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Resumen: En toxicologia forense la matriz mas analizada es la sangre, y el etanol una de las sustancias més buscada. En ciertas
ocasiones en que la sangre no puede ser estudiada, el humor vitreo suele representar una buena alternativa para la cuantificacion de
etanol, pudiendo estimarse el grado de alcoholemia a partir de esta determinacion. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
cociente concentracion de etanol en humor vitreo (CEHV) respecto de concentracion de etanol en sangre (CES), en las autopsias
realizadas durante los afios 2014 a 2019 de la Morgue Judicial de la ciudad de Rio Gallegos, Santa Cruz, Argentina. Con este fin se
tomaron muestras de sangre y humor vitreo en 564 autopsias, en las cuales se determind etanol por extraccién con headspace y
cuantificacion por cromatografia gaseosa. Los datos obtenidos fueron sometidos a estudios estadisticos de regresion lineal y con ellos
se calcul6 la relacion entre CEHV y CES, sobre los que se realizd un estudio estadistico descriptivo. Los principales resultados
obtenidos demostraron que la relacion entre la CEHV y la CES es directa y lineal con un alto grado de correlacion, situacion que
permitiria en un futuro estimar los valores de CES a partir de una determinacion de CEHV utilizando para este fin el cociente
CEHV/CES calculado. Para el caso de la ciudad de Rio Gallegos, este cociente resulto ser de 1,28 £ 0,09. El humor vitreo representa
una buena alternativa para esta practica, ya que es una matriz poco expuesta a la contaminacién y que tiene la capacidad de mantener
su integridad por mayor tiempo comparado con otras muestras de importancia forense.
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Abstract: In forensic toxicology the most used matrix is blood, and ethanol is one of the most sought after substances. On certain
occasions when the blood cannot be studied, the vitreous humor tends to represent a good alternative for the quantification of ethanol,
and the alcohol level can be estimated from this determination. The objective of this work was to determine the ratio of ethanol
concentration in vitreous humor (CEHV) to ethanol concentration in blood (CES), in autopsies carried out during the years 2014 to
2019 at the Judicial Morgue of the city of Rio Gallegos, Santa Cruz, Argentine. Samples of blood and vitreous humor were taken in
564 autopsies, in which ethanol was determined by extraction with headspace and quantification by gas chromatography. The data
obtained were subjected to statistical linear regression studies and with them the relationship between CEHV and CES was calculated,
on which a descriptive statistical study was carried out. The main results obtained showed that the relationship between CEHV and
CES is direct and linear with a high degree of correlation, a situation that would allow in the future to estimate CES values from a
CEHYV determination using the calculated CEHV / CES ratio. In the case of the city of Rio Gallegos, the ratio was 1.28 £ 0.09. Vitreous
humor represents a good alternative for this practice, since it is a matrix with little exposure to contamination and it has the ability to
maintain its integrity for a longer time compared to other samples of forensic importance.

Keywords: ethanol, blood, vitreous humor, autopsy.

INTRODUCCION

En toxicologia forense, la sangre es la muestra mas sometida a andlisis y la sustancia mas frecuentemente
encontrada es el etanol (1). En la determinacion de etanol en muestras sanguineas provenientes de cadaveres, el forense
debera evaluar posibles alteraciones de la concentracion de este compuesto luego de la muerte, recordando que estas
pueden ser perdidas de etanol por oxidacion microbiana, ganancia por fermentacion de la glucosa, falta de homogeneidad

de la muestra, difusion de etanol a partir del contenido géstrico, putrefaccion, calcinacion, etc. (2, 3).
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En estos casos, puede utilizarse una matriz alternativa para la determinacion de etanol. Una de las matrices
utilizadas con estos fines es el humor vitreo (1). Esta matriz tiene como ventaja el hecho de ser de naturaleza acuosa y
relativamente limpia (4). Anatdmicamente se ubica en la periferia del cuerpo, alejada del sistema digestivo, evitando
posibles contaminaciones por difusion pasiva del etanol (5), siendo relativamente facil de obtener.

Cuando el etanol ingresa a nuestro organismo, es sometido a una primera fase de absorcion que suele durar de 30
a 60 minutos (6). Luego es sometido a una segunda fase de equilibrio en la que se produce el pico méaximo de etanol en
sangre, para finalmente ser sometido a una tercera fase de eliminacién donde su concentracién en sangre comienza a
disminuir (7).

Durante la fase de equilibrio, al realizar la cuantificacion de etanol en diferentes muestras biologicas, su
concentracion dependerd de la cantidad de agua de cada una, asi como de la presencia de enzimas catalizadoras (8).

Obtener sangre para concretar esta determinacion, no causa mayores problemas en personas vivas, pero tiene
distinto grado de dificultad en muestras cadavéricas. Esto ocurre cuando el cuerpo se encuentra en estado de putrefaccion,
calcinado o con severos traumas (7). En estos casos es recomendable la utilizacién de una muestra alternativa a la sangre,
como suele ser el humor vitreo (9).

Existe en la bibliografia disponible diversos trabajos que han establecido la relacion del valor de etanol en humor
vitreo con respecto al de etanol en sangre, siendo el mas registrado el valor de 1,30 (10, 11), que permitiria establecer el
valor de alcoholemia a partir de la determinacién en humor vitreo (12) en aquellas situaciones en las que no sea posible
colectar una muestra de sangre a partir del estudio de un cadaver.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el cociente concentracion de etanol en humor vitreo respecto de
concentracidn de etanol en sangre, en las autopsias realizadas durante los afios 2014 a 2019 de la Morgue Judicial de la
ciudad de Rio Gallegos, Santa Cruz, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se tomaron muestras de sangre y de humor vitreo en las 564 autopsias realizadas entre los afios 2014 y 2019 en
la Morgue Judicial de la ciudad de Rio Gallegos, Santa Cruz, Argentina. El humor vitreo fue obtenido de un ojo,
aproximadamente 1,5 mL, por puncion perpendicular colocandolo en un tubo tipo eppendorff de igual volumen. La sangre
fue tomada de la vena femoral, aproximadamente 1,5 mL, con la misma metodologia usada para el humor vitreo y
utilizando floruro de sodio al 0,1% como conservante (12). Todas las muestras recogidas fueron almacenadas a 4°C hasta
el momento de su andlisis y se evito la presencia de cdmara de aire dentro del tubo de coleccion.

Determinacion de etanol

La determinacion de etanol fue realizada por extraccion de tipo headspace acoplada a cromatografia de gases con
deteccion FID (13). Un volumen de 0,5 mL de sangre entera o de humor vitreo fue colocado en un vial de 10 mL al que
previamente se le incorpord 100 mg de sulfato de sodio. Como patrén interno de cuantificacion se colocaron 0,5 mL de
una solucion de 1 g/l de n-propanol. El vial se precintd herméticamente con tapon de polipropileno y se agito
vigorosamente por 5 segundos. Los viales fueron incubados por 15 minutos a una temperatura de 60°C y con agitacion.
La temperatura del loop se mantuvo a 70°C y la de la linea de transferencia a 80°C. Transcurrido el tiempo de incubacion,
el vial se presurizo con gas nitrogeno a 14 psi. El volumen del loop utilizado fue de 1 mL y fue llenado durante 0,15
minutos para finalmente inyectar | mL en 0,5 minutos. Durante la realizacion de la corrida cromatografica se utilizo la
columna capilar ALC1 (30m x 320pm x 1,8pm) con gas nitrégeno como carrier a un flujo de 5,55 mL/min. El modo de

inyeccion fue split con una relacion 10:1, con una temperatura del inlets de 250°C. La temperatura del horno se mantuvo
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constante a 35°C durante los 3,5 minutos que dur6 la corrida cromatografica. La temperatura del detector fue de 300°C
con un flujo de hidrogeno de 30 mL/min y de aire de 400 mL/min y un flujo de gas makeup (nitrégeno) de 25 mL/min.

Analisis estadisticos

Los datos de concentracion de etanol en sangre (CES) y concentracion de etanol en humor vitreo (CEHV) se
estudiaron mediante un analisis de regresion lineal simple para establecer la relacion entre ellos. Con estos datos se calculo
el indice concentracion de etanol en humor vitreo respecto de concentracion de etanol en sangre (CEHV/CES) y estos
fueron estudiados mediante un analisis estadistico descriptivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras obtenidas de 6 autopsias fueron descartadas ya que no pudo ser realizada la cuantificacion de etanol
en ambas muestras de interés. Esto fue debido a la putrefaccion de las muestras de sangre o a su coagulacion, o a la escasa
cantidad de humor vitreo obtenido. Por otro lado, los resultados obtenidos de 18 autopsias fueron descartados porque el
cociente CEHV/CES fue indicativo de que la muerte ocurrié en momentos de absorcion de etanol, es decir fue menor de
1,05.

En 422 autopsias no se detectd etanol en ambas muestras estudiadas (75%). Solo en tres casos de observo un
resultado positivo en una de las muestras y negativo en la otra, siendo el valor obtenido en la muestra positiva muy cercano
al limite de cuantificacion de la técnica (0,1 g/L).

En 118 autopsias (21%) se pudo cuantificar etanol en ambas matrices de estudio. Estas muestras fueron incluidas
en los estudios estadisticos para el calculo del indice CEHV/CES. Este porcentaje de positividad de etanol en las muestras
colectadas en la ciudad de Rio Gallegos, fue inferior a lo reportado por Almeida- Gonzalez et al. en 2019 (14)
para Espafia, los cuales reportaron un porcentaje de positividad de esta sustancia de aproximadamente un 32% a partir del
estudio de 277 autopsias.

En la Tabla 1 se muestran los resultados estadisticos realizados entre las dos variables de estudio, CES y CEHV.
El coeficiente de correlacion multiple encontrado (0,992) indicd que existe una fuerte correlacion lineal directa entre
ambas variables de estudio, observandose que el ajuste de la ecuacion de regresion explica aproximadamente el 98% (R?
0,984) de los valores presentados, demostrando que la diferencia de los valores de CES observados y los calculados a
partir de la recta de regresion es pequefia. Por otro lado, el analisis de la varianza presentado en la Tabla 1 indic6 que el
modelo lineal encontrado entre ambas variables de estudio proporciona un buen ajuste para los datos (p < 0,005).
Thelander et al. en 2020 (15) estudiaron la relacion entre estas matrices respecto de la concentracion de etanol,

estableciendo que la misma fue muy alta con un R? de 0,97 a partir de 134 autopsias realizadas.

Estadistica de regresion Analisis de la varianza

Coef. de correlacion multiple 0,992 Estadistico F 6893,31
Coef. de determinacion R? 0,984 Probabilidad 2,29E-100
R? ajustado 0,984 F(1yn2) tabla 4,45
Error tipico 0,109
Ecuacion general de regresion lineal
Pendiente 0,826 Ordenada al origen -0,067
Estadistico t 83,03 Limite inferior 95% -0,112
Probabilidad 2,29E-100 Limite superior 95% 0,082
t99 (n2) tabla 2,57
Limite inferior 95% 0,806
Limite superior 95% 0,845

Tabla 1. Pardmetros de regresion obtenidos a partir de correlacionar los valores de concentracion de etanol en humor vitreo y sangre
de muestras obtenidas de 118 autopsias.
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En la Tabla 1 se presentan los datos obtenidos de la ecuacion general de regresion lineal encontrada para las dos

variables, que se presenta graficamente en el Figura 1A, y que queda conformada de la siguiente forma:
CES(g/L) = 0,829 CEHV(g/L) — 0,067

El valor de la pendiente encontrada fue positiva (0,829) lo que indicéd que la relacion entre CEHV y CES es de
tipo lineal y directa, observandose que el intervalo de confianza para este valor fue entre 0,806 y 0,845 demostrando este
analisis que la pendiente de la recta de regresion verdadera es diferente de cero con una probabilidad menor de 0,005.
Finalmente, la ordenada al origen encontrada (-0,067) nos ayuda a interpretar si existe error sistematico, descartandose
esta situacion ya que el intervalo en el que se encontr6 su valor estd comprendido entre -0,112 y 0,082, demostrando que
el valor cero se encuentra comprendido en el mismo. Por otro lado, la Figura 1B muestra que los residuos encontrados se
distribuyeron de forma aleatoria, evidenciando que no se muestra ningln tipo de tendencia. Savini et al. en 2020 (12)
desarrollaron un estudio similar al aqui presentado, demostrando a partir del calculo del coeficiente de correlacion y de
la ecuacion de la recta correspondiente, que ambas variables se ajustan a un modelo de regresion lineal positiva con un
R? de 0,92. Este analisis estadistico realizado por los autores, mostr6 una fuerte correlacion entre CES y CEHV, estando

esto de acuerdo con los datos obtenidos en las autopsias estudiadas en el presente trabajo.
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Figura 1. Diferentes célculos estadisticos realizados con los resultados obtenidos de concentracién de etanol en humor vitreo
(CEHV) y sangre (CES). La figura A representa la ecuacion de regresion obtenida entre ambas variables, la figura B la distribucion
de los residuos y la figura C la distribucion de la frecuencia de cada valor de CEHV/CES calculados.

En la Tabla 2 se presentan los valores encontrados de estadistica descriptiva luego de someter a los resultados del
coeficiente CEHV/CES de las 118 autopsias estudiadas. Se pudo determinar que el valor promedio de este coeficiente fue
de 1,28 £ 0,09 con un valor central del conjunto de datos evaluados de 1,26 y un valor de mayor frecuencia de 1,25. Este
valor de CEHV/CES es concordante con lo observado por otros autores, que encontraron en estudios similares valores de
este indice de 1,17 (16), 1,19 (17)y 1,28 (12). La curtosis calculada demostr6 ser mayor de cero, lo cual indic6 un elevado
grado de concentracion de los valores adquiridos por el coeficiente CEHV/CES alrededor de los valores centrales de la
variable. El coeficiente de asimetria de Fisher encontrado también fue mayor de cero, indicando una distribucion
asimétrica positiva de los valores del coeficiente calculado, existiendo de esta manera una mayor concentracion de valores

a la izquierda de la media que a su derecha (Fig. 1C).

Parametro Valor
Media 1,28
Mediana 1,26
Moda 1,25
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Desviacion estandar 0,09
Curtosis 1,05
Coef. de asimetria (Fisher) 1,08

Tabla 2. Pardmetros de estadistica descriptiva obtenidos a partir del analisis de los valores de CEHV/CES obtenidos.

Debido a su solubilidad y bajo peso molecular, el etanol se absorbe y distribuye rapidamente en todos los tejidos
y liquidos corporales de acuerdo con el contenido de agua de los diferentes compartimentos (6). El humor vitreo tiene un
contenido de agua de 98,7% frente al 80,0% observado en la sangre (5). Por esta razén, la CEHV suele ser un 10-20%
mas alta que la CES, situacion que se vio refleja en el indice CEHV/CES calculado que fue mayor de uno. Sin embargo,
diferentes razones podrian influir en la CES, principalmente se debe considerar la produccion post-mortem de etanol. Esta
produccion post-mortem depende de diferentes factores como la temperatura, el intervalo post-mortem, la especie de
microorganismos contaminantes y el trauma al haya sido sometido el cuerpo (18). La CEHV no se ve influenciada por la
formacion de alcohol durante el proceso de putrefaccion y permanece estable después de la muerte durante un periodo de
tiempo mas prolongado. Generalmente, el cuerpo humano, y en particular el humor vitreo, es un entorno estéril (19).
Después de la muerte, las bacterias del tracto gastrointestinal, pulmoén, cavidad oral, areas infectadas del cuerpo o del
medio ambiente pueden invadir los tejidos y los fluidos circulantes y esta difusion se acenta por la putrefaccion. En
algunas areas, como la que contiene el humor vitreo, la descomposiciéon ocurre mas lentamente, por lo que las muestras
de este sitio mantienen su integridad por mas tiempo (18, 20). Un estudio previo realizado por Harper en 1989 (21),
demostrd que las muestras de humor vitreo rara vez contienen una gran cantidad de bacterias u hongos, lo que hace que
esta muestra sea menos susceptibles a los cambios en la concentracion de este tipo de compuestos, proponiendo que esto
ocurre debido a la baja vascularizacion del humor vitreo que dificulta la colonizaciéon microbiana del ojo. Esto hace que
en toxicologia forense, el humor vitreo sea una matriz alternativa util porque estd relativamente aislada de otros
compartimentos/fluidos corporales debido a esta vascularizacion limitada, estando asi el humor vitreo protegido de la
contaminacion bacteriana por la barrera hemato-retiniana ya que esta limita la secrecion, difusion y filtracion de materiales
en esta cavidad (4, 22). Después de la muerte, estos procesos activos a través de la barrera hemato-retiniana disminuyen
gradualmente hasta cesar; sin embargo, la composiciéon del humor vitreo se conserva durante mas tiempo que otros fluidos
corporales de importancia forense (sangre, orina, tejido, etc.) (19) y, por esta razon, la recoleccion y andlisis de este fluido
es particularmente util y de aceptacion para la determinacion de etanol.

De todo lo expuesto, se puede concluir que la relacion entre la CEHV y la CES es directa y lineal con un alto
grado de correlacion, situacion que permitiria en un futuro estimar los valores de CES a partir de una determinacion de
CEHV utilizando para este fin el cociente calculado CEHV/CES. Para el caso de la ciudad de Rio Gallegos, este cociente
resulto ser de 1,28 & 0,09, valor que deberia ser calculado en los diferentes laboratorio destinados a la cuantificacion de
etanol en matrices bioldgicas, ya que el mismo puede verse influenciado por diferentes factores inherentes a la
determinacion analitica, como ser la forma de recoleccion y conservacion de las muestras y la metodologia de analisis
empleada (23). El humor vitreo representa una buena alternativa para esta practica, ya que es una matriz poco expuesta a
la contaminacion y que tiene la capacidad de mantener su integridad por mayor tiempo comparado con otras muestras de
importancia forense.
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