandar interno por
triplicado. ElI modelo lineal que describe la relacion entre el area Metanol/Isobutanol y la
concentracién del metanol (Figura 21) de la tabla 17, es la ecuacién de la recta (Y = b +

m*X), los parametros de esta ecuacion se encuentran en la tabla 19.

Tabla 17: Linealidad del método analitico (metanol).

ANALISIS DE DATOS CON EL ESTANDAR INTERNO
MeOH/Isobutanol Analisis del poder predictivo
conc. MeOH Areas areas/conc CONC. EST % DESV
0.08 0.098071462 1.22589328 0.082048331 2.56%
0.08 0.091034308 1.13792885 0.073813951 -7.73%
0.08 0.097217226 1.21521533 0.081048764 1.31%
0.24 0.229890187 0.95787578 0.236293283 -1.54%
0.24 0.225057442 0.93773934 0.230638346 -3.90%
0.24 0.242920749 1.01216979 0.251540724 4.81%
0.4 0.345292384 0.86323096 0.371328773 -7.17%
0.4 0.365443487 0.91360872 0.394908169 -1.27%
0.4 0.400630921 1.0015773 0.436082016 9.02%
0.64 0.549532532 0.85864458 0.610316153 -4.64%
0.64 0.66549113 1.03982989 0.746002706 16.56%
0.64 0.514818395 0.80440374 0.569696125 -10.98%
1.12 1.024107247 0.91438147 1.165629929 4.07%
1.12 0.966984109 0.86337867 1.098788472 -1.89%
1.12 0.961066633 0.85809521 1.09186426 -2.51%
Promedio 0.97359819
Desv Est. 0.13197488
C.V. 13.56%
PENDIENTE 0.854606415 1.0000000
INTERCEPTO 0.027952432 1.11022E-16
R? 0.988574423 0.988574423

Con respecto a la linealidad de la curva de calibracion con estandar interno de propanol
(Tabla 18) se realizaron mediciones por triplicado. El modelo que describe la relacion entre
la variable dependiente (4rea Propanol/lsobutanol) y la variable independiente
(concentracién Propanol en mg/dl), es la ecuacion de la recta (Y =b + m*X), los

parametros de esta ecuacion se encuentran en la tabla 19 y se representan en la figura 22.
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Tabla 18: Linealidad del método analitico (Propanol).

ANALISIS DE DATOS CON EL ESTANDAR INTERNO
ANALISIS DEL PODER
Prop/Isob PREDICTIVO
conc. Prop Areas areas/conc CONC. EST % DESV
0.2 0.550353016 2.75176508 0.248402529 24.20%
0.2 0.468088183 2.34044091 0.21813258 9.07%
0.2 0.453472533 2.26736266 0.212754644 6.38%
0.6 1.327453142 2.2124219 0.534342225 -10.94%
0.6 1.501433593 2.50238932 0.59835961 -0.27%
0.6 1.74495214 2.90825357 0.687964047 14.66%
1 2.261378367 2.26137837 0.877986868 -12.20%
1 2.614636015 2.61463602 1.007970613 0.80%
1 2.679233634 2.67923363 1.031739781 3.17%
1.6 4.068963539 2.54310221 1.543101103 -3.56%
1.6 4.500077465 2.81254842 1.701732637 6.36%
1.6 3.867411233 2.41713202 1.468938452 -8.19%
2.8 7.875925711 2.81283061 2.943900783 5.14%
2.8 7.495907674 2.67710988 2.804070357 0.15%
2.8 7.269070006 2.59609643 2.720603771 -2.84%
Promedio 2.55978007
Desv Est. 0.22133057
C.V. 8.65 %
PENDIENTE 2.71770634 1.0000000
INTERCP -0.124732111 2E-16
R2 0.992866138 0.992866138

La r* indica que el modelo propuesto explica 98.8574 % de la variabilidad en el area
MeOH/lIsob con respecto a la concentracion de metanol. El coeficiente de correlacion (r) es
igual a 0.994271, demostrando una relacién poderosa entre las variables. Para propanol de
igual manera se explica con el modelo lineal, al demostrarse que la curva de calibracion con

estandar interno (Isobutanol), es lineal (Tabla 19).
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Tabla 19: Resumen de los parametros estadisticos de la regresion lineal para metanol.

Parametro Valor Metanol Valor Propanol
Ordenada al origen (b) 0.0279524 -0.124732
Pendiente (m) 0.854606 2.717706
Coeficiente de variacion (C.V.%) 13.36% 8.65 %
Coeficiente de correlacion (r) 0.994271 0.9964266
Coeficiente de determinacion (r°) 0.988574 0.992866
Tabla 20: Analisis de varianza del sistema, linealidad (metanol).
Fuente Suma de g.l Media de cuadrados | F-calculada P-Valor
cuadrados

Regresién 1.44154 1 1.44154 1124.80 0.0000

Residuos 0.0166608 13 0.0012816

Total (Corr.) | 1.4582 14

Debido a que el P-valor en la tabla 20 de ANOVA es menor que 0.01, hay una relacion
estadisticamente importante lineal, entre el area MeOH/Isob y la concentracién de metanol

en un nivel de confianza del 99 %.

Tabla 21: Andlisis de varianza del sistema, linealidad (propanol).

Fuente Suma de g.l Media de cuadrados | F-calculada P-Valor
cuadrados

Regresion 91.1128 1 91.1128 1809.29 0.0000

Residuos 0.654656 13 0.0503582

Total (Corr.) | 91.7675 14

Dado que el valor de P de la tabla 21 es menor que 0.01, hay una relacion estadisticamente
importante lineal, entre el area Prop/lsob y la concentracidon de Propanol en un nivel de

confianza del 99 %.
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Figura 21: Grafica de regresion lineal para metanol, donde la linea central es la repuesta, seguidas de los
intervalos de confianza al 95% y por ultimo los limites de prediccion.
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Figura 22: Grafica de regresion lineal para propanol, donde la linea central es la repuesta, seguidas de los
intervalos de confianza al 95% y por ultimo los limites de prediccion.
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PRECISION DEL METODO ANALITICO.

Repetibilidad del método analitico.

En la tabla 22 se muestra los resultados obtenidos de la evaluacion de la repetibilidad del
método analitico al analizar en un mismo dia, por sextuplicado, una concentracion conocida

de metanol y propanol, bajo las mismas condiciones de equipo, laboratorio y analista.

Tabla 22: Repetibilidad del método analitico. Concentracion teérica de metanol 0.8mg/dl, propanol

2.00 mg/dI.

Replica

Metanol

Propanol

0.76105458

1.92072519

0.79919843

2.0332412

0.81479275

1.97418044

0.83988664

1.98913703

0.81732348

2.02644944

DN |WIN|—~

0.81620207

2.15094002

promedio

0.80807632

2.01577889

Desv Est.

0.02645148

0.07766949

C.V.(%)

3.273%

3.853%

tcal

0.74789271

0.49762421

ttab

2.5706

2.5706

Prueba de hipotesis:

X #

Ho: X
H, El método no es exacto.

M El método es exacto.
M

Toma de decision:

Se acepta H, si tca < tap al 95% con n-1grados de libertad.
Formula empleada para calcular la t:
Donde t=X-y n"

X= media S

M = media poblacional

s= desviacion estandar

n= # de determinaciones

El coeficiente de variacion en el nivel de concentracién de 0.8mg/dl de metanol, es de
3.273%, donde no rebasa el limite maximo establecido del 15% [29,31], por lo cual, el
método analitico para la cuantificacion de metanol se considera repetible en el intervalo de
concentraciones de 0.08 a 1.12 mg/dl. Para propanol el método es repetible (tabla 22) al
obtenerse un coeficiente de variacion de 3.853%, sin rebasar el limite establecido del 15%
[29,31], por lo tanto, el método analitico es repetible en el intervalo de concentraciones de

0.2 a 2.8 mg/dl.
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Reproducibilidad del método para metanol.

Para el andlisis estadistico de la reproducibilidad, se realiz6 un analisis de varianza,
considerando un efecto anidado (Tabla 23 y 25). De los resultados se obtuvo que la  Fgy
<Fwp (Tabla 24 y 26) en la cuantificacion de la muestra real de un alcohdlico positivo a
etanol (115 mg/dl), por lo tanto podemos concluir que el analista y el dia anidado en el
analista, no presentan efecto sobre la valoracion, dicho en otras palabras el analisis lo puede
hacer cualquiera de los analistas en cualquier dia, siendo de esta manera un método

reproducible para la cuantificacién de metanol y propanol.

Tabla 23: Reproducibilidad del método para metanol (muestra real
de un alcohdlico positivo a etanol 115 mg/dl).

ANALISTA

1 2
DIA 1 5.34388 6.218
6.02473 5.77215
6.00507 6.34795

DIA 2 5.80918 6.13266
6.05777 6.00799
6.05467 5.9317

Tabla 24: Tabla de analisis de varianza (anidado) de la reproducibilidad del método para metanol.

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los f f critica
variacion libertad (gl) | Cuadrados Cuadrados (CM) calculada (a=0.05)
Analista 1 0.10362996 0.10362996 | 3.353166 18.51
Dia 2 0.061810218 0.030905109 | 0.454445139 4.46
Error 8 0.544049984 0.068006248

Total 11

Regla de decision.

Para la fuente de variacion analista.

Si Fea < Fiap al 95%, indica que no hay efecto del analista sobre la valoracion.

Para la fuente de variacion dia.

Si Fea < Fiap al 95%, indica que no hay efecto del dia sobre la valoracion.
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Tabla 25: Reproducibilidad del método para propanol (muestra real
de un alcohdlico positivo a etanol 115 mg/dl).

ANALISTA
1 2

DIA 1 0.601537 1.09851
0.941663 1.03944

1.00464 1.19819

DIA 2 1.07973 1.11131
1.02984 1.15624

1.04219 1.08565

Tabla 26: Tabla de andlisis de varianza (anidado) de la reproducibilidad del método para propanol.

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F f critica
variacion libertad (gl) |cuadrados Cuadrados (CM) Calculada (a=0.05)
Analista 1 0.08163211| 0.08163211 2.683718713 18.51
Dia 2 0.06083507 | 0.03041753| 2.195672634 4.46
Error 8 0.11082721 0.0138534

Total 11

Regla de decision.

Para la fuente de variacion analista.

Si Fea < Fiap al 95%, indica que no hay efecto del analista sobre la valoracion.

Para la fuente de variacion dia.

Si Fea < Fiap al 95%, indica que no hay efecto del dia sobre la valoracion.

La precision del método analitico se obtuvo a partir de los datos de la repetibilidad y la
reproducibilidad los cuales demuestran que el método analitico para cuantificar metanol con
un coeficiente de variacion de 3.273% y para propanol con un coeficiente de variacion de
3.853%

coeficiente de variacion debe ser menor al 15%. [31].

es preciso, ya que cumple con los criterios establecidos que indican que el
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Exactitud.

La exactitud fue determinada con el % del valor nominal para metanol y propanol (Tabla 27),

los cuales no rebasan el limite establecido del £ 15 % del valor nominal [31]. Este parametro

de validacion también fue estudiado por la prueba de t de Student, con esta prueba

estadistica se determin6 que el método es exacto para el nivel de concentracion de 0.8 mg/dl

y 2.00 mg/dl correspondientes a metanol y propanol, en el que la tey =0.74789271 <t
=2.5706 para metanol y la t.; =0.49762421 < t,. =2.5706 para propanol.

De los datos en la tabla 17, se deduce que el valor maximo encontrado para el C.V. (%) es

menor que el 15 %, por lo que, el método analitico es exacto para cuantificar metanol, ya

que cumple con la especificacion establecida donde las concentraciones experimentales

debe de estar dentro del 15% del valor nominal de concentracion. Para propanol de igual

manera cumple con lo establecido, a excepcion de un solo valor que rebasar el 15% del C.V.

(Tabla 18).

Tabla 27. Exactitud del método analitico para metanol y propanol.

METANOL PROPANOL
Replica Concentracion || Experimental | % DESV | Concentracion || Experimental || % DESV
Nominal mg/dl || mg/di Nominal mg/dl | . mg/dI
1 0.8]| 0.76105458 | -4.868% 2| 1.92072519] -3.964%
2 0.8| 0.79919843| -0.100% 2] 2.0332412| 1.662%
3 0.8| 0.81479275| 1.849% 2| 1.97418044 | -1.291%
4 0.8| 0.83988664 | 4.986% 2] 1.98913703 | -0.543%
5 0.8| 0.81732348| 2.165% 2| 2.02644944 | 1.322%
6 0.8] 0.81620207| 2.025% 2| 2.15094002| 7.547%
promedio 0.80807632| 1.010% 2.01577889| 0.789%
Desv Est. 0.02645148 0.07766949
C.V.(%) 3.27% 3.85%
tcal 0.74789271 0.49762421
ttab 2.5706 2.5706
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Limite de deteccion y cuantificacion.

Debido a que el P-valor en la tabla 29 vy la tabla 30 de ANOVA es menor que 0.01, hay una

relacion estadisticamente importante lineal, entre el area MeOH/Isob y la concentracion de

metanol en un nivel de confianza del 99 %, de igual manera para propanol,

por lo cual, la

curva de calibracion por estandar Interno (Tabla 28) en el intervalo de concentraciones de

0.008 a 0.24 mg/dl y 0.02 a 0.6 mg/dl es lineal para metanol y propanol respectivamente, y

se puede utilizar para revelar el limite de deteccion y cuantificacion de metanol y propanol.

Tabla 28: Curva de calibracién para la determinacion de limite de deteccién y cuantificacion.

METANOL PROPANOL

Concentracion Nominal ) Concentracion Nominal )

mg/dl AREA mg/dl AREA

conc. MeOH MeOH/Isob conc. Prop Prop/lsob
0.008 0.0395525 0.02 0.07009465
0.016 0.04465147 0.04 0.10229423
0.04 0.07111296 0.1 0.25758248
0.08 0.09538114 0.2 0.48853112
0.24 0.21898573 0.6 1.44167339

B 0.0349261 B 0.0159775

m 0.768368 M 2.3753

R 0.999076 R 0.999945

r’ 0.998154 r’ 0.999889

Tabla 29: Andlisis de varianza de la curva para detectar limite de deteccion y cuantificacién (metanol).

Fuente Suma de g.l Media de cuadrados | F-calculada P-Valor
cuadrados

Regresion 0.0215072 1 0.0215072 1621.72 0.0000

Residuos 0.0000397858 3 0.0000132619

Total (Corr.) | 0.0215469 4

Tabla 30: Andlisis de varianza de la curva para detectar limite de deteccion y cuantificacién (Propanol)

Fuente Suma de g.l Media de cuadrados | F-calculada P-Valor
cuadrados

Regresion 1.28458 1 1.28458 27049.82 0.0000

Residuos 0.000142468 3 0.0000474895

Total (Corr.) | 1.28472 4
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El limite de deteccion y cuantificacion se determino con ayuda de la curva de calibracién

por estandar interno haciendo uso del limite superior de confianza tomando como punto de

partida el intercepto de la misma y extrapolando hasta la linea de tendencia como se

observa en la figura 23, y de esta manera se obtuvo el limite de deteccion (LD) el cual es

0.009 mg/dl para metanol y para propanol es 0.005 mg/dl (figura 24). Para determinar el

limite de cuantificacion (LC) se toma como punto de partida el intercepto del limite superior

de confianza y se extrapola hasta la linea del limite inferior de confianza obteniéndose el LC
para metanol de 0.0174 mg/dl y para propanol 0.01095 mg/dI [32].

0.05F

0.04 F

0.03 f

0.02 F

Area MeOH/lsob

0.01 F

0

001 0015
MeOH mg/d|

0.02 0025

--LC

X =0.0174 mg/dl

--LD

X=0.009 mg/dl
LD

Figura 23: Grafica de modelo lineal, estimacién por extrapolacion del valor del Limite de deteccion y
cuantificacion de metanol. Donde la linea central es la repuesta, seguidas de los intervalos de confianza al 95%.
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Figura 24: Grafica de modelo lineal, estimacion por extrapolacion del valor del Limite de deteccion y
cuantificacion de propanol. Donde la linea central es la repuesta, seguidas de los intervalos de confianza al 95%.

Tabla 31: Limite de deteccién y cuantificacion tedricos para metanol y propanol

TEORICO
METANOL PROPANOL
LD mg/dl 0.009 0.005
LC mg/dl 0.0174 0.01095
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Tabla 32: Réplicas para determinar limites de deteccién y cuantificacion.

Concentracion
Nominal 0.02 mg/dl 0.05mg/dI
METANOL PROPANOL
Concentracion AREA Concentracion )
experimental MeOH/Isob Experimental AREA Prop/lsob
REPLICAS mg/dl mg/dl
1 0.0243865 0.04309964 0.05379464 0.13533473
2 0.01743499 0.0373252 0.05156793 0.12973352
3 0.02187399 0.04101256 0.05119238 0.12878884
4 0.01961483 0.03913593 0.05073995 0.12765075
5 0.02001331 0.03946694 0.04744974 0.11937432
PROMEDIO 0.02066472 0.04000805 0.05094893 0.12817643
Desv. Est. 0.00261112 0.00216899 0.00228191 0.00574009
C.V. (%) 12.64% 5.42% 4.48% 4.48%

Para corroborar el limite de cuantificacion se realizaron replicas de estandares de una

concentracién de 0.02 mg/dl para metanol y 0.05 mg/dl para propanol. Obteniéndose un

coeficiente de variacion de 12.64% y 4.48 % para metanol y propanol respectivamente,

cumpliendo con lo establecido en la NOM-177-SSA1-1998, donde establece que el limite de

cuantificacion no debe de rebasar el coeficiente de variacion de 15%.
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5.3. Aplicacién.

Un total de 186 cadaveres humanos fueron investigados (tabla 33), los datos obtenidos de
las muestras en los cuatro grupos (ARNE, ARPE, BS, NA), fueron exclusivamente al azar,
los puntos del grafico (Fig. 25) son un conjunto de numeros aleatorios que no siguen ningun
patrén, es decir no siguen un patrén ciclico, elipse, etc., donde no se pudo detectar

correlacion serial de los residuos (auto correlacion).

GRAFICA DE RESIDUOS PARA MeOH mg/dl

24 F T T T T =

residuos

-16 E, ) ) ) ) .
0 40 80 120 160 200

numero de dato
Figura 25: Grafica de residuos del muestreo de los diferentes grupos con respecto a la cuantificacion de metanol.

Oftro dato importante es que se muestred de acuerdo a un numero serial de expediente
donde solo se localizaba el individuo y se clasificaba en el grupo correspondiente (tabla 33),

dandole de esta manera un proceso de muestreo totalmente al azar.

Tabla 33: Descripcion de datos de no alcohdlicos y alcohdlicos.

No alcohdlicos (n=118) Alcohdlicos (n=68)
1 2 3 4
Grupo Controles bebedor Negativos a Positivos a
normales ocasional etanol etanol
(NA) (BS) (ARNE) (ARPE)
n=90 n=28 n=28 n=40
Consumo de 0 mg/dl 42.0 - 362.0 Omg/dl 27.13-368.0
etanol al morir 153.63214 171.526905
Hombres/mujeres 56/34 23/5 26/2 36/4
Rango de
edad/media 6-98 / 44.088 | 23-69/29.75 18-68/45.14 16-84 /40.27
(anos)

Investigaciones recientes han demostrado que el alcoholismo puede ser mas fiablemente
valorado midiendo niveles en sangre de “supuestos” marcadores bioquimicos del
alcoholismo, donde se midieron niveles en plasma de metanol, la suma de acetona y 2

propanol (A +2P), GGT y CDT, se concluy6é que estan vinculados con el abuso crénico de
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alcohol [5,9]. Los anteriores marcadores para el propésito del presente trabajo, no fue
posible medirlos todos, sin embargo el metanol si se cuantificé. La GGT no se determind
por no ser un marcador especifico y la transferrina deficiente de carbohidrato no se

determind por falta de infraestructura y por la tardanza del analisis.

En la tabla 33 se clasifican los cuatro grupos de interés, dos grupos corresponden a los no
alcohdlicos y se dividen en controles normales (no alcohdlicos = NA) y los bebedores
sociales (BS), los dos grupos restantes corresponden a los alcohdlicos, donde se dividen en
alcoholicos en estado de ebriedad (alcohdlicos reaccion positiva a etanol = ARPE) vy los
alcohdlicos negativos a etanol (alcohdlicos reaccion negativa a etanol = ARNE). La tabla 33
también nos aporta la edad promedio en la que oscilan los alcohédlicos con respecto a los

bebedores sociales, asi como la tendencia en el sexo.

En el sexo masculino se tiene mayor tendencia, pudiéndose explicar por la libertad mas
amplia que tiene el hombre en la sociedad y a los factores ambientales, los cuales se
consideran tan determinantes. [15]. La adiccion a cualquier droga es una consecuencia de
multiples factores, entre ellos el genético, y no solo el familiar y el sociocultural, segun
estudios hechos en paises escandinavos y Estados Unidos. Estos estudios no significan que
por tener los factores genéticos, las personas estén condenadas a sufrir alcoholismo, ya que

con entornos sanos y con informacion, se puede evitar la adiccion [33].

Tabla 34: Media y desviacién estandar del marcador metanol, respecto a los 4 grupos.

Grupo No alcohdlicos (n=118) Alcohdlicos (n=68)
1 2 3 4
Controles Bebedor Negativos a Positivos a
normales ocasional etanol etanol
(NA) (BS) (ARNE) (ARPE)
Promedio mg/dl 0.345556 2.74964 2.03857 4.06325
Rango mg/dl 0 -1.54416 0.13-12.19 0-10.46 0.45-19.84
Desv. Estandar 0.319266 3.05231 2.16158 3.9796

En la tabla A2 (anexo) y 34 se muestra la estadistica univariable para la determinacién de
metanol en sangre de origen post-mortem por grupos (ARNE, ARPE, BS, NA), analizadas
por cromatografia de gases con inyeccion HeadSpace, en los valores de la media obtenidos
para los diferentes grupos, se determind una mayor cantidad de metanol en las muestras
provenientes de alcohdlicos bajo la influencia del alcohol etilico, seguido por los bebedores
sociales, los alcohdlicos negativos a etanol y por ultimo las cantidades encontradas en los no

alcohdlicos fueron menores, lo cual concuerda a lo esperado.
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Sin embargo, los datos de la tabla 34 no indican si existe una diferencia desde un punto de
vista estadistico, ¢los datos obtenidos pueden diferenciar a los distintos grupos como,
iguales o diferentes?. Para resolver esta incognita se realiz6 un analisis de varianza

(ANOVA) de los cuatro grupos muestreados.

5.3.1 Analisis estadistico de la concentracién de metanol por grupos (ANOVA).

Para un analisis de datos mas adecuado se llevé a cabo un estudio de analisis de varianza
para la variable metanol, en los diferentes grupos de estudio, con el fin de discernir la

desigualdad de los grupos:

X3

%

Alcohdlicos negativos a etanol (ARNE).

X3

%

Alcohdlicos positivos a etanol (ARPE).

X3

%

Bebedores sociales (BS).

X3

%

No-alcohdlicos (control normal) (NA)

Debido a que se obtuvo un valor de p=0.000 de la prueba de F, hay una diferencia
estadisticamente importante entre las medias de los distintos grupos (ARNE, ARPE, BS,

NA) para el estudio de metanol (Tabla 35).

Tabla 35. Analisis estadistico de la determinacion de metanol (mg/dl) en los distintos grupos por CG-
HS.

Tabla de ANOVA (nivel de confianza del 95%)

Fuente Suma de g.l Media de F-Ratio P-Valor
cuadrados cuadrados
Entre grupos 421.852 3 140.617 25.48 0.0000
Dentro de los grupos 1004.43 182 5.51883
Total (Corr.) 1426.28 185

Para determinar que grupo presenta una media diferente (Fig. 26), se realizé un analisis de
intervalos multiples, para la variante metanol (Tabla 36). Se observa que no existe una
diferencia estadistica significativa entre el grupo ARNE-BS, sin embargo se debe de tomar
en cuenta que en las muestras del grupo BS se identificd alcohol etilico, mientras que el
grupo ARNE dio negativo a alcohol etilico, por lo tanto si podemos diferenciarlos de acuerdo

al criterio anterior. Para el caso de comparacion de los grupos ARNE-ARPE, ARNE-NA,
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ARPE-BS y ARPE-NA, resultaron ser estadisticamente diferentes y por lo tanto se distingue

con claridad a cada grupo de estudio.

Tabla 36. Método: Diferencia minima significativa (95%)

Grupo cuenta Media Grupos Homogéneos
NA 90 0.345556 X

ARNE 28 2.03857 X

BS 28 2.74964 X

ARPE 40 4.06325 X
Contraste Sig. |Diferencia Limites +/-
ARNE - ARPE * -2.02468 1.14213
ARNE - BS -0.711071 1.23881
ARNE - NA * 1.69302 1.00302
ARPE - BS * 1.31361 1.14213
ARPE — NA * 3.71769 0.880827
BS — NA * 2.40409 1.00302

* Indica una diferencia estadistica significativa.

Medias e Intervalos de DMS al 95 % (METANOL)
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Figura 26. Medias (asterisco) e intervalos al 95% de
determinacién de metanol en los diferentes grupos de estudio por CG-HS.

Diferencia minima significativa

(lineas) para la
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5.3.2 Analisis estadistico de la concentracion de metanol incluyendo multiples

variables.

En este analisis se resume los resultados de ajustar un modelo estadistico lineal general que

relaciona a la variable MeOH [mg/dI] con 9 factores predictivos. Dado que el valor de P en la

primer tabla de ANOVA (Tabla 37) para MeOH [mg/dl] es menor que 0.05, hay una relacion

estadisticamente significativa entre MeOH y las variables (factores) (cualitativas: grupo,

sexo, cirrosis, higado graso, ascitis, pancreatitis, diabetes; variables cuantitativas: EtOH y

edad) con un nivel de confianza del 95,0%.

Modelos Lineales Generalizados

Variable dependiente: 1 (metanol en mg/dl)

Factores : 7 Factores cuantitativos: 2

A= Grupo H= EtOH mg/dl (etanol en sangre

B= Sexo cadaveres)

C= cirrosis I= edad (afos)

D= higado graso

E= Ascitis (retencion de liquidos)

F= Pancreatitis hemorragica

G= diabético
Tabla 37. Analisis de Varianza para MeOH [mg/dl]. Analisis por regresion multiple.
Fuente Suma de Cuadrados |Gl Media de F-calc P-Valor

cuadrados
Modelo 529.0 11 48.0909 9.33 0.0000
Residuo 897.28 174 |5.15678
Total (Corr.) [1426.28 185
Tabla 37.1. Limites de confianza del 95,0% para los coeficientes estimados (MeOH mg/dl).
Error

Parametro Estimado Estandar Limite Inferior Limite superior V.ILF.
CONSTANTE 0.854583 1.18973 -1.49359 3.20276
Grupo 0.199475 0.480163 -0.74822 1.14717 435171
Grupo 1.34551 0.460219 0.437177 225384 478737
Grupo 0.0794099 0.454519 -0.817672 0.976492 3.8993
Sexo 0.461371 0.207152 0.0525158 0.870227 1.13548
cirrosis 0.0952997 0.423868 -0.741286 0.931886 1.31869
higado graso -1.37481 0.435216 -2.2338 -0.515832 1.25833
Ascitis 1.25644 0.927215 -0.573595 3.08648 1.3194
Pancreatitis hemorra 0.873062 0.447878 -0.0109128 1.75704 1.19123
diabético 0.0674927 0.530024 -0.978614 1.1136 1.06025
EtOH mg/dl 0.00620487 0.00363709 -0.00097364 0.0133834 4.04395
Edad (afios) 0.00707483 0.00875136 -0.0101977 0.0243474 1.10195
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Calculos
Modelo de Regresion
Y=Bo+ B1 X1+ B2Xz +ooooit B X

La tabla 37.1 muestra intervalos de confianza del 95,0% para los coeficientes en el modelo.

La ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

Ecuacion que explica el modelo.

MeOH mg/dl = 0.854583 + 0.199475*I11(1) + 1.34551*1(2) + 0.0794099*[1(3) +
0.461371*12(1) + 0.0952997*13(1) - 1.37481*14(1) + 1.25644*15(1) + 0.873062*I16(1) +
0.0674927*17(1) + 0.00620487*EtOH mg/dl + 0.00707483*edad afios

Donde:

11(1) = 1 si Grupo=ARNE, -1 si Grupo=NA, 0 de lo contrario

[1(2) = 1 si Grupo=ARPE, -1 si Grupo=NA, 0 de lo contrario

11(3) = 1 si Grupo=BS, -1 si Grupo=NA, 0 de lo contrario

12(1) = 1 si Sexo=F, -1 si Sexo=M, 0 de lo contrario

13(1) = 1 si cirrosis=NO, -1 si cirrosis=SI, 0 de lo contrario

14(1) = 1 si higado graso=NO, -1 si higado graso=SlI, 0 de lo contrario

15(1) = 1 si Ascitis=NO, -1 si Ascitis=SI, 0 de lo contrario

16(1) = 1 si Pancreatitis hemorr=NO, -1 si Pancreatitis hemorr=SI, 0 de lo contrario
[7(1) = 1 si diabético=NO, -1 si diabético=SI, 0 de lo contrario

En la ecuacion anterior se destaca la influencia de cada factor estudiado en la
determinacion de metanol, se observa que ejerce un influjo mayor el grupo ARPE, seguido
de la ascitis, donde resulté ser menor la concentracién de metanol por su dilucién dado a la

retencion de liquidos por el individuo.

La segunda tabla ANOVA para MeOH (Tabla 38) prueba la significancia estadistica de cada
factor conforme fue introducido al modelo. Obsérvese que el valor-P mas alto es 0.8988,
que corresponde a sujetos con diabetes (G) y por lo tanto, como el valor-P es mayor que
0,05, ese término no es estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95,0%.
Consecuentemente, deberia considerarse eliminar el factor diabetes (G) del modelo. El
estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 37.089% de la

variabilidad en la variable dependiente MeOH.

Para un estudio mas profundo se realizé un analisis de regresion multiple, tomando en
cuenta los grupos estudiados, los factores que caracterizan a un alcohdlico, asi como otras
factores, los cuales demostraron una influencia determinante en la cuantificacién de metanol
(Figura 27) en especial los grupos (p=0.000), el higado graso (p=0.015) y la pancreatitis
hemorragica (p=0.036), los factores cuantitativos etanol (mg/dl) y edad (afos) no

demostraron influencia al obtenerse una p=0.841 y p=0.784 respectivamente.
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Tabla 38. Suma de Cuadrados Tipo Ill, donde se observa la probabilidad de influencia de los 9

factores estudiados.

Fuente Suma de g.l Media de F-calculada P-valor
cuadrados cuadrados
Grupo 110.428 3 36.8095 7.14 0.0002
Sexo 25.58 1 25.58 4.96 0.0272
cirrosis 0.260676 1 0.260676 0.05 0.8224
higado graso 51.4586 1 51.4586 9.98 0.0019
Ascitis 9.46901 1 9.46901 1.84 0.1772
Pancreatitis 19.5952 1 19.5952 3.80 0.0529
hemorragica
diabético 0.0836181 1 0.0836181 0.02 0.8988
EtOH (mg/dl) 15.0084 1 15.0084 2.91 0.0898
Edad (afios) 3.37023 1 3.37023 0.65 0.4199
Residual 897.28 174 5.15678
Total 1426.28 185

(corregido)

En el figura 27, se observa y se reitera que no es determinante del alcoholismo la cirrosis

hepatica, pues esta patologia puede ser ocasionada por infecciones virales (virus de la

hepatitis). Y por el contrario el higado graso muestra una influencia en el aumento en los

niveles de metanol. Para la pancreatitis y ascitis influyeron, pues ambas patologias tienen

que ver con el alcoholismo.

Figura 27. Grafica de barras referente a la probabilidad de influencia (%) de los diferentes factores evaluados

sobre la cuantificacion de metanol en muestras post-mortem.
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Tabla 39. Prueba de multiples rangos, para metanol (incluyendo multiples variables).

Grupo Cuenta Media LS LS Sigma Grupos Homogéneos
NA 90 -0.104313 1.21666 X
BS 28 1.59949 1.20349 X
ARNE 28 1.71956 1.13411 XX
ARPE 40 2.86559 1.17722 X

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
ARNE - ARPE -1.14603 1.67083
ARNE - BS 0.120065 1.67783
ARNE - NA * 1.82387 1.0848
ARPE - BS * 1.2661 1.14627
ARPE - NA * 2.9699 1.54458
BS - NA * 1.7038 1.51032

* Indica una diferencia estadistica significativa.

Al principio de la tabla 39, se han identificado 3 grupos homogéneos, usando columnas de
X's. Dentro de cada columna, los niveles conteniendo X's forman un grupo de medias entre
las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. El método actualmente usado
para discriminar entre las medias es el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un 5,0% de riesgo de decir que cada par de medias

es estadisticamente diferente cuando la diferencia real es igual a 0.

Con la prueba de multiples rangos (0 comparaciones multiples) se demostré que no existe
una diferencia al realizar la comparacién de medias entre el grupo ARNE-ARPE y ARNE-BS,
por el contrario al comparar los grupos: ARNE-NA, ARPE-BS, ARPE-NA y BS-NA,
demostraron ser estadisticamente diferentes, por lo que podemos diferenciar a los

alcohdlicos, abstemios y bebedores sociales (Tabla 39).

Es importante recalcar que los Unicos origenes posibles para el metanol enddégeno, es a
través de la formacién por bacterias intestinales o los procesos metabdlicos que involucran
la accion de la enzima methanol-forming sobre la S-adenosylmethionine en la glandula
pituitaria 6 la reduccion del formaldehido a metanol (que es derivado de la desmetilacion de

la aminopirina y otros [40].
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Para poder establecer con claridad si el metanol puede ser utilizado como marcador de
alcoholismo es necesario tener en cuenta factores que no son controlables, tales como, el
tiempo que deja de tomar bebidas embriagantes el sujeto alcohdlico y la calidad de las
bebidas alcohdlicas. Es importante recordar que el metanol deja de ser metabolizado cuando
la enzima alcohol deshidrogenasa debido a que es mas afin al etanol, en consecuencia el
metanol empieza a acumularse [5,17] en los alcohdlicos, comparado con los bebedores
sociales, pero cuando el etanol a caido a concentraciones por debajo de 10 mg/dl se
reanuda el metabolismo del metanol, por lo tanto el metanol vuelve a niveles basales
menores a 0.1mg/dl [40]. Otro dato importante es que en concentraciones de etanol en la
sangre de 150-450 mg/dl, los niveles de metanol en la sangre y orina incrementan

progresivamente de 2.0 a 4.0 mg/dl, tal como ocurrié en el grupo ARPE.

Con lo expuesto, anteriormente podemos establecer con claridad, que el metanol puede ser
utilizado como marcador de alcoholismo crénico, pero cuando los sujetos no tienen alcohol
etilico (< 20mg/dl) en el organismo no puede ser establecido con claridad que el sujeto sea
alcohdlico, por que se ignora el tiempo en que sea eliminado el etanol del cuerpo. El metanol
si puede ser utilizado como marcador de abuso de alcohol etilico en todos los grupos de
estudio, por que si existe una acumulacion que estadisticamente visible de entre el grupo de

los abstemios.
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5.3.3 Analisis de la relacion metanol-etanol por grupos.

Se realizé el analisis por regresién lineal, en el grupo de alcohdlicos que dieron positivos a
etanol (ARPE) y en los sujetos bebedores sociales (BS), con el fin de establecer la
correlacion que exista entre ambas determinaciones etanol y metanol en muestras de origen
forense pos-mortem (se analizé y cuantificd a etanol y metanol en sangre por CG-HS bajo
las mismas condiciones instrumentales y misma muestra, pero con curvas por estandar
interno diferentes, por cuestiones del rango de concentracion, el rango de cuantificacion de
etanol es de 50mg/dl a 300mg/dl y para metanol es el rango propuesto, ver validacién), por
lo tanto, se despejdé la incognita siguiente, “si el aumento en los niveles de metanol en
sujetos bajo la influencia del alcohol etilico, es debida a el aumento en los niveles de etanol

al ingerir bebidas alcohdlicas, y si existe algun patron de correlacion”.

En el grupo de ARPE y BS, se tom6 como variable dependiente al metanol y como variable

independiente al etanol, obteniéndose los siguientes resultados:

En el caso propio de el grupo ARPE, se obtuvo un coeficiente de determinacion (Tabla 40)
revelando que el modelo propuesto explica el 0.225% de la variabilidad en la concentracion
de metanol con respecto a la concentracion de etanol en sangre y un coeficiente de
correlacion de -0.04, aclarando que no existe una relacién entre las variables (Fig. 28). Se
realizé el mismo estudio estadistico para el grupo de bebedores sociales, obteniéndose un
coeficiente de determinacion (Tabla 40) que indica, que el modelo propuesto explica el
17.4674 % de la variacion de la concentracion de metanol en funcién de la concentracion de
etanol. El coeficiente de correlacion es igual a +0.417941, demostrando una relacion
relativamente débil entre las variables (Fig. 29), sugiriendo que por lo menos en parte los
niveles de metanol significativamente incrementaron pudiendo estar explicado por
concentraciones de etanol mas altos en los bebedores sociales, el resultado del coeficiente
de correlacion es parecido a estudios realizados por Roine Risto y colaboradores, donde se
obtuvo una r= +0.45 (p<0.001) [40].

Ya que se obtuvo una p=0.7709 en la tabla 41, no hay una relacion lineal estadisticamente
entre la concentracion de metanol y etanol en el grupo ARPE, correspondiente a los
alcohdlicos bajo la influencia de alcohol etilico en el nivel de confianza del 95.0 % o

superior.
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Tabla 40: Resumen de los parametros estadisticos de la regresion lineal para la relacién etanol-

metanol, para el grupo ARPE y BS.

Parametro Valor ARPE Valor BS
Ordenada al origen (b) 4.4652 0.159877
Pendiente (m) -0.00234 0.01686
Coeficiente de correlacion (r) -0.0475 0.4179

Coeficiente de determinacion (r°)

0.2259 (%)

17.4674 (%)

Durbin-Watson statistic

2.32838 (P=0.8588)

1.2545 (P=0.0192)

Tabla 41: Analisis de varianza, para la relacién etanol-metanol en el grupo ARPE.

Figura 28. Grafica de regresion lineal para etanol-metanol de las muestras de sujetos alcohdlicos bajo la

Fuente Suma de cuadrados |g.l. [Media de cuadrados [F-cacuada |P-valor
Regresion 1.39522 1 1.39522 0.09 0.7709
Residuos 616.197 38 [16.2157
Total (Corr.) |617.592 39
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influencia del alcohol etilico. La linea de tendencia es la central, seguidas de los intervalos de confianza al 95%.

Tabla 42. Andlisis de varianza, para la relacién etanol-metanol en el grupo BS.

Fuente Suma de cuadrados |g.l. |Media de cuadrados |F-cacuada |P-valor
Regresion 43.9032 1 43.9032 5.50 0.0269
Residuos 207.44 26 |7.97846

Total (Corr.) |251.343 27
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Para el caso del grupo de bebedores sociales, debido a que el valor de p=0.0269 en la tabla
de ANOVA es menos que 0.05, hay una relacién estadisticamente importante entre la
cuantificacién de metanol y etanol en las muestras de sangre de los sujetos del grupo BS en
el nivel de confianza 95.0 % (tabla 42).

Para ambos grupos de estudio (ARPE y BS), es importante mencionar que no existe una
razén tan determinante para precisar que existe una relacion entre el aumento de la
concentracion de metanol con respecto al consumo de bebidas alcohdlicas, ya que existen
una serie de factores tan determinantes que afectan directamente la concentracion de
metanol en sangre, una de ellas es el tipo de bebidas alcohdlicas que se ingiere ante-
mortem, pues existen reportes que mencionan que algunas bebidas embriagantes (ejemplo,
cerveza, brandy, whisky, vodka, vino, etc.) tienen trazas de metanol dentro de su

composicion [14], asi como la calidad de las bebidas consumidas.
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Figura 29. Grafica de regresion lineal para etanol-metanol de las muestras de bebedores sociales bajo la
influencia del alcohol etilico. La linea de tendencia es la central, seguidas de los intervalos de confianza al 95%.
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5.3.4 Produccién de metanol y propanol en muestras sanguineas, como
consecuencia de la putrefaccion.

Los efectos de la putrefaccion en la determinacion de metanol y propanol fueron estudiados
almacenando muestras de sangre de cadaveres humanos, negativos a alcohol etilico y sin
antecedentes de alcoholismo. Se cuantifico la cantidad de metanol y propanol al obtenerse
la muestra sanguinea (se etiquetd como 1% corrida), posterior a la cuantificacién se
almacenaron 26 muestras en refrigeracion y 32 muestras a temperatura ambiente. De
acuerdo a un calendario de actividades se cuantifico la misma muestra por segunda vez (2%
corrida) y ultima vez a un tiempo determinado, se observé (en general) la tendencia del
aumento en la cuantificacion de metanol y propanol, producto de los efectos de la
putrefaccion.

Independientemente del origen de metanol y propanol (produccién endégena, el consumo
ante-mortem o la produccién post-mortem), los aspectos cuantitativos en muestras
almacenadas o en cadaveres en descomposicion, juegan un papel importante que no se
tiene que dejar de estudiar, para la viabilidad de la cuantificacion es importante la
determinacion de metanol, para saber con que velocidad aumenta la cantidad del analito en
cuestion producto de la putrefaccion en dias diferentes y en condiciones de almacenaje
diferentes, resultado de la produccién mediada por fermentacion microbiana de alcohol y su
redistribucion siguiente. Investigaciones recientes apuntan a la identificacion post-mortem de
microorganismos productores de alcoholes, en donde, comunmente se encuentran Candida
albicans, Proteus vulgaris, y Escherichia coli [35,38]. Incluyendo Klebsiella, Yersinia,
Samonella, Proteus, y Escherichia. Muchas de estas variedades son productoras de etanol
ya establecidas.

Los resultados actuales coinciden con el comentario hecho por Cory [36] de que los
aumentos mas grandes en niveles de etanol fueron relacionados no con la contaminacion de
levadura, sino también con bacterias.

Ya que no encontramos en la literatura antecedentes de una investigacion similar. Nuestro
objetivo fue estudiar la produccion post-mortem de metanol y propanol en un grupo de
muestras obtenidas durante la necropsia, en los cuales se comprobd previamente la
concentracion de ambos analitos pero no la cantidad de flora bacteriana.

Es posible que bacterias especificas que se encuentran en el lumen intestinal, actien sobre
los hidratos de carbono provenientes de la dieta, pero también es posible la contaminacién
bacteriana al momento de la toma de muestra y que actuen sobre los carbohidratos
presentes en la sangre produciendo metanol, propanol, etanol e incluso metabolicen el

mismo alcohol, en especifico al etanol y produciendo asi, acetaldehido [37].
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En los distintos dias y tipo de almacenaje (Refrigeracion 4°C y Tem. Ambiente) para metanol
y propanol, podemos suponer que en los primeros 7 dias el aumento de metanol y propanol
dan su maximo al observar las graficas (Fig. 30, 31, 32 y33), pudiéndose explicar de que si
la produccion es por microorganismos, estos utilizan a los carbohidratos presentes en la
sangre como fuente de energia y de fermentacion por lo que al acabarse este sustrato
(carbohidratos) la produccién de los alcoholes se limita.

Las muestras guardadas en refrigeracion (Fig. 30) presentaron cambios en la concentracion
de metanol en 21/26 muestras con incremento en la cuantificaciéon con respecto a la 1%
corrida, sin rebasar los 2.0 mg/dl, el 4/26 muestras en la 2% corrida hubo un decremento en
la cuantificacion con respecto a la 1°" corrida y el 2/26 no presentaron cambios en ambas
corridas. Para propanol (Fig. 32) los primeros 7 dias de almacenamiento en refrigeracion, el
aumento no rebasé el 1.0 mg/dl de propanol al igual que las muestras almacenadas hasta 84
dias. Lo cual puede explicarse que en los primeros 7 dias se acaba el sustrato para la
produccion de propanol. El la figura P3 también se observa que no hay propanol en 19/26
muestras recolectadas.

El monitoreo de la produccion de los alcoholes de interés (metanol y propanol) de las
muestras almacenadas a temperatura ambiente, la produccion fue mas rapida que con
respecto a las muestras almacenadas en refrigeracion, pudiéndose observar para metanol
(Fig. 31) un incremento en la concentracion en el 28/32 de las muestras, con mas de 3.0
mg/dl en 1/3 de las muestras almacenadas entre el 2% y 7™ dia. Solo el 3/32 de las
muestras decrecieron en la concentracién de metanol en el 3° dia y 6" dia. Para propanol
(Fig. 33), 27/32 muestras en la primera corrida no presentaron propanol, solo 7/32 muestras
almacenadas a temperatura ambiente no presentaron cambios, se mantuvieron en 0.0
mg/dl, lo cual confirma que el propanol es un alcohol que no se encuentra en torrente
sanguineo, 25/32 tuvieron produccién de propanol desde el primer dia de almacenamiento,
solo 10/32 muestras tuvieron un rango de concentracion entre 1.0 a 3.5 mg/dl y aumentando
marcadamente a partir del cuarto dia.

La interpretacion de estos resultados es compleja ya que las bacterias no sélo han
demostrado la capacidad de producir alcoholes [39], entre ellos el etanol, sino que, ademas
pueden metabolizar via oxidacion [37] este producto y dar paso a compuestos toxicos
(acetaldehido), de esta manera se explica el decremento en la concentracion en la segunda
corrida para algunas muestras, con respecto a la primer corrida.

No todas las muestras almacenadas presentaron produccion endégena de metanol y
propanol, los niveles sanguineos mostraron diferencias importantes. Esta observaciéon puede
estar relacionada de acuerdo a la literatura con el tipo de flora bacteriana presente [38], la

concentracion de bacterias, la presencia de levaduras y posiblemente tal como lo
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demuestran nuestros resultados, con el tipo de almacenamiento (refrigeracion y a

temperatura ambiente).

Figura 30. Grafica de produccion de metanol al transcurrir diferentes dias de almacenamiento en refri(?eracic')n, los
rombos representan la 1°" corrida (dia cero) de la muestra de un sujeto y los cuadrados indican la 2°° corrida del
mismo sujeto pero en el dia correspondiente, 3, 7,10 14, etc. (valor 2% corrida, 21b =40.7 mg/dl)

Figura 31. Grafica de produccion de metanol al transcurrir diferentes dias de almacenamiento a temperatura
ambiente, los rombos representan la 1% corrida (dia cero) de la muestra de un sujeto y los cuadrados indican la
2% corrida del mismo sujeto pero en el dia correspondiente 1,2,3,4, etc. (valor 248 corrida, 4e=16 y 5¢=8.6 mg/dl)
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Figura 32. Grafica de produccion de propanol al transcurrir diferentes dias al almacenarse en refrigeracion, los
rombos representan la 1°" corrida (dia cero) de la muestra de un sujeto y los cuadrados indican la 2°° corrida del
mismo sujeto pero en el dia correspondiente, 3, 7,10, 14, etc. (valor 2% corrida, 21b=10.26 mg/dl)

Figura 33. Grafica de produccion de propanol al transcurrir diferentes dias al almacenarse a temperatura
ambiente, los rombos representan la 1 corrida (dia cero) de la muestra de un sujeto y los cuadrados indican la
2% corrida del mismo sujeto pero en el dia correspondiente 1, 2, 3, 4, etc.
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Los anteriores resultados nos permiten establecer la viabilidad de tomar en cuenta una

muestra problema, donde:

Las muestra problema que se colectan durante la necropsia y puestos en los tubos de
ensaye, tienen que ser analizadas el mismo dia.

Si el andlisis es posterior, tiene que ser antes de 2 dias y las muestras tienen que ser
almacenamiento en refrigeracién, de lo contrario, los resultados no seran precisos, ya que
hay produccién marcada a partir del 3* dia.

Los cuerpos de sujetos en estado de putrefaccion, no son aptos para el andlisis de
metanol como marcador de alcoholismo. Ya que se observé un aumento en la muestra al
trascurrir un dia a temperatura ambiente y teniendo en cuenta que el tubo estaba cerrado.
Para el caso propio de cadaveres en putrefaccion es importante mencionar que el estado
de descomposiciéon va a depender de las condiciones (por ejemplo. Humedad,
temperatura, lugares cerrados o abiertos, etc.) donde se encuentre, de tal manera que el
cuerpo puede estar expuesto a una mayor carga de microorganismos productores de
alcoholes, y por lo tanto, los niveles de alcoholes se incrementaran rapidamente. Por el
contrario las muestras que se trabajaron estaban cerradas y la unica contaminacion por
microorganismos que se pudo dar, era al momento de la toma de muestra, pero tampoco

se controlo la carga de microorganismos.

Figura 34. Grafica de la relacién metanol-propanol, de muestras almacenadas en refrigeracion, tras en monitoreo
en diferentes dias en una segunda cuantificacion (2da corrida), de acuerdo al dia correspondiente. La linea de
tendencia se enmarca con un punteado.
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Figura 35 P6. Grafica de la relacion metanol-propanol, de muestras almacenadas a temperatura ambiente, atras
en monitoreo en diferentes dias en una segunda cuantificacion (2da corrida), de acuerdo al dia correspondiente.
La linea de tendencia se enmarca con un punteado.

Tabla 43: Analisis de varianza (95% de confianza), para la segunda corrida (metanol-propanol) en
muestras refrigeradas

Fuente Suma de g.l. |Media de F-calculada |P-Valor
cuadrados cuadrados

Regresion 1388.43 1 1388.43 198.65 0.0000

Residuos 160.754 23 16.98932

Total (Corr.) 1549.18 24

Debido a que el P - valor en tabla 43 de ANOVA es menor que 0.05, hay una relacién
estadisticamente importante entre 2% corrida de metanol y 2% corrida de propanol en un
nivel de confianza del 95.0 %. Aun que se obtiene una r = 0.946 demostrando una relacion
relativamente poderosa entre las variables, no quiere decir que existe una auto-correlacion
(Fig.34). Sin embargo, si no se toma en cuenta el punto de la figura 34 que esta encerrado
en un circulo negro el valor de la correlacion seria r < 3.0, por lo que, no existen elementos
suficientes para establecer una autocorrelacién metanol-propanol al almacenar muestras en
refrigeracion, o sea, no aumentan en una proporcion igual. Lo anterior puede reafirmarse al
evaluar muestras almacenadas a temperatura ambiente Al observar el valor de p=0.923 en
la tabla 44, nos indica que no existe autocorrelacién, confirmandolo al obtener una r = 0.017
(Fig. 35).
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Por lo tanto, el propanol no puede ser utilizado para corregir los aumentos en las cantidades
de metanol como producto de la putrefaccion, por diferentes factores no controlados (carga
de m.o, cantidad de carbohidratos, ambiente, etc.) , pero si puede ser utilizado como

indicador de que la muestra esta en un estado de putrefaccion al detectarse en la muestra
problema.

Tabla 44: Analisis de varianza (95% de confianza), para la segunda corrida (metanol-propanol) en
muestras guardadas a temperatura ambiente.

Fuente Suma de g.l. [Mediade F-calculada |P-Valor
cuadrados cuadrados

Regresion 0.106098 1 0.106098 0.01 0.9238

Residuos 342.244 30 |11.4081

Total (Corr.) 342.351 31
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6. CONCLUSIONES

>

Se puede utilizar al metanol para identificar sujetos alcohdlicos, a partir de la
obtencion de muestras post-mortem de sangre de cadaveres humanos, con fines de
caracter legal.

Se determiné la concentracion normal en cadaveres humanos con un tiempo de
muerte menor a 24horas, y dependiendo de la concentracién se clasificara al sujeto
como abstemio, bebedor social o alcohdlico.

El metanol puede ser utilizado también como marcador de abuso de alcohol.

Desarrollo del método analitico.

» Se desarroll6 un método por cromatografia de gases con inyecciéon Headspace,

capaz de cuantificar trazas de metanol y propanol en muestras post-mortem.

» Se validé el método lograndose resultados aceptables y se logré la adecuada

separacion de los analitos: metanol y propanol de las muestras forenses,

obteniéndose, asi, una buena resolucién y sensibilidad.

Analisis de la relacion metanol-etanol por grupos.

>

Las muestras de origen post-mortem de sujetos alcohdlicos bajo un estado etilico, no
hay relacién en el incremento de los niveles de metanol con respecto al aumento en
el consumo de bebidas embriagantes; es decir el metanol proviene de su
acumulacion por la ingesta excesiva de etanol, pero el aumento de metanol como
congénere de bebidas embriagantes no tiene una correlacion.

Las muestras de origen post-mortem de sujetos en estado de ebriedad, pero que no
tienen antecedentes de alcoholismo, presentaron en solo el 17.5% de los casos una
correlacion, parte del metanol encontrado proviene de las bebidas embriagantes
consumidas y no de la acumulacion por el consumo excesivo de etanol.

No podemos establecer una correlacién en el incremento de los niveles de metanol,
tomando en cuenta solo a la concentracion de etanol en sangre, ya que es muy
determinante el tipo y la calidad de las bebidas embriagantes que consumen los
sujetos de estudio. Y por lo tanto no podemos establecer con precision y distinguir a

un alcohdlico positivo a etanol de un bebedor social.
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Conclusién (continuacion).

Produccion de metanol y propanol en muestras sanguineas, como
consecuencia de la putrefaccién.

» Se confirma que el propanol no se encuentra en torrente sanguineo, en condiciones
normales.

» Podemos utilizar al propanol para confirmar produccién de alcohol, producto de la
putrefaccion pero sin establecer una correlacion y por ende no se debe de utilizar
para corregir cantidades de metanol producto de microorganismos.

» En cadaveres humanos se espera una mayor producciéon de alcoholes diversos por

las condiciones que presenta en comparacion con muestras almacenadas y tapadas.
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Anexo 1
Manual de Diagnostico y Estadistico de los trastornos Mentales (DSM-IV, APA, 1995)

4. Trastornos relacionados con sustancias

Trastornos por consumo de sustancias
F1x.2x Criterios para Dependencia de sustancias

Un patrén desadaptativo de consumo de la sustancia que conlleva un deterioro o malestar clinicamente significativos,

expresado por tres (0 mas) de los items siguientes en algiin momento de un periodo continuado de 12 meses:

1. Tolerancia, definida por cualquiera de los siguientes items:
(a) una necesidad de cantidades marcadamente crecientes de la sustancia para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado
(b) el efecto de las mismas cantidades de sustancia disminuye claramente con su consumo continuado

2. Abstinencia, definida por cualquiera de los siguientes items:
(a) el sindrome de abstinencia caracteristico para la sustancia (v. Criterios A y B de los criterios diagndsticos para la
abstinencia de sustancias especificas).
(b) se toma la misma sustancia (o una muy parecida) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia

3. La sustancia es tomada con frecuencia en cantidades mayores o durante un periodo mas largo de lo que inicialmente se
pretendia

4. Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de controlar o interrumpir el consumo de la sustancia

5. Se emplea mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtencion de la sustancia (p. €j., visitar a varios médicos o
desplazarse largas distancias), en el consumo de la sustancia (p. ¢j., fumar un pitillo tras otro) o en la recuperacion de los
efectos de la sustancia

6. Reduccion de importantes actividades sociales, laborales o recreativas debido al consumo de la sustancia

7. Se continia tomando la sustancia a pesar de tener conciencia de problemas psicoldgicos o fisicos recidivantes o
persistentes, que parecen causados o exacerbados por el consumo de la sustancia (p. ¢j., consumo de la cocaina a pesar de

saber que provoca depresion, o continuada ingesta de alcohol a pesar de que empeora una tlcera)

Especificar si:
Con dependencia fisiologica: signos de tolerancia o abstinencia (p. €j., si se cumplen cualquiera de los puntos 1 o0 2)

Sin dependencia fisiologica: no hay signos de tolerancia o abstinencia (p. €j., si no se cumplen los puntos 1y 2)

F1x.1 Criterios para Abuso de sustancias.

A. Un patrén desadaptativo de consumo de sustancias que conlleva un deterioro o malestar clinicamente significativos,

expresado por uno (o mas) de los items siguientes durante un periodo de 12 meses:

1. Consumo recurrente de sustancias, que da lugar al incumplimiento de obligaciones en el trabajo, la escuela o en casa (p.
ej., ausencias repetidas o rendimiento pobre relacionados con el consumo de sustancias; ausencias, suspensiones o
expulsiones de la escuela relacionadas con la sustancia; descuido de los nifios o de las obligaciones de la casa).

2. Consumo recurrente de la sustancia en situaciones en las que hacerlo es fisicamente peligroso (p. €j., conducir un

automoévil o accionar una maquina bajo los efectos de la sustancia).
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Anexo 1 (continuacion)

3. Problemas legales repetidos relacionados con la sustancia (p. ¢j., arrestos por comportamiento escandaloso debido a la

sustancia).

4. Consumo continuado de la sustancia, a pesar de tener problemas sociales continuos o recurrentes o problemas
interpersonales causados o exacerbados por los efectos de la sustancia (p. ej., discusiones con la esposa acerca de las

consecuencias de la intoxicacion, o violencia fisica).

B. Los sintomas no han cumplido nunca los criterios para la dependencia de sustancias de esta clase de sustancia.

Codificacion del tipo de sustancia en el tercer digito.

F10.00 Criterios para el diagnéstico de Intoxicacion por alcohol (303.00).

A. El rendimiento en las actividades cotidianas que requieren coordinacién motora es sustancialmente inferior al esperado
dada la edad cronolédgica del sujeto y su coeficiente de inteligencia. Puede manifestarse por retrasos significativos en la
adquisicion de los hitos motores (p. €j., caminar, gatear, sentarse), caérsele los objetos de la mano, "torpeza", mal rendimiento
en deportes o caligrafia deficiente.

B. El trastorno del Criterio A interfiere significativamente el rendimiento académico o las actividades de la vida cotidiana.

C. El trastorno no se debe a una enfermedad médica (p. ej., paralisis cerebral, hemiplejia o distrofia muscular) y no
cumple los criterios de trastorno generalizado del desarrollo.

D. Si hay retraso mental, las deficiencias motoras exceden de las asociadas habitualmente a él.

Nota de codificacion. Si hay una enfermedad médica (p. €j., neuroldgica) o un déficit sensorial, se codificara en el Eje II1.

F10.3 Criterios para el diagnodstico de Abstinencia de alcohol (291.8).

A. Interrupcion (o disminucion) del consumo de alcohol después de su consumo prolongado y en grandes cantidades.
B. Dos o mas de los siguientes sintomas desarrollados horas o dias después de cumplirse el Criterio A:
1. hiperactividad autonomica (p. ¢j., sudoracion o mas de 100 pulsaciones)
temblor distal de las manos
. insomnio

nauseas o vomitos

2
3
4
5. alucinaciones visuales, tactiles o auditivas transitorias, o ilusiones
6. agitacion psicomotora

7. ansiedad

8.  crisis comiciales de gran mal (crisis epilépticas)

C. Los sintomas del Criterio B provocan un malestar clinicamente significativo o un deterioro de la actividad social laboral, o
de otras areas importantes de la actividad del sujeto.

D. Los sintomas no se deben a enfermedad médica ni se explican mejor por la presencia de otro trastorno mental.

Especificar si:

Con alteraciones perceptivas

http://personal.telefonica.terra.es/web/psico/dsmiv/dsmiv4.html#f1x.2x
American Psychiatry Association (1994). Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM-IV. New York: APA.
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Anexo 2.
4.2. Preparacion de soluciones y muestras (calculos).

Metanol (estandar interno)

Solucion A
Preparar una solucion de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.318 ml de R.A.
metanol y aforar a 25 ml.

Solucién B
Preparar una solucioén de concentracion 10 mg/100 ml. De la sol A tomar 1 ml y aforar a 100
ml.

Célculos.
Metanol
Preparar 25ml de una solucién de 1000 mg/100 ml. (sol. A)

25ml x1000mg x 1g x 100g x 1ml  —03181416 ml de RA. MeOH
100ml  1000mg 99.9g  0.7866 g

Preparar una solucién de Sol de 10 mg/100 ml. (sol. B)

V] C] = V2 C2 .......... ec. 1
V=100 ml
C;=10mg/100 ml
V2 = ?
C, = 1000 mg/dl
Despejar V; deec. 1 V, =V, C;
G
V, =100 ml) (10 mg/100ml)= 1.0 ml
1000 mg/100 ml
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Anexo 2 (continuacion).
Propanol (estandar externo).

Solucion Al
Preparar una solucién de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.312 ml de R.A.
propanol y aforar a 25 ml.

Solucion Bl

Preparar una solucion de concentracion 25 mg/100 ml. De la sol Al tomar 2.5 ml y aforar a
100 ml.

Calculos.

Propanol
Preparar 25 ml de una soluciéon de 1000mg/100ml. (sol. A1)

25ml x1000mg x 1g x 100g x 1ml  =0312188ml de R.A. McOH
100ml  1000mg 999g 0.80l6¢g

Preparar una solucion de Sol de 25 mg/100 ml. (sol. B1)

V] C] = Vz Cz .......... ec. 1
V=100 ml
C;=25mg/100 ml
V2 =4 ?
C, = 1000 mg/dl
Despejar V, de ec. 1 V, =V, C;
G
V, =100 ml) (25 mg/100 ml)=2.5 ml
1000 mg/100 ml
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Anexo 2 (continuacion).
Isobutanol (Estiandar Interno)

Solucién A2
Preparar una solucion de concentracion 1000 mg/100 ml, para ello agregar 0.322 ml de R.A.
Isobutanol y aforar a 25 ml.

Solucion B2
Preparar una solucion de concentracion 25 mg/100 ml. De la sol A2 tomar 2.5 ml y aforar a
100 ml.

Calculos.
Isobutanol (E.I.)
Preparar 25ml de una solucion de 1000mg/100ml. (sol. A2)

25ml x1000mg x 1g x 100g x 1ml  —.3227417 ml de R.A. McOH
100ml  1000mg 992¢ 0.78086 g

Preparar una solucion de 25 mg/100ml. (sol. B2)

V] C] = Vz Cz .......... ec. 1
Vi=100ml
C1=25mg/100 ml
V,= 6 ?
C, =1000 mg/100 ml
Despejar V, deec. 1 V, =V, C
C,
V, =(100 ml) (25 mg/100 ml)= 2.5 ml
1000 mg/100 ml

Nitrito de sodio.

Preparacion de una solucion de nitrito de sodio (NaNO,) 188 mM. Esta sal se colocara a los
estandares finales, que se aforan a 50 ml.

Datos del NaNO,
PM nano2 =68.99 g/mol
Pureza 98.60 %

S50ml 188 mM x 188 mmol x 1.00mol x 68.99 g x 100 g -0¢.6577 gramos de R.A.
1000 ml 1000 mmol 1 mol 98.6 g
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Anexo 3
Analisis de metanol en los cuatro grupos.

Esta prueba no paramétrica se realizé para comparar los resultados del analisis de varianza.

Donde tedricamente tiene que arrojar resultados similares.

Estadistica no-paramétrica.
Prueba de Kruskal-Wallis. (También la de Wilcoxon signed-rank test).

Tabla A1: Prueba de Kruskal-Wallis para MeOH mg/dl en los 4 grupos.

Grupo Tamano de muestra Orden media
ARNE 28 112.214
ARPE 40 147.537
BS 28 127.875
NA 90 52.9667
Test estadistico = 106.247 P-Valor = 0.0

La prueba de Kruskal - Wallis (Tabla A1) pone a prueba la hipétesis nula de que las
medianas de MeOH mg/dIl dentro de cada uno de los 4 niveles de Grupo son igual. Debido a
que el P-valor es menor que 0.05 (P<0.05), hay una diferencia estadisticamente significativa
entre las medianas en el nivel de confianza 95.0 %. Para determinar qué medianas son

significativamente diferente de qué otros, visualiza en grafico de cajas y bigotes.

Estas dos pruebas non-paramétricas permiten obviar (prevenir) los problemas relacionados
con las igual-varianzas, las suposiciones de normalidad. Para determinar la calidad de los
datos, el coeficiente de variacion (CV) fue calculado para las mediciones de metanol en los
cuatro grupos. El analisis de regresion multiple fue empleado para valorar la influencia de la
concentracion de alcohol etilico, la edad, el sexo y enfermedades relacionadas con el
alcoholismo en los cuatro grupos. Todo analisis estadistico fue llevado a cabo usando el

programa StatGraphics plus versién 5.1.
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ANEXO 4

Tabla A2: Resumen estadistico para la concentracion de metanol (mg/dl).

Grupo # datos Promedia Mediana  Varianza Desv. Estandar
ARNE 28 2.03857 1.505 4.67247 2.16159
ARPE 40 4.06325 2.845 15.8372 3.9796
BS 28 2.74964 1.52 9.31659 3.05231
NA 90 0.345556 0.3 0.101931 0.319266
Total 186 1.76183 0.65 7.70962 2.77662
Grupo Minimo Maximo Rango C. variacion
ARNE 0.0 10.46 10.46 106.035%
ARPE 0.45 19.84 19.39 97.9413%
BS 0.13 12.19 12.0 111.007%
NA 0.0 1.54 1.54 92.392%
Total 0.0 19.84 19.84 157.599%
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