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RESUMEN

Este trabajo esta dedicado principalmente al estudio de los procesos bioquimicos
mas importantes que suceden en el cuerpo humano “post mortem” para
determinar el tiempo aproximado de muerte. También se da a conocer el lugar en
donde se llevara a cabo la toma de muestra més adecuada, en donde los
parametros a estudiar tengan confiabilidad y relevancia, ya que existen varios
lugares en donde se puede obtener. Entre estos procesos bioquimicos se
encuentran: La rigidez cadavérica ¢igos mortem), la autdlisis, los cambios de la
concentracién de glucosa, la degradacion de las proteinas y sus derivadas bases
nitrogenadas, los lipidos y algunos electrolitos. Con los cambios bioquimicos que
sufren estos parametros a través del tiempo, se establecid un dato que se espera
sea confiable para calcular el tiempo de muerte, asi también es importante realizar
con rapidez la determinacion para darle seguimiento a un proceso legal y que de

esta forma pueda tener utilidad en el &mbito forense.



INTRODUCCION

Es esencial comprender la muerte como un proceso que, dependiendo de la
intensidad y cualidad de la agresién que la desencadena, tendrd una duracion
diferente. Decia Dichat que la muerte es un proceso cronoldgico que conduce a
una catastrofe fisioldgica, la causa del fallecimiento es un factor fundamental que
hay que tener en cuenta en el diagnéstico de la muerte®. El proceso de la muerte
esta definido por una sucesion de fases de desintegracion progresiva del
funcionamiento unitario y coordinado de todas las vidas celulares e histicas que
configuran todas las unidades del cuerpo humano y cuyo funcionamiento integrado
es la vida humana. Determinar la muerte supone y a supuesto desde el principio
de la vida social organizada, un acto de gran trascendencia, el hecho de designar
un individuo como cadaver representa su traslado para inhumacién o para ritos
similares. Dependiendo del contexto cultural, esto ha planteado desde el principio
una serie de miedos, fantasias al posible error en el diagndstico de la muerte.
Gran parte del impulso para el estudio de los signos de muerte se basé en la
presion social que exigia respuestas viables y validas a problemas que existian en

la resolucion de los crimenes.

Hoy en dia los plazos exigidos por la mayoria de las legislaciones (24 h minimo en
nuestro pais) y un correcto diagndstico de la muerte hacen practicamente
imposible la existencia de inhumaciones prematuras. La evolucion de la tecnologia
y los avances de la medicina plantean en el momento actual nuevos problemas,
algunos de los cuales inciden de lleno en un medio social que, sin la suficiente
formacion y conocimientos, elabora nuevos miedos y temores, como ocurre en el
diagnostico de muerte cerebral en el terreno de los transplantes de érganos. Uno
de los desafios de la medicina moderna es explicar en un lenguaje sencillo y
accesible las nuevas realidades de la muerte, para evitar el desarrollo de temores
injustificados, nos encontramos con un abanico diferente de posibilidades
semilégicas dependiente del momento en que se quiera establecer el diagndstico.
Cuando llegamos al estado de muerte absoluta, el diagnoéstico puede realizarse



sobre la base de la presencia de los signos de muerte derivados de los fendmenos
cadaveéricos. Llamamos signos de muerte a la comprobacién, instrumental o no, de
determinadas condiciones o estados capaces de demostrar la muerte?. Existen

dos grandes grupos:
1. Signos debidos al establecimiento de los fenbmenos cadavéricos.
2. Signos debidos al cese de las funciones vitales.

Comenzaremos con exponer aquellos signos de muerte, ain mas tardios, que por
Su propia naturaleza implican cambios bioquimicos y estructurales en los tejidos,

lo que les confiere la ventaja de su certeza.

Los fendbmenos cadavéricos son los cambios producidos en el cuerpo sin vida a
partir del momento en que se extinguen los procesos bioquimicos vitales,
sufriendo pasivamente la accién de las influencias ambientales®. La anoxia y la
acidificacion progresiva del medio interno junto a los procesos autoliticos
determinan una serie de modificaciones que, unidas al cese de las reacciones
habituales de los procesos bioquimicos vitales, van a dar lugar a la apariciéon de
una serie de signos de muerte. Sigue una secuencia de aparicidén variable segun
las circunstancias del fallecimiento y las caracteristicas del sujeto. Suele ser
completa alrededor de las 812 h, alcanza su maxima intensidad a las 24 e inicia
su desaparicion a las 36 0 48 h. Mancha verde es un signo de aparicion tardia por
termino medio a las 36 h de fallecimiento. Se produce por la accion del &cido
sulfhidrico producido en la putrefaccién sobre la hemoglobina y sus productos de
degradacion. Al parecer en los lugares de maxima concentracidbn de gérmenes,
habitualmente en la fosa iliaca derecha?. Tiene la ventaja de ser un signo
absolutamente cierto y el conveniente de lo tardio de su aparicion (24-48 h).
Rigidez cadavérica, el momento de iniciarse la rigidez es variables segun diversas
circunstancias. Los distintos sistemas musculares entran en rigidez en un orden
determinado: aparece primero en los musculos de fibra lisa, miocardio y

diafragma, y es algo mas tardio en los musculos estriados esqueléticos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente es necesario la determinacion rapida y confiable del tiempo de
muerte principalmente en los casos en los que se esta dando seguimiento a un
proceso legal, ya que de ello puede depender la decision de los supuestos

culpables o de la orden de aprehension de estos sujetos.

Debido a que se debe tener la certeza del tiempo en el que murié el occiso como
un complemento que dirige a la conjetura de todos los elementos que se tienen
para poder relacionar las circunstancias en el lugar de los hechos, es necesario
tener métodos y pardmetros confiables para poder realizar con eficacia y rapidez
las determinaciones de los procesos bioquimicos que permitan esta

determinacion.

Sin embargo ¢Realmente sera eficaz la determinacion del tiempo de muerte por

estos métodos?

Siendo esta investigacion del area cientifica, es necesario emplear todos los
conocimientos quimicos y biolégicos necesarios para darle la importancia a la
determinacion de los procesos bioquimicos con todos los fundamentos que se han

adquirido y confrontarlo como un reto para el avance cientifico.

Por otro lado pueden darse aportaciones al diagndstico de muerte para que este
tenga una mayor veracidad, cuando se trate en un corto tiempo y asi poder facilitar
el procedimiento legal, o en su defecto cuando haya pasado algun tiempo antes de
que comience el proceso de putrefaccion, decir en que momento ha fallecido para

corroborar con las evidencias obtenidas.

Hoy en dia es necesario tener nuevas técnicas de determinacion en el tiempo de
muerte, para auxiliar los procesos legales, asi como dar a conocer la causa de
muerte, ya que los cambios bioquimicos que sufre el cuerpo, nos permiten dar a

conocer estos dos parametros.



OBJETIVOS

- Describir los cambios bioquimicos post mortem mas importantes en el

cuerpo humano.

- Determinar tedricamente el tiempo de muerte mediante el estudio de los

cambios bioquimicos post mortem que ocurren en el cuerpo humano.



METODOLOGIA

Este trabajo se realiz6 mediante una investigacion de tipo documental, recopilando
informacion de trabajos ya realizados por investigadores que han publicado sus

resultados tanto en articulos como en libros u otro medio de informacion.

Para llevar acabo esta labor, se visitaron bibliotecas que manejan la busqueda de
informacion, principalmente de bioquimica y medicina legal, asi como en la red
electronica, finalmente, de esta manera, se obtuvieron datos que ayudaron ha

comprender y explicar los procesos bioquimicos post mortem.



CAPITULO |

FENOMENOS CADAVERICOS

Estos son fendmenos naturales siempre constantes en las primeras etapas de la
evolucion del cadaver y son de gran interés desde el punto de vista bioquimico

para el diagnéstico de la muerte.

RIGIDEZ CADAVERICA.

Para evitar reiteraciones nos remitimos a ese punto: La rigidez cadavérica o rigor
mortem fue definido por Lacassagne como “un estado de dureza, de retraccion y
de tiesura que sobreviene en los musculos después de la muerte”. Es un signo

absolutamente fiable de muerte, aunque relativamente tardio 3.

Sus caracteres han quedado magistralmente reflejados en la definicion de
Lacassagne “estado de dureza, de retraccion y de tiesura, que sobreviene en los

"3 Dicho estado aparece constantemente en los

musculos después de la muerte
cadaveres, variando solamente en el momento de instaurarse, que
excepcionalmente puede ser muy precoz o muy tardio. Se produce en toda la
serie animal, incluso en los de sangre fria, y afecta tanto la musculatura estriada

del aparato locomotor como el miocardico, diafragma y musculos de fibra lisa.

La escuela de Lacassagne puso de manifiesto las relaciones existentes entre los
fendmenos de deshidratacion en el masculo y la rigidez. Finalmente se demostrd
gue ésta iba acompafada de cambios de reacciéon del tejido muscular, que se
hace acido, aumentando la acidez paralelamente con la intensificacion de la
rigidez y haciéndose alcalino al desaparecer ésta. Esta acidificacion fue atribuida
inicialmente a la formacién pos mortal de &cido lactico en el musculo. Las

investigaciones modernas han situado los origenes de esta acidificacion en la



destruccion del acido adenosintrifosfato (ATP), que pasa a acido adenosindifosfato
(ADP), liberandose una molécula de acido fosforico.
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Figural. Bioquimica de la cortraccion muscular. Tomado del libro de Medicina
legal y toxicologia®.
1.1 Evolucién

La rigidez sigue una marcha descendente (céfalo-caudal) a lo largo de los
musculos del cuerpo: empieza por los maseteros y termina en los pies. El tiempo

de aparicion es variable de acuerdo a la ley de Niderkorn:

* Rigidez precoz: antes de 3 horas.

Rigidez normal: entre 3y 6 horas.

Rigidez tardia: entre 6 y 9 horas.
* Rigidez muy tardia: después de 9 horas.

Existen factores que influencian el tiempo de aparicion de la rigidez:



» Aceleradores: calor (la rigidez dura poco), frio (la rigidez dura mucho),
infancia (la rigidez dura muy poco), vejez y agonia previa®.

» Retardadores: vestimenta, ropas de lecho, adultez, muerte subita o violenta.

De acuerdo con la regla de Brouardel la rigidez desaparece cuando comienza la
putrefaccion cadavérica y en el mismo orden en que aparecid (direccion cefalo-
caudal). En recién nacidos y lactantes se instala inmediatamente después de la
muerte y desaparece muy rapidamente.

1.2 Importancia médico-legal

La rigidez cadavérica ofrece un interés practico en el diagnéstico médico-legal,

gue se concreta de modo especial en los siguientes casos:
1. Diagnostico de la muerte real.
2. Determinacién del tiempo de muerte.

3. Reconstrucciéon de las circunstancias en que se produjo la muerte:

diagndstico de la simulacion del suicidio por disparos de arma de fuego.



CAPITULO 1l

AUTOLISIS

2.1 DEFINICION

Denominamos autolisis al conjunto de procesos fermentativos que tiene lugar en el
interior de la célula por la accién de las propias enzimas celulares, sin intervencion

bacteriana. Es el mas precoz de los procesos transformativos cadaveéricos.

Las enzimas responsables de la autdlisis proceden de los lisosomas; estos
organulos, en la célula viva, se caracterizan por la impermeabilidad de su
membrana. Si sufre un deterioro tiene lugar el paso de las enzimas de los

lisosomas al citoplasma, origindndose la digestion de la propia célula.

22 ETAPAS

En este proceso, Schryver y De Launay distinguieron dos etapas: una ultravital o
periodo latente, en que las alteraciones se limitan al citoplasma celular, quedando
el nucleo inalterado y otro periodo anarquico o de muerte confirmada en el que el
ndacleo presenta una hipercromatosis inicial, seguida de una hipocromatosis o
decoloracion. En un segundo periodo corresponde a los tres o cuatro primeros
dias post mortem, tienen lugar las alteraciones celulares sin afectarse el nucleo.
Desde el punto de vista bioquimico la autdlisis consiste en un proceso de
demoliciébn molecular de los elementos organicos existentes en la célula por la
intervencion de los fermentos o enzimas celulares. Borris, en su dia dividia las
enzimas que intervienen en estos fenémenos en dos grupos: hidrasas (enzimas de
hidratacion-deshidratacién) y oxidoreductasas (enzimas de oxidacion-reduccion),

divisién que no necesita ser modificada®.

10



Esta accion, afecta a todos los 6rganos del cuerpo, por ejemplo, en el rifién se
produce necrosis en los tubulos contorneados distales, el encéfalo presenta
reblandecimiento por la autdlisis y toda la mucosa digestiva se reblandece, por
otro lado el Utero y el corazén son los Ulimos dérganos afectados por este

fendmeno, el cabello y los huesos son resistentes a la autolisis.

11



CAPITULO Il

EVOLUCION POSMORTAL DE LOS COMPONENTES
BIOQUIMICOS.

A pesar de que se empez0 a escribir al comienzo de la década de 1960 son muy
abundantes los trabajos consagrados al estudio del comportamiento post mortem

de los compuestos bioquimicos.

Su objetivo ha sido diverso: unos estan orientados al establecimiento de la data de
la muerte, otros al mejor conocimiento de la agonia y otros al diagnéstico post

mortem.

A continuacion, se exponen los datos mas consolidados sobre la evolucion post

mortem de los principales componentes bioquimicos y su valor diagndstico.

3.1 Glucosa

Los primeros autores que describieron el ascenso post mortem de la glucosa
fueron Hamilton-Paterson y Johnson en 1940°. En 1941 Hill sent6 tres criterios

claves:

1. EIl aumento de la glucosa en la auricula derecha procedia de la

glucogendlisis del higado.
2. Laglucogénesis se producia a un ritmo aproximado de 12.8 mg % por hora.

3. Las asfixias podian producir un marcado incremento en la glicemia; asi
encontré en intoxicaciones por CO valores de 336 mg/100 mL; en casos de
ahorcaduras, 608 mg/100 mL, y en casos de hipertension intracraneal, 560
mg/ 100 mL’.



En 1940, Hamilton. Paterson y Johnson demuestran que los estados
hiperglucémicos pueden ser diagnosticados en el liquido cefalorraquideo y segun
Naumann (1950), reflejaban mejor el estado de diabetes que el suero®. La
concentraciéon de glucosa basal, es decir, la del momento de la muerte, se
establecié en 200 mg %. En casos de asfixia se produciria una hiperglucorraquia,
Fekete y Kerenji (1965) sefalan que la glucosa se degrada rapidamente y en un

grupo de diabéticos encuentran una concentracion media de 212 mg %.

Se ha estudiado la glucosa por el método de la glucosa oxidasa en 100 cadaveres
cuyas causas de muerte fueron diversas: muertes violentas, muertes subitas y
casos de dudoso diagndstico. Encontrando resultados que indican que la glucosa
desciende rapidamente después de la muerte, influida por la temperatura?. En la
serie con una data post mortem de 1 h, el valor es de 51,06 mg % con una
desviacion estandar de 39.71. A las 12 h los valores eran de 15 mg, con una
desviacion estandar de 10.8. El valor en el tiempo cero, es decir, en el momento

de la muerte, se deduciria de la ecuacion:
Y =81.04—- 2.33x

Es decir el valor de la glucosa en el tiempo cero seria de 81.04 mg%. La pendiente
de la curva es de 2.33 mg/h. Los valores basales de glucosa en el humor vitreo
son de 73.43 +£10.04. Coe ha sefalado que el embalsamiento no impide valorar la

glucosa en el humor vitreo®.

3.2 Compuestos Nitrogenados
Proteinas

Santini, en 1958, sentd el principio, después ampliamente confirmado de que el

patrén proteico post mortem en sangre se caracteriza por un ligero descenso de la

13



albumina y un incremento de las betaglobulinas debido a la hemdlisis, mientras
5,10

gue las otras fracciones permanecerian estables
Sobre las proteinas tiene lugar una escision de la compleja molécula, que se
transforma primero en albumosas, pasando luego a peptonas vy, finalmente, a

polipéptidos y aminoacidos™.

Se encontré que la concentracion basal de proteinas en el humor vitreo es de 104
mg% con una tendencia a aumentar. Las fracciones estudiadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida demuestran un descenso de albimina y un aumento de

beta y alfaglobulinas?.

Ultimamente, se ha producido un notable avance en el diagndstico post mortem
empleando técnicas inmunoldgicas. Practicamente la mayoria de los procesos
mediados por reacciones antigeno-anticuerpo se pueden detectar, bien

identificando el antigeno o bien el anticuerpo.

Las técnicas usadas para el diagnostico del SIDA en un ser vivo son igualmente
vélidas en el cadaver (enzimoinmunoandlisis (ELISA) Y Western-blot). Igualmente
las reacciones anafilacticas pueden evidenciarse empleando las técnicas RAST.

Aminoacidos

Como consecuencia de la protedlisis que sigue a la liberacion de las enzimas
lisosdmicas, se produce un incremento de aminoacidos libres en todos los fluidos.
En 1925 habia sido demostrado este fenbmeno por Pucher y Burd, lo que fue
corroborado mas tarde por Schouroup (1950) en liquidos cefalorraquideo, este
autor encuentra que el incremento se ajusta a una ley matematica por lo que lo
incluyé en su famosa formula para la data de la muerte3. Oliveira De Sa en 1969
comprobd igualmente un incremento de los aminoacidos a partir de las 48 hrs.
Post mortem*.

14



La aparicibn de los aminoacidos coincide con la invasion

Ulteriormente, éstos son desintegrados, segln tres posibilidades: *

CHz; - CH - COOH

NH2

Alanina

CHz; - CH -COOH

NH2

Alanina

CHz; — CH - COOH

NH2

Alanina

CH3; - COOH

Acido acético

CHz—-CH, - COOH

Acido propionico

CH3z —CH>— NH>

Etilamina

microbiana.



Urea

Entorno a este elemento se han hecho numerosas investigaciones, no siempre

concordantes, en sangre, liquido cefalorraquideo, humor vitreo, sinovial, etc.

En el estudio sobre el humor vitreo se analizan los valores de urea. El valor de la
urea en el momento cero, es deducido de la ecuacion de regresion que resulta ser

de 67.28 mg %, con tendencia a descender’. La ecuacion es:

Y =67.28 — 0.53 x.

Amoniaco

La fase final de desmoronamiento proteico en el curso de la autdlisis y
putrefaccion es la produccibn de amoniaco. En el organismo vivo seria
transformado en urea; en el cadaver ello no es posible, de ahi que se produzca un

incremento importante del amoniaco después de la muerte.

Van Den Dever (1978) encuentra en el humor vitreo un incremento post mortem
que, dado su caracter lineal, podria utilizarse en el calculo del intervalo post

mortem dentro de las primeras 24 h*2,

3.3 Lactato deshidrogenasa

La LDH aumenta progresivamente después de la muerte y de un modo paralelo a
la GOT, con la que tiene una buena correlacién: = 0.84. La LDH aumenta
progre sivamente en el humor acuoso, éste dato puede emplearse para establecer
la data de la muerte del pescado. Luna ha encontrado que en liquido pericardico
se produce, asimismo, un incremento post mortem y sobre todo, que se modifica

por la agonia'?. Este autor encuentra una elevacion en las asfixias mecéanicas.

16



3.4 Lipidos

Los lipidos no habian sido tan ampliamente estudiados como otros factores quiza
por que su capacidad diagndstica no es tan critica. No obstante, existe un buen
namero de trabajos que hoy completan todo el complejo mundo de estas
investigaciones. Asi, por ejemplo, sabemos que el colesterol es estable después

de la muerte, y, sin embargo, los ésteres del colesterol estan muy disminuidos.

Enticknap (1961-1962) Estudio el comportamiento de los acidos grasos libres,
lipoproteinas y betalipoproteinas, encontrado que todos eran marcadamente
estables; después de la muerte solo sufrian una pequefia degradacion autolitica
del 0.05% cada hora®. Frange estudio el metabolismo post mortem de los
triglicéridos y encuentra que su degradacion comienza después de las 36h y
produce un incremento de acidos grasos saturados. La tasa de degradacion de los

glicerofosfatidos era aproximadamente, del 50% entre el tercer y el sexto dia.

Sin embargo, los lipidos sufren la accion de la b-oxidacion bajo la influencia de los
fermentos lipoliticos y lecinoliticos, de lo que resulta la escision en glicerina, acidos
grasos, colina, etc., que en su degradacion sucesiva producen acido aceético y
sustancias volatiles. El llamado enranciamiento de las grasas, que representa una
de las etapas de la putrefaccion de los lipidos, consiste en la oxidacion de los
acidos grasos liberados inicialmente, con formacion de otros acidos de mas bajo
peso molecular (4cido butirico, valerianico, caproénico, etc.), debido a su volatilidad,

se produce el desagradable olor caracteristico™'.
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Figura2. La beta oxidacién. Tomado de metabolismo de lipidos 3.

La colaboradora, E. Lachica, ha estudiado el comportamiento post mortem de los
acidos grasos libres en liquido pericardico y en suero de sangre procedente de la

femoral**. En el liquido pericardico se produce un incremento tras la muerte, con

una ecuacion:

y=21.61+1.38 X

Con un valor en el tiempo cero de 21.61 pg/mL y un incremento/hora de 1.38. En

el suero femoral, los &cidos grasos eran estables™.
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3.5 Sodio

Coe ha sefialado que en los casos de deshidratacion mortal puede encontrarse en
el cadaver un aumento en la urea e hipernatremia’. Se citan alteraciones de las
cifras de Cl y Na en humor vitreo en caso de nifios abandonados y depauperados.
Alteraciones electroliticas se observan también en obstrucciones intestinales o
piléricas, como motivos repetidos, etc. De los acontecimientos que ocurren en las
células tras la autolisis, se podria esperar un aumento de electrélitos intracelulares
en el suero y en los demas fluidos. El sodio es estable en las primeras 20 horas y
después tiende a ascender. Se han encontrado valores que oscilan de 118-
154mEqg/L con una media de 144mEq/L.

36 Magnesio

Los valores de Magnesio en suero segun Jetter, no sufren modificaciones hasta
que se inicia la hemodlisis, en donde aumenta rapidamente®. Caddell y Schepper
encuentran significacion diagndstica para el Magnesio en el vitreo, en los casos de
muerte subita del lactante. No obstante el mayor interés diagnostico de la

dosificacién del Magnesio reside en la sumersién en agua salada.

3.7 Potasio

El humor vitreo de los ojos presenta un aumento de potasio casi lineal (liberado de
los eritrocitos retinianos) con forme aumenta el intervalo post mortem?. Los datos
mas fiables se obtienen de marcadores en este ultimo, especialmente el potasio,
ya que el humor vitreo es un fluido practicamente aislado de todos los fenomenos
que llevan a cabo la putrefaccion y el potasio es el principal idn intracelular, el cual

aumenta su concentracién al aumentar la tasa de autolisis®®.
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La determinaciéon de la concentracion de potasio se realiza con un electrodo i6n

especifico y se obtiene una curva de regresion cuya ecuacion es:

Intervalo post mortem = 3,38 x [K*]-10,66.



CAPITULO IV

TRES METODOS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE
POTASIO Y COLESTEROL POST MORTEM

A continuacion se detalla un estudio realizado en el Instituto Anatomico Forense
de Barcelona y en el Servicio de Bioquimica del Hospital de San Pablo de
Barcelona., cuyo propésito fue crear una bateria de pruebas para la resolucion del
calculo del tiempo de muerte y asi apoyar en los casos ilicitos de muerte; o0 en su
defecto describir cuales son los mejores cambios bioquimicos en los que se
pueden confiar parala determinacion del tiempo de muerte.

41 RESUMEN

La tanatoquimia es una rama auxiliar importante en medicina forense aunque tiene
sus limitaciones. Se ha enfatizado el examen de fluidos que no se alteran con
tanta rapidez como la sangre después de la muerte. EI humor vitreo, liquido
pericardico, liquido cefalorraquideo o liquido sinovial se han utilizado con estos

fines.

Objetivos: comparar los valores de colesterol en sangre, glucosa y potasio en
humor vitreo y creatincinasa en liquido pericardico en tres analizadores y métodos
diferentes a fin de validar dos de ellos para analisis post mortem. El tercero se

tom6 como método de referencia.

42 INTRODUCCION:

En medicina forense la determinacion de la causa de la muerte requiere el

conocimiento de distintas circunstancias y datos en el contexto de una
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determinada situacion. La tanatoquimia es una ayuda importante aunque tiene sus
limitaciones. Se conocen las alteraciones de los constituyentes bioguimicos en el
periodo post mortem, especialmente en la sangre y los resultados de las
investigaciones publicadas, en ocasiones estan sujetos a controversia. Por esta
razon se ha enfatizado el examen de fluidos que no se alteran o contaminan con
tanta rapidez como la sangre después de la muerte. EI humor vitreo (HV), el
liquido cefalorraquideo (LCR), el liquido pericardico (LP) o el liquido sinovial (LS)
se han utilizado con estos fines '®"18, La revisién de Coe destaca estos aspectos

y otros de la bioquimica post mortem *°.

El objetivo principal de este estudio fue comparar los resultados de colesterol,
glucosa, potasio y creatincinasa (CK) en tres diferentes métodos y analizadores.
Uno de estos métodos se tomé como método de referencia frente a los otros dos
que se trataban de validar para muestras post mortem .Los fluidos utilizados
fueron: plasma para la determinacién de colesterol, humor vitreo para glucosa y
potasio y liquido pericardico para las CK .Objetivos secundarios fueron obtener
cuanta informacién se derivara de los datos analizados y su aplicabilidad en

medicina forense.

43 MATERIAL Y METODOS:

El estudio se llevd a cabo en el Instituto Anatdmico de Barcelona. Estudio
observacional analitico de muestras procedentes de 55 cadaveres consecutivos
que ingresan para la practica de la autopsia judicial Los criterios de exclusion

fueron cadaveres en putrefacciéon o de mas de 48 horas de la muerte.

Las muestras se obtuvieron simultaneamente de los fluidos sangre, HV y LP. La
sangre para determinacion de colesterol se recogio del sistema venoso o cavidad
cardiaca. El HV se extrajo del ojo izquierdo mediante aspiracion con aguja fina

desde el epicanto externo. El LP se obtuvo por incision del saco pericardico, sin



contaminacion sanguinea y aspiracion. Se deshecho el liquido que presentaba
aspecto hematico.

Las muestras de sangre y LP se centrifugaron y se procedié al analisis. El HV se

congeld previamente y se realizé el analisis acto seguido a la descongelacion.
Los andlisis se realizaron en los siguientes aparatos y metodologias:

1) Analizador Spotchem EZ (Menarini Diagnostics) que utiliza un sistema de
qguimica seca mediante tiras reactivas. En este analizador se determiné el
colesterol en sangre, la glucosa en humor vitreo y las CK en liquido
pericardico y en el Analizador Spotchem, que utiliza la potenciometria de

ion selectivo para la determinacion de potasio que se realizé en HV.

2) Analizador Reflotron (Roche Diagnostics), que también utiliza un sistema de
quimica seca mediante tiras reactivas. En este analizador se determind

colesterol en sangre, glucosa y potasio en HV y CK en LP.

3) Métodos del laboratorio de referencia: se utilizaron métodos estandar
adaptados a los analizadores Hitachi 911 (colesterol en sangre, método
enzimético) Cobas Integra 800, Roche Diagnostics, para la medida de
glucosa en humor vitreo (hexoquinasa) y potasio en humor vitreo
(potenciometria con electrodo ion selectivo). Las CK en LP se midieron con

un método de quimica seca en el Vitros 250 (Johnson-Johnson Company).

Los analisis con la metodologia descrita en los apartados 1° y 2° se realizaron en
el Instituto Anatémico Forense de Barcelona. Los andlisis con las metodologias
descritas en el apartado 3° se realizaron en el Servicio de Bioquimica del Hospital

de San Pablo de Barcelona.

Estos ultimos métodos se tomaron como referencia y comparacion con los dos

primeros métodos y analizadores Spotchem y Reflotron.
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Las muestras se analizaron en el mismo dia con los tres métodos a fin de no
introducir sesgos o errores afadidos. Los datos se procesaron en el paquete
estadistico SPSS para Windows versién 11.5. Se establecié la normalidad de los
datos y la homogeneidad de las varianzas. Se compararon los valores medios
mediante la prueba t de Student para datos apareados y se hallo la correlacion
entre valores para establecer las diferencias existentes entre los resultados. Se

aceptd un grado de significacion estadistica del 95%.

44 RESULTADOS:

Los resultados de colesterol y potasio se exponen en las tablas IV, asi como los
boxplots de distribucion de los valores. Los valores medios de potasio fueron
9,539 mmol/L, 9,768 mmol/L y 7,883 mmol/L con el método de referencia,
Spotchem EL y Reflotron respectivamente. Los valores medios de colesterol
fueron 184 mg/dL, 142,1 mg/dL y 145,2 mg/dL con el método de referencia,
Spotchem EZ y Reflotron respectivamente. Los valores de glucosa en los dos
primeros métodos no pudieron compararse ya que el punto de corte inferior
detectado para este constituyente en los analizadores Spotchem EZ (Menarini) y
Reflotron (Roche) esta en 20 mg/dL y 10 mg/dL respectivamente. Muchas de las

muestras analizadas no alcanzaron estos valores.

Los resultados de las CK totales presentaron gran variabilidad y altos valores que
sobrepasaron el limite superior detectado por los dos primeros analizadores. En
varios casos se procedié a la dilucion de la muestra. En el tercer método de
referencia los resultados de las CK asimismo presentaron gran dispersion y
requirieron sucesivas diluciones de la muestra. No se procedio a la comparacion

estadistica por no considerarla fiable.
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TABLA |: Vaoresmedios de potasio en los tres méodos analizados.

X SD
M étodo dereferencia 9.539 mmol/L 1.85
Spotchem EL 9.768 mmol/L 1.76
Reflotron 7.883 mmol/L 1.49

X =media SD = desviacion estandar

TABLA |I: Diferencias de valores medios de potasio entre métodos.

X SD | C95% R P

Métodode| -0.228 0.985 -0.528- 0.852 0.131
referencia- 0.070
Spotchem

EL
M étodo de 1.656 1.126 1.313 0.794 0.000
referencia- 1.998
Reflotron

M étodo 1.885 0.895 1.612- 0.861 0.000

Spotchem 2.157

EL-
Reflotron

X=media, SD= desviacion estandar, | C = intervalo de confianza,
P = dignificacion estadistica, R = coeficiente de correacion.




TABLA I11: Vaores medios de colesterol en los tres méodos.

X D
Méodo dereferencia 184.2 mg/dL 80.7
Spotchem EZ 142.1 mg/dL 57.5
Reflotron 145.2 mg/dL 43.01
X = media SD = desviacion estandar

TABLA |V: Diferencias de valores medios de colester ol entre métodos.

X SD IC R P
Método de 42.16 52.28 24.98- 0.744 0.000
referencia- mg/dL 59.35
Spotchem
EZ
M étodo de 39.06 58.01 19.99- 0.674 0.000
referencia- mg/dL 58.13
Reflotron
M étodo 311 33.36 -7.86-14.07 0.788 0.570
Spotchem mg/dL
EZ-
Reflotron

X=media, SD = desviacion estandar, | C = intervalo de confianza,
P = dgnificacion estadistica, R = coeficiente de correacion.
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45 DISCUSION:

Los componentes bioquimicos analizados se eligieron por su interés y
aplicabilidad en medicina forense. Dentro de nuestros objetivos primarios de
obtener unos resultados y de los objetivos secundarios de evaluarlos u obtener
informacion, en nuestro estudio se hall6 que los valores de glucosa en humor
vitreo fueron muy bajos. El descenso rapido de la glucosa post mortem en sangre
y humor vitreo es conocido de antiguo y solo cifras superiores a 200 mg/dl en el
humor vitreo pueden indicar un estado anterior hiperglucémico'®. En las muestras
tratadas en ningun caso se obtuvieron cifras superiores a 100mg/dl. M&s reciente
es el estudio post mortem de la elevacion de las creatincinasas en liquido
pericardico que puede relacionarse con muertes de origen cardiaco 2* 2% %2, En
nuestro estudio no se comparo el resultado con la causa de la muerte u otras
variables que pudieran suponer un ascenso de las creatincinasas, al no ser el
principal objetivo del estudio. No obstante la elevacidon sistematica en todas las
muestras hace dificil esta interpretacién, ya que no en todos los casos se

correspondian con muertes cardiacas.

Otro constituyente de utilidad en bioquimica post mortem es el colesterol. Se

considera estable post mortem en las primeras horas®® 24 2°

y su valor puede
relacionarse con estados patologicos previos de hiperlipemia que supongan un
factor de comorbilidad en las causas de la muerte o un factor de riesgo familiar a
valorar en la muerte subita. Sin embargo no todos los métodos analiticos del
colesterol aseguran unos resultados totalmente fiables. Hart y col, en un estudio
realizado con tecnologia de quimica seca y reaccién colorimétrica (Ektachem 700)

cuestionan los resultados obtenidos 25.

Los resultados presentan diferencias
significativas entre los valores de los dos métodos ensayados y el de referencia (p
= 0,000). No hay diferencias entre los dos primeros métodos a comparar (p =
0,570). En relacion con el potasio, en medicina forense, su determinacion en
humor vitreo se realiza desde hace tiempo. Una de sus aplicaciones es valorar
alteraciones de los electrolitos, en unién del cloro y el sodio, que puedan orientar a

cuadros metabdlicos, estados de deshidratacion u otras patologias. Su principal
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estudio en medicina legal es la determinacion de la data de la muerte. La
metodologia analitica del potasio se realiza por varios métodos, los mas
frecuentes son la potenciometria y la fotometria de llama. Segun los métodos
utilizados puede haber algunas diferencias en los resultados 2’ Ferslew propuso el
analisis por ion capilar, electroforesis capilar con buena correlacion con la
potenciometria directa con ion selectivo 28, Los valores de potasio con el método
evaluado Spotchem EL no aportan diferencias significativas con el método de
referencia (p=0,131) pero la correlacion es de 0,852. La evaluacion de la ecuacion
de regresion da un IC de la pendiente de 0,655-0,964 y un IC de intercepcion de
0,541-3,5462°. La importancia de diferentes resultados analiticos va en funcién de
la precision que requiere el elemento de estudio. Pequefas variaciones en cifras
altas de glucosa o colesterol no tienen la relevancia que pueden tener en los
valores de los electrolitos. Si el potasio se evalla para determinar b data de la
muerte, estas pequefas variaciones pueden implicar ain mayor margen de error
del que ya puede existir al aplicar las distintas férmulas establecidas a este fin*°.

En conclusion los resultados obtenidos con estos sistemas de analisis de quimica
seca, no validados para muestras post mortem, no permiten considerar su utilidad
en el medio forense. No obstante su utilizacién y fiabilidad en la clinica viene

avalada por una amplia difusion®.



DISCUSION.

Hoy en dia es importante conocer métodos que lleven a la rapida resolucion de un
problema legal, en este caso de una muerte. En los cambios bioquimicos del
cuerpo post mortem, es necesario conocer que fluidos bioldgicos se pueden tomar
en cuenta o pueden ser considerados como mas confiables para la determinacion,
claro también se debe de considerar el orden de confiabilidad, desde el que tenga
mayor grado de confiabilidad hasta el que tenga el menor grado de confiabilidad,
por ejemplo, puede ocurrir que a veces no se pueda tomar la muestra de humor
vitreo y sea necesario recurrir a un segundo fluido como la sangre. Es importante
también el saber que equipos de analisis quimicos son los mejores para la
determinacion de la concentracion del analito o analitos para que los resultados
sean confiables.

Todas las investigaciones que se han realizado sobre los diferentes cambios
bioquimicos en el cuerpo humano, han sido para comprender el mecanismo
bioguimico o el proceso en el cual se ven aumentados o disminuidos los
metabolitos conforme pasa el tiempo. Sin embargo se han dado cuenta que con
ellos se puede dar a conocer el tiempo en el cual una persona dejo de vivir.
Algunas investigaciones han dado inicio a este método, realizando estudios sobre
cual es la técnica méas confiable para analizarlos y de esta forma han creado
ecuaciones de célculo para determinar el tiempo de muerte, también han
estudiado cual seria el mejor lugar para la toma de muestra, asi como el fluido
corporal en donde se encuentran significativamente estos cambios, todo esto para

crear las ecuaciones con la mejor confiabilidad y reproducibilidad.

En el presente trabajo se recopild informacion de los procesos bioquimicos que

suceden en el cuerpo “post mortem” con la finalidad de establecer el tiempo de



muerte. Uno de ellos fue la rigidez cadavérica o rigor mortem, que puede
establecerse el tiempo de muerte por la concentracion en la produccion de ADP,
pero con mayor facilidad se puede determinar mediante las caracteristicas fisicas
que sufre el cuerpo, sin embargo no deja de ser un proceso bioquimico el que
sucede para que el cadaver tenga este cambio. Esta demostrado que este
acontecimiento es un proceso bioquimico, ya que el fenébmeno comienza a partir
de la destruccion del acido adenosintrifosfato, que pasa a acido adenosindifosfato
y liberdndose finalmente una molécula de &cido fosférico, que es lo que causa
realmente la rigidez cadavérica, a pesar de que en la practica, no se determina la
concentracion de este acido para saber el tiempo de muerte, la evolucion de este

fendmeno bioquimico es el que nos permite calcularlo.

La autdlisis es el primer fenomeno cadavérico tardio presente en un cuerpo post
mortem, e implica un proceso bioquimico celular efectuado por la accién de las
enzimas celulares (hidrasas y y oxidoreductasas), provocando necrosis celular, lo
que conlleva cambios en los organelos celulares, que pueden ser estudiados con
ayuda del microscopio. Estas alteraciones nos podrian ayudar en la determinacion
del tiempo de muerte, ya que se ha encontrado cambios a nivel celular con
respecto al tiempo y son los siguientes: La continuidad del reticulo agranular
(reticulo endoplasmico liso) se rompe casi inmediatamente después de la muerte.
El reticulo endoplasmico granular (reticulo endoplasmico rugoso) se muestra mas
resistente, observandose intacto después de 48 h post mortem, cuando la
degradacion de las mitocondrias y de otras estructuras de la membrana se
encuentra muy avanzada. Organos, como el higado y el rifién, extraidos 3 h
después de la muerte a la temperatura ordinaria, apenas muestran diferencias en
su estructura histologica con respecto a 6rganos fijados inmediatamente después
de la muerte (tales resultados sugieren que para muchos tejidos no hay tanta
urgencia para la fijacion). A intervalos de tiempo ulteriores, de 4 a 6 h, el
plasmolema y el reticulo granular presentan ya cambios regresivos y las

mitocondrias se hinchan adquiriendo forma redondeada. A las 10 h las
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mitocondrias estan dilatadas y netamente alteradas a nivel de la estructura interna,

pese a lo cual conservan un 50% de su actividad succinoxidasica.

Asimismo se encontré que la determinacion de algunos analitos nos permiten
establecer el tiempo de muerte, como la glucosa, ya que su concentracion va
disminuyendo a través del tiempo y mediante este proceso y con la ecuacion
establecida para esta determinacion se puede calcular el tiempo de muerte, su
obtencién es facil, ya que se puede tomar muestra de sangre o de humor vitreo
para su determinacién de su concentracion y sustituirla en la ecuacion para saber

el tiempo en el que el sujeto fallecio.

Con respecto a los compuestos nitrogenados, se sabe que las proteinas en
sangre, como la albumina, sufren un ligero descenso debido a la escision de la
molécula compleja, que se transforma primero en albumosas, pasando luego a
peptonas y finalmente, a polipéptidos y aminoacidos y por el contrario un
incremento las betaglobulinas debido a la hemdlisis, mientras que las otras
fracciones permanecerian estables.

Por otro lado los aminoacidos se incrementan como causa de la proteolisis, sin
embargo la urea, es un analito que desciende después de la muerte y se puede
determinar su concentracion facilmente y de igual forma que la glucosa, hay una

ecuacion para establecer el tiempo de muerte y la muestra se toma de la sangre.

En los lipidos se ha demostrado que tanto el colesterol como los acidos grasos
son de suma importancia para la determinaciéon del tiempo de muerte. Sin
embargo, los acidos grasos son los que tienen publicada una ecuacion de la cual
se puede realizar la determinacion del tiempo de muerte mediante el aumento de
éstos, aungque no se pudo encontrar informacién de un método de referencia para

determinar su concentracion, no dejan de ser importantes para este proposito.



El magnesio, a pesar de aumentar su concentracién es un ion que se puede
determinar hasta que se lleva a cabo la hemdlisis, por lo que sirve para una
determinacion tardia del tiempo de muerte, aunque en el trabajo solo se habla de
gue se utiliza mas confiablemente en las muertes por sumersién, por lo tanto esto

no ayuda a utilizarlo como un analito confiable para otro tipo de muertes.

Tanto el potasio como el sodio, el mejor lugar para su determinacién con mas
confiabilidad es el humor vitreo, aunque se sabe que el sodio y el potasio tienden
a aumentar su concentracién post mortem, solo se encontr6 férmula para la
determinacion del tiempo de muerte del potasio, el cual también tiene un respaldo
con la investigacion en la valoracion de los métodos para la cuantificacion de este
ion en humor vitreo, por lo que es un analito muy confiable para el propésito de la
determinacién del tiempo de muerte.

Con respecto al estudio que evalia los tres métodos para determinar la
concentracion de glucosa, potasio, colesterol y CK, a pesar de que se realizaron
las pruebas, no se logro obtener resultados confiables, principalmente por que la
concentracion de la glucosa y la CK no alcanzaban los valores necesarios para su
determinacion en los aparatos con los que se trabajo, esto debido a que disminuia
Su concentracion post mortem y la mayoria de las muertes no eran por infartos
cardiacos que es cuando se manifestaba mas la CK. Por otro lado, el sodio y el
potasio no daban resultados confiables debido al indice de confianza, ya que una
pequefia variacion en la determinacion podria provocar un resultado no confiable.



CONCLUSIONES

Se describieron los cambios bioquimicos post mortem mas importantes que
ocurren en el cuerpo humano: la rigidez cadavérica (rigos mortem), la autdlisis, los
cambios de la concentracion de glucosa, la degradacion de las proteinas y sus
derivadas bases nitrogenadas, los lipidos y algunos electrolitos, en los cuales nos
podemos apoyar para averiguar el tiempo de muerte que lleva un cadaver, de esta
manera se podrian tomar los de mayor interés para llevar a cabo una
averiguacion, dependiendo de la manera en que acontecio la muerte o el lugar de

toma de muestra que sea mas accesible para el analisis.

Se encontré que hay analitos como la glucosa, urea y acidos grasos que tienen
una formula ya establecida para calcular el tiempo de muerte, Unicamente
sustituyendo la concentracién del analito y de esta forma llevar a cabo el célculo
del tiempo de muerte. Sin embargo se recomienda verificar este calculo
experimentalmente para comprobar al 100% las formulas. Por otro lado otros
analitos solo demuestran una disminucibn o0 aumento en su concentracion
conforme pasa el tiempo de muerte y de esta forma calcular el tiempo en que

fallecio.

A pesar de que se han investigado varios procesos bioquimicos post mortem tanto
para conocer la causa como el tiempo de muerte, todos ellos son aislados sin el
interés de conjuntarlos para crear una bateria de pruebas con la que se pueda

contar, para una determinacién del tiempo de muerte.

Se espera que este trabajo sirva de orientacién para aquellas personas que se

dedican al ambito forense para que se tomen en cuenta los cambios bioquimicos

A



como una herramienta en la utilizacién del esclarecimiento de los crimenes y asi
dar una pronta resolucién legal. Sin embargo se requiere recopilar mas
informacién, ya que este trabajo solo es como una introduccién a un campo de
estudio que es un mundo de conocimientos y que nunca va a tener fin en su

investigacion.
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