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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

°C: Grados Celcius.

MM: Micromolar.

pmol: Micromol.

ADP: Adenosindifosfato.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

ARNnc: Acido ribonucleico no codificante.
ARNr-18S: Acido ribonucleico ribosomal 18-S.
ATP: Adenosintrifosfato.

Ca*": Calcio.

CaCly: Cloruro de calcio.

CLAR: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.
Ct: Del inglés: Cycle threshold, ciclo umbral.
dL: Decilitro.

ERM: Espectroscopia de resonancia magnética.
FF: Fotometria de flama.

Glu: Glucosa.

h: Hora(s).

Hx: Hipoxantina.

SDS-PAGE: Acronimo del inglés: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.

IPM: Intervalo post mortem.

K, K*: Potasio.



ABREVIATURAS

kDa: Kilodalton.

L: Litro.

In: Logaritmo natural.

log: Logaritmo.

mEq: Miliequivalentes.

mg: Miligramo.

miARN: MicroARN.

mL: Mililitro.

mM: Milimolar.

mmol: Milimol.

n: Numero de muestras.

N1: Nebulina 1.

N2: Nebulina2.

Na, Na": Sodio.

pb: Pares de bases.

PCr: Fosfocreatina.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
pd: Producto de degradacion.
Pi: Fosfato inorganico.

PM: Peso molecular.

PME: Fosfomonoester.

r: Coeficiente de correlacion.
R.2 R? ajustada.

SERCA: Acrénimo del inglés: Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase, ATPasa
que transfiere calcio.


https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoplasmic_reticulum
https://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum
https://en.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://en.wikipedia.org/wiki/ATPase

ABREVIATURAS

SIS: Sistema de inyecciones secuenciales.

T: Temperatura.

t: Tiempo.

T1: Titina nativa.

T2: Principal producto de degradacion de titina.
Tnlc: Troponina | cardiaca.

TnT: Troponina T.

TnTc: Troponina T cardiaca.

URL: Unidades Relativas de Luz.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La estimacion del tiempo de muerte o intervalo post mortem (IPM) es una parte
integral de las investigaciones médicas y legales ' El IPM se define como “el tiempo

que ha transcurrido desde la muerte hasta que se realiza la autopsia” 2,

Aunque la estimacion exacta del IPM puede determinarse raramente sélo con base
en los hallazgos de la autopsia, las técnicas modernas permiten deducir un intervalo
apropiado por medio de una interpretacion de varios cambios fisicos, metabdlicos,
autoliticos, fisicoquimicos y bioquimicos, los cuales toman lugar después de la

muerte y son dependientes de los factores endégenos y ambientales 24,

Los métodos bioquimicos se han propuesto como alternativa durante los ultimos 60
afios’. En ellos, se han estudiado muestras provenientes de diferentes partes del
cuerpo tales como: sangre, humor vitreo, fluido cerebroespinal, tejido cardiaco,
higado, musculo esquelético, pancreas, cerebro, fluido sinovial, entre otras 45 La
muestra se elige con base en el método y el marcador que se requiere analizar, los
cuales pueden ser: potasio, sodio, cloro, glucosa, calcio 2, magnesio, fosfato, acido
lactico, hipoxantina, urea, creatinina, acido Urico, catecolaminas, etanol °, troponina

T cardiaca, troponina | cardiaca, actina, nebulina y otras proteinas ® asi como ARN
7

Las metodologias quimicas y bioquimicas empleadas para realizar la determinacion
del IPM dependen de las condiciones del sitio anatomico y el momento en el cual se

recolecte la muestra, asi como del método analitico que se utilice °.

Actualmente, la mayoria de los resultados publicados para la determinacion del IPM
pueden dividirse en dos categorias principales: aquellos relacionadas con el
intervalo post mortem temprano, periodo definido desde la muerte hasta el comienzo
de la descomposicion de los tejidos suaves; y por otra parte, los relacionados con un
periodo tardio, el cual transcurre con la esqueletizacion y alteraciones de la matriz

osea °.
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INTRODUCCION

La determinacion del IPM ademas puede ayudar a distinguir una patologia ante

mortem a partir de un marcador post mortem °.

El objetivo de esta revision bibliografica es establecer cuales son los métodos mas

precisos y hacer una comparacion entre éstos y los utilizados actualmente.

La hipotesis de este trabajo es que la estimacion del IPM se realiza con base en
pocos biomarcadores, los cuales no proveen una estimacion exacta de dicho
intervalo. Esto es debido al costo elevado que implica realizar una serie de pruebas
de diferentes biomarcadores, que en conjunto y con la consideracion de factores
ambientales y fisioldgicos, permitirian realizar una interpretacion que dé como

resultado una estimacion mas exacta al tiempo real.
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

Proceso de muerte

Dentro del cuerpo en su estado normal, el corazon late, la sangre circula en todos
los tejidos, y en los pulmones hay intercambio de diéxido de carbono por oxigeno. El
oxigeno se usa para mantener el estado de energia celular en el cuerpo mediante el
uso de moléculas, llamadas ATP (adenosintrifosfato). Cuando una molécula de ATP
se utiliza, ésta pasa a un estado de menor energia llamada adenosindifosfato (ADP)
el cual requiere de oxigeno para ser regenerado a ATP. El ATP es necesario para el
transporte de componentes celulares y asi mantener el status quo de las
concentraciones celulares internas y externas de varios minerales, enzimas,
aminoacidos, lipidos, y glucosa, entre otros. Sin ATP todas las funciones de las

células del cuerpo fallan, causando la muerte celular "°.

Usualmente, se asume que la causa final de la muerte es la hipoxia de los tejidos, la
cual llega a las células. Sin embargo, también puede causarse por la
desnaturalizacion de proteinas (incluyendo enzimas), variaciones de pH en los
tejidos, envenenamiento o inhibidores metabdlicos. La muerte entonces, puede
entenderse como una serie de eventos consecutivos, desde el deceso del paciente
hasta el deterioro de la funcién del los érganos hacia el rigor mortis, bacteriemia,

muerte de tejidos o colapso de la homeostasis en las células.
Desde el punto de vista clinico, las etapas de la muerte son:

1. Los agentes causantes de la muerte producen sus propios efectos, tales
como hemorragia, explosion o dafio a los tejidos. En esta etapa el sujeto se
encuentra hiperactivo debido al estrés y al dolor.

2. Colapsan los sistemas que soportan la homeostasis en la respiracion, la
presidon sanguinea, la temperatura y el sistema inmune.

3. Ocurren cambios quimicos, tales como disrupcion de las vias metabdlicas, la

desnaturalizacién de las proteinas, y la cesacion de la biosintesis .
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

Generalidades

Los métodos para la determinacion del IPM deben ser tan precisos y exactos como
sea posible, pero sobre todo confiables. El principio fundamental de esta estimacion
es calcular el dato inicial de una relacion dependiente del tiempo a partir de un
conjunto de datos medibles. Estas mediciones estan influenciadas por factores
internos y externos, asi como de condiciones ante mortem y post mortem. Es
importante mencionar que la estimacion del IPM no revela un punto en el tiempo sino

un intervalo 2.

Existen diferentes métodos para la determinacién del IPM, entre los cuales se

encuentran:
e Métodos fisicos

Algor mortis: Se refiere al decremento gradual de la temperatura corporal después
de la muerte. Es uno de los indicadores mas utiles para la estimaciéon del IPM
durante las primeras 24 horas después de la muerte. En un humano vivo existe un
balance entre la pérdida y la producciéon de calor. Sin embargo, después de la
muerte, la produccién de calor cesa y el cuerpo pierde calor cediéndolo al ambiente
hasta llegar a un equilibrio con éste. EI cambio de la temperatura en el cuerpo
principalmente es un proceso fisico, por lo cual la influencia de los procesos
biologicos es relativamente baja. La tasa de cambio en la disminucion de la
temperatura respecto al tiempo se utiliza para determinar el IPM. Se usan diferentes
partes del cuerpo para realizar las mediciones de la temperatura, tales como: la
superficie de la piel abdominal, la axila, la oreja, la fosa nasal, y el recto, el cual es el

mas utilizado®. Asimismo se han realizado estudios en el cerebro, el higado' y el ojo
13

Para poder usar este método deben considerarse algunos factores como: vestimenta
o algun recubrimiento, las corrientes de aire, el tipo de soporte donde se encuentre
el cuerpo, condiciones de aislamiento, el peso del cuerpo y el uso de un
nomograma. Por otra parte, los requerimientos para poder aplicar esta metodologia

son: que el cuerpo no se haya expuesto a radiaciones fuertes, ausencia de fiebre o
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

hipotermia, el lugar de muerte debe ser el mismo donde se encontrd el cuerpo y
finalmente, no debe haber alta conductividad térmica de la superficie debajo del

cuerpo "2,

Rigor mortis: Conocido comunmente como rigor, es el endurecimiento post mortem
de los musculos del cuerpo. Se origina por la escasez de oxigeno en las células, lo
que resulta en niveles bajos de ATP en el cuerpo. EI ATP es necesario en las células
musculares para mantener el balance de diferentes moléculas. La falta de ATP
causa la fuga de calcio en las células alrededor de las fibras musculares, esto
permite que las fibras musculares que se unen por reticulacion se contraigan en su
posicion presente. El cuerpo permanece en estado de contraccion muscular en el
que sucedio la muerte. El cuerpo puede asumir una posicién de relajacién hacia la
gravedad o hacia el objeto sobre el cual esté descansando. La contraccion se
detecta, primeramente, en musculos pequefos de la cara o manos, posteriormente
en musculos largos o amplios de los brazos y piernas, donde permanece por mas
tiempo. Eventualmente, el rigor pasa y los musculos se relajan de igual forma,
primero en musculos pequefios y después en musculos grandes. Los factores que
deben ser considerados son: la temperatura ambiente, la edad, las patologias, la
presencia de infecciones, la cantidad de ropa que tenga el cuerpo, la masa muscular

del cuerpo y el grado de actividad muscular inmediatamente antes de la muerte.

Los términos para describir este fendmeno fisico son: rigor completo, el cual se
observa entre las 6 y 12 horas después de la muerte; rigor que se rompe facilmente,
se aprecia en la fase post mortem temprana y después del pico del periodo de rigor
completo y finalmente el rigor ausente, en la cual empieza la fase temprana de

descomposicién y el rigor desaparece °.

Livor mortis: conocido comunmente como livor o hipostasis, se refiere a la
sedimentacion post mortem de la sangre en la porciéon del cuerpo dénde éste
descansa, lo que da una decoloracion a la piel de color purpura oscuro. El proceso
se inicia inmediatamente después de que se detiene la circulacion. A medida que el
corazon deja de bombear la sangre, los globulos rojos se hunden por accion de la
gravedad porque la sangre permanece liquida en vez de coagular, en todo el
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

sistema vascular. La decoloracién no se observa en las areas del cuerpo que estan

en contacto con el suelo porque los capilares quedan comprimidos.

Después de 30 a 60 minutos post mortem, la sangre pierde la capacidad de
coagular. Esto se debe a la liberacién de fibrinolisinas, especialmente de vasos
pequefios y de superficies serosas tales como la pleura. El livor es independiente de
la causa de muerte. Sin embargo, en algunos casos debido a infeccion, el efecto de
las fibrolisinas no se observa; por otra parte, cuando la muerte es repentina, la
sangre permanece espontaneamente coagulable soélo durante un periodo breve

después de la muerte '

El livor comienza a aparecer como parches de color rojo tenue después de 20 a 30
minutos post mortem, en las horas siguientes estos parches se unen para formar
areas grandes de coloracion roja-purpura. Posteriormente, alrededor de 10 a 12
horas, el livor se vuelve “fijjo”. Luego de 12 horas, alcanza su maxima intensidad,
aunque existen algunas variaciones de cuando inicia y cuando estd bien

desarrollada .

e Meétodos bioldgicos

Entomologia forense: es la ciencia que aplica el conocimiento de los insectos y de
otros artropodos para los procedimientos civiles y juicios penales. En este ultimo
caso, el estudio de la fauna cadavérica es un método valido para establecer el
tiempo de muerte y puede apoyar a los analisis histolégicos y quimicos para las
investigaciones policiacas'*. Se utiliza principalmente en casos de homicidio,
suicidio, accidentes y muertes debidas a causas naturales que no se testificaron *°.
El objetivo principal de la entomologia forense es establecer el IPM de una forma

mas exacta al determinar cuanto tiempo tiene el cuerpo expuesto al ambiente.

La mayoria de la fauna invertebrada que se encuentra en los cuerpos son insectos,
principalmente de los 6rdenes Coleoptera y Diptera (gusanos). Los insectos se
sienten atraidos de forma selectiva de acuerdo con el estado de descomposicién del
cuerpo, y forman comunidades complejas conformadas por las especies necrofagas
y sus depredadores, parasitos y parasitoides. Los cambios rapidos y continuos en el
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

micro-ecosistema carrofiero no permiten un estado estable o de equilibrio entre las
comunidades de animales hasta la descomposicion. Existe asi una serie de
sucesiones en la fauna que permite estimar cuando y dénde se produjo la muerte.
La identificacion de las especies, el conocimiento de su ciclo de vida, asi como la
duracion de cada etapa en presencia de temperaturas variables y otros factores
abioticos permiten establecer el IPM '*. Actualmente, la entomologia forense se
considera parte integral de las investigaciones cuando se debe estimar un IPM mas

alla de 3 dias, tiempo para el cual este método es el mas preciso 16,
e Meétodos bioquimicos

La bioquimica post mortem, también conocida como tanatoquimica, se define
como el estudio de los parametros bioquimicos para describir los cambios que
ocurren en la composicion quimica de los fluidos biolégicos después de la muerte,
asi como para resolver los problemas presentados en el diagnéstico '"'®. Después
de la muerte, los fluidos biolégicos muestran cambios en su composicién a través del
tiempo, ya sea inmediatamente o lentamente. Estos cambios tienen su propio factor
de tiempo o tasa de cambio y ocurren de una forma bastante ordenada hasta que el

cuerpo se desintegra .

Los factores que deben considerarse para hacer uso de la bioquimica para
aproximar el IPM son: el tipo de muestra que se extrae, el método analitico y los

metabolitos presentes.
l. El tipo de muestra que se extrae:

Existe controversia respecto al lugar elegido para realizar el muestreo. Diversos
estudios han demostrado diferencias significativas entre las muestras extraidas de
las cavidades cardiacas derecha e izquierda o entre la sangre cardiaca (central) y la
sangre de los vasos periféricos. Por lo tanto, es de gran importancia conocer
exactamente el sitio del cual se ha extraido la muestra para poder realizar una

interpretacion correcta de los resultados °.

Los sitios y fluidos biolégicos mas utilizados para realizar los ensayos bioquimicos

son: sangre y humor vitreo. Sin embargo, se pueden emplear otro tipo de muestras
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

8 musculo

tales como: fluido sinovial '’, fluido cerebroespinal, fluido pericardico
esquelético, musculo cardiaco, corazén, rifion, cerebro, pancreas °, pulpa dental 2,
entre otras. A continuacion se describen las caracteristicas y consideraciones en los

dos fluidos mas empleados.

Sangre: La sangre es un fluido que normalmente consiste de 45% eritrocitos, 54%
suero y 1% de leucocitos y plaquetas. El plasma sanguineo se compone de
proteinas y metabolitos, incluyendo aquellos que se fugan al torrente sanguineo
después de una lesion celular. Una ventaja clave de la sangre, desde la perspectiva
tanatolégica, es que es un biofluido notablemente uniforme y se ve ligeramente
afectado por factores tales como: la edad, el sexo, la dieta, los ciclos diurnos vy el
estrés. Ademas, como se menciond con anterioridad, sigue siendo fluida después de

la muerte, por lo que es ideal para las determinaciones del IPM.

Las investigaciones respecto al uso de la sangre para la estimacion del IPM,
sugieren que ésta debe recolectarse sélo de la vena femoral, especialmente si se
emplea para medir biomarcadores. La sangre de la vena femoral tiene cambios post
mortem muy ligeros que se producen lentamente con el tiempo, a diferencia de la

sangre del corazén, que puede dar grandes cambios rapidamente.

Después de la muerte, el pH de la sangre decrece de 7.35-7.45 a 5-5.5 y el
hematocrito es la proporcion de células rojas de la sangre y el volumen total de la
misma incrementa de 40-45% a 47-78%; las diferencias en el hematocrito son
principalmente debidas a la pérdida de plasma y a la caida del pH. Por otra parte, la
sangre comienza a acidificarse debido a la acumulacién de diéxido de carbono,
acido lactico y otras especies quimicas formadas como resultado de la

descomposicién de los tejidos °.

Humor vitreo: Es un fluido que se encuentra dentro del globo ocular del ojo, entre la
retina y el cristalino. Esta sustancia no tiene células, es viscosa, incolora,
normalmente limpia y se compone de agua (99%), glucosa, acido hialurénico, fibras

de colageno (tipo I1), sales inorganicas y acido ascérbico '°.

El humor vitreo es ideal para el analisis quimico debido a que se encuentra

relativamente aislado de la sangre y otros fluidos corporales que son afectados por
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

cambios post mortem, tales como la redistribucion y hemoconcentracion. También,
este fluido es mas resistente que otros tejidos a la putrefaccion, cambios
bioquimicos, degradacion bacteriana y contaminacion, aunque no es completamente
resistente a esto. Aproximadamente, puede obtenerse 1 mL de cada ojo mediante la
insercion del globo ocular con una aguja de calibre 18 o 20 unida a una jeringa de 10
mL. La insercion es mejor en el canto lateral, introduciendo el extremo de la aguja en
el centro del globo. El humor vitreo debe retirarse lentamente. No deben utilizarse
tubos de vacio (Vacutainer ®) para extraerlo, ya que la retina puede dafnarse y asi se
podrian aspirar otros fluidos o tejidos, los cuales, evidentemente interferirian en la
cuantificacion de los biomarcadores. Por otra parte, existe controversia en la
determinacion del IPM relacionada con los resultados obtenidos de las muestras que
se extraen de diferente ojo del mismo individuo, del método que se utiliza para el
analisis, el volumen de muestra, la temperatura ambiente y la edad '®?°. Todas estas
variables relacionadas con el humor vitreo se discutiran a fondo posteriormente en

este trabajo.
. Método analitico

Se han encontrado diferencias de resultados debidas al método analitico, por lo que
es necesario que cada analista forense realice las determinaciones bioquimicas
siempre en el mismo laboratorio, bajo las mismas condiciones y tenga a éste de

referencia °.

1"l. Biomarcadores

Un biomarcador es “una caracteristica que se puede medir y evaluar de forma

objetiva como indicador de un proceso biolégico normal, patogénico o como

" 21 Esta definicion esta dada

respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica
en términos desde el punto de vista farmacolégico y terapéutico. Sin embargo, con el
fin de emplear este término en la ciencia forense, se define como biomarcador a la
variacion cuantificable de una especie quimica (un ion, una molécula o un

compuesto), correspondiente un proceso biolégico que ocurre después de la muerte.

Algunos biomarcadores muestran estabilidad después de la muerte, mientras otros

manifiestan cambios respecto a sus niveles o0 a su degradacion en los diferentes
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

fluidos y sitios anatémicos. Con fines de investigacién forense, A. Donaldson e |.
Lamont °, clasifican a los biomarcadores como: metabolitos y proteinas. A
continuacion se mencionan algunos biomarcadores, los cuales se han estudiado

para conocer su utilidad respecto a la determinacion del IPM.
e Metabolitos

Actualmente se cuenta con una amplia busqueda e investigacion sobre los
biomarcadores a partir de los cuales se pueda realizar la estimacion del IPM. En la
practica forense solo unos cuantos se utilizan, tales como: el potasio y el sodio %.
Sin embargo, otros biomarcadores requieren de mas investigacion para poder
emplearlos en la determinacién del IPM, por ejemplo, el fosfato organico °, y algunos
metales, que por ser indispensables para la vida, podrian servir como

biomarcadores, tales como zinc, hierro y cobre 22,

Sodio y cloruro: Las concentraciones séricas de estos electrolitos decrecen durante
las primeras 3 a 52 horas con un promedio de 1 mmol/L por hora. Sus
concentraciones séricas también pueden variar en un periodo ante mortem debido al
estado de hidratacion, la funcion renal y casos de enfermedad. Se realiza la
cuantificacion tanto en humor vitreo como en suero °. Aunque estos electrolitos
exhiben un comportamiento similar, posteriormente en este trabajo se presenta que

el ion sodio muestra una mayor confiabilidad que el ion cloruro.

Potasio: Los niveles de este biomarcador incrementan después de la muerte debido
a que es liberado de las células. Se ha observado un incremento rapido dentro de
las primeras 6 a 12 horas después de la muerte y después muestra un
comportamiento lineal después de las 24 horas. Se mide en humor vitreo. Algunos
estudios indican que la concentracion post mortem de potasio en humor vitreo
aumenta de forma mas rapida en nifios que en adultos °.

Calcio: Se han reportado concentraciones variables de este ion entre las 2 y las 36

horas post mortem tanto en suero como en plasma °. Por lo que no es un

biomarcador que se pueda utilizar para la estimacion del IPM.

Magnesio: Se ha indicado que los valores séricos de magnesio no aumentan
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sustancialmente durante la etapa post mortem temprana si la integridad celular se
mantiene, pero cuando ocurre hemoalisis las concentraciones aumentan rapidamente
de 10 a 15 mmol/L °. Por otra parte, varios estudios han demostrado que existe un
ligero incremento post mortem, respecto al tiempo, en los niveles de magnesio en
humor vitreo, por lo que la utilidad de este biomarcador para estimar el IPM no se ha

comprobado °.

Fosfato: Se ha observado un incremento en la sangre para el fosfato organico e
inorganico. En el caso del fosfato inorganico se ha registrado una concentracién ante
mortem de 0.6 a 0.9 mmol/L e incrementa dentro de la primera hora post mortem
para alcanzar concentraciones de 6.6 mmol/L, después de 18 horas de la muerte.
Por otra parte, ante mortem, el fosfato organico no se encuentra normalmente en el
torrente sanguineo. Aunque, debido a la descomposicion post mortem del cuerpo
posiblemente se podria detectar, por lo que éste podria ser un biomarcador
adecuado para la estimacion del IPM. Sin embargo, se requiere de investigaciones

respecto a este biomarcador °.

Acido lactico: Es la forma mas simple de acido hidroxicarboxilico. Existe en dos
estereoisémeros: D- y L-lactato. Las concentraciones normales de lactato son de 0.5
a 2.2 mmol/L y casi todo esta considerado como L-lactato, ya que el D-lactato esta
presente en concentraciones nanomolares. El L-lactato se produce en pequenas
cantidades en la via glucdlisis en el musculo esquelético, higado y células rojas de la
sangre. El D-lactato se produce en pequefas cantidades mediante la
descomposicion de aminoacidos y el catabolismo de la hidroxiacetona fosfato. Se
han estudiado en sangre de corazén humano las concentraciones de lactato sérico
post mortem observando que éste incrementa 20 veces dentro de la primera hora
después de la muerte y aumenta hasta 50 a 70 veces mas respecto a los niveles
ante mortem después de 24 horas. Se examina en fluido cerebroespinal, humor

vitreo y el cerebro °.

Hipoxantina: Es un intermediario en la via catabdlica de las purinas. En presencia
de oxigeno se oxida por la xantina oxidasa a acido urico, el producto final del

metabolismo de las purinas en humanos. Durante la hipoxia de los tejidos, después
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de la muerte se hallan concentraciones elevadas de hipoxantina en el plasma, fluido
cerebroespinal y orina °. La hipoxantina difunde por gradiente de concentracion,
principalmente de la retina al centro del humor vitreo 24, esto representa una ventaja

para su cuantificacion en humor vitreo, y por lo tanto, para determinar el IPM.

Urea: Es un compuesto muy estable y sus niveles séricos post mortem se aproximan
a los niveles séricos ante mortem incluso después de una descomposicion
moderada, esto independientemente de la metodologia que se use, el nivel en que
se encuentre y también del IPM. Razén por la cual no es un biomarcador util para la

estimacion del IPM 2.

Creatinina: Es un metabolito del fosfato de creatina, el cual se produce a partir de
creatina y ATP por la creatincinasa. El fosfato de creatina se almacena en el tejido
muscular como una fuente de energia, y después de donar su grupo fosfato al ADP,
se convierte en creatinina, ésta es transportada a los riflones por medio de la sangre
y posteriormente se excreta en la orina %. La creatinina es muy estable en la sangre
del cadaver. Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones que se han
realizado, se ha encontrado que los niveles de creatinina post mortem eran
independientes del IPM °. Por tal motivo, es un biomarcador util para diagnosticar
desordenes en la funcion renal y en el musculo, pero no para la determinacién del
IPM.

Acido drico: Es una sustancia que debido a las grandes modificaciones post

mortem que sufre, no posee utilidad médico legal °.

Amoniaco: Se forma en casi todos los tejidos y érganos por el catabolismo de los
aminoacidos. En el periodo ante mortem, el amoniaco se elimina rapidamente y se
desplaza al higado, donde se convierte en urea y solo deja trazas en el torrente
sanguineo (5.87-11.74 umol/L). Durante la descomposicion de un cuerpo, el
amoniaco producido de la degradaciéon de aminoacidos y tejidos se acumula con el
tiempo, ya que no se elimina del higado. Sin embargo, se han realizado pocos
estudios sobre este biomarcador, por lo que se debe trabajar para hallar la

correlacion entre el amoniaco y el IPM °.

Catecolaminas: Se ha investigado el uso de catecolaminas en relacion con el IPM y
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

se ha observado que las concentraciones de adrenalina y noradrenalina incrementan
con el tiempo. Sin embargo, el uso de catecolaminas para determinar el IPM no se
considera confiable debido a la liberacién inmediata de adrenalina y noradrenalina
de las glandulas adrenales al torrente sanguineo durante situaciones de estrés, tales

como el periodo de agonia °.

Etanol: Se produce de manera natural en cantidades traza dentro del cuerpo debido
a la fermentacion de carbohidratos que se lleva a cabo por la accion de los
microorganismos Yy levaduras en el yeyuno y el colon mayor. Sin embargo, la
concentracion endégena de etanol que llega a la sangre venosa periférica es muy
baja (<0.1-0.2 mg/100 mL). Asimismo, en las primeras horas post mortem, las
bacterias intestinales penetran el sistema venoso portal y después de
aproximadamente seis horas se contaminan los vasos sistémicos, donde utilizan la
glucosa y el lactato para la produccién de etanol ° con lo que se llegan a producir
hasta 100mg/100mL de alcohol en casos de descomposicion'®. Por otra parte, el
consumo excesivo de etanol se define como el consumo de 4 a 5 bebidas durante
dos horas para alcanzar una concentracion de 80mg/100mL o mas de alcohol en
sangre ?’. De tal manera, que no se puede distinguir entre el etanol ingerido en vida
y el producido por accién microbiana después de la muerte, por lo que no se puede

utilizar como biomarcador para determinar el IPM °.
e Proteinas

Proteinas totales: La cantidad de proteinas totales en la sangre se ha considerado
como un marcador para estimar el IPM. Sin embargo, se encontré que los niveles de
proteina son variables y no son diferentes de forma estadisticamente significativa a

los valores ante mortem °.

Otras proteinas: En este trabajo se hace referencia a otras proteinas tales como:
troponina T cardiaca, troponina | cardiaca , actina, nebulina, entre otras ® de las

cuales posteriormente se hara mencion.

A continuacién se presentan los biomarcadores y los hallazgos de esta revisidon
bibliografica, los cuales se muestran con base en la clasificacion de Donaldson y

colaboradores °.
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Biomarcadores

e Metabolitos

l. Potasio

Es el biomarcador que se utiliza con mayor frecuencia para la determinacion del
IPM, por lo que se han realizado diferentes estudios sobre su utilidad y las variables
que afectan en la cuantificacion, entre las que se encuentra la temperatura y la edad,

cuya influencia se discute mas adelante.

Diferentes estudios han observado la correlacion que existe entre la variacion de los
niveles de potasio y el IPM, entre éstos se encuentran los realizados por Tumram %,
Ahi %y Singh * y colaboradores, respectivamente. A continuacién se muestra la
Tabla 1, la cual contiene de forma resumida algunas caracteristicas de estas
investigaciones: la muestra y la metodologia que utilizaron para la cuantificacion de
potasio, asi como las observaciones que realizaron de en cada caso sobre el efecto

de los factores temperatura y humedad.

Tabla 1. Resumen de tres estudios relacionados con la utilidad de potasio en la
determinacion del IPM.

Muestra que ] .
Autor estra q Metodologia Observaciones
utilizaron
Tumram ** Humor vitreo. Electrocli(z)zzlsectlvo de Efecto de la temperatura.
Ahi % Humor vitreo. Fotometria de flama. Efecto de la temperatura y la
humedad.
Singh *° Sangre. Fotometria de flama. Efecto de la temperatura.

En los tres estudios se observd que la concentracion de potasio aumenta conforme

incrementa el IPM (Gréfica 1), Ahi y colaboradores 29 consideran que el aumento en
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la concentracion de potasio se debe a la autélisis de la coroides y de las células de
la retina del ojo. Este comportamiento ha sido estudiado por varios autores
estableciendo ecuaciones que describen dicho fendbmeno (Tabla 3). En el estudio de
Tumram y colaboradores 2 se indica que el coeficiente de correlacion (r = 0.526)
que encontraron entre los niveles de potasio y el IPM es bajo comparado con otras

investigaciones, las cuales se mencionan mas adelate.

250

Potasio mEq/L)

000 -
0000 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 S000 10000

IPM (h)

Grafica 1. Diagrama de dispersion. Muestra la correlacion entre el intervalo post mortem y la
concentracion de potasio en humor vitreo. Traducido de Ahi y colaboradores 2°.

Por otra parte, Singh y colaboradores %0 observaron que la concentracion sérica de
potasio incrementd con una media de 13.95 + 4.77 mEQ/L en las primeras 3 a6 h a
38.14 £ 6.89 mEq/L en un IPM de 48 a 58 h, ademas de que el incremento fue mas
rapido en las primeras 36 horas después de la muerte. Asimismo, la velocidad en el

aumento de la concentracion de potasio en verano (de abril a septiembre, T romedio=
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38.1 °C) fue de 1.09 mEg/h y de 0.92mEg/h en invierno (de octubre a marzo,
Toromedic= 14.1 °C), es decir, hubo un incremento mayor en los niveles de potasio a
mayor temperatura ambiente, por lo que ésta es un factor que tiene influencia en la
determinacion del IPM. Por el contrario, Ahi y colaboradores 29 encontraron que la
temperatura ambiente en un rango de 21 a 35 °C, no presenté influencia significativa
en la cuantificacidon de los niveles de potasio. Aunque, es importante mencionar que
no hay estudios en un rango de temperatura amplio que permita determinar de forma

clara, las tendencias que se observan a diferentes temperaturas.

Tumram y colaboradores 2%, sugieren que las concentraciones de potasio presentan
un aumento respecto al incremento del IPM debido a que después de la muerte, el
mecanismo de transporte de este ion se inactiva y la membrana celular se vuelve
semipermeable, asi, al ser mas altas las concentraciones intracelulares que las
concentraciones extracelulares, el potasio se libera del medio intracelular y de este
modo se mantienen los niveles de potasio en aumento. Ademas, los niveles de este
ion se pueden afectar por cambios post mortem, tales como redistribucién y
hemoconcentracion. Respecto a la metodologia, mencionan que con un electrodo
selectivo de iones se disminuyen los errores que se cometen al utilizar fotometria de

flama.

Efecto de latemperatura en combinacién con la edad.

Zilg y colaboradores ', estudiaron el efecto de la temperatura ambiente y la edad en
un rango de 0 a 95 anos y con intervalos post mortem que excedian las 100 h. La
muestra se conformo por un “pool” del humor vitreo de ambos ojos y se analizé con
un electrodo selectivo de iones. Por otra parte, el ensayo se aprovechd para evaluar
las diferencias entre resultados que se obtuvieron para una misma muestra en

diferentes laboratorios con la misma metodologia.

Se observo que no hubo una relacion lineal entre la concentracion de potasio y el

IPM, por lo que se prosiguié a establecer una ecuacién que considerara el efecto de
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la temperatura ambiente (Grafica 2) y la edad (Gréafica 3), para asi poder observar su

efecto en la estimacion del IPM. De esta forma se obtuvo la siguiente ecuacion:

_ _net
IPM = In((M—Co)/(M—[K™]))

LU + mAA+ mTT

Donde:

M (concentracion estable de potasio) = 34.44 mmol/L.

Co (concentracion de potasio al momento de la muerte) = 4.4 mmol/L.
Lo (término de cruzamiento a través de la membrana) = 0.135 x 10~/dia.
ma (coeficiente de edad)= - 0.00112 x 107/dia x afio.

mr (coeficiente de temperatura) = 0.00985 x 10%/dia x °C.

A = edad expresada en afos.

T = Temperatura expresada en °C.

Respecto a la influencia de la temperatura ambiente se observd que favorece el
incremento de los niveles de potasio. La Grafica 2, muestra que a mayor
temperatura, la pendiente inicial del aumento en la concentracion de potasio
respecto al tiempo es mayor. Por otra parte, en la Grafica 3 se muestra la influencia

de la edad, mientras mas joven era el difunto la pendiente es mayor.
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Gréfica 2. La influencia de la temperatura en el incremento de los niveles potasio en humor
vitreo post mortem. Los diferentes colores representan las diferentes temperaturas ambiente

reportadas en 272 casos. Traducido de Zilg y colaboradores *'.
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Gréafica 3. La influencia de la edad en el incremento de los niveles de potasio en humor
vitreo post mortem. Los diferentes colores representan los diferentes grupos de edad en los
462 casos. Traducido de Zilg y colaboradores *'.

Uno de los hallazgos mas importantes de este estudio es que la edad del fallecido
afecta de forma significativa en el incremento de las concentraciones de potasio: de
tal manera que en un sujeto joven se observa dicho aumento a una mayor velocidad

(Gréfica 3).

Asi, al incluir los factores edad y temperatura en la ecuacion, observaron una mejor
correlacion entre el IPM y la concentracion de potasio. Por lo que se mejord la
exactitud de estimacion del IPM y el valor de la correlacion fue de r = 0.93. Asi, Zilgy

colaboradores '

presentaron un modelo que permite una mayor precision y
confiablidad en la determinacion del IPM, incluso en intervalos mayores a cinco dias

post mortem y en todos los grupos de edad, desde la infancia hasta la vejez.

e
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Por otra parte, es importante mencionar que Zilg y colaboradores 31 realizaron un
estudio con un gran numero de casos (462) y ademas con intervalos post mortem
mayores a 17 dias. En la mayoria de los casos, los cuerpos se mantuvieron en
almacenamiento a bajas temperaturas. Sin embargo, si el cuerpo se expone de
manera constante a temperatura ambiente por mas de una semana, las muestras de

humor vitreo no se pueden obtener debido a cambios post mortem.

Los hallazgos encontrados con respecto a la edad, aunque es poco probable,
pueden deberse a la difusion de iones, ya que durante la nifiez, el humor vitreo
consiste en mayor proporcién a un gel y en menor cantidad a un liquido. Sin
embargo, con la edad, la porcién liquida incrementa hasta constituir mas del 50% del
volumen del humor vitreo a la edad de 90 afos, por lo que la difusion del potasio es
mayor en un medio liquido que un gel, de tal forma que se concentra mas en este
ultimo. Por otra parte, es posible que los cambios en las células de la corteza vitrea y
las de la adhesidon a la retina jueguen un papel mas importante respecto a la
concentracion de los iones. Otra posible explicacion a que se encuentre una
concentracion de potasio en sujetos jovenes implica la pérdida significativa de
células de la retina con la edad y una consecuente disminucién en el espesor de la

retina.

Comparacion de resultados que se obtienen al tomar la muestra de humor

vitreo del ojo derecho o izquierdo.

Uno de los factores que se ha sugerido como posible influencia sobre las
determinaciones de la concentracion de potasio en humor vitreo es el ojo del cual se

extrae la muestra de humor vitreo.

Con el fin de analizar la influencia de dicho factor, Mulla * y Chandrakanth ? y
colaboradores, respectivamente, cuantificaron las concentraciones de potasio en
humor vitreo con un electrodo selectivo de iones, en el primer caso se utilizaron

muestras de 48 autopsias (con un rango del IPM de 4.5 a 84.3 horas) y en el
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segundo se analizaron muestras de 114 autopsias (con un rango del IPM de 0.08 a
36 horas).

Los resultados de estos estudios sugirieron que las diferencias de las

concentraciones en el mismo par de ojos con un IPM idéntico, no son significativas.

Sin embargo, Mulla y colaboradores *2

, observaron que los niveles de potasio
presentaron una correlacion significativa con el IPM, tanto para las concentraciones
individuales de cada ojo como para el promedio de las concentraciones de ambos
ojos. Asi, las correlaciones lineales entre el IPM y los niveles de potasio vitreo
fueron: r = 0.733, en el ojo derecho; r = 0.727, en el ojo izquierdo; y del promedio de

las concentraciones, r = 0.739. El resumen de resultados se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros estadisticos de las concentraciones de potasio y las diferencias
observadas entre el mismo par de ojos para muestras de humor vitreo. Tomado de Mulla y
colaboradores *.

Concentracion de potasio Diferencias entre un 0jo y otro
Rango Promedio | Desviacion Rango Promedio | Desviacion
(mmol/L) | (mmol/L) estandar (mmol/L) | (mmol/L) | estandar
6.2-19.0 11.25 3.47 0-39 0.49 0.77

Por otra parte, Chandrakanth y colaboradores 2, observaron los niveles de potasio en
un rango de 3.0 a 16.60 mEqg/L y que las concentraciones fueron mas altas en el ojo

derecho. Pero en contraste a los hallazgos de Mulla y colaboradores %,

no
encontraron correlacion entre el intervalo post mortem y la concentracién de potasio,
tal como se observa en la Gréfica 4 por lo que indicaron que el papel que juega la

concentracion potasio en dicha determinacion es limitado.
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Grafica 4. Diagrama de dispersion para los niveles de potasio y el intervalo post mortem.
Traducido de Chandrakanth y colaboradores 2.

Estudios en fluidos diferentes

Aunque la muestra que mas se utiliza para la cuantificacién de potasio es humor
vitreo, existen otros fluidos en los cuales también se han realizado estudios, tales

como fluido sinovial y fluido cerebroespinal.

"y colaboradores, respectivamente,

Por una parte, Siddhamsetty ** y Tumram
examinaron liquido sinovial. En el primer caso se cuantificd la concentracién de
potasio en 210 muestras con un IPM de 0 a 170 h y en el segundo caso, se
analizaron 308 casos con un IPM de 1.45 a 35.18 h. En ambos estudios se utilizd un
electrodo selectivo de iones.En los resultados de ambos estudios se observo el
incremento de los niveles de potasio respecto al IPM, comportamiento que se
describié en cada caso por una ecuacion (Tabla 3). Asimismo, hubo una correlacion
mayor de los datos en el estudio que realizaron Siddhamsetty y colaboradores 33 (r=

0.84) que en el estudio de Tumram y colaboradores '’ (r = 0.74).

Por otra parte, Swain y colaboradores * cuantificaron las concentraciones de potasio

en fluido cerebroespinal y en humor vitreo con el fin de comparar la precision de la
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determinacion del IPM que se obtiene del analisis de cada fluido. Cuantificaron los
niveles de potasio de 100 casos, en los cuales el IPM fue de 4.5 a 78.5 h. Ambas
muestras se analizaron con un electrodo selectivo de iones. Observaron que las
concentraciones de potasio en humor vitreo y fluido cerebroespinal aumentan
después de la muerte. Sin embargo, para ambos fluidos existieron diferencias
significativas entre los coeficientes de correlacion con el incremento del IPM, de
modo que en humor vitreo se presentd una correlacion mayor (r = 0.62) que en fluido
cerebroespinal (r = 0.37). Por lo tanto, la determinacién en humor vitreo resulté ser
mas confiable. Asimismo, Swain y colaboradores *, describen al humor vitreo como
un fluido mas estable que el cerebroespinal, debido a que esta topograficamente
aislado y bien protegido, de tal forma que el proceso de autdlisis que ocurre después
de la muerte ocurre a una velocidad menor en humor vitreo en comparacion con el

fluido cerebroespinal.

Metodologia analitica para la determinacion de la concentraciéon de potasio en

humor vitreo y sus variables involucradas.
a. Método analitico

Como se ha mencionado con anterioridad, la metodologia analitica mas empleada
para la determinacion de la concentracidon de potasio es el uso del electrodo
selectivo de iones, sin embargo, Passos y colaboradores 2*, propusieron un sistema
de inyecciones secuenciales (SIS) para la determinacién de potasio e hipoxantina a
partir de la misma muestra de humor vitreo. La determinacion de potasio se realizo
por mediciones de potencial y el numero de determinaciones fue de 60 por hora.
Con el fin de evaluar la exactitud de los resultados obtenidos por el SIS, las

muestras se analizaron por un segundo método, el cual fue fotometria de flama (FF).

Observaron que las concentraciones de potasio incrementaron respecto al tiempo,
aunque no de manera lineal. Ademas, con los resultados establecieron una relacion
entre las concentraciones de potasio que obtuvieron de las dos metodologias que se

utilizaron (Gréfica 5).
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Grafica 5. Correlacion entre las concentraciones que se obtuvieron por metodologia del
sistema de inyecciones secuenciales y su comparacién con el método de fotometria de
flama para la determinacion de potasio. Traducido de Passos y colaboradores .

La ecuacién que describe la Grafica 5 es: Cgis = (1.001 £ 0.092) Cgr — (0.35 £ 0.84).

Con un intervalo de confianza de 95% se afirmé que no se observaron diferencias
significativamente estadisticas entre las metodologias que se emplearon para la
determinacién. Asimismo, con la metodologia del SIS los resultados que se obtienen
son igualmente confiables que los que se obtienen por otras metodologias, con la
ventaja adicional de poder analizar un numero grande de muestras. Por lo que este

SIS es una buena alternativa para la determinacion del IPM.

b. Consideracién de cambio de variable dependiente e independiente para
realizar las predicciones.

Una forma de aumentar la exactitud de la determinacién del IPM es invertir las
variables de la funcion, es decir, considerar los niveles de potasio como variable
independiente y el IPM como variable dependiente. Para estudiar este cambio de
variables, Siddhamsetty ** y Madea ** y colaboradores, respectivamente,
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cuantificaron las concentraciones de potasio con un electrodo selectivo de iones, en
el primer caso se examinaron 210 casos (36 mujeres y 174 hombres) y en el
segundo caso se analizaron casos reportados en la literatura por Mufioz y
colaboradores *, asi como casos independientes. Sin embargo, las muestras que
analizaron Siddhamsetty y colaboradores 3 fueron de liquido sinovial y las que

utilizaron Madea y colaboradores ** fueron de humor vitreo.

En ambos casos se observo una correlacion positiva, es decir, que el intervalo post
mortem incrementa conforme incrementa la concentracion de potasio, tal como se

observa en la Gréfica 6.
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Gréfica 6. Distribucion de los niveles de potasio en liquido sinovial en relacién con el tiempo
de muerte. Traducido de Siddhamsetty y colaboradores *.

El estudio de Madea y colaboradores % en el cual los casos tenian un IPM hasta de
133 h, se observé un aumento en la exactitud de + 25.96 a + 23.27 h, respecto a la

regresion lineal donde se colocé al IPM como variable independiente. Se observaron
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los mismos resultados para el grupo de datos de Muioz y colaboradores %, donde la
exactitud aumento de + 8.56 a £ 7.15 h. Sin embargo, en este ultimo caso el IPM no

fue mayor de 29 h.

Por otra parte, Madea y colaboradores ** también realizaron una re-evaluacion
estadistica de seis estudios en el incremento de potasio vitreo, en el cual se usa un
analisis de regresion conocido como “procedimiento de Loes”, y que ha revelado
tener una exactitud en la estimacion del IPM de + 1 h en el periodo temprano post
mortem y de + 10 h, después de 110 h post mortem. Sin embargo, de 492 casos que
se estudiaron, 153 presentaron un IPM dentro del rango predicho para la
concentracion de potasio. Por lo que con este tratamiento de los datos no se

observo una mejora para la estimacion del IPM.

c. Influencia del volumen de muestra y comportamiento de las
concentraciones de potasio a través del tiempo en la misma muestra de

humor vitreo.

% estudiaron el posible beneficio de la extraccion

Mihailovic y colaboradores
repetitiva de muestras de humor vitreo de cada cadaver, con el fin de observar si de
esta forma se podia reflejar el proceso natural del aumento de la concentracion de

potasio a mayor detalle y asi establecer una correlacion mas exacta.

Analizaron 320 muestras de humor vitreo provenientes de 32 casos de autopsia con
un rango de edad entre 18 a 65 anos de edad. Las muestras se tomaron y
analizaron en intervalos post mortem cada 3 horas hasta las 30 horas después de la
muerte, extrajeron 0.1 mL de humor vitreo. Se determind la concentracion de potasio

con un electrodo selectivo de iones.

Los resultados mostraron una correlacion estadisticamente significativa entre la
concentracion de potasio y el IPM. En la Gréfica 7 se aprecian los resultados que se
obtuvieron, cuya pendiente de la linea de regresion fue 0.36 mmol/L por hora y el

coeficiente de correlacion fue de 0.923. Sin embargo, es importante mencionar que

—
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dicha pendiente es ligeramente mas alta en las primeras 6 horas que en las ultimas
6 horas (0.39 mmol/L por hora y 0.37 mmol/L por hora, respectivamente), lo cual se
puede atribuir a la alto gradiente de difusidon que ocurre durante la descomposicidon
de la bomba de sodio-potasio. Asimismo, estos resultados indican que la extraccion
repetitiva de volumenes pequefios de humor vitreo no afecta a la determinacion de

la concentracion de potasio en las ultimas extracciones.

Una de las limitaciones que presentan otros estudios respecto a éste, es que estan
limitados por el muestreo, ya que en la mayoria de los casos se extrae todo el humor
vitreo en una muestra de diferentes cadaveres, lo que hace que las muestras no
sean homogéneas. En cambio, en este estudio se tratdé de minimizar la influencia de
diferentes niveles ante mortem de potasio asi como de otras diferencias

interindividuales.

30.00 H

20.00 -

IPM (horas)

10.00

0.00 T T T T T T
5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50

Potasio (mmol/L)

Gréfica 7. Relacién lineal. Traducido de Mihailovic y colaboradores *°.
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d. Ecuaciones propuestas por diferentes autores para el calculo del IPM a

partir de las concentraciones de potasio en humor vitreo.

Debido a que la cuantificacion de potasio es la determinacion que mas se utiliza para
la estimacion del IPM, este biomarcador se presenta en diferentes estudios y por lo
tanto, en diferentes modelos matematicos. Algunos autores que han realizado una
recopilacion de las diferentes ecuaciones son Tumram 28 y Zilg *' y colaboradores,

respectivamente.

Por un lado, Tumram y colaboradores %

, establecieron una ecuacidon para la
estimacion del IPM y también calcularon el IPM con sus datos experimentales en
ecuaciones establecidas por otros autores. De modo que observaron similitudes
respecto al intercepto y la pendiente. Por otra parte, Zilg y colaboradores °',
realizaron un estudio donde analizaron las concentraciones de potasio vitreo y

ademas, retomaron algunas representaciones graficas (Gréafica 8).

En laTabla 3, se muestran las ecuaciones que describen estas regresiones lineales,
en la cual ademas se anexan las ecuaciones propuestas por otros autores.
Asimismo, esta tabla permite observar las variables que existen en los distintos
estudios, tales como: diferentes valores en la pendiente y el intercepto; numero de
muestras analizadas; intervalo de tiempo en el que se trabajo; el establecimiento de
la variable dependiente e independiente; el fluido que se analizd; los criterios de
inclusion y exclusion; consideracion de otros factores como temperatura y edad;
etcétera. Ademas de las variables que no se describen, por ejemplo: la temperatura
a la cual se tomd la muestra, la temperatura en la que se mantuvo almacenado al
cadaver, la metodologia que se empledé para la cuantificacion de potasio, el
tratamiento de la muestra, entre otros, que en conjunto, estos factores y variables
hacen que en cada estudio se describa un comportamiento diferente de los niveles

de potasio.

—
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Grafica 8. Regresiones lineales para calcular en IPM en estudios diferentes. Traducido de
Zilg y colaboradores *'.
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Tabla 3. Ecuaciones publicadas para la estimacion del IPM a partir de las concentraciones de potasio en humor vitreo. Traducido y
completado de Zilg y colaboradores *'.

Autor (afio) Ecuacion (h) n . IPM Comentarios
maximo (h)
Adelson (1963) °’ IPM =588 [K']-31.53 | 209 21 -
Sturner (1964) > IPM =7.14 [K']—39.1 125 104 -
Hansson (1966) > IPM =5.88 [K']—47.1 203 310 -
40 _ + Se establecio una ecuacion adicional para
Coe (1969) IPM =6.15 [K'] - 38.1 145 100 IPM < 6h.
Se excluyeron casos de ahogamiento,
Stephens (1987) ! IPM =420 [K']-26.65 | 1427 35 sindrome de muerte infantil repentina,
desequilibrios electroliticos y temperaturas
extremas.
Madea (1989) 2 IPM = 5.26 [K'] — 30.9 107 130 Se excluypron casos con urea elevgda y un
periodo prolongado de agonia.
James (1997) © IPM =432 [K'] - 18.35 100 80 También se incluy6 hipoxantina
Mufioz (2001) 3 IPM = 3.92 [K'] - 19.04 133 40 Solo se anahzarop casos no hqspltalarlos,
hubo cambio en las variables
Zhou (2007) IPM = 5.88 [K']—32.71 62 27 -
Jashnani (2010) 2 IPM = 1.076 [K']-2.81 | 120 50 Principalmente se incluyeron casos
relacionados con sepsis o tuberculosis
Bortolotti (2011) *° IPM=5.77[K']-13.28 | 164 110 -
Mihailovic (2012) *° IPM=2749 [K']-11.98 | 32 30 Muestreo repetitivo.
Siddamsetty (2014) * IPM =4.701 [K']-29.06 | 210 170 -
In((Me Co)/(M—[K*] No se excluyeron casos. La ecuacion que se
Zilg (2015) *! PM = 2 o)/ ) 462 409 propuso incluye los factores temperatura y
Lo+ maA+ mtT .
edad del fallecido.
_ +
Singh (2002) ¥ log IPM = 0.96 log [K'] - 474 53 Casos de muertes por traqma, quemaduras y
614 envenenamiento
: nimero de muestras.
ZE 30
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Tabla 3. (Continuacién).

Autor (afo) Ecuacion (h) n , I.P M Comentarios
maximo (h)
Passos (2009) ** IPM = 5.36 [K'] - 33.41 - - -
Ahi (2011) ® IPM = 5.319 [K'] - 25.75 176 9] -
Salam (2012) ¥’ IPM = 1.38 [K'] +9.05 70 60 -
Siddhamsetty (2014) IPM =475 [K']-2792 | 210 170 El estudio se real;fi‘zizn un clima semi-
Tumram (2014) ** IPM =271 [K']-20.19 | 308 35 Se excluyeron casos con desordenes
metabolicos.
Tumram (2014) 7 IPM =283 [K']—1541 | 308 35 Se excluyeron casos con desordenes
metabolicos.
Swain (2015) * IPM =288 [K']-11.86 | 100 79 Estudio comparativo entre fluidos.
Ecuacion para humor vitreo.
Swain (2015) * IPM =082 [K']+849 | 100 79 Estudio comparativo entre fluidos.
Ecuacion para liquido cerebroespinal.
n: numero de muestras.
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Ecuaciones que consideran ademas de potasio otros compuestos, iones y

factores fisicos.

Con el fin de mejorar la precision en la estimacion del IPM, diferentes autores han
realizado estudios en los cuales se plantean modelos matematicos que ademas de
considerar la concentracion de potasio como variable, propusieron la integracion de
otras moléculas y iones: hipoxantina y sodio; asi como factores fisicos: la rigidez, la

hipostasis y la turbidez de la cornea.

Diferentes investigadores han evaluado el comportamiento que tienen los niveles de
potasio y sodio respecto al IPM. Con este enfoque Singh y colaboradores 0
realizaron un estudio con sangre de la arteria femoral derecha; Chandrakanth y

colaboradores 2, trabajaron muestras de humor vitreo y Siddhamsetty vy

® cuantificaron los niveles sodio y potasio en liquido sinovial. Las

colaboradores *
metodologias utilizadas fueron: electrodo selectivo de iones, para los primeros dos

casos y fotometria de flama, en el tercer estudio.

Por una parte, Singh ** y Chandrakanth ? y colaboradores, respectivamente,
estudiaron la variacion en la proporcion de las concentraciones de sodio/potasio
como marcador para estimar el intervalo post mortem. Singh y colaboradores *
observaron que dicha proporcion disminuyd rapidamente en las primeras 12 h de
muerte en promedio de 10.59 + 3.96 a 6.81 + 3.27 y continudé el decremento
lentamente hasta alcanzar un valor de 2.95 + 0.13 cuando el IPM fue de 48 a 58 h,
esta correlacion se observa en la Grafica 9 y la ecuacion que describe el

comportamiento de la proporcion se presenta en la Tabla 4.
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Gréfica 9. Relacién logaritmica doble entre el intervalo post mortem y la proporcion de los
electrolitos sodio y potasio en sangre. Hay una diferencia significativa la cual expresa que un
cambio ligero en IPM tiene mayor impacto en la proporcién de sodio/potasio. Traducido de
Singh y colaboradores *°.

2 observaron que la proporcion

Por otra parte, Chandrakanth y colaboradores
sodio/potasio fue mas alta en el ojo izquierdo, pero las diferencias entre el ojo
izquierdo y el ojo derecho no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, a
diferencia de Singh y colaboradores *, no observaron correlacion entre el IPM y la

proporcion sodio/potasio.

33 establecieron una ecuacion donde

Asimismo, Siddhamsetty y colaboradores
consideran las concentraciones de potasio y sodio como factores independientes
(Tabla 4), el coeficiente de correlacion fue de 0.71. A pesar de que en su estudio al
considerar solo la concentracion de potasio se obtenia un coeficiente de correlaciéon

de 0.84, observaron que la precision de la determinacién del IPM fue mayor con la
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ecuacion que considera las concentraciones de sodio y potasio, en muertes con un
IPM menora 72 h.

Por otra parte, Salam y colaboradores *’, cuantificaron la concentracién de potasio
muestras de humor vitreo del ojo derecho por un método turbidimétrico y
establecieron una ecuaciéon (Tabla 3). Sin embargo, dicha ecuacion presenté un
coeficiente de correlacion de 0.61, por lo que prosiguieron a establecer un modelo
matematico que considerara los niveles de hipoxantina asi como los factores fisicos:
rigidez (rigor mortis), hipostasis (livor mortis) y turbidez de la cornea. A los cuales,
para poder estimar el IPM, se les asignd un valor numérico segun las descripciones
que se muestran en la Tabla 5. De esta forma, establecieron la ecuacién que se
muestra en la Tabla 4, la cual considera cinco variables con su correspondiente

coeficiente. De este modo, el coeficiente de correlacion aumentd a 0.88.

47, observaron una tendencia, en la cual al aumentar el

Salam y colaboradores
numero de variables en el analisis de regresion incrementa la precision de la
estimacion y tiene la ventaja de no necesitar instrumentos especiales para su
evaluacion. Pero, para poder utilizar las variables fisicas, el IPM debe ser menor a
60 h y por otra parte, existe una variacion mayor debido a que las puntuaciones son

subjetivas.
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Tabla 4. Ecuaciones publicadas para la estimacion del IPM a partir de una combinacion de las concentraciones de potasio con otras
moléculas e iones, asi como factores fisicos.

Autor (afio) Ecuacion (h) n ) I.P M Comentarios
maximo (h)
. 30 _ [Na*] Casos de muertes por trauma,
Singh (2002) log IPM = 1.76 — 0.72 log ( o ) 474 58 quemaduras y envenonamiento.
Siddhamsetty (2014) ** IPM=4.70 [K']-0.16 [Na']-4.36 | 210 170 El estudio se realiz6 en un clima
semi-arido
Salam (2012) *’ IPM =0.98 [K']+0.01 [Hx]+9.18 | 70 60 N
IPM = 0.67 [K'] + 0.003 [Hx] - 0.19 Selexgluyeron 1caso.s con dapo en
Salam (2012) ¥ (rigidez) + 4.91 (hipostasis) + 4.68 | 70 60 ¢! cranco, en 108 0jos y sujetos
. con enfermedades cronicas.
(turbidez de la cornea) — 13.62

n: namero de muestras. Hx: Hipoxantina.

Tabla 5. Puntuaciones para el desarrollo de tres cambios post mortem (rigidez, hipostasis y turbidez de la cornea). Traducido de
Salam y colaboradores *'.

Valor numérico Rigidez Hipostasis Turbidez de la cornea
1 Antes de su aparicion Antes de su aparicion Sin turbidez
2 Desarrollo parcial Fécil de remover por presion del pulgar Turbidez ligera
3 Desarrollo completo Dificil de remover por presion del pulgar Turbidez media
4 Desvanecimiento parcial No se puede remover por presion del pulgar Turbidez fuerte
5 Desvanecimiento parcial - -

gL '3; 3 5
i

©



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

1. Sodio

Después del potasio, el ion sodio es el mas estudiado para conocer su utilidad en la

estimacion del intervalo post mortem.

Siddhamsetty ** y Singh *° y colaboradores, respectivamente, cuantificaron los
niveles de sodio en sangre y fluido sinovial, respectivamente. En el primer caso

utilizaron un electrodo selectivo de iones y en el segundo caso, fotometria de flama.

De forma general, en los dos estudios se encontré una correlacion negativa entre las
concentraciones de sodio y el IPM, es decir, los niveles de sodio disminuyen
conforme aumenta el IPM. Por un lado, Siddhamsetty y colaboradores *,
cuantificaron al sodio en un rango de 104 a 186 mmol/L. Por otro lado, Singh y
colaboradores *° observaron el decremento en promedio de 132.58 + 4.23 a 109.91
1+ 4.35 mEq/L en un periodo de 3 a 58 h con una velocidad media de 0.8 mEg/L por h
con el punto mas alto en las primeras 3 a 6 h después de la muerte (1.86 mEqg/h).
Ademas, estudiaron la tasa de cambio de las concentraciones de sodio en diferentes
épocas del afo de modo que en verano la velocidad de la disminucion fue de 0.82

mEg/L por h, mientras que en invierno fue de y 0.78 mEg/L por h.

En ambos casos, establecieron ecuaciones, que describieran la disminucion de los

niveles de sodio, las cuales se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Ecuaciones publicadas para la estimacion del IPM a partir de las concentraciones
de sodio.

IPM Coeficiente de
Autor (afio) Ecuacion (h) n maximo .
h) correlacion (r)
Singh (2002) * log IPM =—0.50log [Na']+2.31 | 474 58 0.52
Siddhamsetty (2014) * IPM =-0.38 [Na'] + 101.50 210 170 -0.18
Siddhamsetty (2014) > | TPM =0.02 [Na']” —5.06 [Na']+433 | 210 170 0.23

n: nimero de muestras.

-
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Sin embargo, las ecuaciones que se plantearon presentaron coeficientes de
correlacion bajos, por lo que no se considera a esta determinacidn como un buen

parametro para la estimaciéon de IPM.

Comparacion de resultados que se obtienen al tomar la muestra de humor

vitreo del ojo derecho o izquierdo.

Chandrakanth 2 y Mulla 32 y colaboradores, respectivamente, cuantificaron los
niveles de sodio en humor vitreo. En el primer caso de analizaron 114 casos con un
IPM entre 0.08 a 36 h y en el segundo caso, se estudiaron 48 casos con un IPM de
4.5 a 84.3 h. Ambas cuantificaciones se realizaron con un electrodo selectivo de

iones.

Por una parte, Chandrakanth y colaboradores 2, encontraron las concentraciones de
sodio en un rango de 71.50 a 194.5 mEq/L y mostraron una ligera disminucion con el
incremento del IPM, el cual se observa en la Gréfica 10. Los niveles fueron mas altos
en el ojo izquierdo. Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente

significativas.

Por otra parte, Mulla y colaboradores *?, observaron las concentraciones de sodio en
un rango de 0 a 54 mmol/L (promedio, 4.2 mmol/L) y que aproximadamente 13% de
los sujetos mostraron diferencias mayores del 20% respecto al valor promedio en las
concentraciones de sodio en ambos ojos. Sin embargo, en este estudio como en el
de Chandrakanth y colaboradores 2, no encontraron una correlacion significativa con
el IPM.
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Gréfica 10. Diagrama para los niveles de sodio y cloruro y el intervalo post mortem.
Traducido de Chandrakanth y colaboradores 2.

Comparacion de resultados que se obtienen al tomar la muestra de diferentes

fluidos.

4, evaluaron las diferencias entre las concentraciones de

Swain y colaboradores
sodio en fluido cerebroespinal y humor vitreo en 100 casos con un IPM maximo de
79 h. Realizaron la cuantificacion con un electrodo selectivo de iones y encontraron
que las concentraciones de este ion no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre un fluido y otro. Aunque, la correlacion con el IPM, fue mayor en
fluido cerebroespinal (r = - 0.34) que en humor vitreo (r = - 0.27). Sin embargo, éstas

no son confiables para la determinacién del IPM.
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1. Cloro

El cloro es otro ion que se ha estudiado para la determinacion el IPM. Entre los
autores que han evaluado su relacién con el IPM se encuentran Siddhamsetty y
colaboradores *, quienes cuantificaron los niveles del ion cloruro en muestras de
liquido sinovial. Para lo cual, utilizaron una metodologia basada en una reaccion con

el ion tiocianato.

Las concentraciones de cloruro se encontraron en un rango de 39 a 213 mmol/L
(promedio, 105.02 mmol/L). Sin embargo, el coeficiente de correlacion fue de 0.082

y no se hallé una relacién significativa entre los niveles de cloruro y en el IPM.

Comparacion de resultados que se obtienen al tomar la muestra de humor

vitreo del ojo derecho o izquierdo.

Chandrakanth 2 y Mulla ** y colaboradores, respectivamente, evaluaron las
diferencias de las concentraciones de cloruro que se encuentran en el humor vitreo
del ojo izquierdo y del ojo derecho. En ambos estudios se empled un electrodo

selectivo de iones para la cuantificacion.

Por un lado, Chandrakanth y colaboradores 2 encontraron las concentraciones de ion
cloruro en un rango de 64.5 a 170.0 mEqg/L con una ligera disminucion en estos
niveles conforme el IPM incrementd (Gréafica 10). Asimismo, las concentraciones de
cloruro fueron mas altas en el ojo izquierdo que en el ojo derecho. Sin embargo,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

2, encontraron los niveles de cloruro en un

Por otro lado, Mulla y colaboradores 3
rango de 88 a 133 mmol/L (promedio, 112.2 mmol/L), con una diferencia de
concentraciones entre un ojo y otro de 0 a 54 mmol/L, aproximadamente 8% de los
sujetos mostraron diferencias mayores del 20% respecto al valor promedio en las

concentraciones de cloruro en ambos 0jos.
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En ambos estudios, se encontré un coeficiente de correlacion bajo. Por lo que este

ion no es confiable para realizar la estimacion del IPM.

V. Calcio

Otro de los iones que ha sido estudiado para estimar su utilidad en la determinacién
del IPM es el calcio. Siddhamsetty y colaboradores *, cuantificaron los niveles de
calcio en liquido fluido sinovial con una metodologia basada en la formacién de un

complejo entre el calcio y la O-cresolftaleina.

Las concentraciones de calcio que encontraron fueron de 1.8 a 12.0 mg/dL. Sin
embargo, el coeficiente de correlacion fue de 0.010 y no se observé una relacion

estadisticamente significativa entre los niveles de calcio y el IPM.

Comparacion de resultados que se obtienen al tomar la muestra de humor

vitreo del ojo derecho o izquierdo.

Mulla y colaboradores *?, evaluaron las diferencias de los niveles de calcio que se
encuentran en el humor vitreo del ojo izquierdo y del ojo derecho. Para ello,
cuantificaron las concentraciones de calcio con un electrodo selectivo de iones.
Encontraron un rango de concentraciones de 1.65 a 3.07 mmol/L (promedio, 2.03
mmol/L). Las diferencias de los niveles entre un ojo y otro fueron de 0 a 0.91 mmol/L
y aproximadamente en 16% de los sujetos exhibieron diferencias mayores al 20% de
los valores promedio de las concentraciones de calcio. Estos niveles que hallaron en
el ojo izquierdo y el ojo derecho presentaron un coeficiente de correlacion de 0.49.
Sin embargo, respecto al IPM, no observaron una correlacién estadisticamente

significativa.
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Comparacién de resultados que se obtienen al tomar la muestra de diferentes

fluidos.

Swain y colaboradores *, determinaron los niveles de calcio en humor vitreo vy fluido
cerebroespinal. Cuantificaron las concentraciones de calcio con una metodologia
basada en la formacion de un complejo con arsenazo. Las concentraciones
promedio que encontraron en humor vitreo y fluido cerebroespinal fueron 5.9 + 1.4
mmol/L y 6.2 £ 1.0 mmol/L, respectivamente. No obstante, en ambos fluidos no se

presentd una correlacion entre los niveles de calcio y el IPM.

V. Glucosa

Existen pocos estudios sobre la utilidad de la glucosa para la estimacion del IPM.
Entre ellos, se encuentran los realizados por Siddhamsetty y colaboradores *, que
analizaron muestras de liquido sinovial y Swain y colaboradores *, quienes ademas
de investigar su utilidad en la estimacion del IPM, realizaron un estudio comparativo
entre humor vitreo y fluido cerebroespinal. La cuantificacion en ambos estudios se

realizé por medio de reacciones enzimaticas.

Siddhamsetty y colaboradores *3, encontraron las concentraciones de glucosa en un
rango de 0 a 69 mg/dL (poromedio, 4.16 mg/dL), que a su vez presentaron una
correlacion negativa con el IPM. Por otra parte, Swain y colaboradores *#, también
observaron una correlacion negativa entre las concentraciones promedio de glucosa
y el IPM. Sin embargo hubo una mayor correlacion en humor vitreo que en fluido
cerebroespinal. En ambos estudios se establecieron ecuaciones que describen su
comportamiento respecto al IPM (Tabla 7). Sin embargo, los coeficientes de
correlacion son bajos. Por lo que la utilizacion de este biomarcador con estos

resultados se ve limitada.
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Tabla 7. Ecuaciones publicadas para la estimacién del IPM a partir de las concentraciones de glucosa.

Coeficiente de

Autor (afio) Ecuacion (h) correlacion n ) I.PM Comentarios
(N maximo (h)
Siddhamsetty (2014) ** IPM = — 1.63 [Glu] + 52.57 -0.43 210 170 El estudio se realiz6 en un
clima semi-arido.
Swain (2015) * IPM =—-1.27[Glu] +37.18 -0.63 100 79 Ecuacion para humor vitreo.
Swain (2015) * IPM = — 0.23 [Glu] + 25.51 -0.35 100 79 Ecuacion para fluido
cerebroespinal.
n: namero de muestra. Glu: glucosa
13 42
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V1. Hipoxantina

La hipoxantina es uno de los biomarcadores que mas se han estudiado para la
determinaciéon de IPM, diferentes investigaciones reportan que es util para dicha

4 3y colaboradores,

determinacion. Entre ellos, se encuentran Salam * y Madea
respectivamente, quienes cuantificaron los niveles de hipoxantina en humor vitreo,
en el primer caso, realizaron las determinaciones por CLAR y en el segundo caso,

utilizaron un ensayo enzimatico de xantina oxidasa.

En ambos estudios encontraron un aumento de las concentraciones de hipoxantina
con el incremento del IPM. Por un lado, Salam y colaboradores *’, hallaron un rango
de concentraciones de 60 a 680 pmol/L (promedio, 269 + 140 umol/L), las cuales
aumentaron en una relacion de 4.55 pmol/L por h. Por otro lado, Madea y
colaboradores **, ademas observaron que la exactitud de la determinacién mejoré al
realizar un cambio de variables, el cual consisti6 en considerar los niveles de
hipoxantina como variable dependiente y el IPM como variable independiente, de
modo que la exactitud aumentd de + 23.41 a £ 19.88 h. Sin embargo, sélo Salam y

4

colaboradores *’, presentaron la ecuacion que describe el comportamiento que

encontraron en las concentraciones de hipoxantina (Tabla 8).

Implementacion de una metodologia innovadora basada en un Sistema de

Inyecciones Secuenciales.

24 propusieron un sistema de inyecciones secuenciales

Passos y colaboradores
(SIS) para la determinacion de hipoxantina a partir de muestras de humor vitreo. La
metodologia que emplearon para medir los niveles de hipoxantina fue
espectrofotometria, estas mediciones se basaron en la cuantificacién del acido urico
producido durante la oxidacién de hipoxantina por la enzima xantina oxidasa y el
numero de determinaciones que se realizaron por el SIS fue de 15 por hora. Con el
fin de evaluar la exactitud de los resultados obtenidos por el SIS, las muestras se

analizaron por un segundo método, el cual fue CLAR.
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Con los resultados que obtuvieron establecieron una relacion entre las metodologias
que utilizaron. La ecuacion que describe la Grafica 11 es: Cgs = (0.951 £ 0.078)
Cclar — (2.9 £ 7.9). Con un intervalo de confianza de 95% se afirmé que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las metodologias que se

emplearon para la determinacion de hipoxantina.

180,00 4
160,00 - {%J
140,00 4
120,00 4 ™
100,00 -
80,00 4
00,00
40,00 4
20,00 4
0.00 - T : .
0.00 50,00 100,00 150,00 200,00

Hipoxantina - determinacion por CLAR {(pmol/L)

meétodo SIS (umol/L)

Hipoxantina — determinacion por

Grafica 11. Correlacion entre el método SIS y su comparacion con el método de CLAR para
la determinacién de hipoxantina. Traducido de Passos y colaboradores .

Observaron que las concentraciones de hipoxantina, incrementaron linealmente con
el tiempo, con una velocidad de 7.12 uymol/L por hora. De esta forma, la hipoxantina
y el sistema SIS resultaron utiles para la estimacion de IPM. Por lo que plantearon
dos ecuaciones, la primera que considera la concentracion de hipoxantina como
variable dependiente y la segunda, en la que la concentracion de hipoxantina es la

variable independiente (Tabla 8).

En este estudio, Passos y colaboradores #*, evaluaron de manera conjunta la utilidad
del SIS para la determinacion de hipoxantina y potasio a partir de una misma

o
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muestra de humor vitreo. Otra observacion interesante sobre esta investigacion fue
que ambos biomarcadores presentaron un comportamiento similar respecto a la

muestra en que fueron evaluados (Gréfica 12).

18.00 - T 180.00
16.00 - T 160.00
5 1400 + 140.00 _gg
T 1200 112000 &
£ 10.00 - 10000 £
.2 8.00- 1 80.00 £

©
5 6.00 76000 &
2 5
4004 % T4000 E
2.00 - T 20.00
0.00 L L] Ll L) 1 1 L L) L Ll Ll 0.00
A BCDETFGHIJ KL
Muestra

Grafica 12. Correlacion entre las concentraciones de hipoxantina y potasio en diferentes
muestras de humor vitreo. Linea punteada corresponde a hipoxantina. Linea continua
corresponde a potasio. Traducido de Passos y colaboradores .

Tabla 8. Ecuaciones publicadas para la estimacion del IPM a partir de las concentraciones
de hipoxantina.

Autor (afio) Ecuacion (h) n IPM méaximo (h)
Passos (2009) ** [Hx] = 7.12 (IPM) + 31.49 - -
Passos (2009) ** IPM = 0.14 [Hx] — 4.42 - -
Salam (2012) ¥’ IPM = 0.03 [Hx] + 15.40 70 60

n: nimero de muestras. Hx: hipoxantina.
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VIl. Adenosintrifosfato

Debido al papel tan importante que tiene el ATP en el suministro de energia de los

seres vivos, se han estudiado los cambios que tiene éste a través del IPM.

Influencia de la temperatura en la determinacion de ATP.

4849 axamind la relacion entre la

El grupo de investigacion de Sun y colaboradores
degradacion del ATP en sangre y el IPM a diferentes temperaturas. Realizaron los
estudios en 24 y 28 conejos respectivamente, los cuales se sacrificaron por
embolismo aéreo. En el primer caso, dividieron los cuerpos en tres grupos y cada
grupo se expuso a una temperatura diferente: 15°C, 25°C, 35°C; en el segundo
caso, dividieron los cuerpos en seis grupos y cada grupo se expuso a: 10 + 0.05 °C,
15 £ 0.05 °C, 20 + 0.05 °C, 25 £ 0.05 °C, 30 + 0.05 °C y 35 + 0.05 °C. En ambas
investigaciones recolectaron muestras de sangre del ventriculo derecho cada 4 h
hasta las 72 h post mortem y posteriormente las analizaron con una técnica de
fluorescencia, la cual dio como resultados valores de unidades relativas de luz (URL)
y a partir de éstas obtuvieron los valores logaritmicos de las concentraciones de

ATP.

Sun y colaboradores *®, graficaron los valores logaritmicos de las concentraciones
de ATP en funcion del IPM a las diferentes temperaturas. Posteriormente, realizaron
un analisis de los resultados, en el cual observaron que no todas las temperaturas
se pudieron evaluar en el mismo rango del intervalo post mortem propuesto para el
estudio, de tal manera que los niveles de ATP pudieron cuantificarse: de 0 a 64 h, a
15°C;de 0ab56 h,a25°Cyde0a36ha 35 °C. Esto se debié a que posterior a
estos intervalos, el ATP se degrado, y por lo tanto, obtuvieron resultados que no se
pudieron analizar. Asimismo, graficaron los valores del IPM con diferentes
ecuaciones: una lineal, una cuadratica y una cubica, representaciones que se
observan en la Figura 1 las cuales mostraron que a distintas temperaturas, los

valores del log[ATP] incrementaron en un intervalo de tiempo corto y después
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decrecieron constantemente. Asi, la ecuaciones cubicas fueron las que describieron

mejor a este comportamiento (Tabla 9).

Tabla 9. Ecuaciones cubicas de regresion con log [ATP] a diferentes temperaturas e IPM.
R.% R? ajustada. Traducido de Sun y colaboradores *.

T(°C) | IPM (h) Ecuacion de regresion R.2
0a 64 y=1.214x10"x> + 0.001x10”x* — 0.012x — 11.563 0.976
P 16 a 64 y =3.027x10"x" + 0.003x* — 0.096x — 10.625 0.992
0a56 y=1.555x10"x" + 0.001x* — 0.016x — 11.566 0.976
> 8a56 y=2.921x10"x> + 0.002x* — 0.059x — 11.186 0.989
0a36 y=4.123x10"x> + 0.002x* — 0.046x — 11.530 0.970
» 4236 y=9.769x10"x" + 0.005x* — 0.117x — 11.166 0.991
g1 47
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Figura 1. Curvas ajustadas acorde a las ecuaciones de regresion para del log[ATP] en
funcién del IPM, a diferentes temperaturas e intervalos post mortem. A: 15 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcion del IPM de 0 a 64 h post mortem; B: 15 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcion del IPM de 16 a 64 h post mortem; C: 25 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcion del IPM de 0 a 56 h post mortem; D: 25 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcién del IPM de 8 a 56 h post mortem; E: 35 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcion del IPM de 0 a 36 h post mortem; F: 35 °C, curva
ajustada para el log[ATP] en funcién del IPM de 4 a 36 h post mortem. Traducido de Sun y
colaboradores “%.
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En otro estudio Sun y colaboradores *°

, observaron que los niveles de ATP
incrementaron inicialmente y subsecuentemente decrecieron de manera constante.
Asi, desarrollaron un modelo matematico con una funciéon de interpolacién para
caracterizar la correlacion entre los niveles de ATP y el IPM a las diferentes

temperaturas de estudio.

Posteriormente, plantearon ecuaciones de regresién lineal a las diferentes
temperaturas, considerando los valores de URL como variable independiente y los
intervalos post mortem como variable dependiente, estas ecuaciones de regresion
lineal sirvieron para seleccionar los intervalos de los cuales utilizarian los valores de
URL para plantear la ecuacion de interpolacion, que resultaron ser: de 0 a 72 h (10
°C),de 0a60h (15°C),de 0 a 56 h (20 °C), de 0 a52 h (25 °C), de 0 a 40 h (30 °C)
y de 0 a 32 h (35 °C). Respecto a la interpolacion, obtuvieron una ecuacion con las
URL (eje de x) y la temperatura (eje de y), como variables independientes, y como
variable dependiente el IPM (eje de z). La Figura 2 muestra el diagrama de ajuste

correspondiente.

Asimismo, realizaron una comparacién, con base en los coeficientes de correlacién,
entre los intervalos post mortem que obtuvieron con las ecuaciones de regresion
lineal y los que obtuvieron con la funcién de interpolacion. De este modo observaron
que las estimaciones del IPM que se calcularon con la funcién de interpolacion se
aproximaron mas a los valores reales. Otra ventaja dicha funcién es que provee una
distribucion probable de los posibles valores dentro de los intervalos que no se
midieron, en cambio, las ecuaciones de regresion solo reflejan el patron de

degradacion del ATP a las diferentes temperaturas.

De este modo, los estudios que realizd el grupo de investigacion de Sun y

48,49

colaboradores sobre las concentraciones de ATP en sangre de corazdn proveen

informacion cuantitativa para la estimacion del IPM.
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Valor de URL

VYalor de URL

Temperatura (°C) ”.’\;""5/4“’ = IPM (h)

Figura 2. Curva tridimensional. El ajuste de la superficie corresponde a la funcién de
interpolacion que incluye las tres variables, IPM como variable dependiente y como variables
independientes el valor de URL y la temperatura ambiente. Traducido de Sun vy
colaboradores *°.

La ecuacién que describe la curva de la Figura 2 es:

Z =302.1 - 0.01084x — 36.89y + 1.813 x107'x* + 0.001263xy + 2.107y? + 3.926 x 10°
%3 - 1.912 x 108 — 5.663 x 10°xy? — 0.05093y> — 7.208 x 10™""x* + 2.763 x 10°
Byy +2.129 x 107%?%? + 1.336 x 10°xy® + 0.0003059y* + 6.771 x 10%*x° -1.707 x

10"8% — 5.216 x 107"%%%? — 1.488 x 107"%x?%y® — 1.223 x 108xy* + 2.955 x 10°%y°
(Ra? = 0.930).
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Estudio del comportamiento del ATP en musculo esquelético.

La espectroscopia de resonancia magnética (ERM) de fésforo es una metodologia
que se utiliza para examinaciones metabdlicas del musculo esquelético. Con el fin de
investigar el comportamiento post mortem de los metabolitos de fésforo en el
musculo aductor mayor y evaluar la ERM como una herramienta para la

O realizaron un estudio en ocho

determinacion del IPM, Schmidt y colaboradoes °
cadaveres, que murieron por causas naturales. Almacenaron los cuerpos a
temperatura ambiente hasta las examinaciones, las cuales realizaron en intervalos
de 1 h en un periodo de 4.5 a 24 h post mortem. Por otra parte, para hacer una
comparacion entre los resultados ex vivo e in vivo, estudiaron un grupo control de
tres individuos. A partir de los resultados que obtuvieron calcularon la proporcién
entre aATP y el fosfato inorganico (Pi). Asi establecieron la relacién entre dicha

proporcion y el IPM.

En la Figura 3, se aprecian las diferencias caracteristicas entre los espectros in vivo
y ex vivo. Respecto a los metabolitos de fésforo de interés, en el espectro ex vivo,
observaron el dominio de la sefial de Pi y para aATP, hallaron una intensidad de
sefal similar en ambos espectros. Por otra parte, para otros metabolitos, tales como:
fosfocreatina (PCr), en el espectro ex vivo la sefal fue muy leve o incluso no
detectable, dependiendo del IPM; el fosfomonoester (PME), presenté una senal mas
intensa en el en el espectro ex vivo; mientras que las sefales de YATP y BATP,

presentaron intensidades de senal similares en ambos espectros.

51

©



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

a
PCr
—
&
&
K.
@
~
~
:
JATP
g Pi ATP ° JATP
£ Prac
= .
P—
1;) 7 S [ ‘ 5 40 AS -20 25
Desplazamiento quimico (ppm)
b ,
—
B
& Pi
K.
&
~
~
:
=
-]
=
—

" s 0 3 40 AS$ 20 2%
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 3. Comparacién de un espectro de resonancia magnética 31P in vivo (a) y uno ex
vivo [(b) 4.5 h post mortem] del musculo aductor mayor. Traducido de Schmidt y
colaboradores *°.

Asimismo, referente a la proporcion de aATP/Pi observaron que ésta decrece con el
tiempo, en promedio, de 0.445 en un IPM de 4 h a 0.032 en el IPM de 24 h. En la
Gréfica 13 se puede observar dicho comportamiento y los datos se pudieron describir

con una funciéon mono-exponencial:
aATP/Pi = C x g ~042£000t 4 (0 02 + 0.05)
Donde:

C: es la proporcién de aATP/Pi al momento de la muerte.
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t: el tiempo de muerte.

El modelo matematico anterior, presentd un coeficiente alto de determinacion (r2 =
0.92) y el intercepto fue C = 2.19 + 0.12 al tiempo cero, que concordd con la

proporcion de aATP/Pi in vivo del grupo control, C = 2.2 + 0.6.
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Gréfica 13. Patron temporal de la proporcion de los metabolitos postmortem aATP/Pi
(cuadrados vy linea continua) y PCr/Pi (cruces y linea con guiones) de ocho cadaveres. Al
tiempo cero del IPM se encuentran las proporciones que se hallaron en tres sujetos sanos.
Traducido de Schmidt y colaboradores .

Asi, se despejo la ecuacion anterior con el fin de que ésta quedara en términos para
la estimacion del IPM:

aATP
In Pr " 0.02
IPM = 2.19
0.42
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Con dicha ecuacion, se describe el comportamiento de la Gréfica 14, en la cual una
medicion de la proporciéon aATP/Pi de 1.0 se refiere a un lapso entre 1.04 a 2.5 h
post mortem, mientras que una proporcion de 0.1 aumenta en un intervalo de 5.7 a
12.8 h.

0.08 0.1 _ _ 1 3
Proporcion c ATP/Pi

Gréfica 14. Funcion inversa de la Gréafica 13 de las proporciones de los metabolitos
aATP/Pi (cuadrados y linea continua), las cuales permiten la determinacion del tiempo de
muerte con un intervalo de confianza del 95% (linea con guiones y puntos). Traducido de
Schmidt y colaboradores *.

El comportamiento de los metabolitos de fésforo en este estudio, se debieron a que
al inicio de la muerte, la sintesis del ATP se lleva a cabo por la PCr, la cual sirve
como fuente de grupos fosforilo, posteriormente, cuando la PCr disminuye,
aumentan los niveles de Pi y posteriormente, la sintesis continua a partir del
glucégeno. Asimismo, el incremento del Pi se debe a la hidrdlisis del ATP. También,
compararon la proporcion ex vivo de aATP/Pi con la de BATP/Pi, no observaron
diferencias significativas, pero el de BATP sdélo pudieron analizarlo dentro de las

primeras 10 h post mortem.
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VIIl. Acido ribonucleico

Existen multiples tipos de ARN, los cuales han sido estudiados con relacion a su

comportamiento con el IPM.

Corradini y colaboradores ’, realizaron un estudio en microARNs (miARN) con una
supuesta variacion en el ritmo circadiano. Las muestras que analizaron fueron
sangre entera y humor vitreo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de la

cual obtuvieron los valores de Ct (cycle threshold, ciclo umbral).

Eligieron diez miARN, en los cuales incluyeron dos que previamente se habian
estudiado con fines forenses: mir-142-5p y mir-541. Adicionalmente, analizaron tres
ARNs no codificantes (ARNnc) como referencias enddégenas: SNORD61, SNORD95

y RNUG6-2, asi como un control positivo: mir-15a (Tabla 10).

Encontraron que el ARNnc que resulté ser el mejor como referencia endoégena fue
SNORD95, el cual mostrd la mejor estabilidad respecto a su expresion, tanto en
humor vitreo como en muestras sanguineas. Asimismo, observaron que mir-15a
sirvié como control positivo pero sélo en muestras de sangre, ya que en humor vitreo

presentd una expresion baja.

Observaron diferencias en la expresion de dos miARNs de cada muestra en muertes
que ocurrieron durante el dia y muertes que ocurrieron durante la noche, estas
diferencias de expresion fueron estadisticamente significativas en: mir-106b y mir-96,

en humor vitreo y en mir-142-5p y mir-219, en sangre.

Aunque existe poca investigacion respecto a los miARNs relacionada con la
existencia de un “reloj de miARN”, muestran gran potencial para ser biomarcadores
debido a su gran resistencia después de la muerte y bajo diversas condiciones

ambientales y de tratamiento. Asimismo, Corradini y colaboradores ’

, sugieren
afadir otras muestras y mas miARNs blanco, para ampliar el estudio de miARN

como un cronobiomarcador.
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Tabla 10. Promedio de los valores de Ct de 14 miARNs en humor vitreo y sangre de
muertes que ocurrieron durante el dia y muertes que ocurrieron durante la noche. Las celdas
en azul representan los miARNs que presentaron diferencias de expresion estadisticamente
significativas en humor vitreo y las celdas en amarillo representan los miARNs que
presentaron diferencias de expresion estadisticamente significativas en sangre. Traducido
de Corradini y colaboradores ’.

Valores promedio de Ct
Gen Humor vitreo Sangre
Muertes en | Muertes en | Muertes en | Muertes en
el dia la noche el dia la noche
Hsa-miR-15a-5p 29.41 28.52 16.08 16.77
RNU6-2 21.92 23.76 17.43 18.13
SNORD-95 26.33 26.16 17.49 18.66
SNORD-61 26.71 27.79 19.27 19.25
hsa-miR-541-3p 31.00 33.46 27.84 31.01
hsa-miR-142-3p 31.44 34.23 14.53 16.70
hsa-miR-26a-5p 24.55 26.27 13.95 13.96
hsa-miR-182-5p 26.83 27.14 17.08 19.49
hsa-miR-219a-5p 33.03 32.15 23.32 26.33
hsa-miR-194-5p 29.47 29.28 16.08 16.15
hsa-miR-142-5p 33.68 34.53 17.92 21.74
hsa-miR-132-3p 30.36 30.16 22.36 24 .58
hsa-miR-106b-5p 25.18 33.88 13.84 12.71
hsa-miR-96-5p 28.34 26.18 20.30 22.74

Por otra parte Li °" y Young ® y colaboradores, respectivamente, estudiaron la utilidad

de la degradacion del ARN para determinar el IPM.

Li y colaboradores *', cuantificaron el acido ribonucleico ribosomal 18S (ARNr-18S) y
tres miARNs (miR-1, miR-143, miR-208) en ratas, por PCR. Observaron que los
niveles ARNr-18S presentaron un incremento gradual en la etapa post mortem
temprana, con su maximo a las 96 h, esto posiblemente a que dentro de las 96 h
después de la muerte, la velocidad de degradacion del ARNr-18S es menor que su
velocidad de liberacion de los complejos proteicos, asi, después de 96 h, la mayoria
de ARNr-18S se libera y la velocidad de degradacién excede a la velocidad de
liberacién, lo que causa que los niveles de ARNr-18S decrezcan gradualmente
(Gréfica 15).
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Gréfica 15. Relacion entre el IPM y los valores de Ct para ARN-18S de tejido cardiaco de
ratas. Se presenta también la ecuaciéon de la parabola con su respectivo coeficiente de
correlacién que se calcularon por analisis de regresion. Traducido de Li y colaboradores °'.

Realizaron la cuantificacion de los miARNs (miR-1, miR-30b y miR-208) con el fin de
tener un control endégeno de referencia. Asi, encontraron que miR-1 presento el
comportamiento mas estable respecto al IPM, ya que de los tres miARNSs, fue el que
presentd un valor menor de desviacion estandar. De este modo, evaluaron la
relacion entre el IPM y el delta de los valores de Ct para ARN-18S/miR-1 y

encontraron un comportamiento similar al que presentdé en ARNr-18S con el IPM
(Gréfica 16).

Grafica 16. Relacién entre el periodo post mortem de 0 a 168 h y el delta de los valores de
Ct para ARNr-18S/miR-1. Se presenta también la ecuacién de la parabola con su respectivo

coeficiente de correlacion que se calcularon por anadlisis de regresion. Traducido de Li y
colaboradores °'.
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Aunque la regresion lineal del ARNr-18S presentd una mayor correlacion que la
regresion de ARNr-18S/miR-1 Li y colaboradores 1 proponen usar ésta Ultima para
la determinacion del IPM debido a que el uso de un solo marcador esta influenciado
por varios factores que se compensa al tener el miR-1, como control endégeno de
referencia, normalizando asi las variaciones. Hasta el momento de la publicacién de
esta investigacion (2014) esta metodologia la aplicaron para determinar el IPM de
ocho humanos, con resultados que indicaron que es util para dicha estimacion. Sin

embargo, estas determinaciones deben mejorarse.

Young y colaboradores °, estudiaron la degradacién del &cido ribonucleico

mensajero (ARNm) en pulpa dental de cerdos, especificamente de dos segmentos
con diferente numero de pares de bases (pb), uno de 301pb (fragmento grande) y
otro de 71pb (fragmento pequeno) de B—actina por PCR, en este caso los valores de
Ct que obtuvieron de la PCR los convirtieron a valores de 24Ct esta conversion fue
necesaria debido a que los valores de Ct se midieron en escala logaritmica, la
diferencial ACt consistio en la resta de los valores de Ct del segmento de 301pb
menos el Ct del segmento de 71pb. Ademas, este estudio lo combinaron con un
ensayo colorimétrico, con el fin de evaluar la edad de las muestras y poderlas
clasificar con base en los resultados de la cuantificacion del color que éstas

adquieren a través del tiempo.

22! hay mas similitud de las concentraciones de los

A valores mayores de
segmentos amplificados, es decir, los segmentos presentan niveles similares de
degradacion. Sin embargo, encontraron que los valores de 2hct disminuyeron con el
incremento del IPM, lo cual indica que hay una degradacion diferencial, donde la
porcidn de 301pb se encuentra en menor cantidad que el segmento de 71pb, por lo

tanto esta ultima porcion de ARNm es mas estable.

En la Grafica 17 se observa que el segmento de 301pb se degraddé mas rapido que el
segmento de 71pb. Esta tendencia se presentd del dia cero al dia 84 después de la
muerte, tiempo para el cual el fragmento grande no se pudo detectar. Asi, con base
en la Gréfica 17, las estimaciones mas precisas del IPM se realizaron en las areas

donde los valores de 22, decrecieron. Por lo que la precision de estimaciéon del IPM
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se afectd en los dias 14, 28, 42 y 56, efecto que se puede observar como un area

aplanada en la grafica.

Grafica 17. Degradacion diferencial del ARN en pulpa dental con la conversion de los datos
de Ct a 2", en funcion del intervalo post mortem. Representacion de las diferencias en la
degradacion de los segmentos de 301pb y 71pb en una region de ARNm de B-actina
porcina extraida de pulpa de diente por mas de 84 dias. Las barras de error representan el
error estandar, donde el niumero de muestras por duplicado fue 192. Cada punto se
representa con una de las tres figuras diferentes que indican si a ese determinado IPM se le
asigno en el analisis colorimétrico el grupo #1 (¢), el grupo #2 (A) o el grupo #3 (e).
Traducido de Young y colaboradores *.

Respecto al analisis colorimétrico, tomaron fotografias de la pulpa dental con la
misma camara y controlando las condiciones de iluminacion, obtuvieron una
medicion cuantitativa de tres colores: rojo, verde y azul con el programa
“Photoshop”. De este modo, clasificaron las tendencias de los valores numéricos en
tres grupos, que a su vez se relacionaron con la edad de las muestras (Tabla 11). En
el grupo #1, las muestras presentaron un valor intermedio de rojo y valores bajos de
azul y verde, el grupo #2 se conformd por muestras con valores altos de los tres
colores y el grupo #3 se comprendié por muestras con valores bajos de color rojo y

valores intermedios de azul y verde.

El analisis estadistico mostré que el 71% de las muestras de los dias 0 a 21 se

encontraron en el grupo #1, las cuales presentaron principalmente una coloracion
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roja. El grupo #2, conformado por el 78% de las muestras de los dias 28 a 42
presentaron descomposicion visual, la pulpa perdié su coloracion rosa y paso a ser
blanca. Finalmente, el 64% de las muestras de los dias 56 a 84 formaron el grupo
#3, el cual correspondio a las ultimas etapas de descomposicion, cuando la pulpa se
torn6 a colores amarillo y café. En la Gréafica 17 cada punto se representa con una
figura geométrica, la cual indica el grupo que se le asigno con base en el analisis

colorimétrico.

Tabla 11. Promedio y desviacién estandar de los valores asignados para cada grupo, donde
el nimero de muestras que se utilizé fue 114 dientes. Los tres grupos se obtuvieron con la
division de los datos por el método de agrupamiento “k-means”. Se analizaron tres pixeles
de cada fotografia con “Adobe Photoshop” para obtener un valor numérico de cada color.
Los valores para cada color se promediaron por cada diente. Traducido de Young y
colaboradores °.

Grupo Rojo (DE) Verde (DE) Azul (DE)
1 243.696 (9.044) 151.933 (16.198) 120.993 (25.321)
2 268.148 (17.506) 245.049 (19.391) 221.099 (33.925)
3 236.841 (16.919) 202.159(16.113) 156.841 (30.093)

La cuantificacion de ARN y el analisis colorimétrico se pueden emplear en conjunto
para estimar de forma precisa el IPM. Una de las principales ventajas de este
estudio es que las metodologias se pueden aplicar en intervalos post mortem largos
y en muestras que se recolectan al aire libre, ya que la pulpa dental se encuentra

protegida, por lo que se mantiene viable para el analisis.

e Proteinas

l. Troponinas cardiacas

Las troponinas cardiacas son biomarcadores que permiten conocer la causa de

muerte y también han mostrado tener diferencias dependientes del IPM. Chen vy

2

colaboradores *, midieron los niveles de troponina T cardiaca (TnTc) y troponina |
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cardiaca (Tnlc) con inmunoensayos en sangre de las cavidades derecha e izquierda
del corazén, de la vena iliaca externa, asi como en fluido pericardico y fluido

cerebroespinal en cadaveres con multiples causas de muerte.

Encontraron variaciones en los niveles de TnTc y Tnlc en los diferentes fluidos con
distintas causas de muerte. Sin embargo, en las Tablas 12 y 13 sélo se muestran los
resultados mas destacados del estudio, debido a que algunas causas de muerte

mostraron niveles de TnTc y Tnlc independientes al IPM.

Tabla 12. Principales hallazgos de la relacion de los niveles de TnTc y las causas de muerte
a diferentes intervalos post mortem. Tomado de Chen y colaboradores 2.

Muestra IPM (h) Causas de muerte
Niveles altos
8 <12 e Enfermedad cardiaca congestiva cronica.
0 e Hemopericardio.
5 e Abuso fatal de metanfetaminas.
g e Intoxicacidn sedativa-hipndtica.
2 12 a 48 e Hemorragia espontanea cerebral/subaracnoidea.
o e Electrocucion.
e Embolismo pulmonar.
» g Niveles bajos
S 8 ES S| 12448 e Hemorragia aguda debida a lesiones por instrumentos
vy 5 filosos.
a &

Niveles altos

e Hipertermia (choque térmico).
<48 e Ahogamiento en el bafio.
e Enfermedad cardiaca congestiva cronica.

Niveles bajos
e Ahogamiento en agua dulce o agua de mar.
e Hipotermia (por exposicion al frio).
e Hemorragia aguda debida a lesiones por instrumentos
filosos.

<48

Fluido cerebroespinal
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Tabla 13. Principales hallazgos de la relacion de los niveles de Tnlc y las causas de muerte
a diferentes intervalos post mortem. Tomado de Chen y colaboradores 2.

Muestra IPM (h) Causas de muerte
Niveles altos
o g ° %Cﬁ 12 a 48 e Electrocucion.
SRCRER: Niveles bajos
s 'é = § <43 e Ahogamiento en agua dulce o agua de mar.
e Hipotermia (por exposicion al frio).
Niveles altos
= e Hipertermia (choque térmico).
g e Intoxicacion
§ <48 e Hemorragia subaguda debida a lesiones por
5 instrumentos filosos.
% e Hemorragia subaguda debida a lesiones por
g instrumentos desafilados.
.'g Niveles bajos
= <43 e Ahogamiento en agua dulce o agua de mar.
e Hipotermia (por exposicion al frio).

Asimismo, plantearon una serie de ecuaciones que correlaciona el IPM con los
biomarcadores cardiacos que estudiaron. A pesar de que establecieron cuatro
ecuaciones para cada fluido tomando como criterio los niveles del biomarcador, si
éstos eran altos, intermedios, bajos y una inclusion de todos los casos y con base en
esto aplicar el modelo adecuado, ninguna ecuacion presentd un coeficiente de
correlacion mayor a 0.4. Por lo tanto, estos biomarcadores no resultaron ser utiles
para la estimacion de IPM, aunque si resultan serlo para la determinacion de la

causa de muerte.
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Il. Proteinas de musculo esquelético

Pittner *° y Foditsch © y colaboradores, respectivamente, estudiaron la degradacion
de diferentes proteinas en musculo esquelético de cerdo por medio de electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y western blot. En el
primer caso también evaluaron el efecto de la temperatura en la degradacién de las
proteinas a 4+1 °C (IPM maximo de 21 dias) y a 22+2 °C (IPM maximo de 5 dias) y
en el segundo estudio las muestras las mantuvieron a 21+1 °C (IPM maximo 10

dias).

Por una parte, Pittner y colaboradores 3, estudiaron dos series de proteinas: titina y
nebulina, formaron la serie 1; y a-actinina, tropomiosina, desmina, TnTc y la ATPasa
SERCA 1 conformaron la serie 2. También examinaron la actividad dependiente de

calcio de las calpainas 1y 2.

En la Figura 4 se muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE de la serie 1, donde
encontraron siete bandas diferentes durante toda la investigacion, las cuales
presentaron patrones similares de localizacion, asi como de apariciones vy
desapariciones respecto al tiempo (Tabla 14). T1, corresponde a la forma nativa de
titina, T2, es su primer producto de degradacidon, el segundo producto de
degradacion es de 1200 kDa, sin embargo no se menciona su nombre, el tercer
producto de degradacién le denominaron pd1 de titina y al cuarto producto de
degradacion, pd2 de titina. Mientras que N1 corresponde a nebulina 1 y N2 se refiere

a nebulina 2.
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a
1PM (h) 108 120 144 168 192 216 240

T >
T2 >
1200 kDa » < pd1de titina
N1 >
N2 > e 2 S < pd2 de titina
b
24 0 24 0 24
T1 >
T2 >
e ..
N2 »
by 2

IPM (h) 0
SDS-PAGE ~ WB de titina WB de nebulina

Figura 4. Degradacion de la serie 1 de proteinas: titina y nebulina durante 240 h. a. gel de la
electroforesis SDS-PAGE de una muestra de musculo porcino, la cual revela la presencia de
titina y nebulina en sus formas nativas o degradas en diferentes intervalos post mortem. b.
analisis de western blot con el uso de anticuerpos anti-titina y anti-nebulina, que
demostraron la identidad de las bandas del gel de electroforesis SDS-PAGE. T1: Titina
nativa, T2: principal producto de degradacién, N1: nebulina 1, N2: nebulina 2, pd: producto
de degradacion. Traducido de Pittner y colaboradores *

Tabla 14. Observaciones del comportamiento que presentaron las proteinas de la serie 1.
Tiempos promedio de aparicion y desaparicion. T1: Titina nativa, T2: principal producto de
degradacion de titina, pd: producto de degradacion, N1: nebulina 1, N2: nebulina 2. Tomado
de Pittner y colaboradores **

¥4

i
e
.

Proteina o fragmento Aparicion (h) Desaparicion (h)
T1 0 14.0+2.0
T2 16.0+2.0 Presente hasta el fin del estudio.
Derivado de titina de 1200 kDa 0 13.2+22
pdl de titina 69.6 + 7.0 Presente hasta el fin del estudio.
pd2 de titina 202.0+18.4 Presente hasta el fin del estudio.
N1 0 52.8+6.1
N2 0 84.0 £10.7
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En la Figura 5 se presenta el analisis de western blot de la serie 2. Los productos de
degradacion se denominaron con las letras pd seguidas de un numero, por ejemplo,

el primer producto de degradacion de desmina se nombrd, pd1 de desmina.

a a-actinina b tropomiosina
IPM (h) 0 120 240 marcador de PM IPM (h) 0 120 240 marcador de PM
<4 40 kDa
< 110kDa L :
——— tropomioina b
-4 35kDa
<4 70kDa
Cc desmina
IPM (h) 108 120 144 168 192 216 240 marcadorde PM

. <4 55kDa
desmina p- - e
pd1 de desmina p ' “ ml -— ‘N
-
——
pd2 de desmina wm< 35kDa

d Tropinina T cardiaca
IPM (h) 0 6 12 18 24 36 48 60 72 84 9 108 120 144 168 192 216 240 marcador de PM
<4 55kDa
TnTc - —— — —
pdl1 TnTe : - ---- ---‘ —
- - < 35kDa
pd2 TnTc P
e SERCA1
IPM (h) 0 6 12 18 24 36 60 72 84 96 108 120 144 168 192 216 240 marcadorde PM
serca 1 e—-gl-!-a.".-.- <« oos
pd1 SERCA 1 p — = < 55kDa
pd2 SERCA L ), B

Figura 5. Analisis de western blot de musculo porcino. Comportamiento de degradaciéon de
a—actinina, tropomiosina, desmina, TnTc y SERCA 1 a varios intervalos post mortem (de 0 a
240 h). a. a—actinina y b. tropomiosina, en ambas proteinas no se encontraron productos de
degradacion. Por el contrario, c. desmina, d. TnTc y e. SERCA1 se degradaron en todas las
muestras de musculo. PM: Peso molecular. Traducido de Pittner y colaboradores *®
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En la Tabla 15 se muestran los tiempos promedio a los cuales aparecieron y

desaparecieron las proteinas de la serie 2.

Tabla 15. Observaciones del comportamiento que presentaron las proteinas de la serie 2.
Tiempos promedio de aparicion y desaparicion. TnTc: troponina T cardiaca, pd: producto de
degradacion. Tomado de Pittner y colaboradores 2.

Proteina o fragmento | Aparicion (h) Desaparicion (h)
a-actinina 0 Presente hasta el fin del estudio.
Tropomiosina 0 Presente hasta el fin del estudio.
Desmina 0 224.0+13.3
Variable en algunos casos estuvo presente hasta
pdl de desmina 45.0+10.0 el fin del estudio y en otros se desvanecio al
mismo tiempo que desmina.
pd2 de desmina 35.0+ 6.6 Presente hasta el fin del estudio.
TnTc 0 232.0+4.6
pdl de TnTc 108.0 + 8.5 Presente hasta el fin del estudio.
pd2 de TnTc 132.0+ 6.9 Presente hasta el fin del estudio.
SERCA 1 0 230.4 +6.1
pdl de SERCA 1 199.2+31.3 Presente hasta el fin del estudio.
pd2 de SERCA 1 230.4+ 8.6 Presente hasta el fin del estudio.

Respecto al analisis de las calpainas 1y 2, estudiaron su degradacion y su actividad
en presencia de cloruro de calcio (CaCl,), a dos concentraciones diferentes de éste:
4 mM vy 40 yM y en ausencia de CaCl,. En la Figura 6 se observan el zimograma de
estos estudios. Asimismo en la Tabla 16 se presentan los tiempos promedio de la
aparicion y desaparicion de las bandas de las calpainas y sus respectivos productos

de degradacion.

o

Eais
A

66

©



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

IPM (h) 0 6 12 18 24 36 48 60 72 84 96 108 120 144 168 192 216 240

Calpainal » <« Calpaina 1 autolisada

Calpaina 2
alpaina 2 . < Calpaina 2 autolisada

|

IPM (h) 0 6 12 18 24 36 72 120 240

4mM CacCl,

40pM CaCl,

sin CaCl,

Figura 6. a. El zimograma muestra la actividad de las calpainas a distintos intervalos post
mortem. La calpaina 1 se desintegra en dos bandas entre las 18 y 36 h. En cambio, ocurre
lo mismo para la calpaina 2 pero a las 72 h. Calpaina 1 desaparece a las 84 h, mientras que
calpaina 2 desaparece a las 168 h. b. La actividad de las calpainas es dependiente de las
concentraciones de calcio. Calpaina 1 es activa a 40 uM de CaCl, y calpaina 2 sélo es
activa en concentraciones de 4 mM de CaCl,. Asimismo, sin CaCl, no se detectd actividad.
Traducido de Pittner y colaboradores °°.

Tabla 16. Observaciones del comportamiento que presentaron las calpainas 1 y 2. Tiempos
promedio de aparicion y desaparicién. Tomado de Pittner y colaboradores *°.

Proteina o fragmento Aparicion (h) Desaparicion (h)
Calpaina 1 0 86.4+2.4

Calpaina 1 autolisada 192+1.2 Presente hasta el fin del estudio.
Calpaina 2 0 144.0 + 18.2

Calpaina 2 autolisada 88.8+13.3 Presente hasta el fin del estudio.

Con estos resultados, Pittner y colaboradores °3, demostraron que si se usan en

combinacion los patrones de aparicion y desaparicion de ambas series de proteinas
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con sus productos de degradacién, se puede encontrar una buena herramienta que

permite delimitar el IPM.

Las calpainas, son una familia de enzimas proteoliticas dependientes de la
concentracion de Ca*, han sido involucradas en la degradacion de proteinas, tales
como: titina, nebulina, desmina. La calpainas 1 y 2, mostraron ser activas en su
forma nativa dentro de las primeras horas post mortem, y también lo fueron en su

forma autolisada.

Por otra parte, Foditsch y colaboradores °

, analizaron la descomposicion de tres
grupos de proteinas, clasificadas con base en al comportamiento en western blot, el
primero incluyo: a-actinina, calsecuestrina-1, laminina, tropomiosina; el segundo se
conformé por: troponina T (TnT) y SERCA 2; y el tercero se formé por: desmina,
SERCA 1, titina y nebulina (las ultimas dos proteinas se determinaron por
electroforesis debido a su alto peso molecular). Asimismo, estudiaron la presencia
de la proteasa dependiente de calcio p-calpaina para determinar la actividad

proteolitica.

En la Tabla 17 se describen los comportamientos que presentaron las proteinas del
grupo 1, en la Tabla 18 lo referente al grupo 2 y en la Tabla 19 al grupo 3. Los
hallazgos relacionados con la actividad proteolitica de p-calpaina se muestran en la
Tabla 20.
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Tabla 17. Descripcion del comportamiento de las proteinas en el analisis de western blot del
grupo 1, durante 5 dias (120 h) a 22 °C y 21 dias (504 h) a 4 °C. Este grupo no mostro
senales que indique protedlisis. En las imagenes, de forma horizontal aparece la linea del
tiempo para cada proteina, mientras que de forma vertical se indica el peso molecular de los
gnarcadores para cada proteina en kilodaltones (kDa). Tomado de Foditsch y colaboraodres

Proteina Temperatura (°C)
22 +2 | 4+1
a-actinina fue resistente a la protedlisis durante el periodo de estudio en ambas
temperaturas.
<
=
é 0 24 48 60 72 8B4 9% 108 120 h 0 _240 360 S04 b
g | - =
i T i — i o — —— a— i m @O
ﬁ‘* o
— Mostrd ligeras variaciones en cantidades detectables, pero fue resistente a la
é proteolisis durante el periodo de estudio en ambas temperaturas.
E q 2
7 . 0 24 48 60 72 84 96 108 120 h 0 240 360 504 h
= B :
] ) -
2 E L T YT é ‘e Gaikpads %
< =
@)
Mostrd ligeras variaciones en cantidades detectables, pero fue resistente a la
s proteolisis durante el periodo de estudio en ambas temperaturas.
k= 0 24 48 60 72 84 96 108120 h 0 240 360 504 h
g g S ]
3 — v o R = ¢
3. “a
No mostraron cambios notables en sus patrones durante el curso de los intervalos
o post mortem, durante el periodo de estudio en ambas temperaturas.
B 2 2
z 0 4 48 60 72 84 96 108 120 h 0 240 360 504 h
N L T ——
s L]
§ Qu g &
[_‘
] 69
v, ]

SV

b



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

Tabla 18. Descripcion del comportamiento de las proteinas en el analisis de western blot del
grupo 2, durante 5 dias (120 h) a 22 °C y 21 dias (504 h) a 4 °C. Ambas proteinas mostraron
un decremento, a los 4 dias post mortem a 22 °C, mientras que a 4 °C ambas proteinas no
mostraron fragmentos proteoliticos hasta los 21 dias post mortem. En las imagenes, de
forma horizontal aparece la linea del tiempo para cada proteina, mientras que de forma
vertical se indica el peso molecular de los marcadores para cada proteina en kDa. Tomado
de Foditsch y colaboraodres °.

. Temperatura (°C)
Protein
oteina 22+2 4x1
Fue inicialmente resistente a la degradacion, al dia i: 1;1 tameii%radjgrllonuna pr(é%gisi(;
4 su cantidad decrecié fuertemente y al dia cinco menor de ’su cantidad erlljtre los
solo observaron una banda ligera. ,
dias 15y 21.
E 0 24 48 60 72 84 96 108 120 h 0 240 360 504 h
S &
3 " o s w— s — é 4 -- -—
La degradaciéon ocurridé con
Vari6 ligeramente la cantidad entre los dias 1 y 4, | mayor continuidad comparada
después hubo una disminucion notable de la sefial | con la degradacion a 22 °C. La
al dia 5. La flecha roja sefiala la banda en la que se | flecha roja sefiala la banda en la
: presentd un cambio notable. que se presentd un cambio
E notable.
< 0 24 48 60 72 84 96 108 120 h 0 240 360 504 h
- e
. SEEEBRR-- . gyes
=2 -
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Tabla 19. Descripcion del comportamiento de las proteinas del grupo 3 durante 5 dias (120
h) a 22 °C y 21 dias (504 h) a 4 °C. Analisis de western blot para desmina y SERCA 1, asi
como el analisis de electroforesis en gel SDS-PAGE para titina y nebulina. Las cuatro
proteinas mostraron varios fragmentos de degradacion (flechas rojas y negras). En las
imagenes, de forma horizontal aparece la linea del tiempo para cada proteina, mientras que
de forma vertical se indica el peso molecular de los marcadores para cada proteina en kDa.
Tomado de Foditsch y colaboradores °.

Temperatura (°C

Proteina 52+ 7 141
Entre los dias 1 y 5 post mortem, aparecié un | Entre los dias 10 y 21
primer fragmento de 39 kDa aproximadamente, | aparecieron tres fragmentos

seguido de dos fragmentos de 36 y 35 kDa a los 5
dias.

grandes de aproximadamente 45,
39y 36 kDa.

S 0 24 48 60 72 84 96 108 120 h
k= 0 240 360 504 h
8 | enpme——yye-- - -
S ) : S 40
Q R -
i ——— L !g ™ .
- e — =
Entre los dias 3 y 4, se observo protedlisis dando
el primer fragmento con un peso molecular de 70 El fragmento de 70 kDa se
kDa, seguido de tres fragmentos pequeiios de 54, detect6 con una banda ligera
39 y 35 kDa aproximadamente, entre los dias 4 y entre los dias 15y 21.
5.
0 24 48 60 72 84 96 108 120 h
< 10 w 0 240 360 504 &
i -3 ’ - 3
s 40 ‘ 2 *
. - — R
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Tabla 19. (Continuacion).

Proteina

Temperatura (°C)

22+ 2

4+1

dial,yel segundo cambio a las 84 h.

Mostr6é su primer cambio en su peso molecular al

Mostrd solo el primer cambio
que se observo a 22 °C, entre los
dias 0 y 10.

Titina

84h  96h  108h

Titina

120h

Vebulma" i l . l i

Oh  240h  360h  504h

Tu‘ma

Nebulma m a '

Nebulina

dia 1, y el segundo cambio a las 84 h.

Mostrd su primer cambio en su peso molecular al

Mostré so6lo el primer cambio
que se observo a 22 °C, entre los
dias 0 y 10.

Tabla 20. Descripcion del comportamiento de p-calpaina en el analisis de western blot,
durante 5 dias (120 h) a 22 °C y 21 dias (504 h) a 4 °C. En las imagenes, de forma
horizontal aparece la linea del tiempo, mientras que de forma vertical se indica el peso
molecular de los marcadores en kDa. Tomado de Foditsch y colaboradores °.

Temperatura (°C)

aproximadamente 70 kDa (flecha roja).

22+2 4+1
](?:rar;gtg loi]gadlasacs)ll?ser:jrr;);l la ;ubug;dﬁeﬁ?htlg: Observaron la subunidad de 80
’ " g kDa durante los 21 dias post.

0 24 48 60 72 84 96 108 120 h

e R

=
=3

kDa

&£

<
=

S
2

-

0 240 360 504 h

De esta manera, las proteinas que fueron resistentes a la protedlisis fueron las del

grupo 1, mientras que las proteinas de los grupos 2 y 3 si fueron susceptibles a la

degradacion. Sin embargo, en ambas temperaturas de estudio no observaron la

degradacion completa de ninguna proteina.
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Con base en los resultados que se obtuvieron determinaron qué proteinas pueden
ser utiles, dependiendo la temperatura ambiente o el IPM. La calsecuestrina-1,
Laminina y a-actinina pueden servir para estimar IPM tardios a temperaturas
ambiente frias y calientes, debido a su larga estabilidad tanto a 22 °C, como a 4 °C.
La desmina resultdé ser una proteina que se puede utilizar en ambas temperaturas,
debido a la observacion de sus productos de degradacion, ya que uno de éstos
aparece desde el primer dia. La tropomiosina puede servir como un marcador en
intervalos tardios, mientas que nebulina y titina funciona como un marcador de la
fase post mortem temprana y tardia. TnT es buen biomarcador en la fase post
mortem tardia, en ambos ambientes. SERCA 1 y 2 sirven como biomarcadores en
los inicios de la fase tardia, principalmente, SERCA 1, ya que muestra distintos

fragmentos.

Respecto a la p-calpaina, ésta ha sido propuesta como la principal proteasa en el
musculo esquelético. Debido a la gran intensidad de la seial que indica la posible
autolisis de su subunidad de 80 kDa a una porcién de 70 kDa y su rapida aparicion
durante el analisis de western blot, no se pudo asumir si hubo autolisis inicial sobre
las proteinas de estudio debida a esta proteasa, resultado que es contrario a los

hallazgos de Pittner y colaboradores °°.
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DISCUSION

La determinacion del IPM es de gran relevancia en las ciencias forenses debido a la
existencia de muertes que no se testificaron, ya sean suicidios, asesinatos o
simplemente muertes que ocurrieron de manera natural, al aire libre o en un sitio

delimitado.

Como se menciond anteriormente, existen diferentes métodos para la determinacion
del IPM: fisicos, biolégicos y bioquimicos. Sin embargo, cada metodologia presenta
ventajas y desventajas, por ejemplo, los métodos fisicos tienen la ventaja de poder
estimar el IPM sin necesidad de equipos o metodologias costosas, pero muestran la
desventaja de tener un intervalo de aplicacion mas estrecho y quiza por esta razén
presentan menor precision respecto a los métodos bioldgicos y bioquimicos. Por otra
parte, los métodos bioldgicos, para su correcta interpretacion requieren de un

amplio conocimiento del medio ambiente, flora y fauna que habitan el lugar.

Por estas razones, tienen importancia los métodos bioquimicos que comprenden
metodologias quimicas, bioquimicas y analiticas, para cuantificar la variacion de los
biomarcadores a través del tiempo y asi obtener resultados mas precisos y
confiables. También, para los biomarcadores se cuenta con valores de referencia en
humanos, con los cuales se puede hacer una comparacion entre éstos y los hallados
en el cadaver. La bioquimica post mortem ademas de ofrecer ventajas sobre otros
métodos, se pueden utilizar con un enfoque diferente a la estimacion del IPM, que es

determinar la causa de muerte.

Los biomarcadores son una opcion util para la determinacién del intervalo post
mortem, pero es necesario destacar que también se ven afectados por distintas
variables por lo que deben considerarse los factores que influyen en las
determinaciones, para poder hacer uso de la bioquimica post mortem, una

interpretacion correcta y aproximar el IPM.

De los biomarcadores estudiados y reportados en la literatura, los podemos dividir en

dos grandes categorias, aquéllos que presentan correlaciéon con el IPM y aquéllos
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que no. Asi, los que resultan ser utiles, segun la informacién recopilada, son:
potasio, la proporcion Na/K, hipoxantina, ATP, ARN y las proteinas musculares: TnT,
SERCA 2, desmina, SERCA 1, titina y nebulina. En cambio los biomarcadores que
no presentaron tener utilidad para la estimacién del IPM son: sodio (sélo es util en
combinacion con potasio), cloro, calcio, glucosa, Tnlc, tropomiosina y a-actinina. Sin
embargo, en el caso de los biomarcadores que no presentaron correlacién con el
IPM, debido a su estabilidad a través del tiempo, sirven para normalizar como un
control interno, mejorando de esta forma las correlaciones, como en el caso de las
proteinas musculares: laminina, calsecuestrina-1, a-actinina y tropomiosina, que no

mostraron degradacion con el tiempo.

De esta forma se establecid una relacion cronolégica de los biomarcadores que
resultan utiles para la determinacion del IPM y el intervalo en el que se pueden
utilizar, segun los hallazgos de esta revision. La Figura 7 se tomod del estudio de
proteinas de musculo esquelético de Pittner y colaboradores *°, pero es importante
mencionar que a esta relacidn cronoldgica se le afiadieron los biomarcadores:

potasio, la proporcion Na/K, hipoxantina, ATP y ARN.

En la Figura 7 se muestra esta relacion cronoldgica, en la cual se podria ampliar el
intervalo de estudio de algunos biomarcadores, tales como los miARNs y las
proteinas de musculo esquelético y con esto saber el tiempo al cual siguen siendo
confiables para la determinacidon o en el caso de las proteinas: a-actinina,

calsecuestrina-1, laminina y tropomiosina para saber a qué IPM se degradan.

75

©



DISCUSION

miR-96 ——
miR-106b  T—
mMiR-142
miR-219
Na/K
ATP
Titina 1200 kDa
Titina 1
Titina 2
Calpaina autolizada 1 L
Pd2 desmina n

Pdl desmina == t 5 I ; §
Nebulina 1
Pdl Titina

Nebulina 2
Calpainal

Calpaina autolizada 2

Biomarcador

Pd2 TnTc
Calpaina 2
Pgl SERCAL
P42 Titina
Desmina 4 yore x 213
Pd2 SERCAL

[e———= =
————
—————
_E-—-—-r-————y
Pd1TnTe Iy ———————
_———-—
ey
——

B e ——————————————— L ——
R —— ——— ]

Hipoxantina |
AR ey
K

ARN T |y | S S| v o S S |

24 a8 72 9% 120 144 168 192 216 240 mE-360 EE-2100

(=3

Figura 7. Biomarcadores utiles para la determinacion del IPM. Tomado y completado de

Pittner y colaboradores .

La determinacién de potasio es la que mas se utiliza para la determinacion del IPM
debido a su alta correlacién. Sin embargo, existen autores que como Chandrakanth

y colaboradores 2, no encontraron correlacion entre sus resultados y el IPM.

La temperatura, es un factor crucial en las determinaciones, dicha influencia, puede
provenir de varias fuentes, por ejemplo: la temperatura de almacenamiento del

cadaver o en algunos casos de la muestra, la estacion del afio, asi como la region
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geografica donde se realiz6é la determinacion, si es de clima calido o frio. De esta
forma, los biomarcadores utiles en la determinacién del IPM para los cuales se
demostrd la influencia de este factor fueron: potasio, ATP y proteinas del musculo

esquelético.

La edad fue otro factor que consideraron algunos los autores. Sin embargo, la
mayoria, entre ellos Singh *° y Chandrakanth ? y colaboradores, respectivamente
mencionan que ésta no influye, ya que no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos de edades. Por otra parte, sélo Zilg y colaboradores 3

observaron que la edad influy6é en sus determinaciones.

Asimismo, en algunos experimentos que se realizaron con animales, se menciona el
rango de edad en los que se encontraban al morir, seguramente con el fin de
disminuir la influencia de este factor. Por otra parte, respecto al analisis de
troponinas cardiacas y de ARN, no se menciona la edad de los sujetos de los cuales
obtuvieron las muestras, por lo que seria importante estudiar estos biomarcadores

con el fin de determinar si se afectan con la edad.

En todos los estudios, entre ellos los de Chandrakanth 2 y Salam 47 y colaboradores,
respectivamente, el sexo, no mostr6 ser un factor que influyera en las
determinaciones de los biomarcadores, aunque es importante mencionar que en la
mayoria de los estudios con humanos, la mayor parte de muestras a analizar fueron

de hombres.

El tipo de muestra que se analiza, demostré ser importante cuando se realiza la
interpretacion, ya que el mismo biomarcador presenta un comportamiento o
correlacion distintos en cada fluido. Sin embargo, en este caso también se deben
tomar en cuenta los factores que afectan a las determinaciones para considerar las

variaciones que pueden presentar los resultados de los diferentes estudios.

La recoleccién de la muestra también se debe considerar, ya que ésta debe estar
integra para el analisis. Durante la revision se encontré la recoleccion de diversos
tipos de muestra y las que se consideran mas estables son: el humor vitreo y la

pulpa dental. En el caso de la pulpa dental, ésta resulta estar aun mas protegida de
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los factores ambientales, asi como de la degradacion. Sin embargo, la determinacion
que se realizé en esta muestra fue de ARN, por lo que se podrian buscar otros
biomarcadores que se puedan analizar con metodologias mas sencillas, para asi
tener una muestra viable en un IPM mayor a un menor costo y que dé resultados

confiables.

Por otra parte, también se observo que al tomar la muestra del mismo cadaver se
describe de mejor manera el comportamiento de los biomarcadores, ya que se

disminuye la variacion debida a los individuos.

El volumen o cantidad de muestra, vari6 en cada investigacion. Pero a pesar de
esto, se encontraron tendencias y comportamientos similares entre un volumen y

otro, por lo que no representa un factor que afecte en la determinacion.

Otro aspecto a considerar, es que los autores describen como recolectaron la
muestra y los criterios de inclusidn y exclusion que debian cumplirse para estudiarla.
Pero, deberia existir una metodologia para saber si el biomarcador o la muestra aun
son utiles al momento de la recoleccion. También, se podria implementar un
protocolo universal para la recoleccion de la muestra, y como es que debe tratarse
antes de someterla a la cuantificacién del biomarcador, asi como indicar si se puede
almacenar y bajo qué condiciones, ya que la variacion entre los hallazgos de una

investigacion y otra podrian surgir en gran medida de estos factores.

El sitio anatomico del cual se extrae la muestra también influye en los hallazgos del

%2 quienes

biomarcador, un claro ejemplo es el estudio de Chen y colaboradores
analizaron muestras de sangre que obtuvieron de diferentes sitios, de modo que no
encontraron, los mismos niveles de TnTc o Tnlc en cuatro muestras diferentes.
Asimismo, se ha sugerido que el sitio del ojo del cual se extraiga el humor vitreo, ya
sea la parte central o la parte mas cercana a la retina, puede afectar en la
determinacion de potasio *2. Con base en todos estos hallazgos, es relevante
considerar que deben generarse protocolos que indiquen exactamente todas las

caracteristicas de la recoleccion para evitar sesgos en las determinaciones.
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La causa de muerte, también presenta influencia sobre el IPM debido a que
determinadas enfermedades pueden afectar los niveles de los biomarcadores. Por
ejemplo, en falla renal, los niveles de potasio se afectan, por lo que realizar la
determinacion de este biomarcador no es util. De este modo, si no se conoce la
causa de muerte y se desea realizar la determinacion de potasio para determinar el
IPM, previamente se deberia realizar una determinacion de creatinina, la cual se ha

reportado ser muy estable a través del tiempo.

En este sentido, uno de los hallazgos mas importantes de esta revision documental

24 quienes encontraron que los niveles de

fue el de Passos y colaboradores
hipoxantina presentan un comportamiento colineal al de potasio, es decir, un
comportamiento similar a través del tiempo. Por lo que en un determinado momento
se podria cuantificar hipoxantina cuando no sea posible cuantificar potasio. Sin
embargo, estos dos biomarcadores no pueden incluirse dentro de una misma
ecuacion, ya que debido a la colinealidad se podria “forzar” a la ecuacion para dar

un determinado resultado.

Dependiendo del biomarcador que se estudie, existe una o varias metodologias para
poder monitorearlo, para el caso en cual existen varias metodologias, se han
realizado estudios donde compara si existen diferencias estadisticamente
significativas, tal como la experimentacion de Passos y colaboradores ?*, quienes no
encontraron diferencias entre los resultados que obtuvieron con los métodos que
tomaron como referencia (fotometria de flama para potasio y CLAR para

hipoxantina) y su metodologia del SIS, implementada por ellos mismos.

Asimismo, también debe considerarse qué tan bueno resulta realizar una
comparacion de resultados que se obtuvieron hace mas de una década con
resultados que se obtuvieron en los ultimos dos anos, ya que posiblemente la
precision de los equipos mas recientes es mayor, por lo que no se puede realizar

una comparacion bajo las mismas condiciones.

Respecto al analisis de los datos, la mayoria de los autores manejan los niveles del

biomarcador como variable independiente y el IPM como variable dependiente. Sin

79

©



DISCUSION

embargo, algunos autores observaron un aumento en la correlacion entre los niveles
del biomarcador y el IPM al considerarlos como variable dependiente e
independiente, respectivamente. Por lo tanto seria importante realizar también el
analisis estadistico considerando los niveles del biomarcador como variable
dependiente y el IPM como variable independiente, para observar cual describe

mejor la variacion del biomarcador.

Para la mayoria de los biomarcadores se establecieron ecuaciones que describieran
su comportamiento a través del tiempo, pero también se plantearon ecuaciones que
incluyeran mas de un biomarcador y mas de una variable, como fue el caso de la
utilizacién de la proporcién de Na/K; potasio y sodio; potasio e hipoxantina; potasio
con hipoxantina y las variables fisicas; y la ecuacion de interpolacion entre ATP, URL
y la temperatura. En la mayoria de estos casos aumentd la precision en la
determinacion al combinar los biomarcadores y las variables. Sin embargo, se debe
considerar que si bien con el aumento de variables incrementa la precision, se tiene
que hacer uso de variables que puedan ser cuantificadas, no sélo darle un valor
numerico con base en observaciones a simple vista, ya que de lo contrario se puede

afectar la confiabilidad de la determinacion.

Por otra parte, el estudio de Young y colaboradores 3, es un ejemplo de que se
puede combinar una determinacion cuantitativa con una cualitativa, haciendo la
transformaciéon correcta de los datos que proporciona ésta ultima. Ya que
transformaron datos de color a un valor numérico a través de un programa
computacional y no sélo asignando un valor dependiente de observaciones, que
resultan ser subjetivas y en vez de mejorar la determinacion, la vuelven menos

exacta.
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CONCLUSIONES

Existen diferentes métodos para la determinacion del IPM, los cuales se clasifican
en: fisicos, biologicos y bioquimicos. De estos métodos, los que permiten la
estimacion del IPM con un rango de variacion menor son los métodos bioquimicos,
de modo que la cuantificacion de potasio la que mas se utiliza. Sin embargo, se
encontraron otros biomarcadores utiles para dicha determinacion: la proporcidn
Na/K, hipoxantina, ATP, ARN y algunas proteinas. Asi, al utilizar en conjunto estos
biomarcadores, con los que no presentan una variacion a través del tiempo, para
que éstos funcionen como controles internos y permitan normalizar los resultados
disminuyendo la variacion, se pueda prever un intervalo mas exacto y preciso del

tiempo real en el que ocurrio la muerte.

Es importante destacar que la cuantificaciéon de todos los biomarcadores se afecta
por los multiples factores internos y externos, tales como: la temperatura, el tipo de
muestra y el sitio anatomico del cual se obtiene, el método analitico, la edad, el
manejo de las variables, entre otros. Por lo que seria de gran utilidad establecer
protocolos que indiquen especificamente, las condiciones bajo las cuales se deben
realizar las determinaciones para evitar errores o variaciones innecesarias y asi

homologar criterios en ciencia forense.

Aunque se cuenta con diferentes biomarcadores para la determinacién del IPM, se
debe seguir con la busqueda de otros, que posiblemente presenten ventajas sobre
los que ya se utilizan o simplemente para aumentar el numero de biomarcadores

utiles para este fin y asi contar con mas opciones.
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