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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. ASFIXIA

El término asfixia, del griego asphyxia o detencion del pulso, fue acuniado en la época
galénica y se utilizd para designar las muertes repentinas acompanadas de paro
cardiaco (DiMaio y DiMaio, 2001; Shkrum y Ramsay, 2007). Posteriormente se ha
relacionado con la dificultad o detencion de la funcion respiratoria y con tal
significado persiste en la literatura médico-legal y en el lenguaje coloquial (Saukko y

Knight, 2004; Spitz, 2006).

La via que debe seguir el oxigeno hasta la intimidad celular es larga por lo que son
varias las posibilidades de que no pueda ser aprovechado adecuadamente y se
instaure una situacion de hipoxia o anoxia histicas. Las causas pueden ser multiples y
se pueden describir cuatro tipos de hipoxia o anoxia (Concheiro Carro y Sudrez

Penaranda, 2004):

- Hipoxémica. Consiste en la disminucién de la concentracion de oxigeno en la
sangre y puede ser debida a la escasez de oxigeno en la atmodsfera respirada,

obstruccidn al flujo de aire o una enfermedad pulmonar.

- Isquémica o circulatoria. Aqui el déficit de oxigeno se relaciona con una
incapacidad para mantener un flujo circulatorio adecuado, ya sea por fallo

cardiaco o por shock.

- Anémica. Se debe a una disminucién de la capacidad de transporte de oxigeno
por la sangre, como ocurre en las anemias, hemoglobinopatias o intoxicaciones

por CO.
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Introduccion

Histotéxica. En ella las células son incapaces de utilizar adecuadamente el
oxigeno que les llega. Las causas son generalmente debidas a alteraciones de
los propios tejidos y no a una aportacion insuficiente de oxigeno. Un ejemplo

tipico estd en los toxicos, como el dcido cianhidrico.

Los cuatro grupos descritos son causas de muerte habituales en medicina legal y

forense, pero de entre ellas, el primer grupo es sin duda la causa mas frecuente.

Existe una gran discrepancia entre autores a la hora de clasificar las asfixias.

Sauvageau y Boghossian (2010) proponen una clasificacion unificada basada en el

contexto forense:

16

- Sofocacién: Término amplio asociado con la falta de oxigeno. Puede ser

provocada por oclusién de los orificios respiratorios, oclusion intrinseca de las

vias respiratorias o por carencia de aire respirable.

Estrangulacién: Asfixia por el cierre de los vasos sanguineos y/o conductos de
aire del cuello como resultado de la compresion externa del cuello. Esta
presion en el cuello se puede ejercer con las manos o los antebrazos, mediante
una banda de constriccién apretada por una fuerza que no sea el peso
corporal, o mediante una banda de constricciéon apretada por el peso

gravitacional del cuerpo o parte del cuerpo (ahorcadura).

Asfixia mecdnica: Asfixia por la restriccion de los movimientos respiratorios, ya
sea por la posicion del cuerpo o por la compresion externa del pecho. Este tipo
de asfixia puede ser postural, donde la posicion de un individuo compromete
la capacidad respiratoria, o traumatica, causada por la compresion externa del

pecho por un objeto pesado.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sauvageau%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20561144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boghossian%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20561144
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- Sumersion: Asfixia producida por la introduccion de un medio liquido,

habitualmente agua, en las vias respiratorias.

1.2. MUERTE POR SUMERSION

1.2.1. Concepto

Son muchas las definiciones de muerte por sumersion que podemos encontrar en la
literatura que pueden ser confusas o ser interpretadas de forma diferente en el
ambito de la medicina legal (Roll, 1918; Modell 1981; Van Dorp, 2002; Idris et al.,
2003; Concheiro y Sudrez, 2004; Papa et al., 2005).

Una de las mas clasicas es la realizada por Roll (1918) quien la definia como “el
resultado de obstaculizar la respiracion por obstruccion de la boca y la nariz por un medio

fluido, generalmente agua”.

Tras el Primer Congreso Mundial sobre asfixia por sumersion celebrado en
Amsterdam en el 2002, se elabord una guia de recomendaciones y definiciones de
sumersion, lo que se conoce como el “estilo Utstein”, con el objetivo de mejorar la
claridad de la comunicacion cientifica. Aqui se defini6 la sumersién como “el proceso
de experimentar insuficiencia respiratoria por la sumersion o inmersion en un medio liquido,
de modo que el fluido que rodea a la victima llega a bloquear las vias respiratorias e inhibir la

respiracion. La victima puede vivir o morir después de este proceso” (Idris et al., 2003).
Concheiro y Sudrez (2004) definen la sumersion, en sentido médico-legal, como “Ia

muerte o el trastorno patologico producidos por la introduccion de un medio liquido,

habitualmente agua, en las vias respiratorias”.
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Es conveniente no incluir bajo el concepto de sumersion los cuadros resultantes de la
penetracion de material semiliquido o pastoso en las vias aéreas, ya que los
trastornos fisiopatoldgicos resultantes no vienen a coincidir con los producidos por el
agua y son mucho mas parecidos a los que se producen en los casos de sofocacion

por obstruccion intrinseca de las vias respiratorias.

Podemos distinguir varios tipos de sumersiones segun:

- El curso evolutivo de la sumersion:
- Sumersion primaria, cuando la muerte sigue inmediatamente a la
sumersion.
- Sumersion secundaria, cuando la penetracidon liquida ocasiona tan sélo
un trastorno patoldgico que, eventualmente, puede ocasionar también

la muerte en un momento posterior.

- La superficie corporal cubierta por el agua:
- Sumersién completa, cuando la totalidad del cuerpo estd inmerso en el
agua.
- Sumersion incompleta si tan solo la cabeza, o en los casos mas extremos,
unicamente los orificios respiratorios, se encuentran cubiertos por el

agua.

- La naturaleza del agua en la que se produce la sumersion:
- Sumersiones en agua dulce.
- Sumersiones en agua salada, con diferencias fisiopatoldgicas entre

ambas.

18
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- La cantidad de agua encontrada en los pulmones:
- Asfixia por sumersion, cuando se encuentran grandes cantidades de
agua en las vias respiratorias.
- Muerte en el agua con pulmones secos, cuando se encuentra un cuerpo en

el agua sin presentar liquido en los pulmones.

- La presencia de testigos:
- Con testigos, cuando se observa a la victima desde el inicio de la
sumersion/inmersion.
- Sin testigos, cuando la victima se encuentra en el agua y nadie vio lo

que le paso.

El diagnostico de muerte por sumersion es uno de los grandes problemas que se
plantean en medicina legal y forense debido a la dificultad, por un lado, para llegar a
un diagnostico definitivo de la causa de la muerte y, por otro, para determinar las
circunstancias en las que se ha producido. Por ello se necesita la colaboracion de
especialistas de diferentes disciplinas para conseguir establecer un diagndstico
certero: se requiere de una autopsia meticulosa y lo mds completa posible, de
hallazgos histologicos, de andlisis toxicoldgicos, de la realizacién del mayor niimero
posible de pruebas complementarias y también de los datos facilitados por la

investigacion policial (Esiyok et al., 2006).

1.2.2. Datos epidemioldgicos

Aproximadamente medio milléon de personas mueren al afio en todo el mundo a
causa de asfixia por sumersion (Salomez y Vincent., 2004) y se estima que dicha cifra
estd muy por debajo de las cifras reales, ya que muchos casos no son informados o

registrados (De Nicola et al., 1997).
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Datos disponibles de la Organizacion Mundial de la Salud vienen a poner de
manifiesto una tasa de mortalidad de 7 casos por 100.000 habitantes (World Health
Organization, 2010). Estas cifras colocan a la asfixia por sumersion como la segunda
causa de muerte no intencional, tras las producidas por accidentes de trafico (Beeck

et al., 2005).

En un gran namero de paises desarrollados, la asfixia por sumersion tiene una alta
incidencia en nifios menores de 5 afnos y en jovenes con edades comprendidas entre
14 y 24 anos (Blum y Shield, 2000; Mulligan-Smith et al., 2002; Browne et al., 2003),

constituyendo la primera o segunda causa de muerte en estos grupos de edad.

En 2007, el Instituto el Instituto Nacional de Estadistica recogio que el numero de
victimas por sumersion en Espafa fue de 482, con una tasa de mortalidad por causas

externas de 10,5 por millon de habitantes (Fundacién Mapfre, 2009).

De Nicola et al. (1997) establecen factores de riesgo muy claros entre los que

destacan:

- La edad: menores de 20 afios y en especial, menores de 4 anos (Canturk et al,

2007).

- Enfermedades preexistentes: epilepsia (aumenta el riesgo 13 veces),
enfermedad coronaria, accidentes cerebrovasculares, hipoglucemia aguda
(Diekema et al., 1993, Bradley et al., 1999; Quan y Cummings, 2003; Choi et al.,
2004).

- El consumo de alcohol y drogas, con especial incidencia en los jovenes

(Plueckhahn, 1984; Driscoll et al., 2004; Gorniak et al., 2005).
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- El sexo, con predominio en sujetos varones (Gulliver y Begg, 2005).

- La falta de precauciones en el caso de los nifios con una supervision adulta

inadecuada (Blum y Shield, 2000, Schyllander et al., 2013).

- Traumatismos de cabeza y cuello (Watson et al., 2001; Hwang et al., 2003).

En la Tabla 1 se muestran las tasas de mortalidad para esta variedad de asfixia.

Total AFR AMR EMR EUR SEAR WPR

Hombres 281.717  67.654  20.181  20.712 30322  55.258 87.600
Mujeres 127555 23311  4.408 6.904 7.196 36.520 49.216
Total 409.272 90965 24589 27616 37518  91.778 136.816
Ratio por sexo 2,2:1 2,9:1 4,6:1 3:1 4,2:1 1,5:1 1,8:1
% 100 22,3 6 6,8 9,1 22,4 33,4
Ratio por 100.000 6,8 14,2 3 5,7 43 6 8,1

AFR: Africa; AMR: América; EMR: Region del este Mediterraneo; EUR: Europa;

SEAR: Sureste asiatico; WPR: Region del Pacifico oeste

Tabla 1. Muertes por sumersion distribuidas por sexo y region (WHO, GBD 2000).

1.2.3. Etiologia médico-legal

Se conocen 3 formas etioldgicas de asfixia por sumersién, aunque son las dos

primeras las tinicas que tienen una incidencia real.

- Sumersion accidental: es la mas frecuente de todas y se produce por caida
accidental. Presenta un pico de maxima incidencia en los meses de verano

(Gabbe et al.,, 2005; Schwebel et al., 2007), en ninos menores de 5 afos
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(Orlowski et al., 2001) y en jovenes con edades comprendidas entre 15 y 24
anos (Runyan et al.,, 2005), asi como en ancianos (Kido et al.,, 2005). Se
evidencia un predominio de hombres sobre mujeres y cada vez mas una
relacion con el consumo de alcohol u otros toxicos (Gorniak et al., 2005;
Gulliver y Begg, 2005). Se incluyen en este apartado todas las muertes
derivadas de accidentes colectivos (naufragios, inundaciones, accidentes
aéreos, de automovil con caida secundaria al mar) y deportivos (Romero et al.,

1997, Winskog, 2012).

Sumersion suicida: presenta una incidencia significativamente menor que la
etiologia accidental (Avis, 1993; Byard et al, 2001). De todos los
procedimientos suicidas, la asfixia por sumersion no constituye un
procedimiento de eleccion en nuestro medio, siendo ampliamente
sobrepasada por la precipitacion, la ahorcadura, el empleo de toxicos y, en
algunos paises, por el uso de armas de fuego. Algunas publicaciones sefialan
una mayor incidencia en determinadas dreas geograficas en las que existe
cierta cercania de la costa, grandes lagos o rios (Gamero et al., 1997; Lucas et
al., 2002). Las estadisticas evidencian un predominio en el sexo femenino y en
grupos de edad mayores que en los casos de etiologia accidental ademads de su
predominio en épocas frias del afio. Hoy en dia la mayoria de los autores
coinciden en sefalar que esta forma suicida supone del 10 al 20% del total de
las sumersiones (Giersten, 1970) y que representan el 1% de las formas de

suicidio (Wirthwein et al., 2002).

Sumersion homicida: Es muy poco frecuente, requiriendo una gran
desproporcion de fuerzas entre el agresor y la victima o bien que ésta tltima
se encuentre indefensa por traumatismos previos o por la administracion de

alcohol y/o téxicos (Copeland, 1985a, 1986). Por su dificil demostracion, obliga
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a extremar la precaucion en la busqueda de lesiones previas de diverso tipo y
restos de toxicos depresores del SNC, planteando la duda en el diagnodstico
diferencial con formas suicidas. Presenta mayor incidencia en nifios, mujeres,

disminuidos psiquicos y en sujetos que presentan especial vulnerabilidad.

1.2.4. Data de la sumersion

La determinaciéon de la data de la sumersion se basa en la valoracion del estado
evolutivo en el que se encuentren los fenomenos cadavéricos y en los cambios
inducidos por las fases mdas tempranas de la putrefaccion cadavérica, siendo preciso
puntualizar que, en algunos casos, podra no coincidir la data de la sumersion con la
data de la muerte. Ademas, estos cambios estan fuertemente condicionados por la
temperatura del medio de sumersion en el que se encuentre el caddver (Romero,

2007).

El diagnostico del tiempo de permanencia del cadadver en el agua sigue
constituyendo hoy en dia un complicado problema, por lo que se han elaborado una
serie de tablas haciendo una valoracion global de la data a partir de las diferentes

manifestaciones o signos que puedan apreciarse en el cadaver.

De todas las tablas publicadas al respecto, la de Reh (1975) es la mas precisa. En esta
tabla se valoran distintos parametros de forma diferenciada en cada uno de los meses
del afio, haciendo especial mencion a la temperatura media del agua en cada uno de
ellos. Estos parametros son los cambios cromaticos de la piel, el desarrollo de gases
de la putrefaccidon, manifestaciones de la maceracion de la piel, desprendimiento de

la epidermis, cabellos y unias, etc.

23



Introduccion

Como complemento de esta tabla, pueden citarse las investigaciones de Bray (1985)
en casos de sumersion en agua dulce, de las que se deduce una féormula en la que
incluye las concentraciones de potasio y cloruro en humor vitreo, pero solo para las

sumersiones en agua fria y para un periodo post-mortem entre 2 y 10 dias.

Finalmente, también se ha intentado aplicar la saponificaciéon de los cadaveres,
siempre que ésta sea evidente, a la determinacion de la data de la sumersion, aunque
dada la gran variabilidad de plazos en el inicio y desarrollo de este proceso
conservador que depende de multiples factores y circunstancias, el pronunciamiento

solo puede establecerse dentro de unos amplios margenes.

1.2.5. Fisiopatologia y mecanismos de muerte

Las circunstancias previas en las que se produce la asfixia por sumersiéon pueden ser
muy variadas (Modell, 1993) y esto explica los variados hallazgos necrdpsicos y los
diferentes mecanismos por los que se produce la muerte (Noble y Sharpe, 1963;

Hasibeder, 2003).

Zangani et al. (1985) describen en cinco fases el mecanismo de muerte de los casos de

asfixia por sumersion:

* 1° fase de sorpresa, en que se realiza una profunda inspiracion fuera del

agua.

* 2% fase de apnea (paro respiratorio), para evitar la penetracion del agua. Se
produce un laringoespasmo involuntario por la presencia de agua en la via
aérea. La respiracion no es posible durante esta fase y se produce la hipoxia, la

hipercapnia y la acidosis.
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* 3% fase de disnea, en la que se realiza la inhalaciéon de agua, que va seguida

de una disnea respiratoria por estimulacion del agua sobre la mucosa laringea.

* 4* fase de convulsiones asficticas, en la que el liquido contintia penetrando

de forma discontinua en las vias respiratorias.

¢ 5% fase o fase terminal, en la que no hay intercambio gaseoso. Al caer la
tension arterial de oxigeno, cede el laringoespasmo y la victima realiza una o
mas inspiraciones profundas, que van precedidas de una pausa respiratoria
preterminal. Finalmente se produce insuficiencia respiratoria y anoxia por la

obstruccién de la via respiratoria y puede producirse la muerte.

La penetracion de la columna liquida en las vias respiratorias, llegando a inundar los

alvéolos pulmonares, conlleva unos efectos mecanicos de cardcter inmediato:

- De una parte, se va a mezclar el aire residual pulmonar con el agua y con
sustancias y secreciones pulmonares, dando lugar a la formacién de una
materia espumosa que ocupara las vias respiratorias, pudiendo exteriorizarse
a través de la boca y de los orificios nasales, dando lugar al denominado

“hongo de espuma”.

- De otra parte, la presién ejercida por la columna liquida sobre el propio aire
residual existente en los pulmones, provocara lesiones en el tejido pulmonar,
que constituyen parte de los hallazgos anatomopatoldgicos, tales como zonas
de dilatacion alveolar, adelgazamiento y rotura de las paredes alveolares,
rotura de capilares perialveolares, asi como el denominado enfisema

hidroaéreo.
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Pero también hay que dar una gran importancia a las alteraciones electroliticas que el

agua puede producir al ingresar en el torrente circulatorio (Swann et al., 1947; Swann

y Spallford, 1951; Modell et al.,, 1966), estimdndose que las concentraciones de

electrolitos en suero pueden ser muy variadas, dependiendo de la cantidad y el tipo

de liquido aspirado (Fleetham y Munt, 1978). Dichas alteraciones van a estar

condicionadas por la osmolaridad del liquido inspirado:

26

- En los casos de sumersion en agua dulce, la cual es hipotdnica con respecto al
plasma, cuando el agua llega a los alvéolos es rapidamente absorbida,
pasando a la circulacion pulmonar. Ello provoca una marcada hemodilucion y
una hipervolemia, que en algunos casos puede significar un incremento del 30
al 50% (Lawler, 1992). Esta dilucion extrema podria producir una situacion de
hiponatremia, con sobrecarga circulatoria, facilitando la aparicion de
insuficiencia cardiaca. Asimismo, se va a producir hemdlisis por la entrada del
liquido de sumersion en el torrente circulatorio, lo que provoca una
hiperkaliemia y las consiguientes arritmias, que pueden llevar a la muerte del
sujeto en muy pocos minutos. Ademas, esta hemdlisis puede provocar serios
trastornos en la coagulacion ya que se puede producir una coagulaciéon
intravascular diseminada. De otra parte, la aspiracion del agua dulce afecta de
manera fundamental a los fosfolipidos del surfactante pulmonar (Giammona
y Modell, 1967), lo que hace inestables a los alvéolos, favoreciendo la aparicion

de zonas de atelectasia (Modell et al., 1976).

- En los casos de sumersion en agua salada, la cual es hipertdnica respecto al
plasma, ocurre todo de forma distinta. El liquido de sumersion que ocupa la
luz intraalveolar, que puede sobrepasar en tres o cuatro veces la osmolaridad
de la sangre (Orlowski, 1987), atrae agua a las vias respiratorias desde la

circulacion  pulmonar, causando, consiguientemente, hipovolemia,
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hemoconcentracion y edema pulmonar grave. Se produce un incremento de la
viscosidad de la sangre e hipernatremia aguda. Por su parte, el edema
pulmonar incrementa atin mas la situacion de hipoxia e hipercapnia, llevando

por ultimo al corazon a una situacion de bradicardia y asistolia (Lawler, 1992).

Segun Layon y Modell (2009), se requiere la aspiracion de un gran volumen de fluido
para que se pueda producir un cambio significativo en el volumen de la sangre del
paciente. Si se aspira mas de 11 mL/kg de liquido hipotonico, el volumen de sangre
aumentard en proporcion directa a la cantidad aspirada (Modell y Moya, 1966b,
Layon y Modell, 1992). Si el paciente es resucitado con éxito, este fluido absorbido se
redistribuird rdpidamente y la hipovolemia puede ocurrir al cabo de 1 h (Tabeling y
Modell, 1983). Sin embargo, cuando se aspira una cantidad significativa de agua de
mar hipertdnica, la hipovolemia puede sobrevenir rapidamente (Modell et al., 1967).
Pero hay que tener en cuenta que la mayoria de las victimas de sumersién no aspiran
liquido suficiente para causar cambios potencialmente mortales en el volumen de la

sangre: la muerte por sumersion en humanos supone una aspiracion de solo 2-4

mL/kg (Oehmichen et al., 2008).

Del mismo modo, las concentraciones séricas de los electrolitos pueden cambiar
después de la sumersion y esto va a depender de la cantidad y el tipo de liquido
aspirado. Un trabajo experimental con perros ha demostrado que no se producian
importantes cambios persistentes en las concentraciones de los electrolitos séricos
con la aspiracion de 22 mL/kg o menos, ya sea de agua dulce o salada (Modell y
Moya, 1966b; Modell et al., 1967). Sin embargo, la aspiracion de esta gran cantidad de
agua es muy poco probable en los seres humanos que sobreviven al proceso de
sumersion, encontrandose so6lo en el 15% de las personas que mueren por esta causa

(Modell y Davis, 1969).
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Asi, a pesar de que se habia pensado que la parada cardiovascular en los ahogados se
debia a las graves alteraciones electroliticas asociadas a grandes voltmenes de
liquido inspirado, hoy en dia se piensa que la mayor parte de los efectos
cardiovasculares de la asfixia por sumersion son fundamentalmente secundarios a la
prolongada hipoxia (Bierens et al., 2002; Oehmichen et al., 2008). Los efectos
anadidos de la acidosis y la hipercapnia pueden contribuir secundariamente al
desencadenamiento final, aunque es la hipoxemia el factor principal (Layon y
Modell, 2009). Asi, la hipoxemia inicial sufrida por las victimas de asfixia por
sumersion es debida a la apnea, aunque después se ha relacionado mas con la lesién
pulmonar aguda que se desarrolla como resultado de las alteraciones del surfactante
pulmonar, con el colapso alveolar y la atelectasia (Ibsen y Koch, 2002). De otra parte,
la grave disfuncion pulmonar sufrida por muchas victimas de sumersion conduce a
una insuficiencia respiratoria e hipoxia, que pueden ser suficientes para provocar

una parada cardiaca (Olshaker, 1992; Modell, 1993).

A la hora de explicar los mecanismos de la muerte por sumersidén, tenemos que
diferenciar aquellas muertes que se producen en el agua con los pulmones secos, ya

que presentan un mecanismo de muerte diferente.

Este tipo de muerte representa entre un 10-15% de los casos de sumersion (Concheiro
y Sudrez, 1998) y supone el hallazgo de un cuerpo en el agua sin presentar liquido en
los pulmones. No se trata, por consiguiente, de una asfixia por sumersion

propiamente dicha, ya que el agua no va a penetrar en las vias respiratorias.

Este tipo de muerte puede tener varias explicaciones. Se ha sugerido por diferentes
autores que un espasmo de glotis podria ser el mecanismo que impidiese la entrada
del agua en las vias respiratorias (Moar, 1983; Shaw y Briede, 1989; Modell et al.,

1999). La apnea inicial podria estimular los quimiorreceptores carotideos,
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contribuyendo al desencadenamiento de una parada cardiaca de origen vagal

(Shkrum y Ramsay, 2007).

Para otros autores (Lunetta y Modell, 2005), pueden existir varias explicaciones
ademas del laringoespasmo, como puede ser la inhibicion cardiaca vagal
desencadenada por diferentes mecanismos: intenso dolor abdominal ocasionado por
el impacto del cuerpo con el agua, shock anafilactico de origen digestivo en el estado
postpandrial o el reflejo inhibidor cardiorrespiratorio y apoplejia central por accion
del frio. La aparicion de estos tipos de muerte puede verse favorecida cuando la
victima se encuentra bajo la influencia del alcohol u otras sustancias tdxicas y, en

todo caso, cuando la temperatura del agua es muy baja (Gardner, 1942).

Algunos autores indican que la hipotermia suele estar asociada a los cuadros de
asfixia por sumersion, sobre todo en el caso de los nifos (Salomez y Vincent, 2004).
Cuando la temperatura corporal disminuye, el temblor aumenta el consumo de
oxigeno y la actividad metabolica, en un intento de aumentar la produccién de calor.
Por debajo de 30°C, el temblor cesa, el ritmo cardiaco se enlentece, disminuye la
presién sanguinea, y el consumo de oxigeno y la velocidad metabdlica también
disminuyen. Los pacientes se encuentran de este modo en una situacion de riesgo de
bradicardia extrema, asistolia o fibrilacién ventricular (Steinman, 1986). De forma
paraddjica, la sumersion en agua fria se asocia, en los casos de supervivencia, con un

mejor pronostico que en agua caliente, sobre todo en nifios (Wollenek et al., 2002).

1.2.6. Prondstico de supervivencia

Los efectos de la sumersion podrian ser resumidos en asfixia, hipoxia cerebral y, a
menudo, hipotermia. De todos, la hipoxia cerebral es el factor limitante a la hora de

conocer el prondstico de la victima. Como existe una amplia variedad de factores que
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influyen en el desarrollo de la hipoxia cerebral, es muy dificil estimar durante una

primera evaluacion de la victima la extension del dafo cerebral. Las respuestas a

varias preguntas pueden servir como valor pronostico (Schilling and Bortolin, 2012):

30

- (Hubo testigos del accidente de sumersion? Esta informacion nos permite estimar
la duracién de la hipoxia. Se asume que las victimas de los accidentes de
sumersion en los que no hay testigos presenciales han estado sumergidas

durante un largo periodo de tiempo y han sufrido hipoxia severa.

- (En qué tipo de fluido se ha sumergido la victima? ;A qué temperatura estaba ese
uido? Los distintos tipos de microorganismos presentes en ciertos fluidos
P g P

podrian causar infecciones con posterioridad.

- ¢Estaba la victima inconsciente cuando fue rescatada? La victima presenta un

mejor pronostico si no estaba inconsciente o recuper6 pronto la consciencia.

- ¢La victima presentaba cianosis? Este factor puede ser dificil de evaluar ya que
la cianosis indica que la reserva de oxigeno de la victima se ha agotado y que
la victima ha estado sumergida durante un largo periodo de tiempo, dando
lugar a una prolongada hipoxia. Sin embargo, la vasoconstriccion periférica
puede dar lugar a una cianosis periférica en nadadores en agua fria, lo cual

limita el valor de esta informacion.

- ¢La victima presentaba algun signo de vida durante el rescate? El tener
conocimiento, respiracién espontdnea y una circulacion estable indica un

mejor pronostico que la inconsciencia y el fallo respiratorio y circulatorio.
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- (Fue llevada a cabo la RCP antes de la llegada de los servicios sanitarios? Una
pronta y efectiva RCP reduce el tiempo de hipoxia y puede mantener la
oxigenacion cerebral. La pulsioximetria no es exacta en el tratamiento de

pacientes hipotérmicos.

Asi, el pronostico de las victimas de sumersion es muy variable y va desde la
completa recuperacion hasta una discapacidad neuroldgica grave o la muerte. Un
fatal desenlace se relaciona con la hipoxia cerebral, sindrome de distrés respiratorio
agudo, fallo multiorganico secundario a la hipoxia y la sepsis causada por aspiracion

o infeccidén nosocomial (Idris et al., 2003).

Se han descubierto varios algoritmos para proporcionar una adecuada estimacion del
resultado final tan pronto como el paciente llega al hospital. Los casos mas dificiles
de estimar son aquellos en los que la victima de sumersion llega inconsciente. Pero
aunque proporcionan cierto valor pronodstico, estos algoritmos no son precisos 100%.
Aunque de la evaluacion de estos pacientes se pueda llegar a distinguir entre un
pronostico favorable y uno pesimista, cierta proporcion de pacientes juzgados con un
mal pronodstico en una primera evaluacion, pueden llegar a recuperarse sin secuelas
si son tratados con tratamientos agresivos, y estos pacientes no han podido ser
detectados en una fase inicial (Salomez y Vincent, 2004; Modell et al., 2004; Barbieri et

al., 2008; Longhi y Paterno, 2009).

En 2003, el Comité Internacional de Coordinacion de la Reanimacion (ILCOR)
publico “el estilo Utstein para asfixias por sumersion” (USFD), una guia de
recomendaciones y definiciones de sumersion con el objetivo de mejorar la claridad
de la comunicacion cientifica de los informes presentados en los casos de sumersion,
tanto en términos de nomenclatura como en las directrices a seguir al comunicar los

datos de la sumersion. Asi, mejoradas la claridad y la comparabilidad de los futuros
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informes cientificos se podra avanzar en la base de los conocimientos clinicos y
epidemioldgicos. A su vez, estos estudios podran ayudar a identificar las estrategias
de prevencion adecuadas asi como el mejor tratamiento para las victimas de

sumersion y en ultima instancia, poder salvar vidas (Idris et al., 2003).

En este consenso se ha desarrollado un modelo de informe para ayudar a los
investigadores a informar los métodos y resultados obtenidos. En este modelo de

informe se deben incluir:

- Datos basicos: deben ser recogidos en todos los estudios. Son datos que se
consideran importantes y factibles de ser informados por -cualquier

investigador.

- Datos complementarios: se consideran datos importantes pero no esenciales.

Suponen una informacién valiosa que es dificil de recoger de forma fiable.

Los datos basicos y complementarios del modelo de informe publicado en el USFD

son los siguientes:

A.- Informacion de la victima

Datos bisicos:
- Identificacion de la victima.
- Sexo (hombre/mujer).
- Edad (meses o anos).
- Fecha y hora de la sumersion.

- Causa de la sumersion.
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Datos complementarios:
- La raza o categoria étnica.
- Lugar de residencia.

- Enfermedad previa.

B.- Informacion de la escena

Datos bdsicos:
- (Hubo testigos de la sumersion?
- (Donde ocurrid la sumersion? (piscina, océano, lago, rio, etc).
- ;(La victima estaba inconsciente cuando fue rescatada del agua?
- ;(La victima fue reanimada antes de llegar los servicios de emergencia?
- (Fue necesario llamar a los servicios de emergencia?
- Evaluacioén de los signos vitales (respiracion, pulso).
- Tiempo del primer intento de resucitacion por los servicios de
emergencia.

- Estado neuroldgico (Escala de coma de Glasgow).

Datos complementarios:
- Tipo de agua (agua dulce, agua salada, agua con componentes
quimicos, etc).
- Aprox. temperatura del agua (°C).
- Tiempo de sumersion, si se conoce.
- Tiempo de recuperacion de la victima del agua.
- Cianosis (si/no).
- Método de reanimacién cardiopulmonar (RCP).
- ;Quién hizo la RCP?

- (Fue enviado un vehiculo de los servicios de emergencia?

33



Introduccion

- Tiempo de la primera evaluacion por los servicios de emergencia.
- Saturacion de oxigeno, temperatura, presion arterial, reaccion de las

pupilas.

C. Evaluacion y tratamiento por el servicio de urgencias

Datos bdsicos:
- Signos vitales (temperatura, presion sanguinea, ritmo cardiaco,
frecuencia respiratoria).
- Saturacion de oxigeno de hemoglobina.
- Gasometria arterial (pH, pO2, pCOz).
- Estado neuroldgico inicial (Escala de coma de Glasgow).

- Necesidad de ventilacion.
Datos complementarios:

- Reaccion de las pupilas.

- Examen toxicologico.

D. Evolucion en el hospital

Datos basicos:

- Necesidad de ventilacion.
Datos complementarios:

- Evaluacion seriada de la funcién neuroldgica.

- Desarrollo de enfermedad debido a una complicaciéon de la sumersion.
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C. Resultado

Datos basicos:
- Vivo o muerto.
- Fecha de alta del hospital.

- Resultado neuroldgico al alta hospitalaria.

Datos complementarios:
- Calidad de vida.
- Causa de la muerte.

- Otras lesiones y morbilidad.

Posteriormente, Eich et al. (2007) realizaron un estudio basado en el analisis de estas
variables y propusieron otras variables adicionales que podian predecir también el

resultado de la sumersion:

- Concentracion de potasio sérico.
- Velocidad de recuperacion de la temperatura corporal de la victima.

- Ritmo cardiaco inicial.

1.2.7. Medidas terapéuticas en las victimas de sumersion

Lo primero de lo que tiene que darse cuenta el rescatador cuando encuentra una
victima de sumersion es de si la victima respira, si tiene pulso y si tiene lesiones
cervicales. Una vez rescatada del agua, las primeras y mas importantes medidas a
llevar a cabo son la restauracion de la circulacion y la oxigenacién del paciente
(Schilling y Bortolin, 2012). El prondstico final va a estar directamente relacionado

con una terapia temprana y RCP, segtin se requiera (Eich et al., 2005).
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En pacientes inconscientes, este tratamiento se consigue mediante el aseguramiento
de una via respiratoria y aplicando los principios de la RCP, similar a los pasos
empleados en un fallo cardiaco. Sin embargo, como las victimas de sumersion a
menudo ingieren grandes cantidades de liquido, el riesgo de vomitar vy,
consecuentemente, aspirar el contenido gastrico aumenta. Para evitar esto, se puede

colocar un tubo gastrico después de la intubacion.

Hay que tener en cuenta que las operaciones de rescate deben llevarse a cabo con
mucha precaucion en pacientes hipotérmicos: por un lado, después de producirse
una respuesta inicial al frio con una gran pérdida de energia e hipermetabolismo, en
la hipotermia se reduce el metabolismo y la demanda de oxigeno. Por lo tanto, los
tejidos sobreviven con menos cantidad de oxigeno de lo habitual, de manera que una
circulacion centralizada residual y una reducciéon de la respiracion pueden ser
suficientes para preservar los drganos vitales durante un tiempo limitado, mientras
que en los vasos periféricos se produce hipoxia, acidosis e hiperpotasemia. Al
llevarse a cabo el calentamiento del paciente, se produce una descentralizaciéon de la
circulacion y los vasos periféricos se abren, pudiéndose producir una redistribucion
repentina de la sangre fria, acidotica e hiperpotasémica hacia la circulacién central,

provocando asi una fibrilacién ventricular.

Hay que tener en cuenta que después de llevar a cabo una primera terapia con éxito,
en el 5% de las victimas de sumersiéon ocurre un deterioro secundario en las
siguientes horas y dias. Este deterioro se atribuye al dafio pulmonar causado por la
anoxia y la aspiracion de liquido, lo cual causa lesiones epiteliales y pérdida del
surfactante, provocando colapso alveolar, atelectasia, shunt pulmonar y un aumento
de infecciones. El resultado final de estos sintomas es el ARDS (Sindrome de distrés
respiratorio agudo) (Milne y Cohen, 2006, Clesson et al., 2008). Por lo tanto, las

victimas de sumersion deben ser trasladadas a un hospital para ser reconocidas,
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independientemente de lo bien que aparenten estar. El traslado se debe llevar a cabo
monitorizando el pulso, la presiéon sanguinea, la frecuencia respiratoria, el

electrocardiograma y la pulsoximetria.

Ya en el hospital, se debe hacer hincapié en el soporte pulmonar, llevando a cabo un
tratamiento personalizado, segun el estado de cada paciente. Se debe realizar una
gasometria arterial para evaluar la adecuacion de la ventilacion, el estado acido-base
y el intercambio pulmonar de gases del paciente. La terapia deberia comenzar por la
aplicacion de técnicas no invasivas para garantizar la asistencia respiratoria. En los
casos severos se debe recurrir a técnicas invasivas como la intubacion y la respiracion
artificial. La terapia antibidtica debe ser empirica y basada en signos de infecciéon o

de contaminacion severa (Szpilman, 1997).

Asi, se deben controlar los niveles de CO: para mantener la normocapnia, ya que con
hipercapnia se produce vasodilatacion cerebral con el consiguiente aumento de la
presién intracraneal y con hipocapnia se produce vasoconstriccion cerebral que lleva

a una hipoxia cerebral.

También es necesario controlar los niveles de glucosa tratando adecuadamente la
hiperglucemia pero sin provocar hipoglucemia, ya que ambas situaciones pueden

deteriorar el estado critico del paciente.

La isquemia en los érganos provoca una respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) que
tiene como resultado el aumento de la circulacién sanguinea hacia los capilares. Por
lo tanto, en las victimas de sumersidon se produce hipovolemia provocada por los
cambios en la distribucion del volumen plasmatico. En estos casos puede ser

necesario el tratamiento con soluciones acusas de sales minerales (suero salino) u
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otras moléculas solubles en agua (lactato, acetato, dextrosa) para aumentar el

volumen sanguineo.

En pacientes que sufren comas prolongados, la muerte cerebral podria estar
declarada después de 24-72 horas. Se pueden utilizar distintas técnicas para valorar
la extension del dafo cerebral, siendo utiles en el laboratorio la monitorizacion de la

proteina S-100 o la enolasa especifica de neuronas (NSE) (Schilling y Bortolin, 2012).

1.2.8. Principios generales a seguir en el estudio de los casos de sumersion

Piette y De Letter (2006) establecen que a la hora de valorar un caso de sumersion se

deben tener en cuenta los siguientes principios generales (Figura 1):

Figura 1. Principios generales en el estudio de la sumersion: 1. Hemodilucion; 2. Particulas
en el agua de sumersion (por ejemplo: diatomeas); 3. Elementos disueltos en el agua de

sumersion; 4. Particulas o elementos celulares en los alveolos.
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El agua entra en la circulacion sanguinea por difusion y ésmosis (hemodilucion). Esto
ha sido demostrado por los experimentos con animales realizados por
Brouardel y Vibert (1880) a finales del siglo XIX. Varios métodos quimicos y
fisicos han sido presentados con el fin de demostrar esta hemodilucion
(Schwar, 1972). Sin embargo, estos métodos solo se pueden aplicar cuando la
autolisis y la putrefaccion no han tenido lugar. Ademas, en ellos interfiere la
reanimacion cardiopulmonar (Jeanmonod et al., 1992). Por ello, algunos

investigadores consideran que estos métodos son obsoletos (Wetli et al., 1988).

Las particulas en suspension del agua de sumersion entran en la circulacion
sanguinea. Esto implica que, durante el proceso de sumersion, ademas de los
procesos de difusion y &ésmosis, se producen pequenas lesiones en las
membranas alveolares y como resultado, las particulas presentes en el agua de
sumersion pueden entrar en la circulacion sanguinea. Corin y Stockis
demostraron que elementos cristalinos suspendidos en el agua de sumersion
se pueden encontrar en las cavidades izquierdas del corazén (Stockis, 1909,
Corin, 1909; Corin y Stockis, 1909; Stockis, 1921). Pero los métodos de Corin y
Stockis pasaron a desuso y unas décadas mads tarde se introdujo la
investigacion de la presencia de diatomeas en sangre y drganos (Peabody,
1980). Sin embargo, poco después de establecer este método, surgieron criticas
desfavorables y, en la actualidad, no existe todavia acuerdo entre los
defensores y los opositores. Otra posibilidad es la prospeccion de protozoos
ciliados en sangre en los casos de sumersion en agua dulce (Chardez y

Lambert, 1985).

Las sustancias quimicas disueltas en el agua de sumersion que se encuentran en muy
bajas concentraciones en el cuerpo humano (elementos traza), pueden entrar en la

circulacion sanguinea. Tedricamente, el método perfecto debe cumplir las
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4.

siguientes premisas: el marcador debe tener la posibilidad de atravesar la
membrana alveolo-capilar para entrar en la circulacion, debe estar presente en
grandes cantidades en el agua de sumersion y en cantidades muy pequenas en
la sangre de personas sanas y no debe haber entrado en la circulacion por
otros medios, como a través del tracto gastrointestinal o debido a procesos de
difusion post-mortem. El mérito de este enfoque tedrico se debe a Icard (1932),
lo cual fue posteriormente demostrado gracias a los experimentos en animales

realizados por Abdallah et al. (1985).

Elementos celulares o corpusculares presentes en los alveolos pulmonares pueden
aparecer en la circulacion sanguinea después de la sumersion. El estudio de estos
elementos se ha llevado a cabo desde hace unas décadas (Mottonen et al.,
1971; Karkola y Neittaanmaki, 1981; Reiter, 1984), sin embargo, son pocos los
casos publicados. Ademas, estos métodos no son aplicables a todos los casos
de sumersidon, por ejemplo, las células de fumadores sélo pueden ser
detectadas en personas fumadoras. Otras sustancias estudiadas son los

cuerpos de asbestos y el surfactante pulmonar.

1.2.9. Hallazgos necropsicos

1.2.9.1. Examen externo

En el examen externo del caddver recuperado del agua, con independencia de su

mecanismo de muerte, se pueden encontrar una serie de alteraciones de diverso

origen (Sibon Olano et al., 2005; Romero, 2007):
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- Signos propios de la reaccion vital:
- Hongo de espuma: Se trata de una espuma de finas burbujas de color
blanquecino o rosidceo que aflora por los orificios nasales y la boca.
Constituye un elemento indicativo de asfixia por sumersion aunque puede
aparecer en otras variedades de asfixia asi como en otro tipo de muertes en

las que se produce edema de pulmon (Figura 2).

Figura 2. Hongo de espuma.

- Espasmo cadavérico: En algunas ocasiones puede apreciarse un espasmo
localizado a nivel de las manos, cuyos dedos, fuertemente flexionados,
suelen retener arena o briznas de vegetacion o algas del fondo del rio, lago o
mar donde se produjo la sumersion. Tiene un claro significado de reaccion

vital (Lawler, 1992; Concheiro Carro y Sudrez Penaranda, 2004).

- Livideces cadavéricas: Suelen tener una tonalidad mucho mas clara que en
el resto de las asfixias mecanicas, hecho que puede ser explicado en parte por
la hemodilucion y también por la permanencia del caddver a una
temperatura en general bastante mds baja que la ambiental. En los casos en
los que el cadaver se encuentra en aguas vivas, su continua movilizaciéon y

rotacion hacen que las livideces no aparezcan de un modo definido.
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- Signos debidos a la permanencia prolongada del cadaver en el agua:

- Piel con aspecto anserino (cutis anserina): consecuencia del proceso de
rigidez que sufren los musculos erectores del pelo, la cual se ve favorecida,

en su caso, por la baja temperatura del medio de sumersion.

- Enfriamiento corporal precoz: El intimo contacto entre el agua y la

superficie corporal provoca una rapida nivelacion de la temperatura.

- Maceracion cutinea: En los momentos iniciales aparece como
blanqueamiento, engrosamiento y arrugamiento de la epidermis,
especialmente a nivel de las palmas de las manos y las plantas de los pies,
pero cuando la permanencia en el agua se prolonga, acaba desprendiéndose
en forma de guante o calcetin; también los pelos y las ufias pueden

desprenderse con facilidad.

- Evolucion de la putrefaccion cadavérica: Estd influenciada por Ila
temperatura del medio en que el cadaver estd sumergido. Mientras que el
caddver permanece sumergido, la putrefaccion parece seguir un ritmo mas
lento que si se encontrase al aire libre. Una vez recuperado el cadaver del

agua, la putrefaccion se acelera considerablemente.

- Saponificacion: Aparece cuando la permanencia prolongada del cadaver

tiene lugar en agua estancada o con poca corriente.

- Lesiones externas: Pueden dar lugar a problemas de interpretacién. En
algunos casos, las lesiones tienen un marcado cardcter vital (lesiones de
etiologia homicida); en otros casos, las lesiones obedecen a un mecanismo

contusivo grave al caer sobre un fondo rocoso o sélido. En la mayoria de los
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casos pueden encontrarse también lesiones post-mortem que se producen
por el arrastre del cadaver sobre las irregularidades del fondo bajo la accion

de las corrientes de agua.

1.2.9.2. Examen interno

Los hallazgos necrdpsicos que podemos encontrar en el examen interno van a

depender del mecanismo de la muerte (Sibon Olano et al., 2005):

-  Cuando el mecanismo de la muerte es el denominado sumersion-inhibicion,
en el que el individuo queda en muerte aparente dentro del agua debido al
reflejo inhibitorio vagal que produce una parada brusca de las funciones
cardio-respiratorias, los hallazgos que podemos encontrar son escasos, salvo

una congestion inespecifica generalizada.

- Cuando el mecanismo de la muerte es el denominado sumersidon-asfixia
simple, sin paso de agua a los pulmones por probable laringoespasmo,
hallaremos agua en el aparato digestivo y signos inespecificos de los cuadros

de asfixia.

- Cuando el mecanismo de la muerte es el denominado sumersién-ahogamiento
propiamente dicho, con penetracién de agua en las vias respiratorias, vamos a

encontrar la mayor riqueza en el estudio macroscopico.
Asi, los hallazgos necropsicos mas caracteristicos de la asfixia por sumersion se van a

localizar en el aparato respiratorio y estan directamente relacionados con la

penetracion del liquido de sumersion en las vias respiratorias (Romero, 2007).
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- Hemorragias intramusculares: Se han descrito hemorragias localizadas a nivel del
cuello, tronco y extremidades superiores (Carter et al., 1998; Piischel et al., 1999),
cuyo mecanismo se ha atribuido a las convulsiones agonicas y al sobreesfuerzo

realizado por los diferentes grupos musculares durante la anoxia.

- Pulmones: Ambos pulmones aparecen extraordinariamente aumentados de
volumen, hasta el punto de que llegan a solaparse los bordes anteriores de las

lengiietas pulmonares, ocultando el saco pericardico (Figura 3).

Figura 3. Aumento de tamano de los pulmones.

Diseminadas por la superficie pulmonar aparecen las equimosis o manchas de
Paltauf, de localizacion subpleural, de coloracion mas clara y de mayor tamafo que
las equimosis de Tardieu (aparecen en otras modalidades de asfixia), las cuales estan
relacionadas con el proceso asfictico, a la vez que con el componente traumatico

ejercido por la penetracion del agua (Figura 4).

Figura 4. Manchas de Paltauf.
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Cuando se realiza forcipresion se aprecia una crepitacion caracteristica debido a la
existencia de enfisema y de edema, con una elasticidad manifiestamente disminuida,

persistiendo la huella dejada por la presion (févea).

Al corte crepitan, dejando escapar gran cantidad de aire, aprecidndose una gran
congestion pulmonar, fluyendo por las superficies de seccion abundante sangre, de
aspecto espumoso, mezclada con el liquido de sumersion. Asi mismo, pueden

apreciarse focos hemorragicos intrapulmonares.

La traquea y los bronquios se encuentran ocupados por espuma blanquecina o
sonrosada que se contintia hacia el exterior dando lugar al hongo de espuma. En
ocasiones, puede apreciarse también restos de productos del vémito y de la

vegetacion existente en el medio de sumersion (Figura 5).

Figura 5. Espuma traqueobronquial.

Se ha estudiado el peso de los pulmones, pudiendo afirmarse, en términos generales,
que en la asfixia por sumersion suele ser elevado respecto a otros tipos de muerte
(Copeland, 1985b; De La Grandmaison et al., 2001; Hadley y Fowler, 2003), aunque
no se ha encontrado ninguna diferencia significativa entre el peso de los pulmones de

ahogados en agua dulce o agua salada (Kringsholm et al., 1991).
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Pero hay que tener en cuenta que no siempre se encuentran estos hallazgos
patologicos en los casos de sumersion. Lunetta et al. (2002), después de estudiar 1590
casos de cuerpos encontrados muertos en el agua, llegaron a la conclusion de que
solo el 11% de todos las casos mostraban una combinacion de hallazgos patoldgicos
exclusivos de los casos de sumersion (hongo de espuma y solapamiento de los
bordes anteriores de los pulmones), quedando el 60% de los casos sin encontrar
hallazgos patoldgicos concluyentes para poder realizar un diagndstico definitivo de
muerte por sumersion. Posteriormente, un estudio realizado por Somers et al. (2006),
en el que hacen una revision de los casos de sumersion ocurridos durante 20 afios en
nifos entre 9 meses y 17 anos, demuestran que, incluso con periodos cortos de
reanimacion, se alteran significativamente los hallazgos patoldgicos en la autopsia,
disminuyendo la incidencia de hallazgos como la espuma blanquecina en traquea y
bronquios, aumento de liquido en la cavidad pleural y aumento de peso de los
pulmones. Por ello es necesario conocer el historial de reanimacién para poder

interpretar con precision los hallazgos patoldgicos.

- Cavidades pleurales: Con frecuencia aparecen ocupadas por liquido seroso o
serohematico. Se estima que, en los cuerpos recuperados del agua, dicho derrame
pleural es la consecuencia de la difusién post-mortem de los liquidos pulmonares
(Terazawa y Haga, 1996). Asi, varios autores afirman que existe una relacion
evidente entre el intervalo post-mortem y el volumen del derrame pleural (Morild,
1995; Yorulmaz et al., 2003; Zhu et al., 2003a). Este signo carece de valor en los casos

en los que la putrefaccion esta avanzada.

- Corazoén: Se ha visto que la dilatacion del ventriculo derecho que puede apreciarse
en algunos casos, es consecuencia de la situacion de hipervolemia y de la resistencia
vascular pulmonar (Gordon et al., 1988). El ventriculo izquierdo suele ser normal y

estar exangte.
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- Aparato digestivo: Durante la autopsia se puede encontrar medio de sumersion y
cuerpos extrafios que pudieran acompanarle a nivel del estomago e incluso del
intestino delgado, los cuales podrian haber sido deglutidos durante la primera fase
de la sumersion (Chiodi et al., 1978), aunque habria que descartar que este medio
hubiera podido penetrar en el cuerpo post-mortem de forma pasiva y en pequenas
cantidades (Knigth, 1996). Se puede admitir que si la cantidad de liquido es superior
a 500 mL en un sujeto adulto, se trata de una sumersion intravital, por cuanto que no
es posible admitir una penetracion post-mortem tan abundante (Concheiro y Sudrez,
2004). Ademas, la presencia de agua en el duodeno, cuando la putrefaccion atiin no es
evidente, tendria la misma significacion. De forma ocasional pueden apreciarse
desgarros de la mucosa gastrica, a la altura del cardias, consecuencia quizas de los

vomitos producidos por la deglucion de grandes cantidades de agua.

- Bazo: Se ha observado que en los casos de sumersion, el bazo puede aparecer
pequenio y anémico debido a la estimulacion simpatica con vasoconstriccion y
contraccion de la capsula esplénica y de las trabéculas (Reh, 1970; Haffner et al,,
1994), aunque hay quien piensa que es un fenémeno post-mortem en los casos de

sumersion prolongada (Hadley y Fowler, 2003).

- Oido medio: En el oido medio y en la regién mastoidea pueden aparecer focos de
infiltracion hemorragica que se transparentan a través del techo del pefiasco con una
coloracién azulada muy caracteristica. Generalmente se acompafian de edema

submucoso y congestion vascular.

- Sangre. Hemodilucion: La sangre contenida en las cavidades izquierdas del corazon,
proveniente de la circulacion pulmonar, estd mas diluida que la contenida en las
cavidades derechas (De Bernardi et al., 1981; Byard et al., 2006). No obstante, los

resultados pueden influirse por las transformaciones inducidas por la autolisis y la
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putrefaccién, e incluso por las maniobras de reanimacion que hubieran sido

aplicadas.

- Senos paranasales: Se ha descrito la presencia de agua en los senos paranasales,
considerandola como una consecuencia mas de la simple permanencia de los
cadaveres en el agua, teniendo en cuenta que podia penetrar post-mortem (Reh, 1970;
Hotmar, 1996; Bohnert et al., 2002). Un estudio realizado por Zivkovic¢ et al. (2013)
demuestra que el liquido libre encontrado en los senos esfenoidales (signo
Svechnikov) puede considerarse como una reaccion vital en los casos de sumersion
sin muestras de putrefaccion. En los cuerpos putrefactos recuperados del agua, una
cantidad de 0,55 ml de liquido libre en los senos esfenoidales puede sugerir que la
victima estaba viva antes del contacto con el agua, aunque no demuestra que la

sumersion sea la causa de muerte.

- Tincion del tronco adrtico: La tincion hemoglobinica de la porcion proximal de la
aorta ha sido citada como un posible marcador de la sumersion en agua dulce
(Gresham, 1977; Polson et al., 1985, Zivkovi¢ et al., 2013), consecutiva a la importante

hemdlisis que se produciria en estos casos.

1.2.9.3. Hallazgos histopatoldgicos

- Pulmones: Son el principal érgano afectado por el liquido de sumersiéon cuando
éste fluye a través del sistema respiratorio en una sumersion. Shkrum y Ramsay

(2007) sistematizan los hallazgos microscopicos en los siguientes:

- “Enfisema acuoso”, entendido como edema intra-alveolar e intersticial con

expansion de los espacios alveolares, adelgazamiento de la pared alveolar y
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compresion de los capilares alveolares. Ciertas circunstancias pueden afectar a

la progresion de la expansion alveolar (Betz et al., 1993, 1994, 1995):

- El contacto con el aire cada vez que el cuerpo sale a la superficie del
agua.

- La relacion entre la edad y la capacidad pulmonar.

- Una patologia pulmonar previa de las victimas de enfisema asociada
con la edad o el habito tabaquico.

- El estado de putrefaccion, el cual puede difuminar rdpidamente los

hallazgos de la autopsia.

- Congestion pulmonar, edema, hemorragia alveolar, ruptura de paredes

alveolares.

- Los macrofagos alveolares pueden estar disminuidos en ahogados sin signos
de putrefaccidn, al ser arrastrados o lavados por el liquido de sumersion. En
caddveres en avanzado estado de putrefaccién, el numero de macréfagos
pulmonares puede ser muy variable. Un estudio llevado a cabo con ratas
establece que la cantidad de macrofagos es mayor en los casos de sumersion
en agua salada que en los casos de sumersion en agua dulce (Locali et al.,

2006).

- Hemorragia alveolar, la cual es significativa en los casos de sumersion sin
putrefacciéon y en muertes asficticas comparadas con sujetos fallecidos por

otras causas.

El estudio microscdpico muestra diferencias entre los casos de sumersion en agua

dulce y los casos de sumersion en agua salada relacionadas con la reaccién
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inflamatoria aguda inducida después del dano pulmonar producido por el liquido de
sumersion. En estos casos, la infiltracion masiva de las células inflamatorias es mas
severa en los casos de sumersion en agua salada que en los de agua dulce. Ademas,
utilizando la microscopia electronica de barrido, se puede observar en los casos de
sumersion en agua salada un cambio caracteristico en el epitelio alveolar que se
muestra con muchas protrusiones, compactacion y cambios morfoldgicos en la

membrana basal y en los eritrocitos (Morte Tamayo et al., 2012).

Recientemente se ha utilizado como procedimiento complementario la tomografia
computerizada post-mortem en el estudio de la fisiopatologia pulmonar en el
proceso de la muerte, implicando enfisema, congestion y edema (Michiue et al.,

2012).

- Piel: El efecto de "piel de lavandera", considerado como la maceracién de la punta de
los dedos y la separacion de las ufias, se observa a menudo como una decoloracion
blancuzca y un desprendimiento arrugado de la epidermis como consecuencia de la
contraccion de las fibras elasticas del corion epitelial. De hecho, estos cambios han
sido utilizados para determinar la data de la sumersion, debido a la resistencia de las

fibras a la putrefaccion, a la accion de los 4cidos y a los cambios de temperatura.

- Corazon: Los marcadores morfologicos de sumersion son:

- Hipereosinofilia focal de los miocitos ventriculares.

- Contraccidon en bandas de los miocitos ventriculares.

En los casos de sumersion y de lesion cerebral aguda, usando lugol azul rapido como
método de tincion, se ha observado una degeneracion miofibrilar obteniendo una

tincion citoplasmatica difusa (Oehmichen et al., 1990). También han sido descritas
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alteraciones de la media de las principales arterias coronarias. Estas lesiones sugieren
que la sumersion esta asociada con una rdpida e importante alteracion simpatica, la
cual produce un espasmo de la arteria coronaria y lesion focal de los miocitos (Lunt y

Rode, 1987).

- Higado, bazo y rifion: En el higado se puede observar la extension de los
sinusoides hepaticos o hasta necrosis. El andlisis microscopico del bazo muestra una
reduccion en el nimero de eritrocitos caracteristico de un dérgano pequeno y
anémico. Este efecto parece estar relacionado con algunos mecanismos
fisiopatologicos de la muerte (Janssen, 1984). Algunos rifiones muestran necrosis
tubular aguda. Sakurada et al. (2012) demuestran que en las muertes relacionadas
con la exposicion al frio (hipotermia y sumersion en agua fria) se observa un
aumento de la expresion HSP70 en el ntcleo de los podocitos glomerulares con un

patrén especifico.

- Hueso temporal: Se han observado resultados andmalos en la submucosa y el

lumen del espacio timpanomastoideo:

- Hemorragia timpanomastoidea y edema severo de la submucosa.
- Petequias con moderada congestion vascular sin inflamacion en la submucosa

y hemorragia en el espacio de aire timpanomastoideo (Babin et al., 1982).

Se deduce que el esfuerzo respiratorio contra el cierre de la glotis no es el tnico
responsable de la hemorragia timpanomastoidea que tiene lugar en los casos de
muerte por sumersion. Se propone que es necesaria una membrana timpdnica intacta
para crear suficiente presion negativa en la cavidad del oido medio para causar una
ruptura de los vasos sanguineos y hemorragia. Por lo tanto, una hemorragia

timpanomastoidea en ausencia de otitis media, traumatismo craneal, accidente
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cerebrovascular o diatesis hemorragica parece ser una fuerte evidencia de apoyo a la
muerte por sumersion. Microscdpicamente, los cambios observados son un
engrosamiento del epitelio peridstico, especialmente en la boveda quirtrgica de la

capsula 6tica (Kelemen, 1983).

- Cuello: Es frecuente la aparicion en los cuerpos recuperados del agua de una
extensa hemorragia intramuscular en el cuello, en la zona de la cintura escapular y en
la parte alta de los brazos. En los casos vitales, las hemorragias estan localizadas en la
parte anterior y posterior del cuello, principalmente en los musculos cricoaritenoides
y estdn relacionadas con la elevada presion venosa central que llega a la cabeza a
través de las venas que pasan por el cuello. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que, a menudo, las lesiones del cuello resultan de una inadecuada recuperacion y
transporte de los cuerpos (Sigrist y Germann, 1989; Sigrist et al., 1994). Si el andlisis
ultraestructural muestra cualquier signo de reaccién vital y la estriacién transversal
estd intacta, significa que las lesiones se han desarrollado post-mortem, mientras que

una alteracién muscular de causa “vital” se caracteriza por:

- Fragmentacion segmentaria o en forma de disco de las fibras musculares.
- Pérdida de la estriacion transversal del sarcoplasmico.

- Aparicién de estructuras fibrilares longitudinales patologicas.

- Epitelio corneal: El agua de sumersion que rodea a los ojos antes de la recuperacion
de la victima tiene caracteristicas osmoticas, quimicas y pH diferentes a las del
humor acuoso, sin embargo se mantiene la funciéon de las células endoteliales

corneales y la ultraestructura (Hull et al., 1985; Chen et al., 2005).
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- Dientes de color rosa: A veces se puede observar una coloracion rosada de los
dientes y es debida a la hemdlisis producida después de la exudacion de los

derivados de hemoglobina a través de los tubulos de dentina.

- Raiz adrtica: Al menos el 5% de los casos de sumersion en agua dulce muestran una
tincion diferencial del tronco aortico, observandose una decoloracion hemolitica de la
intima de la aorta. Esto podria ser debido a la hiponatremia y a la hemdlisis
producidas por la hemodilucién que tiene lugar en el ventriculo izquierdo en los

casos de sumersion en agua dulce (Byard et al., 2006; Tsokos et al., 2008).

- Mucosa gastrica: Durante la fase de la sumersion en la que se produce la
inspiracion bajo el agua, la victima puede vomitar y el contenido del estomago puede
pasar a las vias respiratorias. Si el vomito es enérgico puede conducir a la ruptura del
del eséfago (Sindrome de Boerhaave), al desgarro de la mucosa lineal en la region de
la union cardio-esofagica (Sindrome de Mallory-Weiss) o incluso en otras partes del

estdmago (Blanco Pampin et al., 2005).

1.2.10. Examenes bioldgicos

Durante el proceso de la sumersion y tras la penetracion del agua se van a producir
lesiones en las membranas alveolares a través de las cuales van a pasar a la
circulacion sanguinea tanto el medio de sumersion como las pequenas particulas que

se encuentran en suspension en el mismo.

Los primeros trabajos se basaron en el estudio de los elementos cristalinos presentes
en el liquido de sumersion (Corin y Stockis, 1909; Corin, 1909; Stockis, 1921), pero las
dificultades en la identificacion de los mismos supusieron el abandono de estos

procedimientos.
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1.2.10.1. Diatomeas

A pesar de existir una gran controversia sobre su validez, la prueba mas importante
para el diagndstico de sumersion es la identificacion de diatomeas. Su eleccion es
preferente al de otros organismos acudticos como pudieran ser los protozoos,
dinoflagelados o invertebrados, gracias a la gran estabilidad post-mortem que

presentan las diatomeas en los tejidos humanos.

Las diatomeas son algas unicelulares eucariotas de la clase Bacillariophyceae que se
encuentran presentes tanto en el agua dulce como en el agua salada, asi como en la
tierra y en el aire. El tamafio de las mismas varia desde 2 pm a mds de 500 pm,
midiendo la mayoria de las especies entre 10 y 80 um de longitud o de didmetro. La
pared celular contiene una alta cantidad de silice, denomindndose “frustula” a la
parte silicea entera de la diatomea o exoesqueleto, el cual es duro y resistente al calor,
a los acidos y a la putrefaccion. Existe una extraordinaria variabilidad de las mismas,

lo que hace que su analisis no resulte especialmente facil (Figuras 6, 7 y §8).

Figura 6. Selecciéon de diatomeas marinas.
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COMPHONENA

Figura 7. Distintas formas de diatomeas.

Figura 8. Diatomea del género Gomphonema, endémica del lago Baikal, al sur de Siberia.

La aplicacion de las diatomeas para el diagnostico de la asfixia por sumersion se basa
en el hecho de que penetrarian en los pulmones conjuntamente con el liquido de la
sumersion, y si el sujeto se encuentra vivo, con actividad cardiocirculatoria eficaz,
atravesarian el filtro pulmonar y se diseminarian por todo el organismo a través del
torrente circulatorio, pudiendo identificarlas en médula dsea, higado, cerebro o
rinones, con la particularidad de que las diatomeas capaces de alcanzar las tltimas

ramificaciones de los capilares sanguineos tienen entre 10-100 pm de tamaro, y el
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hallazgo de las mismas supondria un signo claro de vitalidad (Lunetta et al., 1998). Si
se tratara de un cadaver arrojado o caido al agua, las diatomeas podrian penetrar de
forma pasiva en el aparato respiratorio, pero no podrian llegar a otros 6rganos al no
existir actividad circulatoria. Este planteamiento tan simple no ha estado exento de
debate, existiendo argumentos a favor y en contra de la utilidad de estos marcadores
para el diagndstico de la asfixia por sumersion (Hendey, 1973; Peabody, 1980; Foged,
1983).

Las principales causas de error de este test diagnostico son, segin Lunetta y Modell

(2005):

Falsos resultados positivos: La principal critica que puede hacerse al estudio de las

diatomeas es el hallazgo de éstas en pulmones y otros 6rganos de personas fallecidas

por causas distintas a la sumersion, lo cual puede reconocer muy diversos origenes:

- Contaminacién ante-mortem: Ingestion de alimentos con alto contenido en
diatomeas (vegetales, mariscos, bebidas) o por inhalacion de diatomeas en

fabricas de materiales de construccion y aislantes o al fumar cigarrillos.

- Penetracion post-mortem: Sumersion prolongada en el agua a alta presion
hidrostatica, penetracion en cadadveres sumergidos a través de heridas
producidas en vida, penetracion durante la aplicacion de maniobras de

reanimacion con ventilacion artificial en cadaveres recuperados del agua.
- Contaminacién durante la preparacion de las muestras: Contaminacion por las

ropas del caddver o durante la ejecuciéon de la autopsia a través de

instrumental y los materiales utilizados.
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- Otras fuentes: Inhalacion de agua por buceadores o nadadores, paso
transplacentario de las diatomeas, contaminacion del pancreas y vesicula biliar
por el paso retrégrado del contenido del duodeno o en casos de exhumacion,
contaminacion post-mortem por el serrin que eventualmente pueda existir en

el ataud.

Falsos resultados negativos: Las diatomeas no han podido ser identificadas en todos

los casos de muerte por sumersion, pudiéndose explicar por:

- La existencia de una baja concentracion de diatomeas en el medio de
sumersion (Funayama et al., 2001). Es necesario tener en cuenta las variaciones

estacionales, siendo mas abundantes las diatomeas en primavera y en otofio.

- Una escasa cantidad de liquido inhalado.

- La pérdida de diatomeas durante el proceso de preparaciéon de las muestras.
Las técnicas de extraccion requieren la destruccién previa de la materia
organica, para lo cual se ha empleado la digestiéon quimica con dcido nitrico o
sulftrico (Ludes y Coste, 1996; Auer, 1991), solubilizantes con Solueno-350
(Fukui et al., 1980; Sidari et al., 1999), el cual no es recomendable para las
diatomeas en agua salada, o enzimas como la proteinasa k con el
dodecilsulfato sédico (Kobayashi et al., 1993). El método de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) constituye un método alternativo pero su alta
sensibilidad (Abe et al., 2003) conlleva también a un alto riesgo de
contaminacidon. Recientemente se ha descrito un nuevo método cualitativo y
cuantitativo mucho mas sensible y especifico que el método tradicional basado

en la digestion quimica (Zhao et al., 2013). Este método se basa en la técnica de
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digestion por microondas, filtracion a vacio, y deteccion mediante Microscopia

Electronica de Barrido (SEM) automatizado.

Es necesario tomar en consideracion que cualquier investigacion que se pretenda
llevar a cabo requiere no solo el analisis cualitativo y cuantitativo de las diatomeas en
los diferentes drganos y tejidos, sino también el obligado estudio comparativo con el
analisis de las diatomeas en el medio en el que se ha producido la sumersion (Auer,
1991; Knight, 1996; Pollanen, 1997, 1998; Sanchez de Ledn et al., 2011; Kakizaki et al.,
2011).

La toma de muestras de agua debe llevarse a cabo al mismo tiempo que se produce la
recuperacion del cadaver, registrando la temperatura del agua. Deben tomarse
muestras de agua de la superficie y a diferentes profundidades, utilizando para ello
recipientes estériles de un litro de capacidad. Las muestras recogidas se mantendran

a 41°C hasta el momento de su manipulacion (Romero, 2007).

Lunetta y Modell (2005) consideran que para que los resultados sean aceptables se

deben cumplir las siguientes premisas:

a. Concordancia taxonomica, cualitativa y cuantitativa, entre las diatomeas

encontradas en el cuerpo y en el medio de sumersion.

b. Adopcion de un estricto protocolo para evitar la contaminacién durante

todo el proceso de preparacion de las muestras.

c. Exclusion de los resultados de cualquier diatomea que potencialmente

pueda ser “contaminante”.
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1.2.10.2. Métodos alternativos a la investigacion de las diatomeas

- Identificacion de protozoos ciliados del género Tetrahymena en sangre para los
cadaveres de sujetos ahogados en agua dulce (Chardez y Lambert, 1985), a través del

cultivo de muestras de sangre (Figuras 9 y 10).

Figura 9. Tetrahymena thermophila. Figura 10. Tetrahymena pyriformis.

- Estudio de las algas verdes, Chorophyceae, sobre todo cuando se trata de aguas
dulces pobres en diatomeas (Yoshimura et al., 1995). Se emplea el Solueno-350 para
solubilizar los tejidos lo cual permite la deteccion tanto de las algas verdes como de

las diatomeas (Figura 11).

Figura 11. Chorophyceae pediastrum.
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- Anadlisis bacterioldgico de la sangre de cadaveres recuperados del agua, pudiendo

comprobar la presencia de ciertas bacterias en los sujetos ahogados comparandolo

con los fallecidos por otras causas.
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- Mishul’skii (1990) comprobd que la Ps. putida y la Ps. fluosescens no estaban

presentes en la sangre de los sujetos control y si en sujetos ahogados.

- Lucci y Cirnelli (2007) demostraron que, bacterias tipicas de contaminacion
fecal de las aguas, como Estreptococos y Coliformes fecales, se encontraban en la
sangre del ventriculo izquierdo en el 100% de los ahogados, tanto en agua

dulce como en agua salada.

- Kakizaki et al. (2008, 2009a, 2009b) estudiaron el crecimiento de bacterias
bioluminiscentes valorando su utilidad como marcador de asfixia por
sumersion. Sus resultados sugieren que la presencia de numerosas especies de
bacterioplancton en cadaveres rescatados del agua podrian ayudar al

diagnostico de la asfixia por sumersion.

- Aoyagi et al. (2009) obtuvieron buenos resultados al detectar fragmentos de
ADN de la bacteria acuatica mas comun, Aeromonas sobria, mediante técnicas
de PCR en la sangre de ahogados. De la misma forma, Suto et al. (2009)
detectaron ADN de diferentes bacterias, como Streptococcus salivarius y
Streptococcus sanguinis (especies comunes en garganta y traquea) y Aeromonas

hydrophila (presente en numerosas aguas).

- Uchiyama et al. (2012) detectaron simultaneamente ocho especies de
bacterioplancton de agua dulce o salada (Aeromonas hydrophila, A. salmonicida;

Vibrio fischeri, V. harveyi, V. parahaemolyticus; Photobacterium damselae, P.
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leiognathi, P. phosphoreum) utilizando ensayos de PCR a tiempo real con sondas
TagMan marcadas con fluoréforos. Estos ensayos fueron rapidos, menos

laboriosos y de alto rendimiento, ademas de sensibles y especificos.

- Estudio de la expresion de los genes reguladores de la homeostasis del agua
(Aquaporin) para el diagnostico diferencial de sumersion entre los casos en agua
dulce y en agua salada: Aquaporin-5 tiene expresion intrapulmonar, Aquaporin-2
expresion intrarrenal y Aquoporina-1 y 4 expresion intracerebral. Hayashi et al.
(2009) y An et al. (2010, 2011) demostraron el aumento de la expresion de estos genes

en ahogados en agua salada.

- Identificacion genética de las algas del fitoplancton mediante técnicas de PCR
como novedosa alternativa a la investigacion microscopica de las diatomeas,
pudiendo detectar nanoplancton, microplancton o incluso picoplancton, algas que

morfologicamente no se discriminarian por técnicas microscdpicas.

- Kane et al. (1996) realizaron uno de los primeros trabajos sobre la deteccion
de plancton consistente en la amplificacion mediante PCR del gen de la
subunidad 16S del ARN ribosomico mediante primers universales de

fitoplancton y posterior andlisis mediante secuenciacion.
- Suto et al. (2003) publicaron un trabajo experimental utilizando técnicas de
PCR con primers especificos para detectar genes de la clorofila Euglena gracilis

y de Skeletonema costatum.

- En 2008, He et al. publicaron un estudio realizado en modelo experimental

sobre la amplificacion mediante PCR del gen de la subunidad 16S del ARN
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ribosdmico del plancton y su analisis mediante DGGE (electroforesis en

gradiente desnaturalizante).

- En 2010, Tie et al. desarrollaron un prometedor método directo, sensible y
rapido para la deteccion de fitoplancton utilizando técnicas de PCR del gen de
la subunidad 16S del ADN ribosémico mediante primers especificos de Euglena
gracilis (Cyanobacterium) en tejidos de higado, rifdn y pulmoén de victimas de

sumersion en agua de mar y agua dulce.

1.2.11. Tanatoquimia

Uno de los aspectos que destacan en la Medicina Legal actual, compardndola con sus
inicios, es la aplicacién de medios diagnosticos complementarios en la realizacion de
las autopsias ampliando en gran medida las posibilidades diagnosticas de éstas. La
utilizacion de estos métodos permite confirmar o descartar una determinada causa
de muerte asi como obtener informaciéon complementaria para poder reconstruir la

secuencia completa de los hechos (Gisbert y Verdu, 1998).

El término de “bioquimica cadavérica” o tanatoquimia implica una nueva metodologia
en la forma de investigacion del cadaver y de sacar conclusiones. Ya en 1963, Evans,
en su tratado titulado “The chemistry of death”, propone este término para explicar los
procesos que tienen lugar en el cadaver a escala molecular. Luna, en 2009, define la
tanatoquimia como “el estudio de los parametros bioquimicos en el caddver para resolver los
problemas que surgen en el diagnostico de la causa y las circunstancias de la muerte”. Hay
que tener en cuenta que esta bioquimica cadavérica va a ser diferente de la del sujeto
vivo, porque aunque en el caddver se dan procesos enzimaticos, éstos presentan unas
particularidades distintas a los procesos intracelulares de los tejidos vivos (Gisbert y

Villanueva, 2004).
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El problema que surge es que no siempre se pueden establecer unos patrones de
normalidad cadavérica ya que muchos factores, exdgenos y endogenos, intervienen
en su evolucion. Asi, como consecuencia de la fase de agonia, de los tratamientos y
de los fendmenos de autolisis y putrefaccion, muchos compuestos sufren procesos de
transformacion importantes, tanto cualitativos como cuantitativos. S6lo cuando se
demuestra que un parametro no sufre modificacion post-mortem, se podra emplear
con garantia diagnodstica. Si se realiza la autopsia de manera precoz, se podran
valorar la mayoria de los pardmetros bioquimicos, pero sobre todo, los que
contengan mayor valor diagnostico: glucosa, urea, creatinina, electrolitos, enzimas,

antigenos y anticuerpos, hormonas, etc. (Gisbert y Villanueva, 2004).

La tanatoquimia presenta un interés especifico en los siguientes campos (Luna, 2009):

- Diagnostico de procesos patologicos que provocan alteraciones funcionales
con escasa evidencia estructural (estado de coma, crisis hipertensivas,

arritmias, intoxicaciones, crisis anafilacticas, etc).

- Resoluciéon de algunas de las preguntas complementarias con datos
adicionales (sufrimiento agonico, el tiempo de supervivencia, el intervalo post-

mortem, etc).

- Diagnostico de los procesos patologicos previos a la muerte (alcoholismo,

diabetes, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica, infarto de miocardio, etc).

- Diagndstico de intoxicaciones (con determinadas alteraciones bioquimicas).

- Diagndstico de procesos cuya alteracion anatomopatologica requiere un

tiempo minimo de evolucidn para que su expresion sea objetivable.
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Hay que tener en cuenta que los procesos de necrosis celular que tienen lugar en la
autolisis producen una serie de modificaciones en los tejidos, en los érganos y en los
diversos fluidos corporales (sangre, liquido cefalorraquideo, humor acuoso y vitreo,
liquido pericardico, sinovial, endolinfatico, etc). Dentro de estas modificaciones, la
citolisis es la primera en producirse y la mas importante: los lisosomas, organelas
impermeables en la célula viva pero que con la muerte pierden esta propiedad,
liberan enzimas que digieren la célula. Estos fendmenos carecen de significado

patoldgico y son tinicamente la expresion de fendmenos post-mortem.

El patologo forense debe establecer la “fisiologia post-mortem”, lo normal en la
evolucion post-mortal (Gisbert y Verdu, 1998), ya que sélo a partir de estos datos se
podra establecer un diagnodstico o valorar correctamente un parametro y asi saber
discriminar los hallazgos bioquimicos que pueden deberse a la lesion de los que
pueden ser resultado de los fendmenos autoliticos. Asi, el desarrollo de estos
fendmenos autoliticos puede interferir en el estudio bioquimico del cadaver, tanto en
los fluidos utilizados en la toma de muestras como para los marcadores bioquimicos

determinados con fines diagnosticos, produciendo ciertas limitaciones (Coe, 1993).

Teniendo en cuenta que los procesos de autolisis no ocurren al mismo tiempo y que,
por tanto, puede haber un periodo post-mortem variable en el que los resultados
obtenidos en el andlisis bioquimico puedan corresponderse con el estado bioquimico
y funcional del sujeto en el periodo inmediatamente anterior al fallecimiento, se debe
conocer la posible existencia de hallazgos bioquimicos que puedan ser el resultado
de alteraciones patologicas que han podido estar implicadas en la muerte, pudiendo

asi establecer la etiologia de la muerte (Coe, 1993).
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1.2.11.1. Tipo de muestra y momento de la toma

Antes de recoger las muestras para su analisis bioquimico tenemos que tener las

respuestas a las siguientes preguntas (Luna, 2009):

- (Qué pardmetros bioquimicos queremos analizar?
- (Para qué y por qué recogemos las muestras?

- ({Cuando debemos recoger las muestras?

- (Qué muestras?

- ;Como hacerlo?

- (COomo almacenarlas y enviarlas?

El fluido ideal para las determinaciones post-mortem debe ser un fluido que esté
perfectamente conservado de los procesos post-mortem, sin elementos celulares en
suspension y de facil accesibilidad. Los criterios de seleccion de los fluidos en

tanatoquimia deben tener en consideracién los siguientes aspectos:

- Accesibilidad.

- Precaucion durante el muestreo.

- Técnicas de muestreo necesarias.

- Volumen.

- Posibilidad de interferencias post-mortem de los tejidos vecinos.

- Posibilidad de interferencias post-mortem de elementos celulares en
suspension.

- Informacion general adquirida por los elementos presentes en el fluido
(glucosa, creatinina, etc).

- Informacion de los tejidos vecinos (tejido cardiaco, tejido nervioso central,

etc).
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El principio de la bioquimica clinica implica una adecuada seleccion de las muestras
y los sitios de muestreo, asi como de los procedimientos de muestreo utilizados. En
medicina forense, se deben tomar muestras que incluyan sangre de los dos
ventriculos del corazon, sangre periférica, y fluidos corporales como pueden ser
humor vitreo, liquido pericardico, pleural, cefalorraquideo y orina (Coe, 1977; Madea
y Musshoff, 2007; Maeda et al., 2009a; Matoba et al., 2012). Estas muestras deben ser
recogidas usando jeringuillas estériles, identificando el sitio de muestreo, evitando o
minimizando la contaminacién y evitando la hemolisis de la sangre. A pesar de las
posibles interferencias post-mortem, el uso de la sangre de los dos ventriculos debe
ser considerado positivamente, ya que la sangre periférica no siempre esta disponible
en cantidades suficientes y los resultados de estas muestras reflejan la fisiopatologia

sistémica en el proceso de muerte (Maeda et al., 2011).

En el andlisis post-mortem ha sido habitual partir de la sangre del ventriculo derecho
pero la sangre en general, y la del ventriculo derecho en particular, plantean graves
problemas para el andlisis bioquimico. Por un lado los problemas derivados de la
hemdlisis y por otro, los derivados de la anatomia del 6rgano: el ventriculo derecho
recibe la sangre de las venas cavas, se contamina de los procesos generados en la
agonia y en la autolisis en el pancreas y por difusion del contenido gastrico (Gisbert y
Villanueva, 2004). Asi, la adrenalina y noradrenalina liberadas secundariamente a la
hipoxia en el proceso de agonia, producen una modificacion del metabolismo de los
hidratos de carbono y de los fosfolipidos. De igual forma, la concentracion de
distintos elementos y moléculas no es igual en sangre periférica que en sangre del

ventriculo derecho.

Debido a este inconveniente se han investigado otros fluidos corporales ademas del
suero de procedencia periférica (obtenido mediante puncion percutdnea de vena

femoral o subclavia), como son el liquido cefalorraquideo, humor acuoso, humor
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vitreo, liquido sinovial, liquido pericardico, y perilinfatico. Estos fluidos se
encuentran en lugares cerrados y, por tanto, aislados de la circulacién general y la

contaminacion.

Asi, la muestra debe reunir una serie de caracteristicas para poder ser ttil:

- Debe ser un material biol6gico anatomicamente bien protegido.

- Debe carecer o tener escasos elementos celulares en suspension para reducir

los efectos de la lisis celular.

- Deberia presentar facil accesibilidad para una obtencion rapida y sencilla
durante la autopsia (Luna et al., 1980a, 1980b, 1982, 1983; Lachica et al., 1988;
Osuna et al., 1998).

El momento para la toma de la muestra es fundamental para una correcta evaluacion
bioquimica del cadaver. Para Forrest (1993), la decisiéon de extraer muestras para el
analisis toxicologico o bioquimico seria ideal antes de empezar la autopsia,

empleando un tiempo para analizar el caso concreto antes de tomar la decision.

En cualquier caso, la toma de las muestras debe realizarse lo mas pronto posible con
el fin de evitar los artefactos derivados de los procesos de autolisis. Segin Coe (1993),
deben extraerse durante el periodo post-mortem precoz: tiempo que transcurre
desde que se produce la muerte hasta que empiezan a instaurarse los fenémenos de
putrefaccion, oscilando entre pocas horas en medios calurosos hasta una semana en

un medio refrigerado.
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1.2.11.2. Marcadores bioquimicos

El propdsito principal del uso de la bioquimica post-mortem y de la biologia
molecular es investigar los cambios del sistema fisiopatologico involucrados en el
proceso de muerte que, por lo general, no pueden ser detectados por métodos
morfoldgicos; éstos se conocen como “reacciones vitales fisiopatoldgicas”. Por lo tanto,
es importante la inclusion de un amplio analisis de los hallazgos patoldgicos y
bioquimicos como parte de la investigacion llevada a cabo en el laboratorio,
incluyendo la morfologia, toxicologia, microbiologia, bioquimica y la biologia
molecular, junto con los procedimientos de diagndstico de imagen. De entre todos, la
bioquimica post-mortem se ha convertido en un importante procedimiento para la
determinacion de la causa y el momento de la muerte: presenta ventajas de
estandarizacion, control de calidad, andlisis cuantitativo, evaluacion estadistica y
disponibilidad de multiples marcadores, aunque tienen problemas relacionados con
la seleccion y recolecciéon de muestras y la aplicabilidad de los procedimientos
analiticos. Ademads, hay que tener en cuenta que la utilizacion de estos
procedimientos estd limitado para los casos con un corto periodo post-mortem
(normalmente menos de 48 horas) y que los criterios clinicos no son validos en la
investigacion post-mortem, no solo debido a la interferencias producidas por la
agonia y el periodo post-mortem, sino también debido a las diferencias en la causa y

el desarrollo de la muerte (Maeda et al., 2009a, 2010, 2011).

Asi, el uso de la bioquimica post-mortem para la investigacion de la causa y el

proceso de muerte implica el andlisis de (Maeda et al., 2011):

- Marcadores bioquimicos de las condiciones generales del fallecido, las

reacciones sistémicas vitales y los trastornos metabolicos producidos para

demostrar el deterioro de las funciones vitales (circulacién, respiracion,
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homeostasis metabdlica y Sistema Nervioso Central) durante el proceso de

muerte. Estos marcadores incluyen:

- Marcadores de la pérdida de sangre o anemia: las concentraciones séricas
de proteinas y colesterol disminuyen gradualmente en los casos con un
tiempo de supervivencia largo después de una hemorragia masiva y/o
dafio tisular (Quan et al., 2009a), mientras que la eritropoyetina sérica
aumenta debido a la rdpida la pérdida de sangre (dependiendo del
tiempo de supervivencia) (Quan et al., 2008, 2010). Ademads, este
aumento es debido a una prolongada hipoxemia en la muerte

prolongada.

- Marcadores de inflamacién: las concentraciones séricas de proteina C
reactiva, neopterina y citoquinas aumentan, dependiendo de la
severidad de dafo tisular y el tiempo de supervivencia, cuando se
producen lesiones y quemaduras, y son utiles para evaluar la gravedad
de la infeccion secundaria, el Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS) y las enfermedades infecciosas agudas o las
enfermedades inflamatorias crénicas en la muerte natural (Fujita et al.,

2002; Mimasaka et al., 2006; Ishikawa et al., 2008a).

- Marcadores de deshidratacion y alteraciones electroliticas: las
concentraciones de wurea y creatinina en suero y otros liquidos
corporales se utilizan en el diagndstico de la deshidrataciéon (Coe, 1993;
Zhu et al., 2002a). Concentraciones de sodio y cloro, junto con las de
calcio y magnesio son tutiles en la investigacion de la diluciéon de la
sangre circulante y los trastornos electroliticos sufridos en la muerte por

sumersion (Maeda, 2004; Zhu et al., 2005, Maeda et al., 2009a).
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- Marcadores de hipoxemia e hipoxia sistémica del tejido: es inevitable que en
la fase terminal de la mayoria de las muertes se produzca una profunda
hipoxemia, la cual provoca una hipoxia tisular sistémica. Las
concentraciones séricas de dcido tirico y creatinina aumentan debido a
la hipoxia sistémica aguda (Zhu et al., 2002a, 2007a). Los marcadores
cardiacos también son utiles para investigar la influencia de la hipoxia
sistémica en el corazoén (Zhu et al., 2006a, 2006b, 2007b; Maeda et al.,
2009a).

- Marcadores de respuesta al estrés sistémico: los niveles de catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina y dopamina) aumentan con respecto al
rango clinico debido al enorme estrés fisico experimentado durante el
periodo de agonia. Otros marcadores como la serotonina y la
cromogranina A en sangre, liquido pericardico y liquido
cefalorraquideo son dutiles para investigar esta respuesta de estrés
producida en la hipotermia y la hipertermia asi como en la muerte por
intoxicacion (Zhu et al., 2007d, Quan et al., 2011; Yoshida et al., 2011).
La hormona adrenocorticotropa (ACTH), las hormonas esteroideas y las
hormonas tiroideas han sido estudiadas también para una mayor
evaluacién de la respuesta de estrés en el proceso de la muerte

(Ishikawa et al., 2008b, 2009).

- Marcadores de dafio musculo-esquelético: las concentraciones de dcido
nirico y creatinina en sangre se elevan en el dafio musculo esquelético
debido a la hipoxia (Zhu et al., 2002a), aunque este aumento es mas
evidente en las muertes con avanzado dafio musculo-esquelético.
También se ve alterada la concentracion sérica de calcio y mas

especificamente, la concentracion de mioglobina como marcador
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especifico de tejido (Zhu et a., 2001; Ishikawa et al., 2007; Li et al,,
2009b).

- Marcadores bioquimicos especificos de tejidos para detectar el dafo letal en

organos vitales como el corazén, los pulmones y el cerebro. Sus niveles
dependen inicialmente del dano tisular primario pero se ven modificados por
el dafio tisular secundario provocado por la hipoxia en el periodo de agonia.
Asi, estas determinaciones son indicadores de la gravedad combinada del
dano tisular primario y secundario implicados en el deterioro funcional

durante el proceso de la muerte.

- Marcadores de dafio cardiaco y disfuncion cardiaca: las concentraciones
séricas y en liquido pericardico de las troponinas cardiacas y la
isoenzima MB de la creatin kinasa (CK-MB) son utilizadas en el
diagndstico clinico del infarto de miocardio, aunque un aumento de
estos marcadores también va a depender de la gravedad del dano
miocardico en el momento de la muerte provocado por diversas causas,
incluyendo la hipertermia, el abuso de drogas y la intoxicacién por
monodxido de carbono (Pérez-Carceles et al., 2004; Davies et al., 2005;
Zhu et al., 2006a, 2006b, 2007b; Maeda et al., 2009b). También pueden
utilizarse los niveles en liquido pericardico del péptido natriurético
atrial y cerebral (ANP y BNP) para investigar la sobrecarga auricular
aguda y el fracaso cardiaco cronico, respectivamente. (Lorente et al.,

1990¢; Zhu et al., 2007c; Michaud et al., 2008).

- Marcadores de dafio pulmonar y fallo respiratorio: las proteinas A y D del
surfactante pulmonar (SP-A y SP-D) pueden ser detectadas en sangre y

en tejido mediante andlisis bioquimico, inmunohistoquimico y técnicas
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de biologia molecular (Ishida et al., 2000, 2002; Zhu et al., 2000, 2002b;
Pérez-Carceles et al, 2008a). Sus niveles séricos aumentan
inmediatamente después del dafio pulmonar y son ttiles cuando se
evalan conjuntamente con los hallazgos inmunohistoquimicos y

moleculares.

- Marcadores de dafio y disfuncion cerebral: la proteina S100 es un
polifacético marcador especifico de tejido, de tal forma que combinando
su andlisis bioquimico e inmunohistoquimico nos permite sacar
diferentes conclusiones respecto a la causa de muerte y nos es 1til a la
hora de investigar la gravedad y la causa del dafio cerebral y los
posteriores trastornos del Sistema Nervioso Central (Li et al., 2006a,
2006b, 2009a). Otros marcadores son la enolasa especifica de neuronas
(NSE), la isoenzima BB de la creatin quinasa (CK-BB) y la proteina
basica de mielina (MBP) (Osuna et al., 1992; Vazquez et al., 1995).

- Otros marcadores bioquimicos especificos de células y tejido: La mioglobina
en orina se puede utilizar para investigar la causa de la muerte que
implica dafo del musculo esquelético o rabdomiolisis (Zhu et al., 2001)
y sus niveles en liquido cefalorraquideo también van a depender de la
causa de muerte y del tiempo de supervivencia. La triptasa de los
mastocitos es un buen marcador sérico de shock anafilactico (Schwartz
et al., 1987, Edston et al., 2007). La tiroglobulina en sangre se utiliza
para investigar la muerte de asfixia por compresion del cuello, aunque
también puede elevarse debido a una lesién cerebral traumatica
(Tamaki et al., 1987; Dressler y Mueller, 2006). Las isoenzimas de la
amilasa (salival y pancredtica) son marcadores del dafio en los

respectivos tejidos resultante de un traumatismo o enfermedad, sin
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embargo, la concentracion sérica de amilasa aumenta en la mayoria de
los casos debido posiblemente a la insuficiencia circulatoria y a la
hipoxia en el proceso de la muerte, sobre todo en la muerte por
traumatismo craneoencefalico agudo y la intoxicacion (Coe, 1993). La
enzima gamma glutamil transpeptidasa (GGT) se eleva en la mayoria
de los casos durante la agonia y hay que utilizarla con cautela como
marcador post-mortem de alcoholismo (Rainio et al., 2008). También se
pueden utilizar los marcadores tumorales en suero como la
alfafetoproteina (AFP) y el antigeno prostdtico especifico (PSA) en la
investigacion post-mortem de los tumores malignos con relevancia en el

diagndstico clinico.

La eleccion del fluido y del marcador a utilizar va a depender de la lesion que se
quiera evaluar. Con respecto al fluido, es importante el andlisis de mas de uno para
poder conocer la distribucidn relativa, el patrén de liberacion y los cocientes entre
diferentes fluidos para este pardmetro (Osuna et al., 1998). En cuanto al marcador
bioquimico, sus concentraciones pueden verse interferidas por el intervalo post-
mortem Yy, por otro lado, debe tratarse de un marcador especifico que refleje lo mas
exactamente posible la lesion que causo el fallecimiento del sujeto o que permita
establecer las circunstancias que nos acerquen a la reconstruccion de los hechos. Las

caracteristicas de este marcador ideal son las siguientes (Hans et al., 1989):

- Ser especifico y presentar una distribucion uniforme en el fluido a estudiar.

- Liberarse s6lo como respuesta a una lesion celular en la que se produce una

alteracion de la permeabilidad de la membrana celular.
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- Su cinética de liberacion debe estar condicionada por la naturaleza del

mecanismo responsable del dafio en la membrana celular.

- Proporcionar una estimacion real de la lesion organica.

- Proporcionar una base real para la valoracion diagndstica y cuantitativa de la

lesion.

Segin Maeda et al. (2009a), los requisitos para estos marcadores son: respuesta
rapida, estabilidad post-mortem, poder de discriminacion (especificidad y
sensibilidad), de bajo coste y facil acceso, y de facil y rdpido andlisis para la
deteccidn, estandarizacion y aseguramiento de la calidad. Estos marcadores los
podemos clasificar en: marcadores bioquimicos en sangre y fluidos corporales,
marcadores inmunohistoquimicos en tejidos y marcadores de biologia molecular que

experimentan regulaciones debidas al deterioro de la homeostasis.

1.2.11.3. Marcadores bioquimicos en el diagndstico de sumersion

Para poder diagnosticar en medicina forense la causa de la muerte en cuerpos
sumergidos en un medio acuoso se ha usado la determinacién de varios elementos
en sangre, especialmente la comparacion de las concentraciones de ciertos elementos
en la sangre del ventriculo derecho y ventriculo izquierdo. Cuando se aspira agua
durante el periodo vital, las concentraciones de ciertos elementos en la sangre no solo
varian como consecuencia de la hemodiluciéon o la hemoconcentraciéon, segun se
aspire agua dulce o salada, respectivamente, sino que ademas, tanto en agua de mar
como en agua dulce, se puede producir una transferencia de elementos desde el agua
que llena el pulmon hacia la sangre del ventriculo izquierdo en el caso de que estos

sean mds abundantes en el medio acuoso que en la sangre.
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No obstante, habria que sefialar que la utilizacion de la concentracion de ciertos
elementos puede provocar frecuentes errores en el diagnostico de sumersion. El
estancamiento y sedimentacion de la sangre y el posterior proceso de putrefaccion,
generan variaciones importantes en la distribucion de los elementos en sangre, unas
variaciones que pueden enmascarar facilmente aquellas otras alteraciones en las
concentraciones de los elementos que habian sido anteriormente provocadas por la

aspiracion de agua durante el periodo vital.

Para evitar errores en el diagndstico por sumersion habria que utilizar muestras de
sangre de casos con un periodo post-mortem corto (<48 horas) que permitan la
utilizacion de una amplia gama de marcadores bioquimicos, o si solo se dispone de
muestras de sangre de cadaveres con cierto grado de descomposicion, utilizar
marcadores bioquimicos que no sufran modificaciones como consecuencia de los
procesos asociados a la aspiracién de agua y que no sean enmascarados por las

variaciones debidas a la sedimentacion y putrefaccion de la sangre.

1.2.11.3.1. Estroncio

El estroncio es uno de los elementos que se encuentra en cantidades relativamente
elevadas en la corteza de la tierra, por lo que no es sorprendente que se encuentre
estroncio en aguas de mar y en algunas aguas minerales, de tal manera que aguas
extraidas de las minas podrian contener concentraciones de estroncio de hasta mas
de 1.000.000 pg/L (Meinck et al., 1977). En aguas de infiltracion profundas podemos
encontrar concentraciones de estroncio de hasta 31.000 pg/L mientras que en océanos
y mares se encuentran concentraciones de aproximadamente 8000 ug/L, aunque
dependiendo de la salinidad pueden llegar a alcanzar los 13000 ug/L (Piette et al.,
1989).
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En los rios la concentracion de estroncio varia enormemente ya que en algunos su
concentracion llega a ser similar a la encontrada en sangre, pero en otros, su
concentracion puede ser diez veces superior (Azparren et al., 2003). Por eso, en los
casos de sumersiones en rios es muy importante analizar el agua en el que ha sido

hallado el cadaver.

La concentracion de estroncio en sangre de personas sanas varia de 16-43 ug/L
(Azparren et al., 1994) aunque hay que tener en cuenta que estas concentraciones
pueden variar segun el tipo de agua y los alimentos consumidos (algunos tipos de
agua mineral y alimentos de origen marino poseen elevadas concentraciones de
estroncio) y probablemente debido también al uso de ciertos farmacos con estroncio
para el tratamiento de la osteoporosis (Piette et al., 1994; Piette, 1996; Tournis et al.,
2006). Asi, segun Piette et al. (1989), los valores de estroncio en sangre pueden

alcanzar los 95 pg/L.

En la Tabla 2 se muestran los ratios entre las concentraciones de los elementos mas
abundantes en agua salada y en sangre humana, observandose que el ratio de
estroncio es el mas alto. Por tanto, a priori, el estroncio en sangre total podria ser un
buen indicador de los casos de sumersion en agua salada (Abdallah et al., 1985; Piette

et al., 1989; Azparren et al., 2000, 2007b).
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Agua marina

Elemento

(ug/L)
Cloro 19.353.000
Sodio 10.770.000
Magnesio 1.290.000
Calcio 412.000
Potasio 399.000
Bromo 67.300
Estroncio 8.000
Boro 4.450
Silicio 4.000
Fluor 1.300
Litio 185
Rubidio 120
Iodo 64

Sangre total (ug/L)

Suero (ug/L)"
Plasma (ug/L)"

3.651.350"
(3,5-2,9)x105*
18.500+25.800°

~135.760
100.000°

(215.000-140.000)"

3.900"

~30
365-39

3.040-880
190"
5
2.700
63+

Introduccion

Agua marina/sangre total
Agua marina /suero”

Agua marina /plasma”™

5,3
3,7-3,0°
29,3

9,5
4,1

(2,8-1,8)°
17,2°
~ 267
114,1-12,2
45-1,3
6.8
37
0,04
1

Tabla 2. Ratios entre las concentraciones de los elementos mas abundantes en agua marina y

sangre humana (Azparren et al., 2000).

El estroncio cumple con todos los requisitos para considerarlo como un buen

marcador del diagndstico de muerte por sumersion (Icard, 1932; Piette y De Letter,

2006):

¢ El marcador debe tener la posibilidad de atravesar la membrana alveolo-

capilar y penetrar en la circulacion.

¢ El marcador debe estar presente en grandes cantidades en el medio de

sumersion y en muy pequenas cantidades en la sangre de personas sanas. El

elevado ratio del estroncio en agua de mar y sangre total (puede variar desde

270:1 hasta 650:1, segiin la zona geografica) hace de €l un potencial marcador
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para el diagnodstico de la asfixia por sumersion, y ello a pesar de las diferentes
concentraciones que pueden observarse entre distintos puntos geograficos

(Lunetta y Modell, 2005; Vallejo et al., 2012).

* El marcador no debe penetrar en la circulacion a través de otras vias

(aparato digestivo) o por fendmenos de difusién post-mortem.

Estudios llevados a cabo en animales por Abdallah et al. (1985) concluyen que la
determinacion del estroncio en sangre es ttil para determinar el caracter vital de una
sumersion, asi como para diferenciar si la sumersion se ha producido en agua dulce o
agua salada. Senalaron también que los niveles de estroncio no se ven afectados por
maniobras de reanimacion, ni por la hemodlisis, ni por los cambios inducidos

precozmente por la putrefaccion.

Azparren et al. (1994, 1998, 2000) estudiaron la diferencia de las concentraciones de
estroncio en sangre entre el ventriculo izquierdo y el derecho siendo muy util en el
diagnostico de las muertes por sumersion: demostraron que, en los casos “tipicos” de
asfixia por sumersidon en agua salada, estas diferencias eran superiores a 70 pg/L, y
que valores inferiores a 30 pg/L eran indicativos de sumersién “atipica”, sin
aspiracion de agua durante el periodo vital (por laringoespasmo, inhibicion vagal o
inmersion post-mortem de la victima). Ademas, estas diferencias entre los niveles de
estroncio entre el ventriculo izquierdo y derecho podian ser indicativas de la
duracién de la agonia. Azparren et al. (2000) también estudiaron la concentracion de
estroncio en sangre de ventriculo izquierdo, encontrando que valores superiores a
172 pg/L eran indicativos de muerte por sumersion, siendo ademas un marcador

menos propenso a experimentar errores analiticos.
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También se comprobd que los valores medios de estroncio en sangre eran mucho
mas altos en sujetos fallecidos por sumersion que en los fallecidos por otras causas o
en sujetos vivos sanos, no apreciando solapamiento alguno entre ambos (Fornes et
al., 1998). Asi, Pérez-Carceles et al. (2008b), tras estudiar los niveles de estroncio en
cadaveres fallecidos por sumersion y por otras causas de muerte, demostraron que el
estroncio era un buen marcador para el diagnostico de muertes por sumersion y para

la diferenciacion de las muertes en agua salada de las de agua dulce.

En los casos de sumersion en agua dulce encontramos una gran disparidad de
resultados en cuanto a las concentraciones de estroncio: Piette et al. (1989)
observaron solapamiento en las concentraciones de estroncio entre los sujetos
fallecidos por sumersion y los fallecidos por otras causas, mientras que Fornes et al.
(1998) encuentran que no existe tal solapamiento. Ya en 2003, Azparren et al.
comprueban que en el 32% de los cuerpos encontrados en agua dulce, la
determinacion de estroncio podia permitir el diagndstico de asfixia por sumersion

con un razonable grado de confianza.

Por otra parte, es necesario tener en cuenta otros factores que pueden modificar la
concentracion de estroncio en sangre, como es el tiempo estimado de permanencia
del cuerpo en el agua. Se ha demostrado que en los casos en los que no se superan los
3 dias desde la muerte, existen muy pocas evidencias que sugieran la difusion post-

mortem del estroncio del agua a la sangre (Azparren et al., 2003; Pérez-Carceles et al.,

2008b).

1.2.11.3.2. Otros marcadores

Ya en 1902, Carrara comprobo la dilucion desproporcionada de la sangre contenida

en el ventriculo izquierdo de ahogados en agua dulce frente a los ahogados en agua
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salada, determinando el peso especifico, punto de congelacién y conductividad

eléctrica para diferenciar estos tipos de sumersion.

Mas tarde, en 1921, Gettler propone la medicion de la concentracion de cloruro en la
sangre de las cavidades cardiacas izquierdas y derechas, cuyas concentraciones
difieren en caso de sumersion vital, en un sentido inverso, segun se trate de

sumersion en agua dulce o en agua salada.

Algunos autores proponen la utilidad de otros marcadores como el magnesio
(Moritz, 1944) o la densidad relativa (Freimuth y Swann, 1955) y mads recientemente,
Lorente et al. (1990a) estudian la osmolaridad del plasma y las concentraciones de
cloro, magnesio y potasio, Yu-Chuan et al. (1990) las concentraciones de fliior y
Jeanmomod et al. (1992) el punto de congelacion de la sangre contenida en ambos

ventriculos.

Destacan las investigaciones realizadas por Zhu et al. (2003b, 2005) donde el estudio
de varios marcadores en la sangre de ambos ventriculos de sujetos ahogados, tanto
en agua dulce como en agua salada, comparandolos con los resultados obtenidos en
otras causas de muerte, permite diferenciar ambos grupos y el tipo de agua en el que
se produjo la sumersion (dulce o salada), siempre que las determinaciones se realicen
muy precozmente. Dichos marcadores son el cloro, sodio, calcio, magnesio, urea y
creatinina. Encontraron que el marcador mas eficiente para el diagnostico de la
sumersion era la diferencia de las concentraciones de urea entre el ventriculo
izquierdo y el derecho y el marcador que mejor diferenciaba las sumersiones en agua
salada de las de agua dulce era la concentracion de magnesio en ventriculo

izquierdo.
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Zhu et al. también estudiaron la concentracion de ciertos marcadores en sangre y en
liquido pericardico para el diagnostico de la sumersion. Estudiaron la troponina T
(Zhu et al., 2006a, 2006b), obteniendo resultados que les permiten asegurar que este
marcador no sélo puede ser utilizado para el diagnostico del infarto de miocardio,
sino que también puede ser de gran ayuda para diferenciar los cuadros de infarto de
los de sumersion y de graves hipotermias. Estudiaron también las concentraciones de
urea, creatinina y dcido irico (Zhu el al., 2007a), encontrando que, en los casos de
sumersion, se obtienen valores mas bajos de la concentracién de urea en ventriculo
izquierdo y en el liquido pericdrdico al compararlos con los obtenidos en el
ventriculo derecho y en sangre periférica, lo que atribuyen a la dilucion de la sangre
del ventriculo izquierdo debido a la entrada de agua. Asi, un ratio alto entre las
concentraciones del ventriculo derecho y sangre periférica respecto al liquido

pericardico puede ser utilizado como marcador para el diagndstico de la sumersion.

De La Grandmaison et al. (2006) estudiaron las concentraciones de hierro en la sangre
de ventriculo derecho e izquierdo, encontrando diferencias significativas en los casos

de sumersion en agua dulce.

Li et al. (2009b) también estudiaron las concentraciones de calcio y magnesio en
liquido pericdrdico segun distintas causas de muerte, encontrando que las
concentraciones de estos elementos eran significativamente superiores en los casos

de sumersion en agua salada comparandolo con las otras causas de muerte.

Matoba et al. (2012) estudiaron las concentraciones de sodio, cloro, calcio y magnesio
en liquido pleural de ambas cavidades tordcicas (izquierda y derecha) para el
diagnodstico de la sumersion, pudiendo diferenciar ademds entre sumersiones en

agua dulce y en agua salada.
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Maraschi et al. (2012) presentaron los primeros resultados que demuestran que la
concentracion de silicio en sangre total de ambos ventriculos puede ser utilizada
como marcador adicional en el diagnostico de sumersion. Asi, encontraron que la
diferencia de la concentracion de silicio entre los ventriculos izquierdo y derecho era
significativamente mayor en los casos de sumersion, pudiendo ademas ser utilizado

como marcador de sumersion en agua dulce.

1.2.12. Componentes alveolares que pueden ser encontrados en la circulacion general

Los componentes alveolares, segun Piette y De Letter (2006), van a ser desplazados
de su localizacién habitual por el arrastre debido al liquido de sumersion aspirado

pasando a la circulacion general tras la ruptura de las paredes alveolares.

Reiter (1984) puso de manifiesto la presencia de células de fumadores en la sangre del
ventriculo izquierdo en las victimas de asfixia por sumersion, con la limitacion de
que sOlo podria aplicarse a los fumadores activos. Existen pocas publicaciones sobre

este tipo de marcador.

Por el contrario, el estudio del surfactante pulmonar ha sido objeto de estudio por
parte de diferentes grupos de investigacion. El surfactante pulmonar es un complejo
lipoproteinico que recubre la superficie alveolar del pulmén, sintetizado
principalmente por las células epiteliales alveolares tipo II y cuya funcion es reducir
la tensidn superficial en la interfase aire-liquido. Existen cuatro proteinas especificas
del surfactante, dos de las cuales son hidrofilicas (SP-A y SP-D) y otras dos de
caracter hidrofobico (SP-B y SP-C), cuyo significado funcional no es bien conocido.
De todas, SP-A es la proteina mas abundante del surfactante pulmonar y puede ser
analizada wusando ensayos de biologia molecular o mediante técnicas

inmunohistoquimicas y bioquimicas: situaciones de asfixia, dafio alveolar o sindrome
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respiratorio agudo causan un aumento de esta proteina en sangre y alteraciones del

patron inmunohistoquimico en el pulmon.

La estabilidad post-mortem del surfactante pulmonar ha sido estudiada por Lorente
et al. (1992) determinando que la estabilidad es aceptable durante las primeras 24
horas, sufriendo un progresivo deterioro entre las 48-96 horas. También estudiaron
las modificaciones en las proporciones de los diferentes fosfolipidos del surfactante
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol) en lavados pulmonares de
conejos ahogados en agua dulce, agua salada y grupo control (Lorente et al., 1990b),
demostrando que son marcadores tutiles en el diagndstico de sumersion, ya que
permitian distinguir por un lado las verdaderas sumersiones de las inmersiones post-
mortem y por otro, las sumersiones en agua salada de las de sumersiones en agua

dulce.

Kamada et al. (2000) estudiaron la proteina D del surfactante pulmonar (SP-D) en
muestras de sangre de ahogados, cuyos niveles se encontraron elevados, tanto en los

casos de agua dulce como de agua salada, siendo mads altos en este ultimo caso.

Por su parte, Zhu et al. (2000) estudiaron la distribuciéon inmunohistoquimica de la
proteina A del surfactante pulmonar (SP-A) en un total de 282 cadaveres
autopsiados, de los que 59 habian fallecido por asfixia por sumersion. La
inmunotinciéon mas intensa y densa del SP-A se observo en los casos de ahogados,
sindrome de las membranas hialinas y en casos de aspiracion perinatal del liquido
amniodtico. Posteriormente, Zhu et al. (2002b) evaluaron los niveles séricos de SP-A y
su distribuciéon pulmonar en casos de ahogados en agua dulce y en agua salada,
comprobandose que en los casos de sumersion en agua dulce existia una mayor
acumulacion granular intra-alveolar. En una publicacion posterior, Zhu et al. (2003b)

compararon también los niveles séricos de SP-A en sangre de ambos ventriculos en
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victimas de sumersion en agua dulce, en agua salada o por infarto agudo de
miocardio, encontrando una concentracion significativamente elevada de este
marcador en ahogados en agua dulce, aunque los datos se solapaban con los
obtenidos en los casos de sumersion en agua salada y en los fallecidos por infarto

agudo de miocardio.

Pérez-Carceles et al. (2008a) evaluaron conjuntamente los hallazgos microscopicos y
la expresion inmunohistoquimica de la SP-A en 16bulos superiores e inferiores de los
pulmones en distintas causas de muerte y su posible aplicacion para el diagndstico
de sumersion, permitiendo asi diferenciar los casos de asfixia y de sumersion de
otras causas de muerte, y los casos de sumersion de otros tipos de asfixia. Ademas,
sOlo encontraron diferencias estadisticamente significativas en la inmuno-reactividad
de SP-A de los 16bulos superiores de los pulmones, pudiéndose ser debido a las

diferencias funcionales (ventilacién/perfusion) en las distintas regiones del pulmon.

Posteriormente, Stemberga et al. (2009) y Quan et al. (2009b) demostraron que la
deteccién inmunohistoquimica y bioquimica de SP-A podia ser util para el
diagnostico forense de aquellos casos en los que la patogénesis incluia mecanismos
de asfixia o afeccion pulmonar. Asi, encontraron un aumento significativo de este
marcador en las victimas por sumersion y en aquellos fallecidos que presentaban
dafio pulmonar por insuficiencia respiratoria aguda y una disminucion de estos

niveles en los fallecidos por hipotermia.

Recientemente, Miyazato et al (2012) investigaron la patologia molecular de la lesion
pulmonar en las muertes por sumersion compardndola con otras asfixias y con la
muerte por hipotermia. Para ello se estudiaron los niveles de expresiéon del RNA
mensajero (MNRNA) de SP-A, SP-D y de varias citoquinas en muestras de pulmon,

encontrando niveles de mRNA de SP-A y SP-D mas bajos en los casos de sumersion
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y de asfixias mecdnicas comparandolos con los casos de hipotermia. Sin embargo, los
niveles de mRNA de las citoquinas fueron mas altos en los casos de sumersion que
en el resto. Estos resultados sugieren caracteristicos patrones moleculares del dafio
pulmonar en los casos de sumersion, que implican la supresion de los surfactantes
pulmonares y la activacion de los reactantes de fase aguda, con altos niveles de

expresion de ARNm de los surfactantes pulmonares en las muertes por hipotermia.

1.2.13. Otros marcadores

El péptido natriurético auricular (ANP) es un polipéptido secretado por las células
del musculo cardiaco, poseedor de un potente efecto vasodilatador y estrechamente
relacionado con el control homeostatico del agua corporal, del sodio, potasio y tejido
adiposo. Fue estudiado en 1986 por Anderson et al., quienes comprobaron que,
durante la inmersion del hombre en agua termoneutral, las concentraciones
plasmaticas del ANP se elevaban considerablemente del mismo modo que

comprobaba una elevada eliminacion urinaria de sodio.

Lorente et al. (1989) realizaron un trabajo experimental en conejos concluyendo que
la determinacion del ANP era util para establecer el diagndstico de la sumersion vital

y para el diagnostico diferencial entre la sumersion en agua dulce y en agua salada.

En un trabajo posterior, Zhu et al. (2007c) estudiaron el péptido natriurético auricular
(ANP) y el péptido natriurético cerebral (BNP) en el liquido pericardico, obteniendo
una significativa elevacion de los niveles de ANP en contraste con el leve aumento

que sufre el BNP, tanto en los ahogados en agua dulce como en agua salada.

En 2012, Chen et al. utilizaron la patologia molecular de ANP y BNP en miocardio

para poder diferenciar la disfuncién cardiaca como posible causa de la muerte o
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como factor secundario a los procesos de muerte por sumersion o asfixia mecdnica,
encontrando que en estos casos la expresion del RNA mensajero de ANP y BNP era

significativamente mads bajo que en las muertes subitas cardiacas.

Quan et al. (2001) estudiaron la ubicuitina en las neuronas de la “substantia nigra”
mediante métodos inmunohistoquimicos en diferentes tipos de asfixias mecdnicas.
La tincion difusa de este marcador fue mas frecuentemente observada en los casos de
asfixia por sumersion, aunque también observaron resultados positivos en el resto de
las asfixias mecdnicas, como corresponde a la situacion de estrés a la que es sometido
el sistema nervioso central, tanto en la asfixia por sumersiéon como en el resto de las

asfixias violentas.

En algunos casos muy concretos podria hacerse uso también de eventuales
contaminantes del medio de sumersion (lignosulfato sédico, sales de baiio, etc), los
cuales se incorporarian a los drganos de la victima, tras la correspondiente inhalacion
del liquido de sumersion al que contaminan (Lehmann y Beuthin, 1971; Mukaida et

al., 1998).
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Justificacion y objetivos

La asfixia por sumersion es una de las causas mas frecuentes de muerte aumentando
su prevalencia a nivel mundial en los ultimos afios, especialmente en su etiologia
accidental. Esto se debe principalmente al aumento de la practica de actividades
acuaticas, aunque también hay que destacar las muertes por sumersion debidas a
catastrofes naturales relacionadas con el agua (inundaciones, tormentas tropicales,
huracanes e incluso tsunamis), donde la causa mas frecuente de muerte es la
sumersion, con un elevado namero de victimas que incrementan de forma continua

la cifra de fallecidos.

La asfixia por sumersion supone un importante problema de salud publica. Sin
embargo, debido a la falta de una definicién uniforme e internacionalmente
aceptada, se ha visto dificultada la recogida de datos epidemioldgicos y también ha
sido complicado acceder a una informacion fiable y completa al no existir un

lenguaje comun entre investigadores de diferentes especialidades.

Datos disponibles de la Organizacién Mundial de la Salud del 2010 vienen a poner
de manifiesto una tasa de mortalidad por sumersiéon de 7 casos por 100.000
habitantes, colocando a la asfixia por sumersién como la segunda causa de muerte no

intencional, tras las producidas por accidentes de trafico.

Desde el punto de vista médico-legal, la muerte como resultado de la sumersion es la

que plantea mas interés e implicaciones de mayor trascendencia.

De todas las muertes por asfixia, la sumersion es la que requiere con mayor
frecuencia recurrir a exdmenes complementarios para confirmar o excluir una
determinada causa de muerte o para proporcionar informacion adicional que
permita la reconstruccion completa de los hechos. Se han utilizado distintos

examenes complementarios con la intencion de resolver la causa de muerte vy,
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aunque se han analizado muchos métodos diagnosticos, el diagndstico post-mortem

de la asfixia por sumersion sigue siendo uno de los mas dificiles en patologia forense.

El test diagnostico ideal como prueba definitiva de muerte por sumersion esta
todavia por descubrir y es necesario realizar mas investigaciones. Los principios en
los que se basan los andlisis quimicos complementarios para determinar la causa de
muerte son el andlisis de los elementos presentes en el medio de sumersion que
penetran en el organismo y el andlisis de la hemodilucion. De todos, el estroncio es el
marcador mas sensible de aspiracion de agua en un medio rico en este metal. Sin
embargo, su concentracion en rios varia enormemente y su determinacion en el caso
de las sumersiones en agua dulce no siempre es util para poder determinar la causa
de muerte. En estos casos se han utilizado ademads otros marcadores bioquimicos

para llegar a un diagnostico correcto.

El objetivo general del estudio fue:

Analizar distintos pardmetros bioquimicos en suero en distintas causas de muerte y

su posible aplicacion al diagndstico de sumersion vital.

Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar las concentraciones de distintos elementos traza en suero en

diferentes causas de muerte.
2. Analizar si existen diferencias estadisticamente significativas en las

concentraciones de estos marcadores bioquimicos asociados a la edad y el sexo

de los fallecidos.
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Evaluar la capacidad discriminatoria de los elementos traza de forma

individual y conjunta para diagnosticar las muertes por sumersion.

Evaluar la capacidad discriminatoria de los elementos traza de forma
individual y conjunta para diferenciar las muertes por sumersion en agua

salada de las muertes por sumersion en agua dulce.

Determinar la influencia del intervalo post-mortem y el tiempo de
permanencia del cadaver en el agua en las concentraciones de los marcadores

bioquimicos analizados.

Analizar si existe una correlacion significativa entre las concentraciones de

estos elementos traza en suero y en el medio de sumersion.
Establecer un posible protocolo diagnostico en el uso de los marcadores

bioquimicos como herramienta complementaria en el correcto diagndstico

post-mortem de las asfixias por sumersion.
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Material y métodos

3.1. Casos de autopsia forense

Hemos estudiado las muestras recogidas de 140 cadaveres seleccionados de las
autopsias médico-legales llevadas a cabo en el Instituto de Medicina Legal de Cadiz,
siendo aprobado dicho estudio por el Comité de Etica de la Universidad de Murcia.
Los casos fueron seleccionados aleatoriamente entre las autopsias médico-legales
rutinarias, excepto en los casos de sumersidn, en los que se incluyeron todos los casos

ocurridos en un ano.

De acuerdo con la escena, causa y circunstancias de la muerte, ademas de los
hallazgos de la autopsia (hongo de espuma, espuma traqueobronquial, aumento de
volumen de los pulmones con solapamiento de los bordes internos de ambos
pulmones y presencia de févea), los 140 casos fueron clasificados en tres grupos
diagnosticos: sumersion, otras asfixias y otras causas de muerte. Seguin la causa de
muerte, los casos se distribuyeron en siete grupos: sumersion en agua dulce,
sumersion en agua salada, ahorcadura, sofocacion, aspiracion, traumatismo multiple,

disparo con arma de fuego y enfermedad cardiovascular (Tabla 3, Figuras 12 y 13).

a. Sumersion (n=67)
a.l. Sumersion en agua salada (n=53)

a.2. Sumersion en agua dulce (n=14)

b. Otras asfixias (n=44)
b.1. Ahorcadura (n=33)
b.2. Sofocaciéon (n=9)

b.3. Aspiracién (n=2)
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c. Otras causas (n=29)
c.1. Traumatismo multiple (n=17)

c.2. Disparo con arma de fuego (n=8)

c.3. Enfermedad cardiovascular (n=4)

Grupos N
Sumersion 67 47,9
Sumersion en agua dulce 14 10
Sumersion en agua salada 53 37,9
Otras asfixias 44 31,4
Ahorcadura 33 23,6
Otras asfixias 11 7,8
Otras causas 29 20,7
Traumatismo multiple 17 12,1
Arma de fuego 8 5,7
Enfermedad cardiovascular 4 2,9
TOTAL 140 100

Tabla 3. Distribucion de los casos por grupo diagnostico y causa de muerte.

B Sumersion
B Otras asfixias

Otras causas

Figura 12. Distribucion de los casos por grupo diagnostico.
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2,9%

Sumersion en agua dulce

Sumersion en agua salada

Ahorcadura

Otras asfixias

Traumatismo multiple

Arma de fuego

Enfermedad cardiovascular

Figura 13. Distribucién de los casos por causa de la muerte.

3.2. Recogida de muestras

Se extrajeron muestras de sangre de cada cadaver de tres localizaciones distintas:

- sangre de ventriculo derecho,
- sangre de ventriculo izquierdo,

- sangre periférica, extraida de la vena femoral o iliaca.

De cada lugar se extrajeron 10 cc de sangre recogidos en 2 viales de 5 cc con distinto
conservante (EDTA y gel separador sin conservante) y para evitar cualquier tipo de

contaminacion se obtuvieron de la siguiente forma:

- En los casos de sangre de ventriculo (izquierdo y derecho), las muestras se
obtuvieron por puncion intracardiaca evitando abrir el corazon tras la
apertura pericardica, obteniéndolas bien de venas cavas o de auricula derecha

por un lado y de aorta o ventriculo izquierdo en el lado opuesto.
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- En el caso de sangre periférica, las muestras se obtuvieron por puncion
femoral, bien a través de puncion intramuscular o bien con denudamiento del

triangulo de Scarpa y exposicion de la arteria para su obtencion parenteral.

Las muestras recogidas en los viales con EDTA fueron conservadas a -70°C, mientras
que las muestras recogidas en los viales sin conservante fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos para la recuperacion de los sueros que fueron separados y

almacenados a -70°C.

3.3. Analisis bioquimico

Se llevo a cabo un estudio a doble ciego analizando las muestras en el laboratorio sin
conocer los resultados de las autopsias. Todas las determinaciones analiticas se
realizaron en el Servicio de Anadlisis Clinicos del Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca.

En las muestras de sangre se realizaron las siguientes determinaciones bioquimicas:

- Estroncio (sangre total) - Calcio (suero)

- Urea (suero) - Magnesio (suero)

- Creatinina (suero) - Hierro (suero)

- Sodio (suero) - Troponina T (suero)

- Cloro (suero)
En los casos en los que se sospechd que la hemdlisis podia afectar a los resultados se

hicieron diluciones seriadas con agua desionizada hasta que el efecto de la

interferencia fue eliminada.

98



Material y métodos

En los caso de sumersion, se tomaron ademas muestras de agua del lugar del suceso

(100 mL) y en ellas se realizaron las siguientes determinaciones:

- Estroncio - Calcio
- Sodio - Magnesio
- Cloro - Hierro

3.3.1. Estroncio

Principio del método

El estroncio en sangre total se analizd mediante Espectrometria de Absorcion
Atdémica Electrotérmica (ETAAS) con horno de grafito y correccién del efecto
Zeeman (Azparren et al., 1994). Para ello se emplea un espectrometro de absorcion

atomica de Perkin Elmer, modelo AAnalyst 600 (Figura 14).

Figura 14. Espectrometro de absorcion atdmica de Perkin Elmer, modelo AAnalyst 600.
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Las muestras liquidas son aspiradas mediante un flujo de gas de Argon hacia una
camara de grafito donde se seca la muestra, la materia orgdnica se transforma en
cenizas, la inorganica se volatiliza y el estroncio presente en la disolucion se
transforma en vapor atomizado encontrandose en su estado fundamental. Esto se
consigue mediante un horno de grafito sobre la denominada plataforma de L’vov
(aumenta la sensibilidad, exactitud y posee un corrector de fondo Zeeman para
reducir el background al minimo). En este estado absorbe la radiacién de 460,7 nm
proveniente de una ldmpara de catodo hueco de estroncio. La absorbancia va a ser
directamente proporcional a la concentracion de estroncio de la disolucion (ley de

Lambert-Beer-Bouger).

Reactivos - Soluciones de trabajo

La determinacion de estroncio en muestras de agua requiere una dilucion 1:500 con
agua bidestilada, mientras que para la determinacion de este elemento en sangre

total se requiere una dilucion 1:5 también con agua bidestilada.
Calibracién
El modo de calibracion es lineal a 5 puntos, utilizando como estdndares:
- Estandar 1: Agua bidestilada.
- Estandar 2: Solucién de 10 ug/L de estroncio.
- Estandar 3: Solucion de 20 pug/L de estroncio.

- Estandar 4: Solucion de 30 pg/L de estroncio.

- Estandar 5: Solucion de 40 ug/L de estroncio.
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Todas estas soluciones se preparan a partir de una solucion inicial de estroncio de

1000 mg/L.

Calculos

Los resultados de las muestras deben multiplicarse por el factor de diluciéon
empleado: factor 500 en el caso de las muestras de agua y factor 5 en el caso de las

muestras de sangre total.

Intervalo de medicion

0,36-40 pg/L.

Valores tedricos (Piette et al., 1989; Iyengar et al., 1978)

Agua de mares y océanos: #8000 ug/L, con variaciones dependiendo de la salinidad.
Agua de rios: varia enormemente ya que en algunos rios su concentracion llega a ser
similar a la encontrada en sangre, pero en otros, su concentracion puede ser diez
veces superior.

Sangre total: 16-95 ug/L.

Suero: 20-46 pg/L.
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3.3.2. Urea

Principio del método

Test in vitro para la determinacion cuantitativa de la urea y del nitrégeno ureico en
suero, plasma y orina humanos en los sistemas Roche/Hitachi Cobas c 701 (Figura

15).

Figura 15. Roche/Hitachi Cobas ¢ 701.

Consiste en un test cinético con ureasa y glutamato deshidrogenasa (Richterich y
Colombo, 1978; Sampson et al., 1980). La urea es hidrolizada por la ureasa a amonio
y carbonato. En una segunda reaccion, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio en
presencia de la glutamato deshidrogenasa (GLDH) y la coenzima NADH para
producir L-glutamato. En esta reaccion, por cada mol de urea hidrolizada se oxidan
dos moles de NADH a NAD*. La velocidad con que la concentracién de NADH
disminuye es directamente proporcional a la concentracidon de urea en la muestra y

se mide fotométricamente.
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/ Ureasa \

Urea+2HO — > 2 NHs + COs>

GLDH

NHs" + 2-oxoglutarato + NADH ——* L-glutamato + NAD* + H.0

\_

Reactivos - Soluciones de trabajo

R1  NaClal9 %

R3 Tampon TRIS: 220 mmol/L, pH 8,6; 2-oxoglutarato: 73 mmol/L; NADH: 2,5
mmol/L; ADP: 6,5 mmol/L; ureasa (haba blanca): > 300 pkat/L; GLDH (higado
bovino): > 80 pkat/L; conservante; estabilizadores no reactivos.

Calibracidn

El modo de calibracién es lineal a dos puntos, utilizando como estdndar 1 el agua y

como estandar 2 el C.F.A.S., calibrador bioquimico de Roche Diagnostics de valor

variable segtn lote.

Calculos

Los analizadores Roche/Hitachi calculan automaticamente la concentracion de

analito de cada muestra.

Factor de conversion: mmol/L de urea x 6,006 = mg/dL de urea

103



Material y métodos

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracion de bilirrubina

directa/indirecta de aproximadamente 60 mg/dL.

Hemolisis: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de hemoglobina

de aproximadamente 1.000 mg/dL.

Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 1.000.

Los iones de amonio pueden causar resultados errdneamente elevados.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de farmacos de uso comdn

en concentraciones terapéuticas.

En casos muy raros pueden obtenerse resultados falsos debidos a la gammapatia,

particularmente del tipo IgM (macroglobulinemia de Waldenstrom).

Intervalo de medicion

3,0-240 mg/dL de urea

El limite inferior de deteccion (3,0 mg/dL) equivale a la menor concentracion medible
de analito que puede distinguirse de cero. Se calcula como el valor situado a tres
desviaciones estdndar por encima del estdindar mas bajo (estindar 1 + 3 DE,

repetibilidad, n = 21).

Las muestras con concentraciones superiores a 240 mg/dL se calculan a través de la

funcion de repeticion del ciclo. La dilucion automatica de las muestras por la funcién
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de repeticion del ciclo es de 1:3. Los resultados de las muestras diluidas por la

funcion de repeticion del ciclo se multiplican automaticamente por el factor 3.

Valores tedricos (Lohr et al., 2009)

16,6-48,5 mg/dL.

3.3.3. Creatinina

Principio del método

Prueba in vitro para la determinacion cuantitativa de la creatinina en suero, plasmay

orina humanos en los sistemas Roche/Hitachi Cobas c 701 (Figura 15).

Consiste en una prueba cinética colorimétrica basada en el método de Jaffé (Jaffé,
1886; Fabiny y Ertinghausen, 1971; Bartels y Bohmer; 1971). En una solucién alcalina,
la creatinina forma un complejo amarillo-anaranjado con el picrato. La tasa de
formacion de colorante es proporcional a la concentracion de creatinina en la
muestra. La prueba emplea la determinaciéon del blanco para minimizar la
interferencia por bilirrubina. Para corregir las reacciones inespecificas por
cromogenos no-creatinina en suero y plasma, como por ejemplo las proteinas y las

cetonas, los resultados para suero o plasma se corrigen en -26 umol/L (-0,3 mg/dL).

4 )

pH alcalino

creatinina + 4cido picrico > complejo amarillo-anaranjado

- J
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Reactivos - Soluciones de trabajo

R1 Hidréxido de potasio: 900 mmol/L; fosfato: 135 mmol/L; pH > 13,5

conservante, estabilizador.
R3 Acido picrico: 38 mmol/L; pH 6,5; estabilizador; conservante.
Calibracion
El modo de calibracion es lineal a dos puntos, utilizando como estandar 1 el agua y
como estandar 2 el C.F.A.S., calibrador bioquimico de Roche Diagnostics de valor
variable segtn lote.

Calculos

Los analizadores Roche/Hitachi calculan automaticamente la concentracion de

analito de cada muestra.

Factor de conversion: umol/L x 0,0113 = mg/dL

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de bilirrubina
directa de aproximadamente 5 mg/dL o una concentracién de bilirrubina indirecta de

aproximadamente 10 mg/dL.

Hemodlisis: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de hemoglobina

de aproximadamente 1.000 mg/dL.
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Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 800.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de fdrmacos de uso comun

en concentraciones terapéuticas.

En casos muy raros pueden obtenerse resultados falsos debidos a la gammapatia,

particularmente del tipo IgM (macroglobulinemia de Waldenstrom).

Intervalo de medicion

0,17-24,9 mg/dL.

El limite inferior de deteccién (0,17 mg/dL) equivale a la menor concentracion
medible de analito que puede distinguirse de cero. Se calcula como el valor situado a
tres desviaciones estandar por encima del estdndar mas bajo (estandar 1 + 3 DE,

repetibilidad, n = 21).

Concentraciones superiores a 24,9 mg/dL se calculan a través de la funcién de
repeticion del ciclo. La diluciéon automadtica de las muestras por la funcién de
repeticion del ciclo es de 1:5. Los resultados de las muestras diluidas por la funcion

de repeticion del ciclo se multiplican automaticamente por el factor 5.

Valores tedricos (Mazzachi et al., 2000; Schlebusch et al., 2002)

Adultos:
Hombres: 0,7-1,2 mg/dL
Mujeres: 0,50-0,90 mg/dL
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Ninos:
Neonatos (prematuros): 0,29-1,04 mg/dL
Neonatos (a término): 0,24-0,85 mg/dL
2 - 12 meses: 0,17-0,42 mg/dL
1 - <3 afnos: 0,24-0,41 mg/dL
3 - <5 anos: 0,31-0,47 mg/dL
5 - <7 afos: 0,32-0,59 mg/dL
7 - <9 anos: 0,40-0,60 mg/dL
9 - <11 afios: 0,39-0,73 mg/dL
11 - <13 afios: 0,53-0,79 mg/dL
13 - <15 anos: 0,57-0,87 mg/dL

3.3.4. Sodio y Cloro

Principio del método

El médulo ISE de los sistemas Roche/Hitachi Cobas ISE (Figura 16) esta concebido
para la determinaciéon de sodio, potasio y cloruro en suero, plasma u orina

empleando electrodos selectivos de iones.
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Figura 16. Roche/Hitachi Cobas ISE.

Un electrodo selectivo de iones (ISE) hace uso de las propiedades especiales de
ciertas membranas para crear un potencial eléctrico (fuerza electromotriz = FEM) que
permite medir los iones en solucion. El electrodo cuenta con una membrana selectiva
que estd en contacto con la solucion analizada y con una solucion interna. La solucion
interna contiene el i6n analizado en una concentracion fija. Debido a las
caracteristicas especiales de la membrana, el ién analizado se fija estrechamente a
ambos lados de la misma. La fuerza electromotriz de la membrana se determina
como la diferencia entre la concentracion del ién analizado en la solucion analizada y
en la solucion interna. La FEM varia segin la ecuacion de Nernst para un ion

especifico en solucion:

[ 1) E=FEo+RT/nF xIn (fx C)/ (fx C) }
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Siendo:

E =1a FEM del electrodo

Eo=la FEM estandar

R =la constante

T =1a temperatura

n =la carga del ién

F =1la constante de Faraday

In = el logaritmo natural (en base e)

f = el coeficiente de actividad

Ct= la concentracion del i6n en la solucion analizada

Ci=la concentracion del ion en la solucion interna

Ya que los iones de sodio y cloruro sdlo tienen una carga, R, T, n, y F se combinan en
un valor unico que representa la pendiente (S). Para la determinacién en un
analizador Roche/Hitachi Modular ISE, donde las muestras se diluyen 1:31, tanto la

fuerza idnica como el coeficiente de actividad son esencialmente constantes.

La concentracion del idn analizado de la solucidén interna también es constante. Estas
constantes se combinan en el término Eo. El valor de E también es especifico para el
tipo de electrodo de referencia utilizado. La ecuacion (1) puede escribirse, por tanto,

de la siguiente forma:

[ E=Eb+S+In (C) }

El sistema de medicion completo para un i6n en particular incluye el electrodo
selectivo de iones, un electrodo de referencia y circuitos electronicos de medicién y

procesamiento de la FEM que proporcionan la concentracion del ién analizado.
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El electrodo para el sodio se basa en portadores neutrales (Shono et al., 1982; Shibata
et al., 1992) mientras que el electrodo de cloruro se basa en un intercambiador de

iones (Hartman et al., 1978).

Reactivos - Soluciones de trabajo

ELECTRODOS Sodio, Cloruro, Referencia

ELECTROLITO DE REFERENCIA 1 mol/L de cloruro de potasio. El frasco de
electrolito se conecta directamente con el
tubo al electrodo de referencia ISE. Esta
solucion proporciona el potencial fuerte y
estable en el electrodo de referencia necesario

para realizar cada medicién de ISE.

DILUYENTE Tampon HEPES 10 mmol/L, trietanolamina 7
mmol/L, conservante. Necesario para la

dilucion de las muestras.

ESTANDAR INTERNO Tampon HEPES 10 mmol/L, trietanolamina 7
mmol/L, cloruro de sodio 3,06 mmol/L,
acetato sodico 1,45 mmol/L, cloruro de
potasio 0,16 mmol/L, conservante. Se emplea

en la calibracién de base que se efecttia en

cada ciclo ISE.

SOLUCION DE LIMPIEZA Solucion de hidréxido de sodio al 12% con

solucion de hipoclorito de sodio < 2% de Cl
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activo. Destinada a limpiar los electrodos
selectivos de iones, el recipiente y las

tuberias.

Calibracion

Se requieren tres soluciones de calibracién para la calibracion completa de sodio,
potasio y cloro: ISE Standard 1 (bajo), ISE Standard 2 (alto) e ISE Standard 3 (ISE
Compensator basado en proteinas). La pendiente de la curva de calibracion se calcula
a partir de los estandares 1 y 2. El compensador ISE sirve para reducir los efectos
producidos por la matriz. Esto solo afecta a la interseccion, no a la pendiente.
Durante la calibracion y tras cada muestra se mide un estandar interno para corregir

los efectos de la desviacion sistematica en la calibracion.

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracion de bilirrubina

directa/indirecta de aproximadamente 60 mg/dL.

Hemolisis: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de hemoglobina

de aproximadamente 1.000 mg/dL.

Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 2000.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de farmacos de uso comun

en concentraciones terapéuticas.
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Intervalo de medicion

Sodio: 80-180 mmol/L
Cloro: 60-140 mmol/L

Valores tedricos (Burtis y Ashwood, 2001)

Sodio: 136-145 mmol/L
Cloro: 98-107 mmol/L

3.3.5. Calcio

Principio del método

Prueba in vitro para la determinacion cuantitativa del calcio en suero, plasma y orina

humanos en los sistemas Roche/Hitachi Cobas c 701 (Figura 15).

Meétodo segin Schwarzenbach con o-cresolftaleina complexona (Schwarzenbach,
1955). En condiciones alcalinas, los iones de calcio reaccionan con la o-cresolftaleina
complexona (0-CPC) formando un complejo de color violeta. La adicion de 8-

hidroxiquinolina previene interferencias debidas al magnesio y al hierro.

pH alcalino

Ca*+0-CPC — > complejo calcio-o-PC

La intensidad cromatica del complejo formado es directamente proporcional a la

concentracion de calcio y se mide fotométricamente.
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Reactivos - Soluciones de trabajo

R1  CAPS (acido 3-[ciclohexilamino]-1-propanesulfonico): 525 mmol/L; NaOH: 400

mmol/L, pH 11,3; agente tensoactivo no reactivo

R3  complexona o-cresolftaleina: 0,5 mmol/L; 8-hidroxiquinolina: 30 mmol/L; pH

1,3; estabilizador

Calibracion

El modo de calibracion es lineal a dos puntos, utilizando como estandar 1 el agua y

como estandar 2 el C.F.A.S., calibrador bioquimico de Roche Diagnostics de valor

variable segtn lote.

Calculos

Los analizadores Roche/Hitachi calculan automaticamente la concentracion de

analito de cada muestra.

Factor de conversion: mmol/L x 4,01 = mg/dL

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracion de bilirrubina

directa/indirecta de aproximadamente 60 mg/dL.

Hemodlisis: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de hemoglobina

de aproximadamente 1.000 mg/dL.
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Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 2.000.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de farmacos de uso comun

en concentraciones terapéuticas.

En casos muy raros pueden obtenerse resultados falsos debidos a la gammapatia,

particularmente del tipo IgM (macroglobulinemia de Waldenstrom).

Intervalo de medicion

0,4-20 mg/dL

El limite inferior de deteccion (0,4 mg/dL) equivale a la menor concentracion medible
de analito que puede distinguirse de cero. Se calcula como el valor situado a tres
desviaciones estdndar por encima del estdindar mas bajo (estdndar 1 + 3 DE,

repetibilidad, n = 21).

Las muestras con concentraciones superiores a 20 mg/dL se determinan a través de la
funcién de repeticion del ciclo. La dilucion automatica de las muestras por la funciéon
de repeticion del ciclo es de 1:1,5. Los resultados de las muestras diluidas por la

funcion de repeticidn del ciclo se multiplican automaticamente por el factor 1,5.

Valores tedricos (Wu, 2006)

Nifos:
0-10 dias: 7.6-10,4 mg/dL
10 dias-2 anos: 9,0-11,0 mg/dL
2-12 afios: 8,8-10,8 mg/dL
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Adultos:
12-60 afios: 8,4-10,2 mg/dL
60-90 afos: 8,8-10,2 mg/dL
>90 afos: 8,2-9,6 mg/dL

3.3.6. Magnesio

Principio del método

El método de referencia para la determinacién de magnesio en suero es la
espectrofotometria de absorcion atémica de llama (Sunderman y Carroll, 1965). Para
ello se emplea un espectrometro de absorcion atémica de Perkin Elmer modelo 5100

PC (Figura 17).

Figura 17. Espectrometro de absorcion atémica de Perkin Elmer modelo 5100 PC.

Este método se basa en la energia de una llama de aire/acetileno con presiones 4 y 1.1
bares respectivamente, que hace que los dtomos de magnesio de una disolucion

pasen al estado fundamental y sean entonces capaces de absorber la radiacion de
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285,6 nm proveniente de una lampara de catodo hueco de magnesio. La absorbancia
va a ser directamente proporcional a la concentracion de magnesio de la disolucion

(ley de Lambert-Beer-Bouger).

Reactivos - Soluciones de trabajo

La determinacién de magnesio en muestras de suero requiere un tratamiento previo
con lantano para la eliminacién de los iones fosfato antes de hacer la medicion de la
absorbancia a 285,6 nm. Asi, las muestras de suero se deben diluir 1/100 con 6xido de

lantano al 0,2% (50 pL de suero (o control) + 5 mL de lantano 0,2%.).

DILUYENTE OXIDO DE LANTANO (La:0s): Primero se prepara la solucién de
oxido de lantano de 50.000 ppm y a partir de ésta, la solucion de dxido de lantano al

0,2%.

Calibracion

Las concentraciones de magnesio sérico son calculadas a partir de una curva de
calibracion lineal que resulta del andlisis de calibradores hechos con el mismo
diluyente de lantano y cantidades de Na y K equivalentes a las presentes en suero
diluido 50 veces. Para la preparacion de los estandares tendremos por tanto que

hacer la correspondiente dilucién 1/100 con Lantano 0,2%.

La recta de calibracion es de tres puntos:

- Estandar 1: Blanco (5 ml de 6xido de lantano 0,2%)
- Estandar 2: 20 ppm diluido 1/100 (50 puL de 20 ppm + 5 ml de lantano 0,2%)
- Estandar 3: 40 ppm diluido 1/100 (50 puL de 40 ppm + 5 ml de lantano 0,2%)
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Estas soluciones se preparan a partir de una solucion de Mg de 100 ppm.

Calculos

El analizador calcula automadaticamente la concentracion de magnesio de cada

muestra en mg/dL.

Interferencias

Debido a que la concentracion de magnesio en eritrocitos es tres veces mayor que en

suero, la muestra deberia separarse de los eritrocitos tan pronto como sea posible.
Las muestras hemolizadas no deben usarse para su analisis.

La lipemia con triglicéridos de 600 mg/dL y una bilirrubina de 20 mg/dL disminuyen
la concentracion de magnesio en 0,6 mg/dL y 1,0 mg/dL respectivamente partiendo

de una concentracion de magnesio de 1,8 mg/dL.

Intervalo de medicion

0,1-4 mg/dL.

Valores tedricos (Pesce y Kaplan, 1987)
Hombres: 1,69-2,43 mg/dL

Mujeres: 1,69-2,29 mg/dL

Recién nacidos (hasta 5 meses): 1,04-1,56 mg/dL
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3.3.7. Hierro

Principio del método

Test in vitro para la determinacidn cuantitativa de hierro en suero y plasma humanos

en los sistemas Roche/Hitachi Cobas ¢ 701 (Figura 15).

Consiste en un test colorimétrico basado en el método FerroZine sin
desproteinizacion (Siedel et al., 1984). En un medio 4cido, el hierro se libera de la
transferrina. Las muestras lipémicas se aclaran con detergente. El ascorbato reduce
los iones de Fe** liberados a iones de Fe*, que reaccionan entonces con FerroZine
para formar un complejo cromatico. La intensidad cromatica es directamente

proporcional a la concentracion de hierro y puede determinarse fotométricamente.

/ pH<2,0 \

Complejo de transferrina-Fe ———> apotransferrina + Fe®

ascorbato

Fe3+ _—) Fe2+

\ Fe? + FerroZine —— complejo cromatico /

Reactivos - Soluciones de trabajo

R1 Acido citrico: 200 mmol/L; tiourea: 115 mmol/L; detergente

R3 Ascorbato sddico: 150 mmol/L; FerroZine: 6 mmol/L; conservante
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Calibracion

El modo de calibracion es lineal a dos puntos, utilizando como estandar 1 el agua y
como estandar 2 el C.F.A.S., calibrador bioquimico de Roche Diagnostics de valor
variable segun lote.

Calculos

Los analizadores Roche/Hitachi calculan automaticamente la concentracion de

analito de cada muestra.

Factor de conversion: umol/L x 5,59 = pug/dL

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de bilirrubina

directa/indirecta de aproximadamente 60 mg/dL.

Hemolisis: Sin interferencias significativas hasta una concentraciéon de hemoglobina
de aproximadamente 200 mg/dL. Las concentraciones elevadas de hemoglobina
producen valores falsamente elevados debido a la contaminacion de la muestra con
el hierro fijado a la hemoglobina.

Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 1.500.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de fdrmacos de uso comun

en concentraciones terapéuticas. En pacientes tratados con suplementos férricos o
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farmacos fijadores de metales, el hierro fijado al farmaco puede no reaccionar

adecuadamente con el test, obteniéndose resultados falsamente disminuidos.

En casos muy raros pueden obtenerse resultados falsos debidos a la gammapatia,

particularmente del tipo IgM (macroglobulinemia de Waldenstrom).

Intervalo de medicion

5,00-1.000 pg/dL

El limite inferior de deteccion (5,00 pg/dL) equivale a la menor concentracion
medible de analito que puede distinguirse de cero. Se calcula como el valor situado a
tres desviaciones estandar por encima del estdndar mas bajo (estandar 1 + 3 DE,

repetibilidad, n = 21).

Las muestras con concentraciones superiores a 1.000 pg/dL se determinan a través de
la funcion de repeticién del ciclo. En muestras con concentraciones superiores, la
funcion de repeticidon del test disminuye el volumen de la muestra por el factor 2,12.

Los resultados son multiplicados automaticamente por este factor.

Valores tedricos (Lohr et al., 2008)

Hombres: 59-158 ug/dL
Mujeres: 37-145 pg/dL
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3.3.8. Troponina T

Principio del método

Test inmunoloégico in vitro para la determinacidn cuantitativa de la troponina T en

suero y plasma humanos en los sistemas Roche/Hitachi Cobas e 602 (Figura 18).

Figura 18. Roche/Hitachi Cobas e 602.

Este test consiste en un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia ("ECLIA") que
emplea dos anticuerpos monoclonales especificos dirigidos contra la troponina T
cardiaca humana (Ricchiuti et al., 1998). Los anticuerpos reconocen dos epitopes (en
los aminodcidos 125-131 y 136-147) situados en la parte central de la proteina
troponina T cardiaca, que comprende un total de 288 aminoacidos. Se detecta tanto la
forma libre de la troponina T asi como los complejos binarios y terciarios de la

troponina (Wu et al., 1998).
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Consiste en una técnica tipo sandwich con una duracion total de 18 minutos:

* 1% incubacién: 15 pL de muestra, un anticuerpo biotinilado monoclonal
especifico anti-troponina T y un anticuerpo especifico monoclonal anti-
troponina T marcado con quelato de rutenio ([Quelato Tris (2-2’-bipiridina)

rutenio (II)] (Rubpy)s?*) forman un complejo sandwich.

* 2% incubacién: Después de incorporar las microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase solida por interaccion

entre la biotina y la estreptavidina.

e La mezcla de reaccién es trasladada a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los
elementos no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo ProCell. Al
aplicar una corriente eléctrica definida se produce wuna reaccién
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente con un

fotomultiplicador.

* Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion realizada en el
sistema a partir de una calibracion a dos puntos y una curva master

(calibracién a 5 puntos) incluida en el cédigo de barras del reactivo.

Reactivos - Soluciones de trabajo

M

R1

Microparticulas recubiertas de estreptavidina: 0,72 mg/mL; conservante.

Anticuerpo monoclonal biotinilado anti-troponina T (ratén) 1,5 mg/L; tampon

fosfato 100 mmol/L, pH 6,0; conservante, inhibidores.
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R2  Anticuerpo monoclonal anti-troponina T (ratén) marcado con quilato de

rutenio 1,2 mg/L; tampon fosfato 100 mmol/L, pH 6,0; conservante.

Calibracion

El modo de calibracion es lineal a dos puntos, utilizando como estdndares los

especificos de Troponina T de Roche Diagnostics (Troponin T CalSet), de valores

aproximados 0,075 ng/mL y 10 ng/mL (varian segtn lote).

Calculos

El analizador calcula automaticamente la concentracion de analito de cada muestra

en ng/mL.

Interferencias

Ictericia: Sin interferencias significativas hasta una concentracion de bilirrubina de

aproximadamente 27 mg/dL.

Hemolisis: Sin interferencias significativas hasta una concentracién de hemoglobina
de aproximadamente 100 mg/dL. Las muestras que evidencian hemolisis pueden
causar interferencias.

Lipemia: Sin interferencias significativas hasta un indice de lipemia de 1.500.

No se han observado interferencias por factores reumatoides hasta una concentracion

de 2000 UIl/mL.

124



Material y métodos

No se ha registrado el efecto prozona con concentraciones de troponina T de hasta

400 ng/mL.

Se analizaron in vitro 50 farmacos de uso extendido sin encontrar interferencias.

Los resultados obtenidos con muestras de plasma recogidas en tubos con
conservante de oxalato/fluoruro arrojaron valores disminuidos de troponina T

respecto de los correspondientes a muestras de suero.

Intervalo de medicion

0,010-25,0 ng/mL

El limite de deteccion (0,010 ng/mL) equivale a la menor concentracion medible de
Troponina T que puede distinguirse de cero. Se calcula como la concentracion
situada a 3 desviaciones estdndar por encima del estdndar mads bajo (calibrador
master, estdndar 1 + 3 DE, estudio de repetibilidad, n = 21).

Los valores superiores al intervalo de medicion se indican como > 25,0 ng/mL.

Valores tedricos (Miiller-Bardorff et al., 1997)

0-0,1 ng/mL.

3.4. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de los datos se ha utilizado el programa SPSS

version 19.0. Se han aplicado los siguientes analisis:
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3.4.1. Analisis descriptivo de los datos

La estadistica descriptiva se encarga de ordenar, presentar, sintetizar y organizar los
datos de forma inteligente y cientifica. Este andlisis nos proporciona una idea de la
forma que tienen los datos: su posible distribucion de probabilidad con sus
parametros de centralizacion (media, mediana y moda) asi como sus parametros de

dispersion (rango, varianza y desviacion tipica).

- Media: Valor promedio de un conjunto de valores.

- Mediana: Valor de la variable que deja el mismo nimero de datos antes y

después que él.

- Moda: Valor con una mayor frecuencia en una distribucion de datos.

- Rango: Diferencia entre el valor maximo y el valor minimo de un conjunto de

datos. Comparte unidades con los datos.

- Varianza: Promedio tedrico de las desviaciones cuadraticas de los diferentes
valores que puede tomar la variable respecto de su valor medio tedrico o
esperanza. Se expresa en la misma unidad de los datos de la variable pero

elevada al cuadrado.

- Desviacion tipica: Raiz cuadrada de la varianza expresada en las mismas

unidades de los datos de la variable objeto de estudio.

En nuestro estudio se han obtenido distintos estadisticos descriptivos de cada una de

las variables: media, desviacion tipica y rango. Cuando las variables analizadas
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tenian desviaciones elevadas, se incluy6 el cdlculo de otras medidas de tendencia

central, como la mediana y la moda.

3.4.2. Andlisis de comparacién de medias

Segun sea la distribucion de las variables estudiadas se deben aplicar unos métodos

estadisticos u otros.

- Métodos estadisticos paramétricos: Cuando las variables estudiadas

presentan una distribuciéon normal: aquella en la que los datos de las variables
se agrupan de forma simétrica alrededor de la media aritmética en forma de
campana y es asintdtica respecto al eje de abcisas. Presenta dos puntos de
inflexién que coinciden con la desviacion tipica y el drea total bajo la curva es
igual a uno. Esta distribucién se aplica siempre a variables cuantitativas

continuas.

- Métodos estadisticos no paramétricos: Cuando las variables estudiadas no
presentan una distribucion normal. Para comprobar si las variables estudiadas
siguen una distribucién normal o no se debe realizar el Test de Kolmogorov-
Smirnov (la hipdtesis nula que se contrasta es que los datos muestrales

proceden de poblaciones normales).

En nuestro estudio, tras comprobar mediante el Test de Kolmogorov-Smirnov que las
variables estudiadas no seguian una distribucion normal, se han aplicado los

siguientes test:

- el Test de la U de Mann-Whitney, test no paramétrico utilizado para comparar

los valores de dos variables cuantitativas u ordinales de dos muestras
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independientes que pueden tener tamafios distintos. Es la version no
paramétrica de la prueba t de Student. En nuestro estudio se utiliza para

comparar los valores obtenidos entre dos grupos diagnosticos.

- el Test de Kruskal-Wallis, un test no paramétrico utilizado para comparar los
valores de variables cuantitativas u ordinales de tres o mds muestras
independientes. Es una extension de la prueba de la U de Mann-Whitney para
3 0 mas grupos. Es la version no paramétrica del andlisis de la varianza simple
(ANOVA). En nuestro estudio se utiliza para comparar los valores obtenidos

en los distintos grupos diagnosticos.

- el Test de Wilcoxon, test no paramétrico para comparar dos muestras
apareadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Es la versiéon no
paramétrica de la prueba t de Student para muestras apareadas. En nuestro
estudio nos permite comprobar si existen diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de los distintos marcadores bioquimicos

entre los dos ventriculos en cada caso.

En todos los test aplicados en este estudio se han considerado diferencias

estadisticamente significativas para una probabilidad p <0.05.

3.4.3. Analisis de correlacion

Para valorar la asociacion entre dos variables cuantitativas hemos aplicado el método

conocido como correlacion.
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La cuantificacion de la fuerza de la relacion lineal entre dos variables cuantitativas se
estudia por medio del calculo del coeficiente de correlacion de Pearson. Dicho
coeficiente oscila entre -1 y 1. Un valor de 1 indica una relacion directa y perfecta y
un valor de -1 indica una relacion inversa y perfecta. Una correlacion proxima a 0

indica que no hay relacion lineal entre las dos variables.

El coeficiente de correlacion posee las siguientes caracteristicas:

a.- El valor del coeficiente de correlacion es independiente de cualquier unidad

usada para medir las variables.

b.- El valor del coeficiente de correlacion se altera de forma importante ante la
presencia de un valor extremo, como sucede con la desviacién tipica. Ante
estas situaciones conviene realizar una transformacion de los datos que
cambia la escala de medicion y modera el efecto de los valores extremos

(transformacion logaritmica).

c.- El coeficiente de correlacion mide sdlo la relacién con una linea recta. Dos
variables pueden tener una relacién curvilinea fuerte a pesar de que su
correlacion sea pequefia. Por tanto, cuando analizamos las relaciones entre dos
variables debemos representarlas graficamente y posteriormente calcular el

coeficiente de correlacion.
d.- El coeficiente de correlacién no se debe extrapolar mas alla del rango de

valores observado de las variables a estudio ya que la relacion existente entre

XeY puede cambiar fuera de dicho rango.
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e.- La correlacion no implica causalidad. La causalidad es un juicio de valor
que requiere mas informacion que un simple valor cuantitativo de un

coeficiente de correlacién.

Cuando las variables estudiadas no siguen una distribucion normal se utiliza el
coeficiente de Spearman, coeficiente de correlacion que estudia la relacion entre dos
variables aleatorias continuas y que tiene el mismo significado que el coeficiente de

Pearson.

En nuestro estudio, como las variables no se ajustan a una distribucién normal, se ha
utilizado la Correlacién de Spearman para comprobar si existe una correlacion positiva
entre las concentraciones de los elementos traza en el agua de sumersion y las
concentraciones en sangre, entre la edad y el intervalo post-mortem con los distintos
grupos diagnodsticos, entre los marcadores bioquimicos en suero y la edad, el sexo y
el intervalo post-mortem y entre las concentraciones de estroncio en sangre y otros

elementos traza en los casos de sumersion.

3.4.4. Curvas ROC (“Receiver Operating Characteristic”: Curva de caracteristica

operativa para el receptor)

El andlisis de las curvas ROC constituye un método estadistico que sirve para
determinar la exactitud diagndstica de tests que utilizan escalas continuas. Se utilizan
con tres propositos especificos: determinar el punto de corte en el que se alcanza la
sensibilidad y especificidad mas alta, evaluar la capacidad discriminativa del test
diagnostico y comparar la capacidad discriminativa de dos o mas tests diagndsticos

que expresan sus resultados como escalas continuas.
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La curva ROC se construye en base a la union de distintos puntos de corte,
correspondiendo el eje Y a la sensibilidad y el eje X a (1-especificidad) de cada uno de
ellos. Ambos ejes incluyen valores entre 0 y 1 (0% a 100%). El punto de corte que
determina la sensibilidad y especificidad mas alta para cada variable fue obtenido
como el punto mas cercano al punto “ideal” de la curva ROC, que es aquel en el que
la sensibilidad fuese 1 y (1 - la especificidad) fuese 0. Este punto de corte es el punto

en el que la sensibilidad y la especificidad del test estan equilibradas.

A modo de referencia, en todo grafico de curva ROC se traza una linea desde el
punto 0,0 al punto 1,1, llamada diagonal de referencia o linea de no-discriminacion
que describe la capacidad discriminativa de un test diagnostico. Asi, un test
diagnostico tendra mayor capacidad discriminativa en la medida que sus puntos de
corte tracen una curva ROC lo mas lejana posible a la linea de no-discriminacion.
Como ya se ha indicado, los ejes del grafico de curva ROC adoptan valores entre 0 y
1 (0% y 100%), delimitando un cuadrado de area=1,00. Por tanto, un test diagndstico
se considera no-discriminativo si su curva ROC coincide con la linea de no-

discriminacion, la cual posee un area=0,50.

En nuestro estudio, para cada una de las variables analizadas (las concentraciones de
los distintos marcadores bioquimicos estudiados) se ha calculado el drea bajo la
curva ROC utilizando un método no paramétrico. El andlisis de estas curvas se ha
utilizado para evaluar la eficacia diagndstica de cada marcador bioquimico o su
capacidad para discriminar entre sumersion y otras causas de muerte y entre
sumersion en agua salada o sumersion en agua dulce. Superponiendo las curvas
correspondientes a las diferentes ecuaciones de regresion se pueden identificar los
marcadores que tienen mayor sensibilidad y especificidad. Seleccionamos los

marcadores con areas bajo la curva mayores de 0,70.
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3.4.5. Analisis discriminante

El analisis discriminante resulta til para las situaciones en las que se desea construir
un modelo predictivo para pronosticar el grupo de pertenencia de un caso a partir de
las caracteristicas observadas de cada caso. Asi, ayuda a identificar las caracteristicas
que diferencian a dos 0 mds grupos y a crear una funcion capaz de distinguir con la

mayor precision posible a los miembros de uno u otro grupo.

La pertenencia a los grupos, conocida de antemano, se utiliza como variable
dependiente (una variable categdrica con tantos valores discretos como grupos). Las
variables en las que suponemos que se diferencian los grupos se utilizan como

variables independientes (también llamadas variables discriminantes).

El objetivo tltimo del andlisis discriminante es encontrar la combinacion lineal de las
variables independientes que mejor permite diferenciar a los grupos. Una vez
encontrada esta combinacién (funcién discriminante), podra ser utilizada para
clasificar nuevos casos. Se trata de una técnica de andlisis multivariante que es capaz
de aprovechar las relaciones existentes entre una gran cantidad de variables

independientes para maximizar la capacidad de discriminacion.

Asi, el andlisis discriminante es conceptualmente muy similar al andlisis de varianza
multivariante de un factor. Su propdsito es el mismo que el del analisis de regresion

logistica, pero a diferencia de €l, s6lo admite variables cuantitativas.

En nuestro estudio, realizamos el analisis discriminante con aquellos marcadores
bioquimicos que mostraban las curvas ROC que mejor discriminaban entre los casos
de sumersion y los casos de no sumersion y entre los casos de sumersion en agua

salada o dulce y los casos de no sumersion, utilizando como variable dependiente el
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grupo diagndstico y como variables independientes las concentraciones de los

distintos elementos traza.
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4. RESULTADOS






Resultados

4.1. Analisis descriptivo de la muestra y de las diferencias segun sexo, edad e

intervalo post-mortem

4.1.1. Sexo

De los 140 casos seleccionados para la realizacion de nuestra investigacion, 121
fueron hombres (86,4%) y 19 mujeres (13,6%). Segun el grupo diagnostico y la causa

de muerte se distribuyen de la siguiente manera (Tabla 4, Figuras 19, 20 y 21):

Hombre

Sumersion 62 5
Sumersion en agua dulce 12 2
Sumersion en agua salada 50 3
Otras asfixias 41 3
Ahorcadura 31 2
Otras asfixias 10 1
Otras causas 18 11
Traumatismo multiple 8 9
Arma de fuego 7 1
Enfermedad cardiovascular 3 1
TOTAL 121 19

Tabla 4. Distribucion de los casos por grupo diagnostico, causa de muerte y sexo.
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m HOMBRE
m MUJER

Figura 19. Distribucion de los casos por sexo.
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Figura 20. Distribucion de los casos por grupo diagnostico y sexo.
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Figura 21. Distribucion de los casos por causa de muerte y sexo.
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4.1.2. Edad

La media de edad de los sujetos fue de 49,25 afios (SD= 19,72; rango= 2-87 afos).
Segun el grupo diagndstico y la causa de muerte, los valores descriptivos de la edad

se muestran en la Tabla 5 y Figuras 22, 23 y 24.

Edad (ainos)
(SD; Rango)
Sumersion 50,2 (19,5;2-87)
Sumersion en agua dulce 45,9 (25,0;2-76)
Sumersidn en agua salada 51,3 (18,1,23-87)
Otras asfixias 49,4 (20,0,9-86)
Ahorcadura 50,0 (20,9;9-86)
Otras asfixias 51,7 (18,6;22-80)
Otras causas 472 (20,0,7-78)
Traumatismo multiple 53,1 (16,6;21-75)
Arma de fuego 34,5 (13,7;19-54)
Enfermedad cardiovascular 37,5 (29,5;,7-78)
TOTAL 49,2 (19,7;2-87)

Tabla 5. Valores descriptivos de la edad distribuidos por grupo diagndstico y causa de

muerte.
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Figura 22. Histograma de la distribucion de los casos por edad.
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Figura 23. Valores descriptivos de la edad distribuidos por grupo diagndstico.
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4.1.3. Intervalo post-mortem

Figura 24. Valores descriptivos de la edad distribuidos por causa de muerte.

La media del intervalo post-mortem fue de 30,4 h (SD= 37,84; rango= 3-216 h). Cabe

destacar que el intervalo post-mortem fue superior a 72 h en tres casos de sumersion

en agua salada, dos casos de sumersion en agua dulce, un caso de ahorcadura y uno

en otras asfixias.

Los valores descriptivos del intervalo post-mortem distribuidos por grupo

diagndstico y causa de muerte se muestran en la Tabla 6 y las Figuras 25 y 26.
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Intervalo post-mortem (horas)

Media (SD) Mediana Moda

Sumersion 35,1 (39,2) 20 24
Sumersion en agua dulce 35,3 (56,5) 17 17
Sumersion en agua salada 35,1 (34,0) 21 24

Otras asfixias 30,8 (46,2) 19 24
Ahorcadura 24,3 (35,7) 18 24
Otras asfixias 51,0 (66,2) 24 24

Otras causas 19,0 (5,8) 19 17
Traumatismo multiple 20,2 (4,6) 21 17
Arma de fuego 15,5 (4,6) 16 10
Enfermedad cardiovascular 17,0 (11,1) 15 7

TOTAL 30,4 (37,8) 20 24

Tabla 6. Valores descriptivos del intervalo post-mortem distribuidos por grupo diagndstico y

causa de muerte.
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Media Mediana Moda SD

INTERVALOPOST-MORTEM

Figura 25. Valores descriptivos del intervalo post-mortem distribuidos por grupo

diagnostico.
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Sumersién en agua salada
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Traumatismo multiple
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Mediana
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Figura 26. Valores descriptivos del intervalo post-mortem distribuidos por la causa de

muerte.

Estudiamos la correlacion entre la edad y el intervalo post-mortem con los tres
grupos diagndsticos, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. Encontramos también que no existian correlaciones estadisticamente
significativas entre los marcadores bioquimicos en suero y la edad, el sexo y el

intervalo post-mortem.

4.2. Analisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos traza entre
los casos de muerte por sumersion, muerte por otras asfixias y otras causas de

muerte

La Tabla 7 muestra los valores obtenidos (media, desviacion estandar y rango) de los
distintos elementos traza y marcadores bioquimicos en sangre de ventriculo
izquierdo (VI), ventriculo derecho (VD) y sangre periférica, y las diferencias entre los

niveles de los ventriculos izquierdo y derecho (VI-VD) seguin el grupo diagnostico.
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(N=67)

Media+SD (Rango)

Otras asfixias
(N=44)
Media+SD (Rango)

Otras causas
(N=29)

Media+SD (Rango)

Sr VI (ug/L)

Sr VD (ug/L)

Sr perif. (ug/L)

Sr (VI-VD) (ug/L)
Mg VI (mg/dL)

Mg VD (mg/dL)

Mg perif. (mg/dL)
Mg (VI-VD) (mg/dL)
Ca VI (mg/dL)

Ca VD (mg/dL)

Ca perif. (mg/dL)

Ca (VI-VD) (mg/dL)
Na VI (mmol/L)

Na VD (mmol/L)

Na perif. (mmol/L)
Na (VI-VD) (mmol/L)
Cl VI (mmol/L)

Cl VD (mmol/L)

Cl perif. (mmol/L)
Cl (VI-VD) (mmol/L)
Fe VI (ug/dL)

670,90+1307(17,5-5260,5)

396,6+820,0 (9,5-3740)
397,1+943,8 (16,5-4750)
274,2+631,2 (-169-3427)
9,6+7,0 (3,0-29,1)
8,115,3 (3,2-15,9)
6,8+5,4 (0,4-27,5)
1,623,3 (-7,9-12,6)
9,6+8,7 (0,1-14,2)
7,64,0 (0,4-12,4)
8,15,2 (0,7-11,3)
2,0£6,2 (-6,7-30,2)
112,080,2 (34-176)
98,2+48,4 (35-134)
95,8+59,9 (41-213)
15,9+45,6 (-60-170)
126,5+93,2 (50-180)
111,7+71,7 (58-160)
103,5+74,3 (53-240)
17,4+49,7 (-113-240)
690,7+465,9 (133-2425)

34,36+27,8 (10,5-160)
28,6424 (5,5-120)
30,1+21,1 (5,5-101)
6,8+16,6 (-35,5-50)
4,842 (2,7-15,3)
4,8+0,9 (2,7-7,1)
4,6+0,8 (3,1-7,5)
-0,320,8 (-2,1-2,2)
6,0£3,1 (1-13)
4,8+2,6 (0,1-10,3)
6,6+3,3 (1,7-16,9)
1,243,4 (-5,8-7,8)
76,2422,7 (34-112)
64,8+20,9 (32-112)
70,823,2 (28-116)
12,0427,5 (-41-55)
73,8+8,2 (52-94)
69,129,1 (54-92)
70,6+10,5 (48-94)
5,646,3 (-13-18)
976+1241,4 (105-6756)

31,8+22,1 (6-107)
24,5+14,8 (10-71)
30,2+14,8 (13-82)

8,1+12,4 (-11,5-45,5)
4,6+0,9 (3,0-6,3)
5,0+1,0 (2,8-6,9)
4,4+0,9 (2,2-6,2)
-0,420,8 (-2,6-1,1)
5,2+3,1 (0,2-10,7)
4,242,5 (0,3-9,6)
7,0£3,2 (0,2-12,5)

0,842,7 (-5,7-9)
67,2429,9 (25-140)
64,620,9 (39-129)
79,2+32,1 (6-151)
1,5425,0 (-52-78)
71,1£17,7 (26-111)
70,8+10,7 (53-97)
70,4+21,1 (4-98)

0,0+18,1 (-56-39)

809,2+709,3 (5-3233)

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,014
<0,0001
0,013
<0,0001
NS
NS
0,004
<0,0001
NS
NS
<0,0001
<0,0001
0,001
0,001
NS




Fe VD (ug/dL)

Fe perif. (ug/dL)

Fe (VI-VD) (ug/dL)
Urea VI (mg/dL)
Urea VD (mg/dL)
Urea perif. (mg/dL)
Urea (VI-VD) (mg/dL)
Cr VI (mg/dL)

Cr VD (mg/dL)

Cr perif. (mg/dL)

Cr (VI-VD) (mg/dL)
c¢Tn-T VI (ng/mL)
¢Tn-T VD (ng/mL)
cTn-T perif. (ng/mL)

c¢In-T (VI-VD) (ng/mL)

941,1+790,2 (3,2-3425)
818,2+746,0 (137-4725)
-233,8+763 (-3133-1091)
81+121,1 (26-901)
107,4+197,2 (34-1195)
99+194,4 (0,5-1375)
-25,2+113,6 (-839-50)
5,5+28,5 (0,8-219)
2,1+1,9 (0,4-2,9)
2,2+1,5 (1,0-6,1)
3,5+29 (-7,8-216,7)
20,3+35,3 (0,01-113,4)
27,7+43,4 (0,01-8,7)
3,9+20,6 (0,01-8,7)
-0,0422,9 (-70,2-52,8)

1210+131 (139-7166)
809,2+672,9 (96-3474)
-277,8+574 (-1412-1566)
111,1+166,4 (43-909)
103+154,3 (39-945)
76,4+115,2 (0,7-700)
-10,2+15,2 (-38-15)
1,540,5 (0,4-2,7)
1,920,6 (0,9-3,3)
2,2+1,1 (0,7-7,3)
-0,420,5 (-1,6-0,6)
37,4+59,5 (0,01-228,6)
29,137,2 (0,01-126,7)
0,4+0,9 (0,01-4,0)
-2,7+48,9 (-109,2-113,9)

891534,9(102-2211)
498,8+414,4 (33-1757)
-80+699 (-1103-2514)
65+34,6 (0,4-211)
70,8+33,8 (15-203)
66,1+47,2 (6-268)
-6,5+24,3 (-66-75)
1,40,5 (0,1-2,3)
1,70,6 (0,2-3)
2,643,6 (1,0-19,3)
-0,320,5 (-1,3-1,1)
11,6+18,1 (0,01-55,7)
34,142,3 (0,1-162,2)
15,7+59,2 (0,01-230)
-4,8421,9 (-46,2-32,6)

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Fe= Hierro; Cr=Creatinina; cI'n-T= TroponinaT

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho; Perif.= Sangre periférica

p=Probabilidad (*Test de Kruskal-Wallis); NS= No significativas

Tabla 7. Media, desviacion estandar (SD) y rango de las concentraciones de los distintos elementos traza y las diferencias estadisticas entre los

tres grupos diagndsticos.



Resultados

Para evaluar la influencia de la causa de la muerte en los valores de los elementos
traza y marcadores bioquimicos estudiados, aplicamos el Test de Kruskal-Wallis,
andlisis estadistico de comparacion de medias para mas de dos muestras
independientes. En las Figuras 27-31 se representan los valores medios de los
elementos traza en las distintas localizaciones seguin el grupo diagnostico entre los

que existen diferencias significativas (p<0,05).

En los casos de sumersion se obtuvieron valores medios de casi todos los elementos
traza mas elevados que en el resto de grupos diagnosticos, encontrando diferencias
estadisticamente significativas en la mayoria de las localizaciones. Los valores
medios de urea (excepto en sangre de VI) y creatinina (excepto en sangre periférica)
fueron mas altos en los casos de sumersion y las concentraciones de troponina T
fueron mas altas en los casos de muerte por otras asfixias u otras causas de muerte,
aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para estos tres

marcadores bioquimicos entre los tres grupos diagnosticos.

700 ;
600 Sr (ug/L)
500
400 - p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 B Sumersion
300 - B Otras asfixias
200 - Otras causas
100 -

0 : . .

VI VD Sangre perif.

Figura 27. Valores medios de las concentraciones de Sr en sangre en las distintas
localizaciones seguin el grupo diagndstico entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.
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Resultados

10 -

Mg (mg/dL)
p<0,0001 p<0,0001 p=0,014
B Sumersion
B Otras asfixias
M Otras causas
VI VD Sangre perif.

Figura 28. Valores medios de las concentraciones de Mg en suero en las distintas

localizaciones segun el grupo diagnodstico entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.

140 4

120 4

100 4

80

60 -

40 -

20 -

p<0,0001 p<0,0001 p=0,001 Cl (mEq/L)

B Sumersion
B Otras asfixias

M Otras causas

VI VD Sangre perif.

Figura 29. Valores medios de las concentraciones de Cl en suero en las distintas

localizaciones segun el grupo diagnodstico entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.
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Resultados

120 +
Na (mEq/L)

100 - p=0,004 p<0,0001

80 -

B Sumersion

601 B Otras asfixias

40 - M Otras causas

20 1

0 .
VI VD

Figura 30. Valores medios de las concentraciones de Na en suero en las distintas
localizaciones segun el grupo diagnodstico entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.

10 -
Ca (mg/dL)
8 ]
p=0,013 p<0,0001
61 B Sumersion
B Otras asfixias
4 ]
H Otras causas
2 ]
0 .
VI VD

Figura 31. Valores medios de las concentraciones de Ca en suero en las distintas
localizaciones segun el grupo diagnodstico entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.
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Resultados

4.3. Analisis de correlacion entre los elementos traza en sangre y las
concentraciones en el medio de sumersion y el tiempo estimado aproximadamente

de permanencia del cadaver en el agua

Cuando analizamos todos los casos de sumersion de manera conjunta se observaron
correlaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones del estroncio,
magnesio, sodio y cloro en el agua de sumersién y sus correspondientes
concentraciones en ambos ventriculos y/o en sangre periférica. Ademas, encontramos
correlaciones estadisticamente significativas entre el tiempo estimado de
permanencia en el agua y las concentraciones de estroncio, magnesio y cloro en
ambos ventriculos y en sangre periférica y para el sodio y el calcio, en el VI. Por otro
lado, cuando se eliminaron los cinco casos de muerte por sumersion en los que el
cadaver habia permanecido en el agua mas de 72 horas, se obtuvo una correlaciéon no

significativa entre estas variables.

Sin embargo, cuando los casos de sumersion en agua salada y los de sumersion en
agua dulce se analizaron por separado, no se encontraron correlaciones
estadisticamente significativas entre esos elementos traza y el tiempo estimado de

permanencia en el agua (Tabla 8).
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Resultados

Coeficiente de correlacion (r)

Sumersion
Mg agua- Mg VI 0,434 0,009
Na agua -Na perif. 0,363 0,032
Cl agua - Cl perif. 0,338 0,047
Sr agua - Sr VI 0,635 <0,0001
Sr agua - Sr VD 0,573 <0,0001
Sr agua - Sr perif. 0,591 <0,0001
Tiempo en el agua - Sr VI 0,610 <0,0001
Tiempo en el agua - Sr VD 0,612 <0,0001
Tiempo en el agua - Sr perif. 0,580 <0,0001
Tiempo en el agua - Mg VI 0,389 <0,0001
Tiempo en el agua - Mg VD 0,246 0,013
Tiempo en el agua - Mg perif. 0,205 0,044
Tiempo en el agua - Ca VI 0,213 0,031
Tiempo en el agua - Na VI 0,314 0,001
Tiempo en el agua - C1 VI 0,451 <0,0001
Tiempo en el agua - C1 VD 0,438 <0,0001
Tiempo en el agua - Cl perif. 0,253 0,012
Sumersion en agua dulce
Ca agua-Ca VI 0,900 0,037
Na agua-Na VI 0,886 0,039
Sumersion en agua salada
Fe agua- Fe perif. 0,568 0,014
Sr agua- Sr VI 0,405 0,044

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Fe= Hierro
VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p=Probabilidad (*Correlacion de Spearman)

Tabla 8. Correlaciones entre las concentraciones de los elementos traza en agua y en sangre y
entre las concentraciones de los elementos traza y el tiempo estimado de permanencia en el

agua en los casos de sumersion.
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Resultados

Se observaron también correlaciones directas y estadisticamente significativas entre

las concentraciones de estroncio en los tres diferentes tipos de localizaciones y las

concentraciones séricas de magnesio, calcio, cloro y sodio en los casos de sumersion

(Tabla 9).

Sr VI

correlacion

Sr VD

Coef. correlacion

Sr perif.

Coef. correlacion

Sr VI
Sr vD
Sr perif.
Mg VI
Mg vD

Mg perif.

Ca VI
CavD
Ca perif.
Na vI
Na vD
Na perif.
Clvi
Clvb
Cl perif.
Fe vD

1
0,937**
0,933**
0,696"
0,568**
0,487
0,643**
0,266*
0,418**
0,751
0,448**
0,559**
0,789**
0,666+
0,617**
0,342**

0,937%*
1
0,918**
0,638**
0,583**
0,491**
0,599**
0,269*
0,384**
0,705**
0,452**
0,503**
0,752**
0,698**
0,564**
0,355**

0,933**
0,918**
1
0,738**
0,605**
0,534**
0,668**
0,327*
0,453**
0,763**
0,514**
0,598**
0,797**
0,722**
0,632**
0,299*

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Fe= Hierro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

Correlacion de Spearman: * p<0,05; **p<0,01

Tabla 9. Correlaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones de estroncio

en sangre y otros elementos traza en los casos de sumersion.

Para llevar a cabo estos analisis estadisticos se utilizé la Correlacién de Spearman, test

no paramétrico para calcular la correlacion entre las distintas variables.
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Resultados

4.4. Analisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos traza entre

las muertes por sumersion en agua salada y las de sumersion en agua dulce

Se observaron valores mas altos para el estroncio, magnesio, cloro y sodio en los
casos de sumersion en agua salada y se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en las tres localizaciones sanguineas comparandolos con los valores de
estos marcadores en los casos de sumersion en agua dulce (Tabla 10). En el caso del
calcio, encontramos los valores mas altos y con diferencias estadisticamente
significativas en VI en los casos de sumersién en agua salada respecto a los de
sumersion en agua dulce y en el caso de la urea y creatinina obtenemos las
concentraciones mas elevadas y significativamente diferentes en los casos de

sumersion en agua salada solamente en VD.
En las Figuras 32-36 se representan los valores medios de los elementos traza en las

distintas localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias

significativas (p<0,05).
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Sr VI (ug/L)

Sr VD (ug/L)

Sr perif. (ug/L)

Sr (VI-VD) (ug/L)
Mg VI (mg/dL)
Mg VD (mg/dL)
Mg perif. (mg/dL)
Mg (VI-VD) (mg/dL)
Ca VI (mg/dL)

Na VI (mmol/L)
Na VD (mmol/L)
Na perif. (mmol/L)
Cl VI (mmol/L)

Cl VD (mmol/L)
Cl perif. (mmol/L)
Urea VD (mg/dL)
Cr VD (mg/dL)

Sumersion en agua salada

(N=53)
Media+SD (Rango)

834,6+1432 (17,5-5260)
486,4+905 (15-3740)
492,3+1045 (21-4750)

362,6£706 (-169-3427)

11,127.1 (3,2-29,1)
9,0£5,5 (3,7-23,9)
7,745,9 (2,8-27,5)
2,443,1 (-1,2-12,6)
10,749,3 (0,8-47,9)
121,1481,6 (42-413)
74+16,7 (41-107)
102,4+66,7 (41-337)
141,6+102 (73-545)
114+61,1 (62-316)
112,7+83,4 (53-422)
107,5+189 (34-1195)
1,8+0,5 (0,4-2,9)

Sumersion en agua dulce

(N=14)

MediazSD (Rango)

66,142,5 (20-146)
65+55,3 (9,5-185)
44,632 (16,5-131)
1,1225,7 (-69-25,5)
4,0£0,5 (3-5,1)
4,5+1,0 (3,2-7,1)
3,8+1,1 (0,4-5)
-0,5£0,9 (-2,9-0,6)
5,332 (0,1-10,4)
60,9425,5 (34-107)
60,9+25,5(34-93)
66,317 (37-95)
70,310,6 (50-87)
69+7,2 (58-81)
69,626 (56-79)
61,6+30,4 (39-149)
1,420,4 (0,9-2,3)

Resultados

p*

<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,026
0,001
0,024
0,006
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,021
0,018

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Cr=Creatinina

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica
p=Probabilidad (*Test de Mann-Whitney)

Tabla 10. Media, desviacion estandar (SD) y rango de los valores de los elementos traza y

otros marcadores bioquimicos en suero mostrando las diferencias estadisticamente

significativas entre los casos de sumersion en agua salada y los casos de sumersion en agua

dulce.
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Resultados

Figura 32. Valores

900

800

700

600

500

400

300

200

100

p<0,0001
Sr (ug/L)
p=0,0001 p<0,0001
M Sumersionen aguasalada
B Sumersionen agua dulce
T T 1
VI VD Perif.

medios de las concentraciones de Sr en sangre en las distintas

localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.

12

10 A

p<0,0001

p<0,0001 Mg (mg/dL)

p<0,0001

® Sumersionen aguasalada

B Sumersion en agua dulce

VI VD Perif.

Figura 33. Valores medios de las concentraciones de Mg en suero en las distintas

localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.
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140 -
120

100 -

40 -

20 A

p=0,001

p=0,000 Na (mEq/L)

p=0,024

B Sumersiénen aguasalada

B Sumersion en agua dulce

VI

VD Perif.

Figura 34. Valores

medios de las concentraciones de Na en suero en las distintas

localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.

160 -
140 -
120 A
100 -
80 -
60 -

20 ~

p<0,0001

0,0001
a p<0,0001 Cl(mEg/L)

B Sumersionen aguasalada

B Sumersionen aguadulce

VI

VD Perif.

Figura 35. Valores medios de las concentraciones de Cl en suero en las distintas

localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias estadisticamente

significativas.
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120 - p=0,021 Ca (mg/dL)

_ Urea (mg/dL)
100 1 Cr (mg/dL)
80 -

60 -

B Sumersionen aguasalada

40 B Sumersion en aguadulce
p=0,026
20 - p=0,018
A——
0 I I 1

CaVl UreaVD CrVD

Figura 36. Valores medios de las concentraciones de Ca, Urea y Creatinina en suero en las
distintas localizaciones segun el tipo de sumersion entre los que existen diferencias

estadisticamente significativas.

Para evaluar la influencia del tipo de sumersion en los valores de los elementos traza
y marcadores bioquimicos estudiados, aplicamos el Test de Mann-Whitney, test no

parameétrico, para la comparacion de medias de dos muestras independientes.

Las Figuras 37-39 muestran los diagramas de cajas (media, desviacion estandar y
rango) de las concentraciones de los distintos marcadores bioquimicos entre VI'y VD
en los casos de sumersion en agua salada y en agua dulce entre los que existen

diferencias estadisticamente significativas.
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3.0004

2,500+

2,000+

1.500+

1.0004

500

Fe

B v P<0,001

Ew

Sr

P<0,001

T
Sumersion agua salada

Resultados

Figura 37. Diagramas de cajas de las concentraciones de Sr y Fe entre VI y VD que mostraron

diferencias estadisticamente significativas en los casos de sumersion en agua salada.

250

200+

150+

100+

50+

Cl

Na
P<0,001
P<0,001 \
Bw
M v
Mg

' .

2 4

Urea

I P<0,001

T
Sumersién agua salada

Figura 38. Diagramas de cajas de las concentraciones de Mg, Ca, Na, Cl y Urea entre VI y VD

que mostraron diferencias estadisticamente significativas en los casos de sumersiéon en agua

salada.
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Resultados

61 Mg

| P<0,05

T
Sumersion agua dulce
Figura 39. Diagramas de cajas de las concentraciones de Mg y Creatinina entre VI y VD que
mostraron diferencias estadisticamente significativas en los casos de sumersion en agua

dulce.

En cuanto al tiempo estimado de permanencia en el agua, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los casos de sumersion en agua
salada y los de agua dulce, y en cuanto a las concentraciones de los elementos traza
en las aguas de sumersion, a excepcion del hierro, encontramos valores
significativamente mas elevados en los casos de sumersion en agua salada que en los

de agua dulce (Tabla 11).

En la Figura 40 se representan los valores medios de los elementos traza en las aguas

de sumersion entre los que existen diferencias significativas (p<0,05).
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Sumersion en agua Sumersion en agua

salada dulce

(N=53) (N=14)

Resultados

Media + SD (horas)

Rango

Media + SD (ug/L)
Rango

Media + SD (mg/dL)

Rango

Media + SD (mg/dL)

Rango

Media + SD (mmol/L)

Rango

Media + SD (mmol/L)

Rango

Media + SD (ug/dL)

Rango

Tiempo en el agua
28,19+63,0 26,2+58,2
0-420 0-216
Sr en agua de sumersion
5754,2+1931,2 1809,6+1131
2700-10200 500-3750
Mg en agua de sumersion
99,1+27,4 2,643,7
45-179,7 0,1-11,7
Ca en agua de sumersion
30,1£9,4 11,4+11,2
12-64,4 0,3-30,7

Na en agua de sumersion
457,53+101,2 10,8+17,6
181-850 0-53

Cl en agua de sumersion
474,5+113,5 14,3+16,1
206-930 0-51
Fe en agua de sumersion
5,6+19,4 57,6+162,18
0-99 0-459

NS

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

NS

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Fe= Hierro

p=Probabilidad (*Test de Mann-Whitney); NS= Diferencias no significativas

Tabla 11. Media, desviacidn estandar (SD), rango y diferencias entre los casos de sumersion

en agua salada y en agua dulce en funcidn del tiempo de permanencia en el agua y de las

concentraciones de los elementos traza en el medio de sumersion.
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Resultados

6000 +

5000 -

4000 -

B Sumersion en agua salada

3000 +
B Sumersion en agua dulee

2000 A

1000 +

NI I

Sr(pg/L) Na(mmol/L) Climmol/L) Mg(mg/dL) Ca(mg/dL)

Figura 40. Valores medios de las concentraciones de los elementos traza en las aguas de

sumersion entre los que existen diferencias estadisticamente significativas.

4.5. Analisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos traza entre

los casos de muerte por sumersion y otras causas de muerte

En las Tabla 12 se recogen las concentraciones de los distintos marcadores
bioquimicos (media, desviaciéon estandar y rango) mostrando las diferencias
estadisticamente significativas entre los casos de sumersion y otras causas de muerte.
Encontramos que los valores de los elementos traza fueron mas altos en los casos de
sumersion que en las otras causas de muerte, observando diferencias
estadisticamente significativas en todas las localizaciones para los niveles de Sr, Mg y

Cly parael Cay el Na, s6lo en VI y en VD, respectivamente.
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Sumersion

(N=67)

Media+SD (Rango)

No sumersion
(N=73)

Media+SD (Rango)

Resultados

Sr VI (ug/l) 670,90+1307(17,5-5260.5) 33,3+25,4 (6-160) <0,0001
Sr VD (ug/l) 396,6+820,0 (9,5-3740) 26,9+20,6 (5,5-120) <0,0001
Sr perif. (ug/l) 397,1+943,8 (16,5-4750) 30,2+18,6 (5,5-101) <0,0001
Sr VI-VD (ug/l) 98,9+139,4 (0,5-552) 10,8+12,2 (0-50) <0,0001
Mg VI (mg/dl) 9,627,0 (3,0-29,1) 4,7+1,6 (2,7-15,3) <0,0001
Mg VD (mg/dl) 8,125,3 (3,2-15,9) 4,90,9 (2,7-7,1) 0,004
Mg perif. (mg/dl) 6,8+5,4 (0,4-27,5) 4,5:0,8 (2,2-7,5) 0,025
Mg VI-VD (mg/dI) 1,7+2,0 (0,04-7,9) 0,7+0,5 (0,02-2,6) 0,017
Ca VI (mg/dl) 9,6+8,7 (0,1-14,2) 5,623,1 (0,2-13) 0,004
Na VD (mEq/l) 98,2+48,4 (35-134) 64,7+20,7 (32-129) <0,0001
Cl VI (mEq/1) 126,5£93,2 (50-180) 72,7+13,1 (26-111) <0,0001
Cl VD (mEq/1) 111,7+71,7 (58-160) 69,919,8 (53-97) <0,0001
Cl perif. (mEq/1) 103,5+74,3 (53-240) 70,5+15,8 (4-98) 0,008
Cl VI-VD (mEq/1) 14,0+14,5 (0-78) 89,6 (0-56) 0,006

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p=Probabilidad (*Test de Mann-Whitney)

Tabla 12. Media, desviacion estandar (SD) y rango de las concentraciones de los elementos
traza en suero mostrando las diferencias estadisticamente significativas entre los casos de

sumersion y otras causas de muerte.

En las Figuras 41-44 se representan los valores medios de los elementos traza en las
distintas localizaciones segtin los casos de sumersion y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

700
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600 - Sr (ug/L)
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400 -

B Sumersion

300 1 B No sumersion

200 A
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VI VD Perif. VI-VD

Figura 41. Valores medios de las concentraciones de Sr en sangre en las distintas
localizaciones segtin los casos de sumersion y otras causas de muerte entre los que existen

diferencias estadisticamente significativas.

p<0,0001
10 +
9 =0,004
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4 - H No sumersion
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Figura 42. Valores medios de las concentraciones de Mg en suero en las distintas
localizaciones segun los casos de sumersidn y otras causas de muerte entre los que existen

diferencias estadisticamente significativas.
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Resultados

100
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CaVI (mg/dL) NaVD (mmeol/L)

Figura 43. Valores medios de las concentraciones de Ca y Na en suero en las distintas

localizaciones segtin los casos de sumersion y otras causas de muerte entre los que existen

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 44. Valores medios de las concentraciones de Cl en suero en las distintas

localizaciones segun los casos de sumersidn y otras causas de muerte entre los que existen

diferencias estadisticamente significativas.
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Las Figuras 45-48 muestran los diagramas de cajas (media, desviacion estandar y
rango) obtenidos para los distintos marcadores en sangre periférica, VD, VI y las
diferencias entre los niveles de ambos ventriculos, observando diferencias
estadisticamente significativas al comparar los casos de sumersion con las otras
causas de muerte. Para llevar a cabo este analisis estadistico aplicamos el Test de

Mann-Whitney, test no paramétrico para la comparacion de medias de dos muestras

independientes.
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Figura 45. Diagrama de cajas de las concentraciones de Sr en sangre (VD, VI, periférica y VI-
VD) y diferencias estadisticamente significativas entre los casos de sumersion y otras causas

de muerte.
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Figura 46. Diagrama de cajas de las concentraciones de Mg en suero (VD, VI, periférica y VI-

VD) y diferencias estadisticamente significativas entre los casos de sumersion y otras causas

de muerte.
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Figura 47. Diagrama de cajas de las concentraciones de Cl en suero (VD, VI, periférica y VI-

VD) y diferencias estadisticamente significativas entre los casos de sumersion y otras causas

de muerte.
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Figura 48. Diagrama de cajas de las concentraciones de Ca y Na en suero (VI y VD,
respectivamente) y diferencias estadisticamente significativas entre los casos de sumersion y

otras causas de muerte.

Estudiamos las curvas ROC expresadas como las concentraciones de todos los
marcadores bioquimicos en ambos ventriculos y en sangre periférica, prestando
especial atencion al drea que representa el diagndstico correcto entre dos individuos
fallecidos, uno por sumersion y otro por otras causas, y seleccionando los
marcadores bioquimicos con 4&reas bajo la curva mayores de 0,70. También
determinamos los puntos de corte en las curvas y la especificidad y sensibilidad bajo
la curva (Tabla 13). La Figura 49 muestra la curva ROC de los elementos traza con

areas mayores de 0,70 en los casos de sumersion.
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Especif. Sensib.
Punto
Error Limite Limite del del
Variable p de

estandar inferior superior punto  punto

de corte de corte

Sr VI 0,874 0,041 <0,0001 0,795 0,954 46,75 87,2 88,7
Sr VD 0,865 0,045 <0,0001 0,776 0,954 44,25 89,4 81
Sr perif. 0,837 0,045 <0,0001 0,748 0,926 38,7 83,7 82,1
Sr (VI-VD) 0,837 0,046 <0,0001 0,748 0,926 11,25 74,5 83,3
Mg VI 0,769 0,056 <0,0001 0,660 0,879 513 73,5 75
ClvI 0,816 0,052 <0,0001 0,713 0,918 79,5 73,5 80,4
ClvD 0,773 0,053 <0,0001 0,669 0,876 72,5 67,3 75

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Cl= Cloro
VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p = Probabilidad

Tabla 13. Areas bajo la curva ROC, error estandar y limites inferior y superior del &rea.
Puntos de corte establecidos de acuerdo con el uso de la curva ROC en los casos de
sumersion.
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Figura 49. Curva ROC de los elementos traza en los casos de sumersion.
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También realizamos un andlisis discriminante con aquellos marcadores bioquimicos
que mostraban las curvas que mejor discriminaban entre los casos de sumersion y los
casos de no sumersion. Utilizamos como variable dependiente el grupo diagndstico,
estableciendo dos grupos: por un lado las muertes por sumersion (67 casos) y por
otro las muertes por no sumersion (73 casos) y como variables independientes las
concentraciones de los elementos traza. En la Tabla 14 se muestran los porcentajes

correctos de clasificacion utilizando los elementos traza de manera individual y

conjunta.

Sumersion No sumersion Total
(% clasificacion (% clasificacion (% clasificacion
correcta) correcta) correcta)
Sr (VI, VD, perif., VI-VD) 67,2 97 82,8
Cl (VI, VD); Mg (VD) 44,8 98,4 72,7

Sr (VI, VD, perif., VI-VD)
Cl1 (VI, VD) 64,9 96 81
Mg (VI)

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Cl= Cloro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

Tabla 14. Andlisis discriminante usando los elementos traza en sumersion.

4.6. Analisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos traza entre
los casos de sumersion en agua salada o de sumersion en agua dulce y otras causas

de muerte

En las Tablas 15 y 16 se recogen las concentraciones de los distintos marcadores
bioquimicos (media, desviacion estandar y rango) mostrando las diferencias

estadisticamente significativas entre los casos de sumersion en agua salada o dulce y
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otras causas de muerte. En los casos de sumersion en agua salada, las
concentraciones de los elementos traza fueron significativamente mas elevadas que
en los casos de no-sumersion. En las muertes distintas a la sumersion, las
concentraciones de magnesio en VI y sangre periférica y de urea y creatinina en VD

fueron mas elevadas que en las muertes por sumersion en agua dulce.

No sumersion

Sumersion en agua salada

(N=53) (N=73)

Media+SD (Rango) Media+SD (Rango)

Sr VI (ug/l) 834,6+1432 (17,5-5260) 33,3+25,4 (6-160) <0,0001
Sr VD (ug/) 486,4+905 (15-3740) 26,9+20,6 (5,5-120) <0,0001
Sr perif. (ug/1) 492,3+1045 (21-4750) 32,6+23,1 (5,5-131,5) <0,0001
Sr VI-VD (ug/l) 362,6+706 (-169-3427) 7,3+14,9 (-35,5-50) <0,0001
Mg VI (mg/dl) 11,1+£7,1 (3,2-29,1) 4,7+1,6 (2,7-15,3) <0,0001
Mg VD (mg/dl) 9,0+5,5 (3,7-23,9) 4,9+0,9 (2,7-7,1) <0,0001
Mg perif. (mg/dl) 7,759 (2,8-27,5) 4,7+1,3 (2,2-12,7) <0,0001
Mg VI-VD (mg/dl) 2,4+3,1 (-1,2-12,6) 0,7+0,5 (0,02-2,6) <0,0001
Ca VI (mg/dl) 10,7+9,3 (0,8-47,9) 5,7+3,1 (0,2-13) 0,001

Ca VD (mg/dl) 7,9+4,3 (0,4-19,4) 4,6+2,6 (0,1-10,8) <0,0001
Na VI (mEq/1) 121,1+81,6 (42-413) 72,4426 (25-140) <0,0001
Na VD (mEq/D) 74+16,7 (41-107) 66,1+21,9 (32-129) 0,02

Na perif. (mEq/1) 102,4+66,7 (41-337) 75,1127 (6-151) <0,0001
Cl VI (mEqg/1) 141,6+102 (73-545) 73,1+13,5 (26-111) <0,0001
Cl1 VD (mEg/1) 114+61,1 (62-316) 71+12,3 (53-130) <0,0001
Cl perif. (mEq/l) 112,7+83,4 (53-422) 71,3+16,3 (4-107) <0,0001
Cl VI-VD (mEgq/1) 21,4+56,1 (-113-240) 3,6+12,9 (-56-39) 0,013

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Na= Sodio; Cl= Cloro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p=Probabilidad (*Test de Mann-Whitney)

Tabla 15. Media, desviacidn estandar (SD) y rango de las concentraciones de los elementos
traza y otros marcadores bioquimicos en suero mostrando las diferencias estadisticamente

significativas entre los casos de sumersion en agua salada y otras causas de muerte.
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Sumersion en agua dulce No sumersion
(N=14) (N=73)
Media*SD (Rango) Media*SD (Rango)
Sr VI (ug/l) 66,1+42,5 (20-146) 33,3+25,4 (6-160) 0,009
Sr VD (ug/1) 65+55,3 (9,5-185) 26,9+20,6 (5,5-120) 0,005
Mg VI (mg/dl) 4,0+0,5 (3-5,1) 4,7+1,6 (2,7-15,3) 0,043
Mg perif. (mg/dl) 3,8+1,1 (0,4-5) 4,5+0,8 (2,2-7,5) 0,037
Ca VD (mg/dl) 6,7+2,18 (3,3-10,1) 4,5+2,6 (0,1-10,3) 0,016
Urea VD (mg/dl) 61,6+30,4 (39-149) 87,9+115 (15-945) 0,016
Cr VD (mg/dl) 1,4+0,4 (0,9-2,3) 1,8+0,6 (0,2-3,3) 0,022
Fe VI-VD (mEq/1) 130,3+601,7 (-1148-1091) -190,4+633,8 (-1412-2514) 0,035

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Ca= Calcio; Cr=Creatinina; Fe= Hierro
VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p=Probabilidad (*Test de Mann-Whitney)

Tabla 16. Media, desviacion estandar (SD) y rango de las concentraciones de los elementos
traza y otros marcadores bioquimicos en suero mostrando las diferencias estadisticamente

significativas entre los casos de sumersion en agua dulce y otras causas de muerte.
En las Figuras 50-55 se representan los valores medios de los elementos traza en las

distintas localizaciones segun los casos de sumersion en agua salada o dulce y otras

causas de muerte entre los que existen diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 50. Valores medios de las concentraciones de Sr en sangre en las distintas
localizaciones segun los casos de sumersion en agua salada y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 51. Valores medios de las concentraciones de Mg en suero en las distintas
localizaciones segin los casos de sumersion en agua salada y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 52. Valores medios de las concentraciones de Na en suero en las distintas
localizaciones segtin los casos de sumersidn en agua salada y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 53. Valores medios de las concentraciones de Cl en suero en las distintas
localizaciones seguin los casos de sumersion en agua salada y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 54. Valores medios de las concentraciones de Ca en suero en las distintas

localizaciones segtin los casos de sumersidn en agua salada y otras causas de muerte entre

los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 55. Valores medios de las concentraciones de los distintos elementos traza en las

distintas localizaciones segun los casos de sumersion en agua dulce y otras causas de muerte

entre los que existen diferencias estadisticamente significativas.
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Estudiamos las curvas ROC expresadas como las concentraciones de todos los
marcadores bioquimicos en ambos ventriculos y en sangre periférica, cuyas areas
representan el diagndstico correcto entre dos individuos fallecidos, uno por
sumersion en agua salada o dulce y otro por no-sumersion y seleccionamos los
marcadores bioquimicos con dreas bajo la curva mayores de 0,70. También
determinamos los puntos de corte en las curvas y la especificidad y sensibilidad bajo

la curva (Tabla 17, Figuras 56 y 57).

También realizamos un andlisis discriminante con aquellos marcadores bioquimicos
que mostraban las curvas que mejor discriminaban entre los casos de sumersion en
agua salada o dulce y los casos de no sumersion (Tablas 15 y 16). Utilizamos como
variable dependiente el grupo diagndstico, estableciendo dos grupos: por un lado las
muertes por sumersion en agua salada (53 casos) o en agua dulce (14 casos) y por
otro las muertes por no sumersion (73 casos) y como variables independientes las
concentraciones de los elementos traza. En las Tablas 18 y 19 se muestran los
porcentajes correctos de clasificacion utilizando los elementos traza de manera
individual y conjunta, tanto en los casos de sumersion en agua dulce como en los

casos de sumersion en agua salada.

174



Resultados

Especif. Sensib.

Punto
Error Limite Limite del del
Variable p de

estandar inferior superior punto  punto

de corte de corte

Sumersion en agua salada

Sr VI 0,957 0,023 <0,0001 0,911 1,0 46,75 97,5 85,4
Sr vD 0,956 0,024 <0,0001 0,910 1,0 37,25 95 85,4
Sr perif. 0,950 0,023 <0,0001 0,905 0,995 39,5 92,5 83,3
Sr (VI-VD) 0,768 0,061 <0,0001 0,648 0,888 18,13 75 85,4
Mg VI 0,896 0,036 <0,0001 0,825 0,967 5,84 82,5 85,4
Mg VD 0,776 0,051 <0,0001 0,675 0,877 54 72,5 66,7
Mg perif. 0,727 0,057 <0,0001 0,615 0,840 4,78 67,5 62,5
Mg (VI-VD) 0,820 0,046 <0,0001 0,730 0,910 0,81 65 91,7
ClvI 0,917 0,029 <0,0001 0,860 0,974 82,5 92,5 81,2
ClvD 0,855 0,041 <0,0001 0,775 0,936 77,5 80 77,1
Cl perif. 0,772 0,050 <0,0001 0,674 0,871 76,5 75 66,7
Na VD 0,751 0,054 <0,0001 0,645 0,856 75 75 62,5

Sumersion en agua dulce

Sr VI 0,758 0,077 0,005 0,607 0,910 34,2 75 72,7
Sr vD 0,732 0,096 0,012 0,543 0,920 27,2 75 69,1
Fe (VI-VD) 0,700 0,087 0,031 0,529 0,871 -137,5 83 63,6

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Na= Sodio; Cl= Cloro; Fe= Hierro
VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

p = Probabilidad

Tabla 17. Areas bajo la curva ROC, error estandar y limites inferior y superior del &rea.
Puntos de corte establecidos de acuerdo con el uso de la curva ROC en los casos de

sumersion en agua salada y en agua dulce.
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Figura 56. Curvas ROC de los elementos traza en los casos de sumersion en agua dulce.
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Figura 57. Curvas ROC de los elementos traza en los casos de sumersion en agua salada.

176



Sumersion en

Resultados

No sumersion Total
agua dulce
(% clasificacion (% clasificacion
(% clasificacion
correcta) correcta)
correcta)
Sr (VI, VD) 46,2 90,2 82,4
Fe (VI-VD) 66,7 63,9 64,4
Sr (VI, VD)
50 89,1 82,1

Fe (VI-VD)

Sr= Estroncio; Fe= Hierro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho

Tabla 18. Analisis discriminante usando los elementos traza en sumersion en agua dulce.

Sumersion en

agua salada

(% clasificacion

correcta)

No sumersion
(% clasificacion

correcta)

Total

(% clasificacion

correcta)

Sr (VI, VD, perif., VI-VD) 79,2 96,4 88,5
Mg (VI, VD, perif., VI-VD) 70,5 98,2 85,9
Cl (VI, VD, perif.) 52,4 92,9 75,5
Na (VD) 51,1 90,5 73,6
Mg (VI, VD, perif., VI-VD)
Cl (VI, VD, perif.) 66,7 94,5 82,5
Na (VD)
Sr (VI, VD, perif., VI-VD)
Mg (V1, VD, perif., VI-VD)

73,2 93,9 84,4

Cl (VI, VD, perif.)

Na (VD)

Sr= Estroncio; Mg= Magnesio; Na= Sodio; Cl= Cloro

VI= Ventriculo izquierdo; VD= Ventriculo derecho, Perif.= Sangre periférica

Tabla 19. Analisis discriminante usando los elementos traza en sumersion en agua salada.
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Discusion

La asfixia por sumersion es considerada como la segunda causa de muerte no
intencional tras las producidas por accidentes de trafico (Beeck et al., 2005)
suponiendo mas de medio milléon de muertes al afio en todo el mundo (Salomez y
Vincent., 2004) aunque se estima que dicha cifra estd muy por debajo de las cifras
reales ya que muchos casos no son informados o registrados (De Nicola et al., 1997).
Estas muertes se pueden producir en lugares muy variados como pueden ser
océanos, lagos, rios, piscinas, bafieras y se deben, principalmente, al aumento de la
practica de actividades acuaticas (natacion, pesca, viajes en barco) y a otros factores
de riesgo como pueden ser el abuso del alcohol y las drogas o la falta de supervision
en el caso de nifos, aunque también hay que destacar las muertes por sumersion
debidas a catastrofes naturales relacionadas con el agua (inundaciones, tormentas
tropicales, huracanes e incluso tsunamis), donde la causa mas frecuente de muerte es
la sumersién, con un elevado ntimero de victimas que incrementan de forma

continua la cifra de fallecidos.

El diagnostico de muerte por sumersion es uno de los grandes problemas que se
plantean en medicina legal y forense debido a la dificultad, por un lado, para llegar a
un diagndstico definitivo de la causa de la muerte y, por otro, para determinar las
circunstancias en las que se ha producido. Por ello se necesita la colaboracion de
especialistas de diferentes disciplinas para conseguir establecer un diagnodstico
certero: se requiere de una autopsia meticulosa y lo mas completa posible, de
hallazgos histoldgicos, de analisis toxicologicos, de la realizacion del mayor niimero
posible de pruebas complementarias y también de los datos facilitados por la
investigacion policial (Esiyok et al., 2006). Asi, de todas las muertes por asfixia, la
sumersion es la que necesita recurrir con mayor frecuencia a examenes
complementarios para confirmar o excluir una determinada causa de muerte o para
proporcionar informacion adicional que permita la reconstruccion completa de los

hechos. Se han utilizado distintos exdmenes complementarios con la intenciéon de
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resolver la causa de muerte y, aunque se han analizado muchos métodos
diagnosticos, el diagnostico post-mortem de la asfixia por sumersion sigue siendo

uno de los mas dificiles en patologia forense (Piette y De Letter, 2006).

El hallazgo de un cuerpo en el agua plantea siempre multiples y variadas preguntas,
a las cuales, en muchas ocasiones, no es posible encontrar una respuesta adecuada a
pesar de la gran cantidad de pruebas que los casos de sumersion nos ofrecen
(Romero, 2007). En la actualidad, se piensa que la mayor parte de los efectos
cardiovasculares de la asfixia por sumersion son fundamentalmente secundarios a la
prolongada hipoxia (Bierens et at, 2002). La hipoxia inicial que sufren las victimas
por sumersion es debida a la apnea, aunque después se ha relacionado mas con la
lesion pulmonar aguda que se desarrolla como resultado de las alteraciones del
surfactante pulmonar, con el colapso alveolar y la atelectasia (Ibsen y Koch, 2002).
Por otra parte, la grave disfuncion pulmonar sufrida por muchas victimas de
sumersion conduce a una insuficiencia respiratoria y a una profunda hipoxia, que

puede ser suficiente para causar un paro cardiaco (Modell, 1993).

Por otra parte hay que destacar las alteraciones electroliticas que el agua puede
producir al ingresar en el torrente circulatorio, las cuales van a depender de la
cantidad y el tipo de liquido aspirado. Experimentos con animales han evidenciado
que, en los casos de sumersion en agua dulce, debido a las caracteristicas bioquimicas
del agua de sumersion, se producia una marcada hemodilucion que llevaba a una
situacion de hiponatremia y hemdlisis, con la consiguiente hiperkaliemia y fibrilacion
ventricular (Swann et al., 1947, 1951). Estos hallazgos se obtienen al realizar una
insuflacion experimental de 10-50 ml/kg de agua en los pulmones de los animales
anestesiados, sin embargo, en los seres humanos, tan solo se aspiran 1-4 ml de
agua/kg durante el proceso de sumersion, aproximadamente 300 ml/persona

(Modell, 1971), por lo que raramente se producen trastornos electroliticos
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significativos (Sarnaik y Vohra, 1986). Asi, Oehmichen et al. (2008) hacen un estudio
retrospectivo al dudar de la experimentacién animal analizando 31 casos de
sumersion (23 casos en agua dulce y 8 casos en agua salobre) de los cuales 21 de los
casos fueron mortales y 10 sobrevivieron a la sumersion. Casi todos los casos (96%)
revelaron una reduccion del pH debido a la acidosis hipoxica, y so6lo dos casos (6,5%)
mostraron una ligera hiperpotasemia. La concentracion de hemoglobina fue normal
en la mayoria de los casos (83%) y ligeramente inferior en los otros (17%), mientras
que la concentraciéon de proteinas se redujo ligeramente en la mayoria de las victimas
mortales (80%). Por tanto llegan a la conclusion de que la muerte por sumersion no
se debe ni a la hiperpotasemia ni al aumento de la concentracién de hemoglobina
debido a la hemolisis provocada por la entrada de agua en el torrente sanguineo, sino
que es el resultado de un proceso hipoxico cerebral. Por consiguiente, no es posible
extrapolar los resultados obtenidos en animales a los que se puedan obtener en

humanos.

Sin embargo, aunque la causa de muerte no se deba a un desequilibrio electrolitico
debido al proceso hipoxico, diferentes efectos hemodindmicos y electroliticos
producidos por la sumersion han sido investigados por varios autores como métodos
complementarios para la determinacion de la causa de la muerte, los cuales se basan
en el analisis de los elementos presentes en el medio de sumersion que penetran en el
organismo y en el andlisis de la hemodiluciéon. En nuestro caso evaluamos
conjuntamente la eficacia de diferentes pardmetros bioquimicos a la hora de
determinar la causa de muerte, los cuales han sido analizados previamente de

manera individual.

Uno de los principios generales que puede ayudar a confirmar el diagndstico de
sumersion es la presencia en la circulacion sanguinea de sustancias quimicas

presentes en el agua de sumersion que se encuentran en el cuerpo humano en
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concentraciones muy bajas (elementos traza). El marcador ideal, como sugieren Piette
y De Letter (2006), deberia ser capaz de atravesar la membrana alveolo-capilar y
penetrar en la circulacion sanguinea, no siendo capaz de llegar a la misma por
cualquier otro medio (aparato digestivo) ni debido a fenomenos por difusion post-
mortem y ademds, deberia estar presente en altas concentraciones en el agua de

sumersion y en concentraciones muy bajas en el cuerpo humano.

Por esta razén, uno de los pardmetros mas estudiados ha sido el estroncio, cuya
concentracion en sangre total puede variar de 16 a 95 pg/L, dependiendo del tipo de
agua y alimentos consumidos y del uso de ciertos farmacos para el tratamiento de la
osteoporosis (Piette et al., 1994; Tournis et al., 2006), y cuya concentracion en agua de
mar puede llegar a alcanzar los 13000 pg/L, por lo que la proporcién entre el agua de
mar y la sangre (hasta 650:1) lo convierten en un potencial marcador para el
diagnostico de sumersion, a pesar de las diferencias en su concentracion segun la

ubicacion geografica (Piette et al., 1989).

Las primeras investigaciones que se conocen en cuanto al uso del estroncio como
marcador de muerte por sumersion se atribuyen a Icard en 1932, que fue la primera
persona en recomendar la determinacidn en sangre de los elementos que se
encontraban en altas concentraciones en el agua con el fin de poder diagnosticar las
muertes por sumersion. Propuso la determinacién de estroncio, bromo, bario y flaor
en sangre de fallecidos por sumersion en agua salada, aunque no llegé a demostrar
su hipotesis debido a las dificultades técnicas de aquella época. Fueron Abdallah et
al. en 1985 los primeros en determinar las concentraciones de estroncio en sangre de
conejos muertos por sumersion en agua dulce y salada. Para ello analizaron sangre
periférica y sangre de VI antes y después de realizar el experimento respectivamente
en 12 conejos sumergidos en agua salada, 12 en agua dulce y 6 casos control. De cada

categoria de los casos de sumersion, 6 animales murieron por sumersiéon en los
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distintos tipos de agua, mientras que el resto recibieron inyecciones intratraqueales
del mismo tipo de agua. Las dosis administradas fueron 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 y 20 mL
del correspondiente agua/kg. Por otro lado, se administré una dosis letal de tiopental
en los casos control y dos minutos después de su muerte se sumergieron en agua
salada durante 5 minutos. También fueron analizadas las concentraciones de
estroncio en las aguas del mar Mediterrdneo y del rio Nilo, aguas utilizadas en la
realizacion de los experimentos. Observaron que en los casos de sumersion las
concentraciones de estroncio fueron mas elevadas que las halladas en los casos
control. Ademads, demostraron que las concentraciones de estroncio en sangre de
conejos muertos por sumersion en agua salada fueron superiores a las halladas en

conejos muertos por sumersion en agua dulce.

Desde que se empezo a utilizar el analisis del estroncio para el diagndstico de la
muerte por sumersion, fue notorio el hallazgo de concentraciones de estroncio en
sangre relativamente bajas en aquellos casos donde la muerte se producia por causas
distintas a la sumersion. Seguin Piette et al. (1994), quienes determinaron mediante
ICP-AES (Espectrometria de emision atdmica usando una fuente de plasma de
acoplamiento inductivo) la concentracién de estroncio en sangre periférica de 22
individuos sanos y de 7 cadaveres fallecidos por causas distintas a la sumersion, la
concentracion media de estroncio obtenida en la sangre de los sujetos sanos fue de
11,4 + 0,83 pg/L (Rango 5,7-15,6) y en los cadaveres fue de 11,9 + 1,36 pug/L (Rango
8,7-19,1), mientras que, segin Azparren et al. (2003), que determinaron mediante
ETAAS (Espectrometria de absorcion atomica electrotérmica con horno de grafito y
correccion del efecto Zeeman) la concentracion de estroncio en sangre de ambos
ventriculos en 144 casos de muerte por sumersion en agua dulce y en 22 casos de
muerte por otras causas, la concentracion media de estroncio en estos casos distintos
a la sumersion fue de 28,0 ug/L (SD = 12,4; Rango 14,5-47,5). En nuestro estudio, la

concentracion media de estroncio en las causas de muerte distintas a la sumersién va
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a depender del lugar de muestreo: 26,95 ug/L (SD = 20,67) en VD, 33,32 ug/L (SD =
25,43) en VI, 30,20 ug/L (SD = 18,60) en sangre periférica y 10,79 ug/L (SD = 12,29) en

VI-VD, concentraciones similares a las descritas por Azparren et al. (2003).

Azparren et al. (2007b) llevaron a cabo un estudio retrospectivo en el que evaluaron
los efectos de la edad, el género, la temperatura y la salinidad del agua sobre la
concentracion de estroncio en sangre de VI de 150 cadaveres hallados en aguas con
alta concentracion de estroncio (> 1000 ug/L) del norte de Espafia (126 fallecidos en
agua salada y 24 en agua dulce). Para ello realizaron dos grupos segun los siguientes
criterios: en el grupo B se excluyeron los18 casos comprobados de no sumersion (14
en agua de mar y 4 en agua dulce) y en el grupo C se excluyeron todos los casos en
los que la concentracion de estroncio en VI fue < 172 pg/L. Obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracién de estroncio en sangre del VI
segun la salinidad del medio (p <0,001) y segun la temperatura del agua de
sumersion (p = 0,030). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en funcién del sexo o la edad, hecho que coincide con los resultados
obtenidos en nuestro trabajo, ya que observamos que ni la edad ni el género influyen

significativamente en las concentraciones sanguineas de estroncio.

Para poder diagnosticar los casos de muerte por sumersion y diferenciarlos del resto
de muertes se establecieron una serie de valores limites que iban a proporcionar
informacion acerca de la cantidad de estroncio capaz de penetrar en el torrente
sanguineo; ésta iba a depender de la concentracion de estroncio en el medio de
sumersion y del periodo de agonia. Azparren et al. (1994) demostraron la utilidad de
las diferencias en las concentraciones de estroncio entre el VI y VD en la
investigacion de la causa de muerte en los casos de sumersion en agua salada. Para
ello analizaron muestras de sangre de ambos ventriculos de 28 casos de muerte por

sumersion y 20 casos de muerte por otras causas, encontrando que en los casos
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"tipicos" de asfixia por sumersion en agua salada, las diferencias en las
concentraciones de estroncio entre VI-VD superaban los 70 ug/L. Esto fue ratificado
en un articulo posterior (Azparren et al, 1998), en el que estudiaron el valor
diagnostico del estroncio, cloro, hemoglobina y diatomeas en sangre de ambos
ventriculos de 133 casos de muerte por sumersion distribuidos en 3 grupos: un grupo
de 76 casos de sumersion “tipica”, otro grupo de 20 casos de sumersion “atipica”
(considerado como grupo control) y un tercer grupo de 37 casos sin suficiente
informacion acerca de la causa de muerte (excluidos del analisis estadistico). Estos 3
grupos fueron clasificados a su vez en funcion de la concentracion de estroncio en el
agua de sumersion, distinguiendo 3 grupos segun fuese inferior a 80 pg/L (16 casos),
entre 80 y 800 pg/L (36 casos) y superior a 800 ug/L (71 casos). En este estudio
destacaron ademas el valor de la utilizaciéon de las diferencias en las concentraciones
de estroncio entre VI y VD en la clasificacion de los casos “tipicos” de sumersion
cuando éste estd presente en el medio de sumersion en concentraciones superiores a
800 ug/L. Ya en el afio 2000, Azparren et al. también demostraron la utilidad de la
concentracion de estroncio en sangre de VI, encontrando que valores superiores a 172
ug/L eran indicativos de muerte por sumersion, siendo éste ademds un marcador
menos proclive a experimentar errores analiticos. Para ello determinaron las
concentraciones de estroncio en VI y las diferencias VI-VD en 70 casos de sumersion
en agua salada que fueron clasificados en funcion de los hallazgos de las autopsias y
de la duracion de los periodos de agonia, permitiendo distinguir, gracias a estos dos
marcadores (VI y VI-VD), entre tres periodos de agonia diferentes: muertes
instantaneas (VI <125 ug/L; VI-VD <30 pg/L), sumersiones vitales rapidas (VI = (125-
172) ug/L; VI-VD = (30-70) pg/L) y sumersiones vitales comunes (VI > 172 ug/L; VI-
VD >70 ug/L). En nuestro estudio, la media de las concentraciones de estroncio
observada en los casos de sumersion en agua salada fue, en el caso de la diferencia
entre ambos ventriculos (VI-VD), de aproximadamente 360 pg/L y en el caso de VI,

de aproximadamente 830 ug/L, valores muy superiores a los mencionados por
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Azparren et al. (1994, 2000). Esto podria explicarse teniendo en cuenta que los
estudios se realizan en diferentes lugares de la geografia espafiola: Azparren analiza
los casos de sumersion ocurridos en el norte de Espafia, mientras que nosotros lo
hacemos en el sur de Espafa, pudiendo ser debido a las diferencias en las

concentraciones de estroncio de dichas aguas.

Al comparar los resultados obtenidos en las distintas causas de muerte estudiadas
obtenemos también que las concentraciones de estroncio en los casos de sumersion
eran superiores, en todas las localizaciones sanguineas, a los niveles observados en
los casos de muerte por otras causas, coincidiendo con los resultados obtenidos por
otros autores (Piette et al., 1989; Azparren et al., 1994; Fornes et al., 1998). Ademas, al
comparar los casos de sumersion en agua salada con los casos de sumersioén en agua
dulce, obtenemos que las concentraciones sanguineas de estroncio en los casos de
sumersion en agua salada, en todas las localizaciones sanguineas, son
significativamente superiores a las obtenidas en los casos de sumersién en agua
dulce. En los casos de sumersion en agua salada observamos también diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de estroncio del VI y las del
VD. Todos estos datos ratifican la transferencia de estroncio desde el agua hacia la
sangre del ventriculo izquierdo del fallecido por sumersion, siendo tanto mayor en
aquellos casos en los que la concentracion de estroncio en el agua de sumersion es
mayor (el agua de mar contiene concentraciones mucho mas altas de estroncio que el

agua dulce).

Por el contrario, los casos de sumersion en agua dulce ofrecen una gran disparidad
en cuanto a las concentraciones de estroncio se refiere. Piette et al. (1989) analizaron
la sangre de ambos ventriculos y sangre periférica de 33 sujetos muertos por
sumersion en agua salada, 29 por sumersion en agua dulce y 36 por causas distintas a

la sumersion comparando estos tres grupos segun el lugar de muestreo y observaron
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una superposicion en las concentraciones de estroncio entre los sujetos fallecidos por
sumersion y los fallecidos por otras causas, mientras que Fornes et al. (1998)
combinaron en su estudio la histomorfometria de los pulmones y la determinacion
de estroncio en sangre de 116 fallecidos por sumersion en agua dulce y 58 casos
control (22 fallecidos por causas distintas a la asfixia, 13 fallecidos por asfixia y 23
sujetos vivos sanos), ademadas de la determinacion de estroncio en el agua de
sumersion, comprobando que las concentraciones medias de estroncio en sangre eran
mucho mas altas en sujetos fallecidos por sumersién que en los fallecidos por otras
causas o en sujetos vivos sanos, no apreciando solapamiento alguno entre ambos.
Posteriormente, en 2003, Azparren et al. analizaron la concentracion de estroncio en
sangre de ambos ventriculos de 144 cuerpos fallecidos por sumersioén en agua dulce y
20 fallecidos por causas distintas de la sumersion, afirmando que solo el 32% de las
sumersiones en agua dulce podian ser diagnosticadas mediante la determinacion de
las concentraciones de estroncio en sangre. En nuestro caso, las concentraciones de
estroncio en ambos ventriculos son significativamente mas altas en los casos de
sumersion en agua dulce que en los sujetos fallecidos por otra causa de muerte,
aunque no encontramos diferencias estadisticamente significativas en sangre

periférica ni entre los dos ventriculos.

En cuanto al método analitico utilizado para la determinacion de estroncio en sangre
total, nos basamos en los trabajos realizados por Azparren et al. (1994), en los que
utilizaron un espectrofotometro de absorcion atémica con cdmara de grafito y con
correccion del efecto Zeeman, lo cual permitio el andlisis directo de las muestras de
sangre diluidas (bien con Triton X-100 o con agua desionizada) evitando la tediosa y
laboriosa digestion acida con acido nitrico y acido perclérico de las muestras de
sangre, pretratamiento necesario en el método utilizado por Piette et al. (1994) — ICP
AES (espectrometria de emision atomica usando una fuente de plasma de

acoplamiento inductivo).
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Ademads del estroncio, otros investigadores han analizado las concentraciones de
otros elementos traza en los sujetos fallecidos por sumersién, aunque las
concentraciones de estos parametros bioquimicos pueden variar en funcion de la

cantidad y el tipo de liquido aspirado.

Se han analizado otros elementos traza ttiles como marcadores de hemodilucion y
de los trastornos electroliticos que se producen en los casos de muerte por sumersion:
son el sodio, el calcio, el cloro, y el magnesio. Estos elementos se encuentran en
concentraciones abundantes en el agua marina y en sangre humana, presentando
unas ratios de concentracion agua marina/concentracion suero de: 3,7, 4,1, 5,3 y 29,3
para los casos de sodio, calcio, cloro, y magnesio respectivamente (Azparren et al.,
2000). El grupo de investigacion de Zhu et al. (2003b, 2005) estudié el
comportamiento de las concentraciones de estos elementos, entre otros, en la sangre
de ambos ventriculos de sujetos ahogados, tanto en agua dulce como en agua salada,
comparandolas con los resultados obtenidos en otros tipos de muerte, y concluyeron
que dichos resultados era utiles para diferenciar ambos grupos y también para

diferenciar si la sumersion se produjo en agua dulce o salada.

Zhu et al. (2003b) investigaron las diferencias existentes entre casos de sumersion en
agua dulce (n=11), en agua salada (n=15) y de infarto agudo de miocardio (n=23) en
las concentraciones de distintos marcadores bioquimicos post-mortem: sodio, cloro,
magnesio, urea, creatinina, SP-A y troponina T. Estos marcadores fueron analizados
en sangre de ambos ventriculos de caddveres con un intervalo post-mortem <48
horas. Los resultados obtenidos para el caso del sodio indicaron que, en los casos de
sumersion en agua salada, las concentraciones en ambos ventriculos fueron
significativamente mads altas comparandolas con los casos de sumersion en agua
dulce, mientras que para el caso del cloro, calcio y magnesio, hallaron

concentraciones de estos elementos en VI significativamente mas elevadas en los
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casos de sumersion en agua salada que en los casos de sumersion en agua dulce y en
los casos de infarto agudo de miocardio. De todos ellos, concluyeron que la
concentracion sérica de magnesio en VI era el mejor marcador para diferenciar los

casos de sumersion en agua salada de los de agua dulce.

Zhu et al., en el estudio realizado en el 2005, evaluaron la utilidad de las
concentraciones séricas post-mortem de calcio y magnesio con el objetivo de
identificar la causa de muerte. Para ello analizaron la sangre de ambos ventriculos y
la sangre periférica de un total de 360 autopsias, 266 hombres y 94 mujeres con una
edad media de 56,2 afios y un intervalo post-mortem entre 5-48 horas. Las causas de
muerte fueron clasificadas de la siguiente forma: traumatismos cerrados (n=76),
muertes por arma blanca (n=29), asfixia (n=42), sumersion (n=28: en agua dulce n=11;
en agua salada n=17), muertes por incendio (n=79), sobredosis de metanfetaminas
(n=8), muertes por fallo multiorgdnico como consecuencia de traumatismo (n=37) e
infarto agudo de miocardio (n=61). Los resultados obtenidos concluyeron que ambos
elementos traza fueron significativamente mads altos tanto en sangre de ambos
ventriculos como en sangre periférica en los casos de sumersion en agua salada
comparado con las otras causas de muerte. Ademas, en los casos de sumersion en
agua salada, encontraron concentraciones séricas de calcio y magnesio en VI mas
elevadas que las correspondientes en VD y sangre periférica. Sin embargo, en los
casos de sumersion en agua dulce obtuvieron que las concentraciones de calcio en
sangre periférica fueron significativamente superiores a las halladas en ambos
ventriculos y que para el magnesio, las concentraciones en VD fueron

significativamente superiores a las halladas en VI.

Un afio después, Byard et al. (2006) llevaron a cabo un estudio para demostrar la
hiponatremia debida a la hemodilucion que se producia en el VI después de una

sumersion en agua dulce y para determinar si la hemodlisis resultante de la
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hemodilucion en el VI podia provocar la tincion de la intima de la aorta. Para ello
determinaron la concentracion sérica de sodio en VI de 74 casos de sumersion, 44 en
agua dulce y 30 en agua salada obteniendo diferencias significativas entre ambos
grupos (p <0,001), con un rango de 93 a 147 mmol/L en los casos de sumersion en
agua dulce (media=117+/-14.2 mmol/L) y 123 a 183 en los casos de sumersion en agua
salada (media=153+/-14.4 mmol/L). Ademas, la concentracion media de sodio (117
mmol/L) en los casos de sumersion en agua dulce fue significativamente menor que

los valores de normalidad del sodio en suero (137-145 mmol/L).

En nuestro estudio, al comparar los casos de sumersion de manera conjunta con las
otras causas de muerte, obtenemos que las concentraciones de sodio en el suero de
ambos ventriculos son significativamente diferentes y superiores en sujetos fallecidos
por sumersion que en otros casos de asfixia u otras causas de muerte,
independientemente del medio de sumersion. Sin embargo, al considerar los casos de
sumersion por separado, segin tengan lugar en agua salada o en agua dulce,
comprobamos que al comparar los casos de sumersion en agua salada con las otras
causas de muerte, las concentraciones de sodio en el suero de ambos ventriculos y en
sangre periférica son significativamente mas elevadas en los casos de sumersién en
agua salada, sin embargo, al realizar la comparacion con los casos de sumersion en
agua dulce por separado, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
en las concentraciones séricas de sodio entre los dos grupos. Esto puede ser explicado
en los casos de sumersion en agua salada como consecuencia de la transferencia de
sodio desde el medio de sumersion hasta el torrente sanguineo, ya que en agua
salada, la concentracion de sodio es muy elevada (aproximadamente 455 mmol/L), y
en los casos de sumersion en agua dulce, como consecuencia del fenémeno de
hemodilucion, haciendo que las concentraciones séricas de sodio sean menores y no

se encuentren diferencias significativas con otras causas de muerte.
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Ademads, al realizar la comparacion entre los casos de sumersion en agua salada y los
de agua dulce, obtenemos que los valores de sodio en VI, VD y sangre periférica en
los casos de sumersion en agua dulce, son significativamente mas bajos que los
valores obtenidos en los casos de sumersion en agua salada. Todo esto concuerda con
los hallazgos descritos por Zhu et al. (2003b) y con los de Byard et al. (2006) y
demuestran el fenomeno de la hemodilucion. Destacar también que las
concentraciones medias de sodio observadas en todas las localizaciones sanguineas,
tanto en los casos de sumersion en agua dulce como en agua salada, son menores que
los valores de normalidad del sodio en suero (136,7 a 145,1 mmol/L), particularmente
en los casos de sumersion en agua dulce, hecho que también coincide con los

resultados obtenidos por Byard et al. (2006).

Cabe destacar también que cuando analizamos los casos de sumersion en agua
salada individualmente, encontramos que los niveles de sodio en el VI son
significativamente mayores que en el VD, probablemente como resultado de las altas
concentraciones de sodio en el agua salada y a la consiguiente hemoconcentracion de

la sangre debido a la aspiracidon de un medio hipertdnico respecto a la sangre.

En cuanto a las concentraciones de magnesio, cloro y calcio, cuando comparamos los
casos de sumersién de manera conjunta con otras causas de muerte, encontramos
que los valores séricos de magnesio y cloro son significativamente mas elevados en
los casos de sumersion, tanto en ambos ventriculos como en sangre periférica, al
igual que las diferencias VI-VD. En el caso del calcio, tan soélo las concentraciones
séricas en VI y VD son superiores en los casos de sumersion. Sin embargo, al
considerar los casos de sumersion por separado, observamos que al comparar los
casos de sumersion en agua salada con otras causas de muerte, los resultados
coinciden con los obtenidos en la comparacion de los casos de sumersion de manera

conjunta con otras causas de muerte, pero al realizar la comparacion de los casos de
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sumersion en agua dulce con otras causas de muerte, tan solo las concentraciones de
calcio en VD son significativamente mads altas en los casos de sumersion en agua
dulce, mientras que las concentraciones de magnesio en VI y sangre periférica son
significativamente menores que en las otras causas de muerte, hechos atribuibles al

fendmeno de hemodilucion.

Otro de los hallazgos de nuestra investigacion es que las concentraciones séricas de
magnesio, cloro y calcio en agua salada son significativamente mas altas que en agua
dulce. Asi, al comparar los casos de los sujetos fallecidos por sumersion en agua
salada con los casos de los sujetos fallecidos por sumersion en agua dulce, obtenemos
que las concentraciones de magnesio y cloro, tanto en ambos ventriculos como en
sangre periférica, son significativamente mas elevadas en los casos de sumersion en
agua salada que en agua dulce, al igual que las concentraciones de magnesio entre
los dos ventriculos (VI-VD) y las concentraciones de calcio en VI, resultados que

coinciden con los de Zhu et al. (2003b).

Azparren et al. (1998), como ya hemos visto anteriormente, estudiaron el valor
diagnostico del cloro, junto a otros marcadores, en sangre de ambos ventriculos de
133 casos de muerte por sumersion distribuidos en 3 grupos segin se tratase de una
sumersion “tipica”, atipica” o sin suficiente informacion acerca de la causa de
muerte. En este caso, estos 3 grupos también fueron clasificados a su vez en funcion
de la concentracion de cloro en el agua de sumersion, distinguiendo 2 grupos segiin
fuese inferior a 15 mmol/L (n=63), abarcando todas las sumersiones en agua dulce, o
superior a 90 mmol/L (n=49), incluyendo aqui todas las sumersiones en agua salada.
De los resultados obtenidos concluyeron que no existian diferencias significativas en
las concentraciones de cloro de ambos ventriculos entre los casos de sumersion
“tipicos” y los “atipicos”, tanto en agua dulce como en agua salada. Ademas, en los

casos de sumersion “tipicos”, al comparar las concentraciones de cloro en ambos
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ventriculos entre las sumersiones en agua dulce y las de agua salada, tampoco
obtuvieron diferencias significativas. En nuestro caso, contrariamente a los
resultados obtenidos por Azparren et al. (1998) y como ya hemos explicado en
parrafos anteriores, hallamos diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de cloro en ambos ventriculos, en sangre periférica y en las
diferencias VI-VD al comparar los casos de sumersion en agua salada con otras
causas de muerte, y en las concentraciones de cloro en ambos ventriculos y en sangre

periférica al comparar entre sumersiones en agua salada y en agua dulce.

En cuanto a las diferencias en las concentraciones entre los dos ventriculos en los
casos de sumersion en agua salada, los valores de magnesio en VI son
significativamente superiores a los del VD, mientras que se obtiene lo contrario en los
casos de sumersion en agua dulce, resultados que coinciden con los obtenidos por
Zhu et al. (2005). El hecho de que los niveles de magnesio en VI sean mas elevados en
agua salada se debe a que existe una relacion de aproximadamente 100:2 entre la
concentracion de magnesio en agua salada y agua dulce, pudiéndose producir una
transferencia de este elemento desde el agua al VI. Sin embargo, en agua dulce ocurre
lo contrario y se debe a que la sangre del VI esta mas diluida que la del VD, poniendo
de manifiesto la hemodilucion. Por tanto, estos resultados nos permiten sefialar que
las diferencias encontradas en las concentraciones de magnesio entre los dos
ventriculos pueden proporcionar informacion til para el diagnostico de los casos de
sumersion en agua dulce. En los casos del cloro y el calcio, hallamos resultados
similares en los casos de sumersion en agua salada, donde observamos que en VI los
valores son mas altos que en VD. Esto, al igual que en el caso del magnesio, se puede
explicar porque las concentraciones de calcio y cloro son mas altas en agua salada
que en agua dulce. Por tanto, y de acuerdo con Zhu et al. (2003b; 2005), estos

hallazgos sugieren que los niveles séricos de cloro, calcio y magnesio puede ser
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especialmente tutiles para el diagnostico de los casos de sumersion en agua salada

con periodos post-mortem breves.

Otro de los objetivos que nos planteamos para comprobar si nos podia proporcionar
informacion en el diagndstico de la muerte por sumersion fue el analisis de las
concentraciones de hierro. De acuerdo con lo publicado por Gettler en su articulo de
1921, la idea inicial de utilizar la concentracion de hierro en ambos ventriculos del
corazén fue de Carrara (1902). Un siglo después, fueron De La Grandmaison et al.
(2006) los que estudiaron el valor diagnostico del hierro en los casos de sumersion en
agua dulce comparandolo con los casos control. Para ello seleccionaron 26 casos de
sumersion en agua dulce con un intervalo post-mortem menor de una semana de los
128 casos de sumersion de los que hicieron autopsia entre 1998 y 2004 y 12 casos
control cuya causa de muerte se atribuy¢ a lesiones por traumatismos o sobredosis
de drogas, y en todos ellos se determinaron las concentraciones de hierro en ambos
ventriculos cardiacos, obteniendo valores significativamente mads altos de las
diferencias entre VD-VI en los casos de sumersién con respecto a los casos control:
para los casos de sumersion, el valor medio de hierro en las diferencias entre VD-VI
fue de 67,7 pumol/L, mientras que para los casos control fue de 1,36 umol/L. Estos
resultados permitieron demostrar asi la hemodilucion en todos los casos de

sumersion en agua dulce.

En los resultados obtenidos por nosotros, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de hierro en todas las localizaciones sanguineas
entre las muertes por sumersion y las otras causas de la muerte, y tampoco entre los
casos de sumersion en agua dulce y en agua salada. Sin embargo, encontramos
diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de hierro (VI-VD)
entre los casos de sumersion en agua dulce y otras causas de muerte, hallazgo que

coincide con los obtenidos por De La Grandmaison et al. (2006).
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En cuanto a las diferencias en las concentraciones entre los dos ventriculos en los
casos de sumersion en agua salada observamos diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de hierro en ambos ventriculos, siendo las
concentraciones mas altas en el VD, lo cual puede ser explicado debido al fenomeno
de la hemodilucion por aspiracion de agua. Por el contrario, esto no ocurre en los
casos de sumersion en agua dulce, quizd porque las concentraciones de hierro que
encontramos en agua dulce fueron superiores a los valores correspondientes en agua

salada, lo que pudo hacer que aumentase su concentracion en VI.

Otros posibles marcadores séricos de hemodilucion debido a la aspiracion del agua
de sumersion son la urea y la creatinina, aunque este ultimo también puede ser
utilizado como marcador de hipoxia, ya que aumenta en los casos en los que se
produce una hipoxia sistémica aguda provocada por una profunda disminucion de
oxigeno. Destacan las investigaciones llevadas a cabo por Zhu et al. (2003b, 2007a), en
las que estudian estos marcadores post-mortem en suero y en liquido pericardico
para poder diagnosticar la causa de muerte y también para diferenciar entre muertes

por sumersion en agua salada y en agua dulce.

En 2003, Zhu et al, como hemos explicado anteriormente, investigaron las
diferencias existentes entre casos de sumersion en agua dulce (n=11), en agua salada
(n=15) y de infarto agudo de miocardio (n=23) en las concentraciones de distintos
marcadores bioquimicos post-mortem, entre ellos la urea y la creatinina. Estos
autores refieren que las concentraciones séricas de urea y creatinina en VI y sus ratios
VI/VD fueron significativamente menores en los casos de sumersion (tanto en agua
dulce como en agua salada) comparado con los casos de infarto agudo de miocardio,
considerando la ratio VI/VD en el caso de la urea como el marcador mas eficiente
para el diagnostico de las muertes por sumersion debido a la hemodilucion. En

cuanto a las sumersiones en agua salada, un hecho caracteristico fue el valor tan bajo
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de la ratio VI/VD en el caso de la urea aunque no observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los casos de sumersion en agua salada y los de

agua dulce, ni para la urea ni para la creatinina.

Ya en 2007, Zhu et al. analizaron las diferencias existentes entre las concentraciones
sanguineas y en liquido pericdrdico de la urea, creatinina y acido urico en las
muertes agudas con el fin de investigar la fisiopatologia de la muerte. Para ello
recogieron muestras de liquido pericardico y de sangre de ambos ventriculos y
sangre periférica de las siguientes autopsias segun la causa de muerte: traumatismos
(n=136), asfixia (n=50), sumersién (n=39: en agua dulce n=21, en agua salada n=18),
muertes en incendio (n=99), hipertermia (n=11), hipotermia (n=8), envenenamiento
(n=26), muertes por fallo multiorgdnico como consecuencia de traumatismo (n=44) y
muertes naturales (n=143). Observaron que en los casos de muerte por sumersion, las
concentraciones de urea en VD y sangre periférica fueron significativamente
superiores a las observadas en VI y en el liquido pericardico, independientemente
del medio de sumersion (agua dulce o salada), demostrando una vez mas el
fendmeno de hemodilucion de la sangre del VI debido a la aspiracion de agua. Sin
embargo, no encontraron diferencias significativas de las concentraciones de urea y

creatinina entre los casos de sumersion y otras causas de muerte.

En nuestro estudio, una de las caracteristicas de los casos de sumersién en agua
salada que hemos observado han sido las concentraciones significativamente mas
bajas de urea en el VI comparado con el VD. Sin embargo, en los casos de sumersion
en agua dulce, han sido las concentraciones de creatinina las que fueron
significativamente menores en el VI comparado con el VD. Con estos resultados
podemos decir que en los casos de sumersion los niveles de urea y creatinina son

mas bajos en VI que en VD, hallazgos que confirman el efecto de la hemodilucion
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independientemente del medio de sumersion y que coinciden con los de Zhu et al.

(2007a).

Cuando analizamos de manera conjunta los casos de sumersion frente a otras causas
de muerte no observamos diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de urea y creatinina en ninguna de las localizaciones, hallazgo que
también coincide con los de Zhu et al. (2007a). Cuando analizamos los casos de
sumersion por separado, estos resultados se repiten al comparar los casos de
sumersion en agua salada con otras causas de muerte, sin embargo, al comparar los
casos de sumersion en agua dulce con otras causas de muerte, observamos que las
concentraciones de urea y creatinina en VD son significativamente menores en los

casos de sumersion en agua dulce que en otras causas de muerte.

Cuando analizan los casos de sumersion en agua salada frente a los de agua dulce,
Zhu et al. (2003b) no observaron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de urea y creatinina entre estos dos grupos, sin embargo, nosotros
observamos que en los casos de sumersion en agua salada, las concentraciones de
urea y creatinina en VD son significativamente mads altas que en los casos de

sumersion en agua dulce.

La troponina T es un marcador que aumenta segin sea la gravedad del dafio
miocdrdico en el momento de la muerte y que también se ha estudiado como posible
marcador bioquimico de muerte por sumersion, siendo util en la investigacion de la

influencia de la hipoxia sistémica en el corazon.

En 2003, Zhu et al., como hemos indicado anteriormente, estudiaron la troponina T
como marcador sérico para realizar un diagnostico diferencial entre muerte por

sumersion y muerte por infarto agudo de miocardio, encontrando concentraciones
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séricas de la troponina T significativamente mas altas en los casos de infarto agudo
de miocardio comparandolos con los casos de sumersion. También observaron un
leve aumento de las concentraciones séricas de troponina T en los casos de sumersion
en agua dulce, lo que sugiere un dafo miocardico secundario. Sin embargo, este
hallazgo no fue tan evidente en los casos de sumersion en agua salada.
Posteriormente, Zhu et al. (2006a) analizaron la troponina T en sangre de ambos
ventriculos, sangre periférica y en liquido pericardico en distintos casos de muerte
con el fin de evaluar su validez en la investigacion del dafio miocardico, con especial
atencion a las causas de muerte traumaticas. Las distintas causas de muerte
estudiadas fueron: muertes por arma blanca (n=143), asfixia (n=35), sumersion (n=27),
muertes en incendio (n=94), hipertermia (n=13), hipotermia (n=6), sobredosis por
metanfetaminas (n=12), intoxicacion por monoxido de carbono (n=5), infarto de
miocardio (n=57) y las muertes por accidentes cerebrovasculares (n=13). Observaron
que en periodos post-mortem cortos (<12 horas) las concentraciones mas altas de este
marcador en suero se encontraron en los casos de hipertermia, abuso letal de
metanfetaminas, intoxicacion por CO e infarto de miocardio, mientras que las
concentraciones mas bajas se obtuvieron en los casos de hipotermia y sumersion,
demostrando asi que el aumento de las concentraciones de la troponina T en suero
iba a depender de la gravedad del dafio miocardico en el momento de la muerte.
Otros autores como Maeda et al. (2009b) han investigado las concentraciones de las
troponinas cardiacas (troponina T e I) y de la isoenzima MB de la creatinin quinasa
(CK-MB) en el liquido cefalorraquideo de 257 autopsias con un periodo post-mortem
inferior a 48 horas, obteniendo una correlacion significativa entre las concentraciones
de la troponina T e I en sangre periférica y en liquido cefalorraquideo, pero
insignificante para la CK-MB. Observaron un marcado aumento en las
concentraciones de la troponina T e I en liquido cefalorraquideo en los casos de
asfixia prolongada e hipertermia, ademas de un aumento de la troponina I en

algunos casos de muerte cardiaca aguda. Sin embargo, el aumento de la CK-MB fue
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aparentemente independiente de la causa de muerte, y se observo sobre todo en
muertes por intoxicacion aguda. Estos hallazgos sugirieron que los niveles de
troponina T e I en liquido cefalorraquideo podian ser tutiles en la investigacion del

progreso y la duracion de dafio miocardico en el proceso de la muerte.

En nuestro caso, las concentraciones séricas mds elevadas de Troponina T se
encuentran en VI en las asfixias distintas de la sumersién y en VD y sangre periférica
en otras causas de muerte, aunque no hallamos diferencias estadisticamente
significativas con los casos de sumersion. Asi, el hecho de obtener valores de
troponina T mads bajos en los casos de sumersion coincide con los resultados

obtenidos por Zhu et al. (2003b, 2006a).

Tampoco observamos diferencias estadisticamente significativas cuando
comparamos las concentraciones séricas de troponina T entre los casos de sumersion
en agua salada y los de agua dulce y al comparar los resultados de las
concentraciones séricas de troponina T entre VI y VD en los casos de sumersiéon en

agua dulce y en agua salada.

Por otra parte, es necesario tener en cuenta otros factores, ademas de la causa de
muerte, que pueden modificar las concentraciones de los elementos traza en sangre,
como puede ser el intervalo post-mortem. En nuestro estudio no encontramos una
correlacion significativa entre los niveles de los elementos traza y el intervalo post-
mortem, aunque en los casos de sumersion hallamos una correlacion con otro factor
estrechamente relacionado con el intervalo post-mortem: el periodo de permanencia
del cuerpo en el agua. Por esta razon y tal y como indican Maeda et al. (2011),
estamos de acuerdo en que la utilizacién del andlisis bioquimico post-mortem debe

limitarse al periodo post-mortem precoz.
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Aunque hay muy pocas evidencias que sugieran la posibilidad de difusion post-
mortem del agua a la sangre, encontramos una correlacion significativa entre el
tiempo estimado de permanencia en el agua y las concentraciones de los elementos
traza en suero: en el caso del estroncio, magnesio y cloro observamos esta correlacion
con las concentraciones de estos elementos en ambos ventriculos y en sangre
periférica y en el caso del sodio y el calcio, con las concentraciones en el VI. Sin
embargo, cuando se excluyeron del andlisis estadistico los cinco casos que
permanecieron mas de 3 dias en el agua, la correlacion significativa entre el tiempo
aproximado de permanencia en el agua y las concentraciones de los elementos traza
en suero desaparecid. Por lo tanto, estos resultados sugieren la posibilidad de
difusion post-mortem de los elementos traza desde el agua al organismo, con lo que
consideramos recomendable su utilizacion en los tres primeros dias después del
fallecimiento, coincidiendo con el tiempo establecido por Azparren et al. (2003). Sin
embargo existe el inconveniente de que no siempre es posible obtener informacion

del tiempo de permanencia en el agua.

También observamos que en los casos de sumersion en general, y en las sumersiones
en agua salada o en agua dulce individualmente, las concentraciones de los
elementos traza en el agua se correlacionaron significativamente con las halladas en
suero, confirmandose asi su aspiracion. Esto fue corroborado por el hecho de que las
concentraciones sanguineas de estroncio, el cual ha demostrado su utilidad como
marcador de la aspiracion de agua que contiene este metal (Piette et al., 1989; Piette,
1992; Azparren et al, 1994, 1998, 2000, 2003), se correlacionaron directa y
significativamente con las concentraciones séricas de otros elementos traza que se

encuentran en el medio de sumersion: magnesio, calcio, cloro, sodio y hierro.

En el andlisis de las curvas ROC, la mayor capacidad para discriminar entre un caso

de una muerte por sumersion frente a otra muerte por otra causa se encuentra en las
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concentraciones de estroncio en ambos ventriculos y en sangre periférica y en las
concentraciones de cloro y magnesio en VI, todos con areas bajo la curva mayores de
0,70 y con unas especificidades y sensibilidades en el punto de corte cercanas al 90%,
sobre todo en el caso del estroncio en VI y en VD. Cuando estas variables se
utilizaron en el analisis discriminante, la determinacion conjunta de estroncio en
todas las localizaciones permitio una correcta identificacion en el 83% del total de los
casos, mientras que la determinacion conjunta de cloro en ambos ventriculos y de
magnesio en ventriculo izquierdo clasifico correctamente tan solo un 45% de los
casos de sumersion. La determinacion conjunta de todos estos elementos permitio
una identificacion correcta del 65% de los casos de sumersién, no mejorando
significativamente la correcta clasificacion de los casos de sumersidn que en los casos

en los que se utiliza el estroncio de manera individual.

Si analizamos los casos de sumersion por separado, por un lado las sumersiones en
agua dulce y por otro las sumersiones en agua salada, obtenemos que: en el analisis
de las curvas ROC para los casos de sumersion en agua dulce, los pardmetros con
mayor capacidad para discriminar entre la muerte por sumersion frente a otras
causas de muerte se encuentra en las concentraciones de estroncio en ambos
ventriculos y en la diferencia de las concentraciones de hierro entre los ventriculos
(VI-VD). Al utilizar estas variables en el analisis discriminante obtenemos que la
determinacion conjunta de estroncio en ambos ventriculos permitié una correcta
identificacion en el 46% de los casos de sumersion en agua dulce, mientras que la
diferencia en las concentraciones de hierro entre (VI-VD) clasific6 correctamente un
67% de estos casos. La determinacién conjunta del estroncio en ambos ventriculos y
la diferencia en las concentraciones de Fe entre VI y VD permiti6é una identificacion
correcta del 50% de los casos de sumersion en agua dulce, mejorando asi la
capacidad diagndstica de las muertes por sumersion en estos casos que cuando solo

se utiliza la determinacion del estroncio en ambos ventriculos.
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En los casos de sumersidon en agua salada, observamos en el andlisis de las curvas
ROC que las concentraciones sanguineas de estroncio en ambos ventriculos y en
sangre periférica mostraron la mayor capacidad discriminante. Resultados similares
se obtuvieron con las concentraciones séricas de magnesio. En el andlisis
discriminante, las concentraciones de estroncio en todas las localizaciones
clasificaron correctamente el 79% de los casos de sumersion en agua salada, mientras
que su determinacion junto con las concentraciones séricas de magnesio y cloro en
todas las localizaciones y las concentraciones de sodio en VD, el porcentaje de
clasificacion correcta disminuy6 a un 73%. Por tanto, la determinacion conjunta del
estroncio con otros elementos traza no mejord significativamente la correcta
clasificacion de los casos de sumersion en agua salada, siendo mas efectiva la

utilizacion individual del estroncio como marcador de sumersion en agua salada.

Del andlisis discriminante hay que destacar la alta capacidad predictiva negativa de
los elementos traza para excluir las muertes producidas por sumersion, tanto
evaluando los casos de sumersion de manera conjunta como analizando sumersion
en agua salada y sumersion en agua dulce separadamente. El porcentaje correcto de
clasificacion en otras causas de muerte fue en la mayoria de los elementos traza
superior al 93%, lo que significa que, de los 73 fallecidos por causas distintas a la
sumersion, menos de 5 de ellos estuvieron mal clasificados, mostrando unas
concentraciones de los elementos traza comparables a las obtenidas en los fallecidos

por sumersion.

204



6. CONCLUSIONES






Conclusiones

1.- Los resultados obtenidos en esta investigacion, junto con los aportados por otros
autores, ponen de manifiesto que el analisis post-mortem de parametros bioquimicos
y marcadores biologicos moleculares en los casos de sumersion es complicado
debido a la implicacion conjunta de diferentes procesos, tales como el fallo

circulatorio y metabdlico, las lesiones alveolares pulmonares y la hipoxia.

2.- Nuestros resultados ponen de manifiesto una correlacion positiva entre las
concentraciones de los elementos traza en el agua de sumersion y las concentraciones
en sangre, lo que sugiere la existencia de una difusion post-mortem desde el agua de
sumersion a la circulacion sanguinea. Sin embargo, ya que esta correlacion
desaparece en tiempos de sumersion inferiores a 72 horas, sugerimos la utilizacion de

los elementos traza en caddveres sumergidos menos de 3 dias.

3.- Elementos traza como el estroncio, magnesio, cloro, calcio y sodio muestran
valores significativamente mas altos al comparar los casos de sumersion con el resto

de causas de muerte.

4.- En los casos de sumersidon en agua salada, las concentraciones de estroncio,
magnesio, calcio, sodio y cloro son significativamente mas altas en ventriculo
izquierdo que en derecho como resultado de la aspiracién de agua hiperténica con

altas concentraciones de estos elementos.

5.- La hemodilucién es evidente por los niveles de hierro y urea significativamente
mas altos en ventriculo derecho que en ventriculo izquierdo en los casos de
sumersion en agua salada, y por los niveles mas altos de magnesio y creatinina en
ventriculo derecho comparado con el ventriculo izquierdo en los casos de sumersion

en agua dulce.
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6.- En los casos de sumersion en agua salada, los niveles sanguineos de estroncio se
confirman como el mejor pardmetro para su diagnostico, aunque otros elementos
traza pueden también ser utiles, como es el caso de las concentraciones séricas de

magnesio y cloro.

7.- En el caso de las sumersiones en agua dulce, la determinacion conjunta de
estroncio y otros marcadores bioquimicos, especialmente el hierro, puede aumentar
la posibilidad de un diagnostico correcto, siendo especialmente ttiles los elementos

traza en estos casos.

8.- En la determinacidn analitica del estroncio recomendamos el método utilizado por
Azparren (espectrometria de absorcion atdmica con camara de grafito) frente al
propuesto por Piette (espectrometria de emision atomica usando una fuente de
plasma de acoplamiento inductivo) ya que el pretratamiento al que deben ser
sometidas las muestras de sangre es mas limpio, menos laborioso y mucho mas

economico.

9.- La utilizacion de elementos traza es una buena herramienta complementaria para
el diagnostico de sumersion, pudiendo aportar ademas informacion adicional para la
reconstruccion de los hechos, aunque nunca pueden sustituir a la informacién
obtenida de hallazgos morfoldgicos (macroscdpicos e histologicos), circunstancias de

la muerte asi como la utilizacion de otras técnicas complementarias.

10.- La investigacion de nuevos métodos y parametros para un correcto diagnostico
post-mortem de las muertes por sumersion y la reconstruccion de los hechos sigue
siendo una prioridad en patologia forense y la cooperacion con distintos
profesionales especializados en diferentes técnicas complementarias puede ayudar a

conseguir dicho objetivo.
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